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Par ce manuscrit, je souhaite résumer le parcours qui a été le mien en recherche depuis
maintenant un peu plus de 23 ans. A défaut d’étre exhaustif, car je ne parlerai pas de mon
parcours universitaire 8 Montpellier, de ce qui a forgé mon envie de devenir scientifique ni de
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vos questions pour le jour de la présentation.

Bonne lecture
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nationale qu’internationale.
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Optical Spectroscopy) a I’'IBS, GRENOBLE. Responsable : Antoine ROYANT (DR
CNRS). Sujet : « Compréhension structurale de l'efficacité de la fluorescence dans les
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purification de la paraoxonase humaine en bactérie, drosophile et CHO » ;
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nouveau complexe de PBP chez E. coli, PBPla et PBP2 » ;

Mars 2006 - Aofit 2008 : post-doctorant au « The Scripps Research Institute » (TSRI), LA
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Depuis avril 2017 : responsable du « Secteur Pédagogique - Science, Technologie et
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en filiere internationale, 32 enseignants et 1 100 heures d’enseignement ;

2016 - 2021 : créateur et responsable de I’'UE de M2 « Entrepreneurship and Sciences » a
I’UGA. UE obligatoire pour tous les M2 mention Biologie de I’'UFR de Chimie et
Biologie soit plus de 70 étudiants qui suivaient 24 heures d’enseignement dispensé par
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formation de la nouvelle maquette de ’'UGA ;

2012 - 2017 : responsable de I’UE de M2 « Biologie a Haut Débit » a ’'UGA. Cette UE était
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environ une vingtaine d’étudiants suivait 40 heures de conférences dispensées par 12
intervenants. Cette UE est toujours dans 1’offre de formation de la nouvelle maquette de
I’UGA.

MANAGEMENT ET SUPERVISION DE COLLABORTEURS

Gestion de 26 collaborateurs directement sous ma supervision dont 1 post-doctorant, 3
ingénieurs, 2 theses a 50%, 4 M2 et 8§ M1 ;

* encadrement ayant conduit a la publication d’au moins un article ;

¥ encadrement ayant conduit a la publication d’un brevet.
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Depuis octobre 2023 : supervision de E. ORGEL en tant qu’assistante ingénieure financée
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“ Janvier — Décembre 2019 : encadrement de K. DUARTE étudiant de M2 (UGA) de janvier
a juin puis en tant qu’ingénieur d’étude de juillet a décembre financé par I’ANR
« BANDIT » ;
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Avril - Juillet 2014 : encadrement de G. DIAS MIRANDELA étudiant de M1 (UGA) ;

Juin - Juillet 2014 : encadrement de P. BUFFARD ¢tudiante de L1 (UGA) ;
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Avril - Juin 2012 : encadrement de N. GOSSET étudiante de M1 (UGA) ;

Juin - Octobre 2010 : encadrement de C. AUTISSIER étudiante en BTS (Lycée Louise
Michel) ;

Juin - Aoiit 2010 : encadrement de C. MASSON étudiant de L3 (UGA) ;

Janvier - Juin 2010 : encadrement de A. SMAALI ¢tudiant en M2 (UGA) ;

Fevrier - Juin 2008 : encadrement de A. KAUR étudiante en Master degree (The Scripps
Research Institute) ;

Juin - Septembre 2005 : encadrement de E. BECHET ¢léve ingénieure (CPE Lyon) ;
Juillet - Novembre 2003 : encadrement de N. PERRIN éleéve ingénieure (ESIEE Paris) ;
Juin - Juillet 2003 : encadrement de D. TRAORE étudiant de L3 (UGA) ;

Mars - Mai 2003 : encadrement de O. HADDAD étudiant de M1 (UGA) ;

Fevrier - Juin 2001 : encadrement de U.G. ULUCAY <¢tudiante de M1 (Université
Montpellier 2).

COMPLEMENTS
2014 : membre du comité d’organisation du GTBio 2014 (Association Frangaise de
Cristallographie Groupe Thématique Biologie) ;
2012 : expert pour 1’évaluation des projets ASTRID de I’ANR et tout particulierement
ceux ayant un lien avec les agents bactériologiques comme la toxine botulique.
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FINANCEMENTS
624 k€ en 12 ans de carriere universitaire.
2022 : porteur du projet EUR/IDEX de jouvence des systemes de purification de protéines
des TP de Biochimie (L2, L3 et M1 soit plus de 800 étudiants) - 80 k€
Janvier 2018 - Juillet 2021 : coordinateur de ’ANR BANDIT #ANR-17-CE11-0013 -
397 k€ ;
Décembre 2016 - Décembre 2017 : programme “Technologie pour la Santé” du CEA Call
2016 - 70 k€ ;
Octobre 2015 - Mai 2016 : financement Valo-GRAL Call 2 2015 - 35 k€ ;
2014 : financement Valo-GRAL 2014 - 15 k€ ;
2014 : financement Vice-Présidence Recherche-Valorisation de I’UJF - 12 k€ ;
2013 : Appel a projet Grenoble Innovation Recherche (AGIR) de I’UJF — 15 k€.

PRODUCTION SCIENTIFIQUE

21 publications toutes référencées au JCR avec un H-index de 16 et plus de 1200 citations ;

2 brevets internationaux ;

1 chapitre de livre ;

Lien vers mon ORCID : ici

Premier ou co-premier auteur : 3 (¥) — Dernier auteur et/ou auteur correspondant : 1 ().
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1 “Cytosolic aconitase”. A. Volbeda, J.M. Moulis, J. Dupuy, W. Walden, K. Volz and

J.C. Fontecilla-Camps in Handbook of Metalloproteins, A. Messerschmidt, R Huber,
T Poulos, K Wieghardt, Eds.; John Wiley & Sons, Ltd: Chichester 2007 online.

Brevets

12 “Protéines NADPH oxydases”. Inventors: J. Dupuy, C. Hajjar, F. Fieschi, B. Lafumat,
M.V. Cherrier. WO/2015/162383 - PCT/FR2015/051101, (2015). Applicant : Université
Joseph Fourier — Université Grenoble Alpes.

1 “A novel subtype of clostridium botulinum neurotoxin type A and uses thereof”.
Inventors: E.A. Johnson, M.J. Jacobson, G. Lin, R.C. Stevens, J. Dupuy, P. Stenmark and
W.H. Tepp. Publication number WO/2010/127258, Application number
PCT/US2010/033188 (2010).

Publications

21 « X-ray structure and enzymatic study of a bacterial NADPH oxidase highlight the
activation mechanism of eukaryotic NOX. » 1. Petit-Hartlein, A. Vermot, M. Thepaut,
A.S. Humm, F. Dupeux, J. Dupuy, V. Chaptal, J.A. Marquez, S.M.E. Smith, F.Fieschi.
Elife (2024), Apr 19;13:RP93759.

20 « mScarlet3: a brilliant and fast-maturing red fluorescent protein. » TWJ. Gadella Jr., L.
van Weeren, J. Stouthamer, MA. Hink, AHG. Wolters, BNG. Giepmans, S. Aumonier, J.
Dupuy, A. Royant. Nature Methods (2023), 10.1038/s41592-023-01809-y.

19 « Cyan fluorescent proteins derived from mNeonGreen. » L. Zarowny, D. Clavel, R.
Johannson, K. Duarte, H. Depernet, J. Dupuy, H. Baker, A. Brown, A. Royant, RE.
Campbell. Protein Eng Des Sel (2022), Feb 17;35:gzac004.

18 « Assemblies of lauryl maltose neopentyl glycol (LMNG) and LMNG-solubilized
membrane proteins. » C. Breyton, W. Javed, A. Vermot, C.A. Arnaud, C. Hajjar, J.
Dupuy, 1. Petit-Hartlein, A. Le Roy, A. Martel, M. Thépaut, C. Orelle, J.M. Jault, F.
Fieschi, L. Porcar, C. Ebel. Biochim Biophys Acta Biomembr (2019), 1861(5):939-957.
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117 « The NOX family of proteins is also present in bacteria. » C. Hajjar, M.V. Cherrier, G.
Dias Mirandela, 1. Petit-Hartlein, M.J. Stasia, J.C. Fontecilla-Camps, F. Fieschi, J.
Dupuy. MBio (2017), Nov 7; 8(6).

16 « A two-component NOX-like system in bacteria is involved in the electron transfer chain
to the methionine sulfoxide reductase MsrP. » C. Juillan-Binard, A. Picciocchi, J.P.
Andrieu, J. Dupuy, I. Petit-Hartlein, C. Caux-Thang, C. Vives, V. Niviere, F.J. Fieschi.
Journal of Biological Chemistry (2016), 292(6), 2485-2494.

15 « Identification of fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) as a protein receptor for
botulinum neurotoxin serotype A (BoNT/A). » B.P.S. Jacky, P.E. Garay, J. Dupuy, J.B.
Nelson, B. Cai, Y. Molina, L.E. Steward, R.S. Broide, J. Francis, K.R. Aoki, R.C. Stevens,
E. Fernandez-Salas. PLoS pathogens (2013), 9(5), €1003369.

14 « Purification, Modeling and Analysis of Neurotoxin BoNT/AS5 from Clostridium
botulinum Strain A661222 ». M.J. Jacobson, G. Lin, W. Tepp, J. Dupuy, P. Stenmark,
R.C. Stevens and E.A. Johnson. Applied and environmental microbiology (2011),
77(12), 4217-22.

13 « Crystal structure of the botulinum neurotoxin type G binding domain: insight into cell
surface binding ». P. Stenmark, M. Dong, J. Dupuy, E.R. Chapman and R.C. Stevens.
Journal of Molecular Biology (2010), 397(5), 1287-1297.

12 « Structural determinants of the high thermal stability of SsoPox from the
hyperthermophilic archaeon Sulfolobus solfataricus ». D.V. Pompea, M. Elias, L.
Merone, G. Graziano, J. Dupuy, L. Mandrich, P. Carullo, B. Fournier, D. Rochu, M.
Rossi, P. Masson, E. Chabriere and G. Manco. Extremophiles (2009), 13(3), 461-470.

*11 « Crystal structure of botulinum neurotoxin type A in complex with the cell surface co-
receptor GT1b-insight into the toxin-neuron interaction ». P. Stenmark, J. Dupuy, A.
Imamura, M. Kiso and R.C. Stevens. PLoS pathogens (2008), 4(8), e1000129.

10 « Structural basis for natural lactonase and promiscuous phosphotriesterase activities ».
M. Elias, J. Dupuy, L. Merone, L. Mandrich, E. Porzio, S. Moniot; D. Rochu; C. Lecomte;
M. Rossi; P. Masson, G. Manco and E. Chabriere. Journal of Molecular Biology (2008),
379, 1017-1028.

9 « Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of the hyperthermophilic
Sulfolobus solfataricus phosphotriesterase ». M. Elias, J. Dupuy, L. Merone, C. Lecomte,
M. Rossi, P. Masson, G. Manco and E. Chabriere. Acta. Cryst. (2007), F63, 553-555.

8 « Decouverte et structure cristallographique d’une apolipoproteine humaine ». R.
Morales, A. Berna, P. Carpentier, C. Contreras-Martel, F. Renault, M. Nicodeme, M.L.
Chesne-Seck, F. Bernier, J. Dupuy, C. Schaeffer, H. Diemer, A. Van-Dorsselaer, J.C.
Fontecilla-Camps, P. Masson, D. Rochu and E. Chabriere. Ann. Pharm. Fr. (2007), 65,
98-107.

7 « Structural basis for the modulation of CDK-dependent/independent activity of cyclin
D1 ». J.L. Ferrer, J. Dupuy, F. Borel, L. Jacquamet, J.P. Noé€l and V. Dulic. Cell Cycle
(2006), 5(23), 2760-2768 .

6 « Structure of dual function Iron Regulatory Protein I complexed with ferritin IRE-
RNA ». W.E. Walden, A.IL. Selezneva, J. Dupuy, A. Volbeda, J.C. Fontecilla-Camps, E.C.
Theil and K. Volz. Science (2006), 314(5807), 1903-1908.

5 «Structural characterization of the conformational changes of E. coli Fur during the
redox and metal dependent dimerization process ». L. Pecqueur, B. d'Autréaux, J. Dupuy,
Y. Nicolet, L. Jacquamet, B. Brutscher, I. Michaud-Soret and B. Bersch. Journal of
Biological Chemistry (2006), 281(30), 21286-21295.

4 « The crystal structure of Bacillus subtilis PerR-Zn reveals a novel Zn(Cys)4 structural
redox switch ». D.A.K. Traore, A. El Ghazouani, S. Ilango, J. Dupuy, C. Caux-Thang, L.
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Jacquamet, J.L. Ferrer, V. Duarte, J.M. Latour. Molecular Microbiology (2006), 61(5),
1211-1219.

3 « Serendipitous discovery and X-ray structure of a human phosphate binding
apolipoprotein ». R. Morales, A. Berna, P. Carpentier, C. Contreras-Martel, F. Renault,
M. Nicodeme, M.L. Chesne-Seck, F. Bernier, J. Dupuy, C. Schaeffer, H. Diemer, A. Van-
Dorsselaer, J.C. Fontecilla-Camps, P. Masson, D. Rochu and E. Chabriere. Structure
(2006), 14(3), 601-609.

*2 « Crystal stucture of human iron-regulatory protein 1 as cytosolic aconitase ». J. Dupuy,
A. Volbeda, P. Carpentier, C. Darnault, J.M. Moulis and J.C. Fontecilla-Camps. Structure
(2006), 14(1), 129-139.

*1 « Crystallization and preliminary X-ray diffraction data for the aconitase form of human
iron-regulatory protein 1 ». J. Dupuy, C. Darnault, L. Brazzolotto, J.M. Moulis, A.
Volbeda and J.C. Fontecilla-Camps. Acta. Cryst. (2005), F61, 482-485.

CONGRES ET MEETINGS
- 10 Club Oxydase, LUXEMBOURG, LUXEMBOURG, mai 2017. "Assessment of the
thermostability of a prokaryotic NADPH oxidase homolog using a new nanoDSF technique
for crystallization assays" (poster);
- 10°m¢ Club Oxydase, LUXEMBOURG, LUXEMBOURG, mai 2017. "Production and
characterization of the deshydrogenase domain of a bacterial NOX, SpNox" (poster);
- 9¢me Club Oxydase, GENEVE, SWITZERLAND, mai 2015. "BOSS technology, a
screening tool to increase the discovery of new therapeutic molecules” (communication
orale);
- 39th FEBS Congress and The EMBO Meeting, PARIS, FRANCE, aolt 2014.
"Functional and structural insights into the NADPH oxidase family: new kids on the block”
(poster);
- NOX Family NADPH Oxidases — Gordon Research Conference, LUCCA BARGA,
ITALIE, mai 2014. "Characterization of a novel NOX protein from the NADPH oxidase
family" (poster);
- 8m¢ Club Oxydase, PARIS, FRANCE, mai 2013. "Identification of new Nox family
members in prokaryotic organisms by an innovative computing approach” (communication
orale);
- Association Francaise de Cristallographie Groupe Thématique Biologie, LYON,
FRANCE, juin 2004. "Crystallographic studies of the protein IRP1 (Iron Regulatory Protein
1), a human regulator of the iron homeostasis" (poster);
- HERCULES meeting GRENOBLE, FRANCE, mars 2002. "Structural approach of the
hydrogenase’s expression in Rhodobacter capsulatus: Hup UV, Hup T and Hup R" (poster).

DISTINCTIONS
Ces distinctions m’ont été accordées pour mon engagement en tant qu officier de réserve au
sein de nos armées. J'ai cessé d’étre membre de la Garde Nationale en décembre 2021 apres
11 ans de service.
1¢" janvier 2021 : Médaille des Réservistes Volontaires de Défense et de Sécurité Intérieure,
échelon « argent », agrafe « Garde Nationale » ;
1¢* janvier 2014 : Médaille des Services Militaires Volontaires, échelon « bronze », agrafe
« Service de Santé des Armées » ;
1¢" janvier 2012 : Médaille de la Défense Nationale, échelon « bronze », agrafe « Service
de Santé des Armées ».
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TRAVAUX DE THESE - IBS / LCCP

Cette période a été riche en rencontres et en collaborations ce qui me permettra
de tirer profit de mes resultats au-dela de mon départ pour les Etats-Unis. Cela se
traduira par plusieurs publications dans un champ disciplinaire que je commence
alors a arpenter, la biocristallographie, et sur une thematique que je vais explorer

encore pendant plusieurs années, les métalloprotéines.

11 publications (Extremophiles 2009 / JMB 2008 / Acta. F 2007 / Ann. Pharm. Fr.
2007 / Cell Cycle 2006 / JBC 2006 / Mol. Mic. 2006 / 2 Structure 2006 / Science
2006 / Acta. Cryst. 2005) ;

1 chapitre de livre (Handbook of Metalloproteins 2007) ;

Sur la periode considerée, j’ai supervise le travail de I etudiant de L3, I étudiantes

de M1 et 2 ¢éleves ingénieures soit une periode totale de 14 mois d’encadrement.

« Etude cristallographique de la protéine IRP1, un régulateur de l'"homéostasie
du fer. » Institut de Biologie Structurale - LCCP — Grenoble.
Octobre 2001 a mai 2005

Introduction

L’homéostasie des métaux est gouvernée par deux conséquences intrinséques a I’évolution. La
premiere concerne les réactions d’oxydoréductions qui sont des processus indispensables a la
vie. La deuxieéme est liée au fait que plusieurs voies métaboliques induisent la synthése d’agents
potentiellement toxiques lorsque les ions métalliques sont présents en quantités anormales. Cela
a pour effet d’induire des dommages aussi bien vis-a-vis de la fonction méme de la voie
métabolique que sur les macromolécules présentes dans leur environnement direct.

Environ 20 mg de fer sont nécessaires pour renouveler les quelque 200 milliards de globules
rouges produits quotidiennement, ce qui représente prés de 80 % de la demande en fer chez un
adulte normalement constitué. Un quart de la population mondiale est touché par un déficit en
fer. Les anémies sont de fait un probléme majeur de santé publique. Des cellules carencées en
fer arrétent de proliférer et peuvent finir par mourir si cet état perdure.

Le fer a une structure électronique qui lui permet d’avoir préférentiellement deux états
d’oxydation différents, Fe?* et Fe*', le rendant de ce fait propice a son utilisation en tant que
cofacteur dans de nombreuses réactions d’oxydoréduction. Cependant, cette méme propriété

chimique explique aussi I’effet toxique d’un exces de fer libre. Dans le cytoplasme, une partie
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significative du fer est sous forme réduite et peut donc participer a un type de réaction chimique
qui est nommée communément, réaction de Fenton :
Fe?t + H,0, - Fe3* + "OH + ~OH

Le fer ferreux réagit avec le peroxyde d’hydrogene, ou des lipides peroxydés, pour générer du
fer ferrique, des ions hydroxydes et des radicaux hydroxyles qui sont, eux, tres réactifs (ou des
radicaux lipidiques comme LO® et LOO"). Ces radicaux représentent alors un risque pour
I’intégrité des lipides membranaires, des protéines et des acides nucléiques pouvant déboucher
sur la mort de la cellule.

Ainsi, la concentration en fer doit €tre soigneusement contrdlée et limitée. Beaucoup de
pathologies résultent d’une accumulation de fer dans les tissus, mais une régulation systémique,
c’est-a-dire au niveau de 1’organisme, n’est pas une condition suffisante pour éviter ce genre de
probléme. En effet, des dérégulations locales dans I’homéostasie du fer contribuent aussi a la
genese de désordres neurodégénératifs, comme ce peut étre le cas dans la maladie de Parkinson.
Il existe donc différents mécanismes, que ce soit au niveau d’une simple cellule, d’un tissu ou
encore d’un organisme entier, pour permettre d’équilibrer cette balance qui risque a tout

moment de basculer du déficit a ’exceés de fer, les deux ayant une finalité plutdt funeste.

Le systéme IRP/IRE

Les protéines impliquées dans 1’incorporation, le stockage, I’utilisation et 1’exportation du fer
doivent donc étre régulées de fagon tres stricte et d’une maniere trés coordonnée. Les signaux
et les mécanismes, qui orchestrent leur expression, impliquent une modulation de leur
transcription que ce soit en I’empéchant ou en modifiant la stabilité¢ de leurs ARNm. Le systéme
auquel est dévolu ce rdle, est le systtme IRP/IRE. Les protéines régulatrices du fer, les IRP
pour Iron Regulatory Proteins, interagissent avec les IRE (/ron Responsive Elements) qui sont
des structures conservées en forme d’épingles a cheveux trouvées dans les portions non
traduites, les UTR pour UnTranslated Region, des ARNm codants pour les protéines relatives
a la gestion de ’homéostasie du fer.

Il existe deux protéines IRP, IRP1 et IRP2 qui sont toutes les deux des homologues
cytoplasmiques respectivement de 889 et 964 acides aminés et elles appartiennent a la famille
des isomérases a agrégat fer soufre'. La protéine humaine IRP1 partage 61% d’identité de
séquence et 80% d’homologie avec la protéine IRP2 humaine. De plus, IRP1 est a 22%
identique a I’aconitase mitochondriale de porc, un membre bien caractérisé de la famille des

isomérases a agrégat fer soufre. Par analogie a la structure connue de 1’aconitase
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mitochondriale, IRP1 et IRP2 ont été¢ subdivisées en trois domaines compacts liés a un
quatriéme par une région charniére flexible*> (Figure 1).

IRP1 est exprimée de fagon constitutive alors qu’il a été initialement proposé que IRP2 n’était
produite que de fagon spécifique dans certains tissus mais il apparait maintenant que
I’abondance d’IRP2 dans les lignées cellulaires et les tissus, avait été prématurément sous-
estimée®. Nos travaux se sont principalement portés sur IRP1 qui a pour particularité d’avoir

un mode de régulation trés singulier et, donc, peu répandu.

Figure 1 : Structure de I’aconitase mitochondriale de boeuf
(code pdb 1C96)". Les couleurs représentent les différents
domaines de la protéine : le domaine 1 en rouge, le domaine 2
en orange, le domaine 3 en jaune, le linker en vert et le

domaine 4 en bleu.

IRP1

IRP1 est régulée par le comportement peu habituel de son agrégat fer soufre®’. Dans une cellule
pourvue d’un stock suffisant en fer soluble, IRP1 assemble un agrégat cubique [4Fe-4S] qui
inhibe son activité de fixation aux IRE. De plus, cet agrégat convertit la protéine IRP1, en une
aconitase cytosolique qui posséde la méme efficacité catalytique que son homologue
mitochondriale!®!2, Cette activité d’isomérase permet a IRP1 de convertir le citrate en
isocitrate. Cet isocitrate peut, a son tour, tre transformé en a-cétoglutarate par 1’isocitrate
déshydrogénase. Au cours de cette réaction, le NADPH produit peut servir a réduire la forme
disulfide du glutathion (GSSG), en forme sulthydryle (GS), grace a I’intervention de la
glutathion réductase'®. La forme réduite du glutathion intervient alors dans la détoxication de
la cellule en réagissant avec le peroxyde d’hydrogene et les peroxydes organiques pour donner
de I’eau, un dérive alcool et de la GSSG. IRP1 joue donc un role dans le contrdle des activités
redox de la cellule en stimulant la synthése de NADPH cytoplasmique'®. Ainsi, IRP1 est une
protéine bifonctionnelle dans laquelle chacune des activités est mutuellement exclusive (Figure
2). En I’absence de fer dans la cellule, I’agrégat se désassemble par un mécanisme lent!” jusqu’a

ce que ’apolRP1 acquicre la capacité de fixer ’ARN.
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Figure 2 : Régulation d’IRP1. L’assemblage et le désassemblage de 1’agrégat fer soufre est le mode de régulation

qui permet a IRP1 de passer d’une forme active, c’est-a-dire capable de lier I’ARN, a une forme inactive possédant

une activité aconitase et ce en réponse a différents stimuli.

Les cibles des IRP

Les IRP reconnaissent des séquences de nucléotides dans les régions non traduites, les UTR,

de certains ARNm. Ces motifs IRE adoptent tous une structure commune en tige boucle et bien

qu’une partie de leur séquence soit conservée (CAGUGU/C), il en existe de différents types.

Ces variations sont le reflet d’autant
de régulations différentes dépendantes
du fer qui peuvent ainsi fournir une

plus grande finesse de réglage dans les

réponses!®!7,

Figure 3 : Systeme de régulation IRP/IRE. Les
protéines impliquées dans le stockage du fer,
la synthése de I’héme, le cycle de I’acide
citrique, 1’exportation ou encore 1’absorption
du fer sont régulées, de fagon coordonnée, par
I’interaction des IRP avec les IRE. Les IRP
sont régulées par différents stimuli mais les
deux isoformes sont sensibles a la
concentration en fer disponible dans la cellule.

D’aprés Hentze et al. (2004)!8.
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Par exemple, la ferritine (Ft) présente, pour ses deux sous-unités, des motifs IRE en 5 de ses

ARNmM. Les IRP, une fois fixées sur ’ARNm de la Ft, empéchent les interactions entre la petite

sous-unité ribosomale!® et le facteur d’initiation 4F, bloquant ainsi la formation du complexe

nécessaire a la traduction (Figure 3). De méme I’ARNm du récepteur a la transferrine (TfR),

qui régule I’incorporation du fer, a cinq motifs IRE dans son extrémité 3°2°. Les interactions

des IRP avec un nombre aussi important d’IRE n’affectent en rien la traduction de I’ARNm et,
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au contraire, cela augmente son temps de demi-vie en le protégeant des activités RNases (Figure
3). L’augmentation de la stabilité des transcrits aboutit a une expression plus importante du
TfR, au niveau de la membrane cytoplasmique de la cellule et donc a une plus grande

incorporation du fer.

Le projet

Le systéme sur lequel nous avions décidé de nous pencher, semblait étre le point de passage
obligé de toutes les protéines impliquées de pres ou de loin dans I’homéostasie du fer chez les
vertébrés. En effet, les protéines IRP1 et IRP2 sont les deux seuls maitres régulateurs de tout
un ensemble aussi complexe et fin que celui de I’incorporation, du stockage, de I’exportation
ou encore de I'utilisation du fer au sein des cellules, des tissus et d’une fagon beaucoup plus
large de I’organisme.

La forme aconitase d’IRP1, nous imposait 1’utilisation d’une atmosphére anaérobie et donc
I’emploi d’une boite & gants ce qui a compliqué 1’obtention de cristaux. La résolution du
probléme de la phase a ensuite été particulieérement délicate. La taille d’IRP1 était telle que la
présence de I’agrégat [4Fe-4S] n’a pas été suffisante pour résoudre la structure de la protéine
par les méthodes classiques de diffusion anomale (SAD ou MAD). De plus, malgré 1’homologie
avec I’aconitase mitochondriale de beeuf, la technique du remplacement moléculaire n’a rien
donné et nous avons dii nous orienter vers la recherche de dérivés d’atomes lourds. Enfin, notre
collaboration avec un laboratoire de Chicago, travaillant sur la forme IRP1/IRE, nous a permis

de participer a la résolution de la structure de ce complexe.

Résultats et discussion

Description générale
Les trois premiers domaines sont fortement associés et forment une dépression peu profonde
dans laquelle ils se rejoignent de fagon contigu€ pres du centre de la molécule. L’agrégat fer
soufre est li¢ a trois cystéines du troisiéme domaine a I’intérieur de cette dépression. Le
quatriéme domaine est rattaché aux trois premiers par un long segment polypeptidique qui sert
de lien charnicre, ou linker, a la protéine (Figure 4A). La forme du quatriéme domaine est
complémentaire de la surface formée par les trois premiers domaines. L’interface entre le
quatriéme domaine et les trois premiers est partiellement occupée par des molécules de solvant
et comprend majoritairement des contacts entre acides aminés polaires. Par conséquent, une

fissure étendue est formée, conduisant, selon plusieurs chemins d’accés possibles, de la surface
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a ’agrégat fer soufre, au cceur de la protéine. La structure, dans son ensemble, est trés proche
de celle de I’aconitase mitochondriale* et les domaines 2 et 4 sont les mieux conservés et les
plus facilement superposables. Malgré la faible identité reliant IRP1 a 1 aconitase
mitochondriale, il est intéressant de constater que les deux structures sont relativement proches
I’une de I’autre, surtout dans I’environnement direct du cceur réactionnel de la protéine (Figure
4B). Ceci semble important, tant il est clair que la protéine IRP1 catalyse la méme réaction que

son homologue mitochondrial et avec une aussi grande efficacité.

Figure 4 : A) Structure de la protéine IRP1. Les domaines 1 (résidu 1 a 240), 2 (241 a 368) et 3 (369 a 592) forment
la partie amino-terminale, respectivement rouge, orange et jaune, alors que la partie carboxy-terminale est
composée du domaine 4 en bleu (660 a 889), ces deux parties étant reliées par un polypeptide en vert (593 a 659)
qui sert de lien au sein de la protéine. B) Conservation des éléments de structure de mAcn chez IRP1. Les structures
similaires a mAcn chez IRP1 sont colorées en gris alors que le rouge et le jaune servent & modéliser les hélices et

les brins B venant s’ajouter a IRP1. Le vert, quant a lui, représente les boucles non structurées.

L’activité aconitase d’IRP1
L’alignement des séquences d’IRP1 et de I’aconitase mitochondriale de beeuf n’a pu étre
réellement efficace qu’apreés une construction compléte de la protéine IRP1 et son alignement
structural in silico avec 1’aconitase. Sur les bases de cet alignement de s€quence, nous avons pu
identifier les 21 acides aminés indispensables a 1’activité isomérase de la protéine, en plus de
la présence de 1’agrégat fer soufre. Les résidus sont considérés comme faisant partie du site
actif, s’ils sont en contact avec ’agrégat ou s’ils forment des liaisons avec le substrat ou, enfin,
s’ils forment des liaisons hydrogéne avec un résidu directement en contact avec le substrat. Les
résidus du site actif peuvent étre regroupés de la manicre suivante : les acides aminés impliqués
dans les interactions avec ’agrégat fer soufre sont les cystéines 437, 503 et 506 qui lient trois

(Fel, Fe2 et Fe3) des quatre fers de 1’agrégat ensuite I’asparagine 535 qui fait une liaison
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hydrogene avec le soufre S1 de 1’agrégat alors que ’asparagine 298 en fait une avec le soufre
de la cystéine 437 et enfin ’isoleucine 507 qui a un contact hydrophobe significatif avec

I’agrégat (Figure SA).

/& =
" His 126 A
\ \
< | mis178

Asp 125

Figure 5: A) Représentation des acides aminés impliqués dans les interactions avec 1’agrégat fer soufre.
B) Représentation des acides aminés impliqués dans des contacts avec le substrat. Dans cette figure, le cis-

aconitate a été modélisé.

Viennent ensuite les acides aminés interagissants avec le substrat ; en premier lieu les trois
paires His - Asp/Glu (Asp 100 - His 101, Asp 205 - His 178 et Glu 302 - His 207), les quatre
arginines qui forment des contacts avec les groupements carboxyliques du substrat (les résidus
536, 541, 713 et 780), les résidus qui font des liaisons hydrogene avec le substrat (Gln 86, Ser
206 et Ser 779) et enfin la serine 778 a la base du mécanisme catalytique. Il ne faut pas oublier
a cette organisation, la présence de 1’aspartate 678 qui interagit avec les arginines 541 et 780,
via la formation de ponts salins. D’une maniére globale, le site actif d’IRP1 est un systéme
complexe de résidus qui forment un réseau de liaisons hydrogéne avec le substrat, I’agrégat fer
soufre, les molécules d’eau ainsi qu’avec d’autres résidus de la protéine. L’implication de ces
21 résidus explique, en partie, pourquoi cette enzyme est une aussi grosse protéine. Le site actif
présente aussi une charge électrostatique nettement positive, a cause de la présence des quatre
arginines et du fait que les trois histidines sont appariées avec les aspartates et le glutamate
présents dans le site actif (Figure 5B). Cette caractéristique est clairement constitutive des

conditions nécessaires a la fixation de substrat anionique.

Le mécanisme catalytique
IRPI catalyse quatre réactions stéréospécifiques : la déshydratation du citrate ou de I’isocitrate
en cis-aconitate et la réhydratation du cis-aconitate en citrate ou en isocitrate. Les différentes

¢tudes menées sur 1’aconitase et IRP1 ont permis de mettre au point un modele catalytique dans
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lequel la transformation du citrate en isocitrate se fait via un intermédiaire réactionnel qui est

le cis-aconitate (Figure 6).

— COO~ COO~ HO COO"
HO— COO~ &— [~C00~ Ccoo"

— COO~ COO" COO"

citrate cis-aconitate isocitrate

Figure 6 : Réaction d’isomérisation du citrate en isocitrate avec son intermédiaire réactionnel, le cis-aconitate.

Le cis-aconitate est censé se lier a 1’agrégat fer soufre de deux maniéres différentes, 1’une
appelée mode citrate et 1’autre mode isocitrate. Ces deux modes de fixation sont reliés par une
rotation de 180° autour de la liaison Ca-Cf du substrat et ’ensemble de la réaction se produit
en trois étapes : la déshydratation du citrate, la rotation du cis-aconitate et enfin la réhydratation

du cis-aconitate pour obtenir 1’isocitrate (Figure 7).

CITRATE CIS-ACONITATE
(CITRATE MODE)

FLIP

ISOCITRATE CIS-ACONITATE
(ISOCITRATE MODE)

Figure 7 : Modéle de mécanisme réactionnel catalysé par IRP1 et ’aconitase. Le produit intermédiaire, le cis-
aconitate, est proposé comme se fixant de deux manieres différentes selon une rotation de 180° par rapport a la
double liaison Ca-Cp. L’astérisque note le proton qui est stéréospécifiquement enlevé au citrate pour étre replacé
sur I’isocitrate. L’atome d’hydrogéne de la molécule d’eau lie le seul fer non coordonné par les cystéines, Fe4.

D’aprés Lauble et al. (1994)%!.

Interaction IRP1/IRE
Notre collaboration avec le laboratoire de Karl Volz du Département de Microbiologie et
d’Immunologie de I’université de 1’Illinois a Chicago, nous a permis d’apporter notre expertise
a la résolution de la structure tridimensionnelle du complexe IRP1/IRE. La structure du

complexe IRP1/IRE a montré que la protéine ne fixait qu’un seul motif IRE grice a deux sites

20



Jérome Dupuy - HDR - 2024

spatialement distincts. La protéine IRP1 adopte, dans le complexe avec le motif IRE, une forme
en L ou les domaines 3 et 4, de la forme aconitase, viennent se positionner perpendiculairement

a un corps central composé des domaines 1 et 2 (Figure 8).

Figure 8 : Différences de position des domaines entre la forme aconitase et le complexe IRP1-IRE. Les domaines
1 et 2 de la forme aconitase correspondent au corps du complexe IRP1-IRE. Les deux molécules sont représentées
dans la méme orientation afin de montrer les déplacements des domaines 3 et 4. Les surfaces, semi-transparentes,
permettent de visualiser 1’agrégat FeS de la forme aconitase ainsi que les axes de rotation autour desquels les

domaines 3 et 4 pivotent. Les arcs symbolisent le mouvement des centres de masse des domaines 3 et 4.

Le motif IRE, en forme de tige-boucle, est fix¢é a la protéine grace a une large ouverture concave
et au travers de deux zones de contacts directs entre I’IRE et IRP1. Ces deux zones sont
localisées tres précisément a la base de la tige et au sommet de la boucle. Ainsi deux résidus de
la boucle, A15 et G16, sont exposés dans une cavité formée par I’interface entre les domaines
2 et 3 (Figure 9). Les liaisons de I’A15, la G16 et ’'U17 fournissent spécificité et stabilité des
interactions vis-a-vis de ce site. La fixation de la protéine, a la base de I’IRE, est centrée autour
du nucléotide C8 qui s’insére dans une poche sur la face interne du domaine 4. Cette haute
affinité des interactions entre IRP1 et I'IRE est expliquée par les nombreux contacts observés
entre la protéine et les différentes régions de I’ ARN. Les interfaces représentent respectivement

1400A2 du coté terminal de la boucle de I’IRE et 1300A2 a sa base.
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Figure 9 : L’A15 et la G16 occupent une cavité formée par les domaines 2 et 3 et la C8 s’insére dans une poche
du domaine 4. Un résumé des interactions entre I’IRE et la protéine IRP1 est représenté a droite. Les acides aminés

soulignés sont aussi impliqués dans la formation du site actif de la forme aconitase d’IRP1.

Les nombreux réarrangements, nécessaires a IRP1 pour osciller entre les fonctions d’aconitase
cytoplasmique et de régulateur post-traductionnel, apparaissent couplés a une reconfiguration
interne de la protéine qui s’avere étre un élément crucial. Le déplacement du domaine 3 est
accompagné par une reconfiguration de deux segments fonctionnellement importants a
I’interface des domaines 2 et 3. Ces segments, régions 430 et 530, ont des roles aussi bien
structuraux que fonctionnels en permettant, soit le maintien de I’agrégat FeS pour la fonction
aconitase, soit la mise en place de nombreuses interactions avec I’IRE dans le cas de la
formation du complexe. La distance importante entre les deux sites en contact avec I'IRE, 304,
permet a chacun de contribuer individuellement a la spécificité de I’interaction et a sa stabilité.
Ceci confére un avantage manifeste dans la modulation et la finesse de la régulation de

I’homéostasie du fer.

Conclusion personnelle

Ces travaux m’ont permis de me former a la collecte de données et au phasage anomal. La
résolution de la structure de la protéine IRP1 a été particulierement compliquée et j’ai di faire
preuve de pugnacité pour arriver a résoudre ma premiére structure. Cela sera valorisé dans trois

publications?*2*

ainsi qu’un chapitre de livre. Durant cette période j’aurai aussi eu I’opportunité
d’accompagner 4 étudiants au cours de leurs formations par la recherche (1 L3, 1 M1 et 2 éleves

ingénieures).
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TRAVAUX DE POST-DOCTORAT — TSRI / STEVENS LLAB

Le Scripps me fait découvrir une autre dimension dans le mot Science. Je vais
poursuivre ma formation en cristallographie et commencer a me familiariser avec
['utilisation des deétergents et des protéines membranaires ce qui se revelera
important pour la suite de ma carriere. Cette periode de ma vie demeure ['une des

plus belles que ce soit professionnellement ou personnellement.

4 publications (PLoS pathogens 2013 / Applied and environmental microbiology
2011 /JMB 2010/ PLoS pathogens 2008) ;

1 brevet international (WO201012725841) ;

Sur la période considérée, j’'ai supervisé le travail de 1 etudiant de Master soit

une durée de 4 mois d’encadrement.

« Toxine Botulique, Docteur Jekyll ou Mister Hyde ? » The Scripps Research
Institute - Stevens Lab. - La Jolla, USA
Mars 2006 a Aoiit 2008

Introduction

Les neurotoxines produites par Clostridium botulinum (BoNTs) sont parmi les plus mortelles
au monde pour ’homme. D’infimes quantités suffisent a causer de séveres paralysies qui
peuvent aboutir a la mort par insuffisance respiratoire. Le centre américain de contrdle et de
prévention des maladies (Center for Disease Control and Prevention or CDC) a classé la toxine
botulique parmi les armes biologiques potentielles, catégorie A (menace maximale), a cause de
son extréme efficacité, de sa 1étalité, de sa facilité de production et de transport et du besoin
prolongé de soins intensifs des personnes affectées. Malgré cette haute toxicité, de nombreuses
applications médicales ont émergé ces 25 derniéres années. Ainsi, la toxine botulique est
ordinairement employée lors du traitement de nombreux troubles moteurs telles les dystonies,
mais aussi dans les troubles neuromusculaires tels que les blépharospasmes, les strabismes, les
spasmes hémifaciaux et certains types de spasticité chez I’enfant. Les injections de toxine
botulique sont aussi I'une des corrections cosmétiques les plus communément effectuées a
travers le monde a ce jour.

Bien qu’énormément de choses soient maintenant connues concernant 1’action catalytique de

la toxine, peu de chose était alors connu sur les détails de la reconnaissance et de I’adhésion
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cellulaire par la toxine, prémices au processus de translocation membranaire. Afin
d’approfondir ces connaissances nous avons choisi de nous focaliser sur le mode d’interaction
entre les molécules membranaires présentes a la surface des cellules et la toxine botulique. Dans
ce but, nous avons identifi¢ une nouvelle famille de récepteurs, susceptible d’étre une cible de
choix pour la toxine. La résolution de la structure de la toxine complexée avec un sucre
(ganglioside) et celle avec la synaptotagmine (récepteur membranaire), déja résolue au
laboratoire, a permis d’appréhender les mécanismes mis en place, en vue de la translocation de
la toxine vers le milieu cytoplasmique. Ces études avaient pour but ultime, le développement
de la future génération d’agents thérapeutiques et d’outils de diagnostic précis et rapides a

mettre en ceuvre.

Le projet
Les structures des holotoxines de sérotype A et B (BoNT/A et BoNT/B) présentent trois

domaines fonctionnels bien définis?>>?®. La neurotoxine est produite sous la forme d’une
protéine de 150 kDa qui doit étre clivée afin de devenir active. Apres cette protéolyse, les deux
chaines continuent a étre associées grace a de nombreuses interactions entre elles et tout
particulierement un pont disulfure qui lie, de fagon covalente, la sous-unité catalytique, aussi
appelée chaine 1égére (environ 50 kDa), au reste de la protéine appelée chaine lourde (environ
100 kDa). La partie C terminale de la chaine lourde est plus connue sous le nom de « domaine
de liaison », car elle est impliquée dans la fixation de la toxine a la surface des motoneurones,
alors que la partie N terminale est appelée « domaine de translocation » (Figure 10). Le domaine
de liaison se lie a des sucres et des récepteurs membranaires localisés sur les terminaisons pré-

synaptiques des nerfs, ce qui conduit a I’endocytose de la toxine.

Figure 10: Structure de la toxine

botulique A. Les trois domaines sont
Domaine Catalytique , ,
représentés selon des couleurs
différentes. Le domaine catalytique
est bleu, le domaine de liaison est
rouge pour la partic C terminale et
orange pour sa partie N terminale et
le domaine de translocation est vert.
Le vert clair représente la ceinture qui
maintient le domaine catalytique en
contact étroit avec le reste de la
protéine, elle fait partie intégrante du

Domaine de translocation ) )
domaine de translocation.
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Le récepteur membranaire SV2 a été proposé comme étant le récepteur interagissant avec la
neurotoxine de type A?’, alors que les Synaptotagmine I et IT (Syt. I et IT) ont été identifiées
respectivement comme fixant les neurotoxines de sérotype B et G?*73!. En 2008, seule la
structure du complexe entre le récepteur Syt. I et BONT/B avait été résolue?®?°. Les sucres de
la famille des gangliosides ont ét¢ montrés comme étant essentiels dans le mécanisme de
reconnaissance et de fixation des BoNT de sérotype A, B et G. Quand la biosynthése de ces
sucres, les gangliosides, est inhibée dans des cellules neuronales, la BoNT/A était inactive a
cause de son incapacité a pénétrer dans les cellules®’. Les gangliosides sont constitués d’une
partie lipidique liée a une téte polysaccharidique, présentée a la surface de la membrane. La téte
polysaccharidique contient des acides sialiques, mais leur nombre, leur nature et leur position
varient d’un ganglioside a I’autre (Figure 11).
GTlb GDla GMI

Gal-GaINAc3-Gal-Gle-Cer > Gal-GaINAc¢3-Gal-Gle-Cer  >>> Gal-GaINAc3-Gal-Glc-Ce .
| | | | o T Figure 11: GTlb, GDla et GMI

Sia Sia Sia Sia Sia
é' sont classés dans un ordre
Sla
décroissant ~ d’affinit¢ pour la
Db GQfk BoNT/A. GDIb et GQIlb sont
- -Gal-Glec- 5 | -Gal-Glc- , L, a . . .
Gal-GalNAc3 Gla] Gle-Cer (I‘val GalNAc3 Glal Glc-Cer représentés a titre indicatif.
Sia Sia Sia
I | [
Sia Sia Sia

Un modéle a deux récepteurs avait été proposé pour le processus d’infection de la BoNT,
nécessitant la fixation a la fois a un récepteur protéique et a un ganglioside corécepteur’!-3,
Toutes les BoNT, a I’exception du sérotype D, utilisent les gangliosides comme
corécepteur’*3>, L’extréme efficacité des BoNT et leur trés haute affinité pour leurs cibles est
le fruit de cette interaction simultanée entre la toxine avec ses deux partenaires membranaires

a la surface de la cellule.

Résultats et discussion

Un analogue de GT1b a été utilisé afin de s’affranchir des problémes liés a la partie hydrophobe
du ganglioside (Figure 12A). La résolution de la structure du complexe formé par GT1b et le
domaine de fixation de la neurotoxine de type A a permis de cartographier avec précision les
acides aminés impliqués dans la fixation du sucre (Figure 12B et C).

Des ¢études antérieures réalisées sur la toxine tétanique ont montré clairement, de manicre
biochimique mais aussi structurale, que cette toxine (TeNT), de la famille des Clostridium,
fixait aussi bien GT1b, GQ1b que GD1b (Figure 11 et 13A). L’alignement des différentes

structures a permis, couplé a des études de bioinformatique, d’identifier une région conservée,
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nécessaire a la fixation des différents gangliosides existants®. Cette région est non seulement
propre aux différentes toxines botuliques mais aussi a la toxine tétanique (Figure 13B et C).
Basé sur ces résultats et sur les structures de toxines complexées, soit avec des récepteurs
membranaires de type protéique, soit de type ganglioside, nous avons proposé un modele
susceptible d’expliquer le mécanisme de D’infection d’un motoneurone par la BoNT.
S’appuyant sur la structure du complexe BoNT/B-Syt. II, réalisée au laboratoire, nous avons
identifi¢ et modélisé, a la surface de la BoNT/B, la zone d’interaction probable de GT1b avec

la protéine (Figure 13D).
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Figure 12 : A) représentation schématique de GT1lb ou la partie céramide est symbolisée par une R. Dans
I’analogue utilisé pour cette étude le groupe lipidique est remplacé par un CH2CH2Si(Me)s. B) cartographie des
contacts existants entre la protéine et le ganglioside. Les liaisons hydrogeéne entre la protéine (en bleu) et GT1b
(en noir) sont représentées en pointillés rouges et les liaisons internes a GT1b sont colorées en noir. Le groupe
Sia7 est représenté en gris car sa grande flexibilité n’a pas permis d’avoir une densité électronique exploitable

pour le positionner dans 1’espace. C) structure tridimensionnelle du complexe GT1b-BoNT/A.

Selon cette modélisation, il est possible de proposer un mécanisme selon lequel la toxine
commencerait par chercher un seul de ses partenaires a la surface de la cellule. L’abondance
méme des gangliosides dans les membranes laisse a penser que GT1b, dans le cas des BoONT/A
ou B, serait le premier des deux corécepteurs a interagir avec la toxine (Figure 14A). Ainsi fixée
a la membrane, il s’en suivrait un crible des autres partenaires possibles jusqu’a trouver le
récepteur protéique adéquat selon le type de toxine impliqué dans I’infection (Figure 14B). La
fixation aux deux récepteurs permet I’initiation du phénomeéne d’endocytose et la toxine se

trouve ainsi internalisée dans la cellule (Figure 14C et D). Les deux corécepteurs sont
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assimilables a une machoire qui ne permet pas n’importe quel degré de liberté. En effet, le
domaine de fixation de la toxine est pris en tenaille, ne permettant que la rotation selon ’axe
passant par les deux récepteurs. Il s’en suit une présentation du domaine de translocation qui
ne peut se faire que par les extrémités de ses hélices a (Figure 14E et F). Ceci semble corroboré
par des études de neutralisation, ou des anticorps neutralisants ont permis de bloquer la
translocation de la toxine dans la cellule en interagissant spécifiquement avec ces régions du

domaine de translocation’-38,

30 % d’identité
RMSD = 1.976 A
Superposition
RMSD=0.9 A

e Hc/A vs He/B - RMSD = 0.6 A
e Hc/TeNT vs He/B - RMSD = 0.7 A

Conservation NT de Clostridium

Variable T [ M |dentique

Figure 13 : A) représentation des structures des domaines de fixation de la BoNT/A et de la TeNT complexés avec

GT1b, selon la méme orientation. B) identification des acides aminés conservés dans les différents domaines de
fixation des toxines de la famille Clostridium. En rouge le motif présentant le moins de variabilité s’avére étre
celui qui vient fixer les gangliosides. C) superposition des complexes GT1b-BoNT/A et GT1b-TeNT. Bien que
I’identité ne soit que de 30% dans la région de fixation du GT1b, le motif structural est néanmoins hautement
conservé avec un RMSD inférieur a 1A. D) comparaison entre les différents domaines de fixation des BONT/A,
BoNT/B et TeNT. Les structures sont trés conservées, ce qui permet de modéliser la fixation de GT1b sur la

structure du complexe entre BoNT/B et Syt. II.
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Ces résultats soulignent 1’importance du site de fixation de GT1b a la surface de la toxine
botulique. Des inhibiteurs, ciblant spécifiquement cette zone d’interaction, pourraient empécher

le passage de la toxine dans les cellules.

Figure 14 : GT1b a été modélisé dans le complexe BoNT/B-Syt. II basé sur la structure du complexe entre le
domaine de fixation de BoNT/A et GT1b.

Conclusion personnelle

Les résultats obtenus pendant ce post-doctorat m’ont permis de cosigner quatre articles®* 2,
dont un co-premier auteur, ainsi qu’un brevet international®’. J’ai eu aussi la possibilité

d’encadrer une étudiante lors de son « Master degree ».
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MON RECRUTEMENT A L’UNIVERSITE JOSEPH FOURIER

Je n’ai jamais voulu faire autre chose qu’enseignant-chercheur. A ce titre, je n’ai
postulé qu’a un seul concours et je I’ai eu. Je découvre un nouveau monde dans
lequel je trouve mes marques mais qui va aussi me demander beaucoup d’efforts
afin de ne pas me faire aspirer par l’enseignement. Je vais pouvoir encadrer une
étudiante en these dont le travail sera valorisé dans 2 articles, dont un ou je suis
dernier auteur (MBio 2017) et un brevet international ou je suis aussi le
responsable du projet. Sur cette période de 6 ans, de 2011 a 2017, je vais réussir
a obtenir 544 000 euro de financement dont une ANR en tant que porteur (ANR
BANDIT - ANR-17-CE11-0013 — 397 k€).

4 publications (Elife 2024 / BBA Biomembr 2019 / MBio 2017 / JBC 2016) ;

1 brevet international (WO201516238341) ;

Sur la période considérée, j'ai supervisé le travail de 11 collaborateurs dont 1
étudiante en these, 1 post-doctorant, 1 ingénieur et de nombreux étudiants en

master et licence.

« La famille des NADPH oxydases, de nouvelles opportunités chez les
procaryotes. » Institut de Biologie Structurale — Equipe Membrane et Immunité —
Grenoble.

Septembre 2011 a novembre 2017

Introduction

Le stress oxydatif se produit lorsque I'équilibre entre la production de radicaux libres et leur
¢limination par les antioxydants est rompu. Les radicaux libres sont normalement générés dans
le corps humain par des processus métaboliques. Les espéces réactives de 1'oxygene (ERO),
hautement réactives et capables d'attaquer les protéines, les lipides et les acides nucléiques, sont
les principaux contributeurs aux dommages chez les organismes biologiques. Ces dommages
comprennent des pathologies associées au vieillissement, des maladies cardiovasculaires, des
troubles neurologiques, des stéatoses hépatiques, des cancers ou encore des inflammations
chroniques*. Cependant, il est également démontré que les ERO jouent des roles essentiels
dans de nombreux processus physiologiques tels que la régulation redox, la physiologie

cérébrale, la pression artérielle, la différenciation cellulaire, la synthése hormonale, ainsi que
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dans le cas bien documenté du systéme immunitaire*’. Les systémes de production des ERO
comprennent la xanthine oxydase, la chaine respiratoire mitochondriale, les peroxydases, les
enzymes du cytochrome P450, la NO synthase endothéliale et les NADPH oxydases (NOX).
Cette famille de protéines a été le premier systeme identifié a générer les ERO de manicre
dédiée et orientée, plutot qu'en tant que sous-produit toxique.

Les NOX eucaryotes sont généralement connus pour catalyser le transfert d'un électron a travers
la membrane vers l'oxygeéne moléculaire, entrainant la synthése de 1'anion superoxyde, la
premiére espéce réactive de l'oxygéne. Historiquement, gp91Ph°*, la NADPH oxydase des
phagocytes désormais appelée NOX2, a été le premier NOX décrit comme produisant des ERO
lors de l'explosion oxydative (respiratory burst) du processus d'immunité innée*®*’. Son
premier homologue a été trouvé en 1996 chez le riz**. Au cours des années suivantes, cing
autres NOX ont été identifiés chez les mammiféres**4”4-54 La famille des NOX a ensuite été
divisée en trois sous-groupes en fonction de la présence ou de l'absence de domaines
supplémentaires associés aux modules de base de NOX2. Les NOX sont largement distribuées,
ce sont des protéines modulaires spécifiques des tissus qui partagent, pour NOX 1 a 4, un noyau
composé d'un domaine de type ferredoxine-NADP* réductase (FNR)> et d'un domaine
membranaire de type ferrique-réductase FRD (également appel¢ domaine YedZ chez les

)>6-38_ 1ls peuvent également avoir, comme NOXS5, un domaine de type calmoduline

procaryotes
et, en plus, comme dans le cas de DUOX1 et DUOX2, un segment amino-terminal homologue
a la peroxydase® (Figure 15). Outre NOX2, que l'on trouve a la fois dans les phagocytes, le
tissu cardiaque et le cerveau, ou il est impliqué respectivement dans la défense de 1'héte, la
contraction musculaire et la dégénérescence neuronale®, les enzymes NOX des tissus non
immunitaires sont impliquées dans des processus tels que la prolifération cellulaire, I'apoptose
et la signalisation des récepteurs®. En revanche, les enzymes DUOX sont impliquées dans les

réactions qui impliquent les protéines de la matrice extracellulaire, telles que la synthése des

60,61

hormones thyroidiennes

ytoplasm Cytoplasm Cytoplasm

- Flav,

do, Havin
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Figure 15 : Modéles des différents sous-types de NOX. Les losanges blancs schématisent les hémes.
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Bloquer les actions indésirables des enzymes NOX est une stratégie thérapeutique pour traiter
les pathologies et les dommages liés au stress oxydatif. En plus des dommages induits par les
ERO, la dérégulation des NOX peut avoir des conséquences physiologiques spécifiques
comme, par exemple, dans le cas de la maladie granulomateuse chronique, des troubles auto-
immuns, de I'hypothyroidie ou de certaines pathologies cardiovasculaires et

neurodégénérativest®62,

Un contexte socié¢tal majeur, un exemple

Afin d’illustrer ’intérét qui existe a travailler sur les NOX, 1’exemple de la stéatose hépatique
non alcoolique (NAFLD - non alcoholic fatty liver disease) est marquant. La NAFLD est une
accumulation excessive de graisse dans les cellules hépatiques. Elle est associée a 1'obésité, a
I'hypertension artérielle, a un taux élevé de cholestérol et au diabéte. Certaines personnes
peuvent développer une forme encore plus grave de NAFLD avec des 1ésions et des cicatrices
hépatiques. Cette forme, appelée stéatohépatite non alcoolique (NASH), peut entrainer une
insuffisance hépatique, un cancer du foie et, éventuellement, la mort®>4, Les données cliniques
et précliniques accumulées suggerent que les lésions hépatiques chroniques entrainent la
génération d'un stress oxydatif et indiquent que les ERO générés par les NOX jouent un role
central dans la pathogenése de la fibrose hépatique®>-%®. Selon I'Organisation mondiale de la
santé, la NAFLD est considérée comme le probléme hépatique le plus courant dans le monde
occidental, touchant 20 & 30 % de la population, dont la grande majorité n'est pas diagnostiquée.
Bien que la plupart des patients atteints de NAFLD souffre de stéatose simple, environ 10 a 30
% développeront une NASH. Environ 15 % des patients atteints de NASH développeront une
cirrhose du foie. Aux Etats-Unis, on estime que plus de 64 millions de personnes souffrent de
NAFLD, avec des cotlits médicaux directs annuels d'environ 103 milliards de dollars. En
Allemagne, en France, en Italie et au Royaume-Uni, environ 52 millions de personnes souffrent
de NAFLD, avec un colt annuel d'environ 35 milliards d'euro. Le taux annuel d'augmentation
des colits dus a la NAFLD est parallé¢le a la croissance annuelle de la prévalence de 1'obésité
aux Etats-Unis depuis 1994. Dans ce cas, la charge de la NAFLD sur 10 ans pourrait augmenter
considérablement pour atteindre environ 1 005 milliards de dollars aux Etats-Unis et 334
milliards d'euro en Europe?’.

Trouver des molécules thérapeutiques ciblant spécifiquement et efficacement les NOX est un

enjeu majeur de santé publique.
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Une approche thérapeutique ?
11 existe plusieurs brevets sur des inhibiteurs des NOX mais la plupart sont de petites molécules
congues par ligand-based drug design qui est une méthode empirique et indirecte. Ceux-ci
comprennent des anticorps, de petites molécules, des inhibiteurs peptidiques qui ciblent
l'activation enzymatique ou encore des ARN interférents (siRNA) qui régulent a la baisse
l'expression des enzymes® "0, Cependant, des études in vivo et cliniques ont montré que les
inhibiteurs de NOX ne sont pas suffisamment efficaces et présentent plusieurs effets
secondaires en raison de leur manque de spécificité envers les différentes isoformes de NOX.
Une autre fagon de découvrir et/ou d'améliorer un médicament est de procéder a une conception
basée sur la structure de la cible, une méthode plus directe encore faut-il avoir la structure

concernée.

Etat de ’art, en 2011
Traditionnellement, la présence des enzymes NOX était associée aux exigences fonctionnelles
liées a la multicellularité’!. Une exception est la levure, qui est un organisme unicellulaire
connu pour contenir des ORF homologues a NOX dans son génome. Cependant, a 1'exception
d'un cas’®, ces ORF n'ont pas été décrits comme des NOX mais comme des ferriques
réductases’?. Bien que la ferredoxine-NADP+ réductase (FNR) et YedZ, le modéle du domaine

réductase ferrique bactérienne (FRD)6-5%74

, soient trouvés séparément chez les procaryotes, la
présence de génes nox fonctionnels dans les génomes bactériens n'a pas encore été établie’.

11 est notoirement difficile de purifier des quantités suffisantes de protéines NOX natives avec
une qualité biochimique compatible pour de la biologie structurale’®”’. NOX2, recombinante

et fonctionnelle, a été produite avec succes dans un systeme d'expression hétérologue de

78-80 81,82

mammifére’®8, mais aussi dans la levure®:3? et dans des cellules d'insecte®®. Malgré de gros
efforts pour augmenter les échelles de production® et pour améliorer les stratégies de
purification”®, NOX2 a toujours été obtenue en quantité insuffisante. Plusieurs tentatives pour
I’exprimer dans E. coli n'ont pas été couronnées de succes et seule la production d’une forme

85,86 L

tronquée de sa partie C-terminale a été possible expression en milieu cell free n’a pas été

plus concluante®”-88,

En 2009, une structure cristalline de la moiti¢ du domaine cytosolique de NOX2 a été déposée
dans la PDB (Figure 16), mais il n'y a jamais eu de publication associée (code PDB 3A1F). La
méme année, une petite partie du domaine régulateur d'une NADPH oxydase végétale a été
résolue et publiée®, mais cette protéine est plus proche de NOX35 que de NOX2 et la structure

en question couvre un domaine absent dans NOX2 (code PDB 3A8R).
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Figure 16 : Les deux seules structures NOX tronquées disponibles dans la PDB lors de mon recrutement en 2011.
A) En orange, la petite partie du domaine C-terminal de NOX2 résolue par cristallographie aux rayons X. B) En

bleu, la structure Rboh transposée sur son homologue NOXS.

Le projet

En 2011, toutes les études supposaient que le régne bactérien était dépourvu d'enzymes
NOX377L75, Afin de remettre en question ce dogme, nous avons congu un programme utilisant
un algorithme de recherche original qui nous a permis d'extraire plus de 500 candidats NOX du
regne procaryote. Cette identification des enzymes NOX bactériennes représentait une avancée
majeure dans ce domaine. Nous avons travaillé sur plusieurs de ces protéines et caractérisé en
détail une protéine identifiée dans le génome de S. pneumoniae, que nous avons appelé SpNox.
Nous avons démontré que cette protéine de fonction inconnue est une authentique protéine
NOX. Cette protéine possede la méme activité NADPH oxydase que les NOX humaines et est
régulée par 80 % des inhibiteurs humains que nous avons testés.

Nous avons ainsi travaillé a sa purification, sa caractérisation aussi bien enzymatique que
structurale mais aussi aux possibilités que cette découverte ouvrait sur les possibilités de

criblage a haut débit en vue d’identifier de nouvelles molécules thérapeutiques.

Résultats et discussion

Identification et caractérisation de nouvelles NOX mais d’origine bactérienne
Nous avons identifi¢ des motifs communs a toutes les protéines NOX eucaryotes connues. Sur
la base de ces motifs, nous avons congu un algorithme afin de les rechercher dans 1’ensemble
des séquences disponibles alors soit prés de 80 000 000 d’ORF disponibles. Ainsi par
I’utilisation de filtres successifs nous avons sélectionné 4 404 séquences d'acides aminés NOX
présumées provenant de 1 492 organismes différents, dont plus d'un tiers étaient des bactéries.

Par la suite, nous avons sélectionné un ensemble plus restreint de séquences provenant de tous

35



Jérome Dupuy - HDR - 2024

les domaines de la vie représentés. Finalement, 150 ORFs ont été sélectionnées pour construire
un arbre phylogénétique élargi pour la famille NOX/FRE. L'arbre montre une division claire

entre les eucaryotes et les procaryotes, ce qui peut avoir une signification évolutive (Figure 17).
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Figure 17 : arbre phylogénétique simplifi¢ des 150 séquences de NOX provenant des genres représentatifs de la

vie.

Pour confirmer que les séquences que nous avions extraites des génomes bactériens
correspondaient a des enzymes NOX fonctionnelles, nous avons sélectionné des genes
d'Acaryochloris marina, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Streptococcus
pneumoniae (respectivement appelés AmMNOX, EcNOX, PaNOX et le déja mentionné SpNOX)
pour une caractérisation supplémentaire. Leurs topologies protéiques prédites sont tres
similaires a celle calculée pour NOX2, sauf pour AmNOX qui est plus proche de NOXS5. Les
geénes sélectionnés ont été clonés et surexprimés dans E. coli et l'intégrit¢ des protéines
résultantes a été suivie par spectrophotométrie des extraits membranaires. En effet, les enzymes
NOX eucaryotes sont connues pour avoir une signature spectrale avec des pics caractéristiques
a 426 et 558 nm dans un spectre différentiel (réduit moins oxydé). Le controle négatif a été
effectué¢ avec la méme souche d'E. coli transformée par un plasmide d'expression dépourvu de
gene NOX bactérien présumé. SpNOX, suivi de PaNOX, étaient les protéines qui montraient
les signaux spectroscopiques les plus forts. Sur la base de ces résultats, nous avons décidé de
poursuivre notre étude avec SpNOX.

SpNOX présente un spectre typique de cytochrome b558 des enzymes NOX. SpNOX contenu
dans la préparation membranaire géneére un spectre similaire a celui de NOX2. Le spectre

différentiel réduit au dithionite montrait un petit pic a 558 nm, une épaule a 530 nm et un pic
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net a 426 nm (Figure 18A)°!. Comme de nombreux autres cytochromes, SpNOX oxydé donnait
un spectre avec une bande Soret caractéristique a 410 nm. La réduction des groupes héme b a
¢été suivie par spectrophotométrie apres l'ajout de NADPH. Des temps d'incubation croissants
ont entrainé des pics plus prononcés a 426 nm et 558 nm tandis que le spectre diminuait a 450
nm. Ces changements spectraux indiquent une réduction de la flavine aprés un transfert
d'électrons depuis le NADPH (Figure 18B)°!. En outre, la réduction de 'héme montre que les
¢lectrons migrent du NADPH vers les groupes héme via le cofacteur flavine, ce qui est

nécessaire pour les découpler (Figure 18B).
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Figure 18 : Caractérisation enzymatique de SpNOX. A) Spectres différentiels (réduit moins oxydé, ligne pleine)
et oxydés (ligne en pointillé) provenant d'une préparation membranaire d'E. coli exprimant SpNOX. Les pics
typiques des protéines NOX sont mis en évidence. B) Spectres d'absorbance d'une préparation membranaire
exprimant SpNOX en présence de 200 pM de NADPH. La réduction membranaire a été enregistrée
séquentiellement apres 2 min (ligne noire), 6 min (ligne rouge) et 10 min (ligne bleue). La réduction de I'heme a
été suivie par l'augmentation de la hauteur des pics a 426 et 558 nm, montrant que les électrons peuvent atteindre
le ceeur membranaire de SpNOX. F) L'oxydation du NADPH (ligne en pointillé) et la réduction du cytochrome c

(ligne pleine) ont été suivies simultanément a 340 nm et 550 nm, respectivement.

Avec ses six segments transmembranaires nous avons ¢té obligés de solubiliser et de purifier
SpNOX avec des détergents. Ceux de la famille des maltosides ont permis de conserver la
protéine sous sa forme active. SpNOX a une affinité plus faible pour le NADPH et la FAD (Km
de 8 uM et 0,13 uM) que NOX2 (Km de 25-50 uM et 1 nM)*>%4, Elle présente également une
activité spécifique de 19 mol O2"/mol SpNOX/s, ce qui représente 30 % de celle rapportée pour
NOX2, qui est de 64 mol O>"/mol Cyt b/s®*. A I'inverse, SpNOX a environ deux fois I'activité
spécifique estimée de NOX4%. La steechiométrie de la réaction a été établie en suivant
simultanément l'oxydation du substrat et la réduction du cytochrome ¢ (Figure 18C). Une
molécule de NADPH devrait étre capable de transférer deux électrons, produisant en fin de
compte deux ions superoxyde. D'apres les cinétiques présentées dans la Figure 18C, nous avons
obtenu entre 1,4 et 1,6 molécules de cytochrome ¢ réduites par NADPH oxydé. Ce ratio se
compare bien a la valeur maximale théorique de 2, le déficit s'expliquant par une récupération

incompléte d'O>™ par le cytochrome ¢®. De plus, la substitution des ligands His de I'héme dans
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les variantes H69A-H129A et H§3A-H142A a abouti a des protéines affichant le méme niveau
d'activité basale que la fraction membranaire d'E. coli transformée avec le vecteur d'expression
vide. Ainsi, 'activit¢t NADPH oxydase observée chez SpNOX dépend du transfert d'électrons
via les groupes hémes et, par conséquent, elle n'est pas due a une perte d'électrons au niveau du

domaine FNR de SpNOX.
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Figure 19 : Activit¢ NOX de SpNOX. A) Les activités de SpNOX ont été¢ mesurées apres 1'ajout de NADPH et de
FAD a des concentrations finales respectives de 200 uM et 10 uM. L'activité enzymatique a été inhibée par l'ajout
de 50 uM de DPI (fleche). B & C) Spectres contenant un pic Soret de SpNOX avant (ligne pleine) et aprés addition
de cyanure (ligne en pointillé). Comme chez les NOX eucaryotes, le cyanure n'a aucun effet sur l'activité
enzymatique de SpNOX. D) Cinétiques de la consommation d'oxygene insensible au cyanure par SpNOX. Seul le
DPI inhibe ce processus. E) La réduction du fer ferrique (ligne en pointillé) a été inhibée par 1'ajout de 0,4 mg/mL

de superoxyde dismutase (SOD).

Toujours dans I’idée de démontrer le fait que SpNOX est une NOX, nous avons utilisé le
diphényléne iodonium (DPI) qui est connu pour inhiber les flavoenzymes telles que NOX2 et
est largement utilis¢ comme inhibiteur commun des enzymes NOX. L'ajout de DPI a
immédiatement arrété la réaction (Figure 19A). De méme, le cyanure est connu pour étre un
inhibiteur global des hémoprotéines grace a sa liaison axiale a l'ion fer. Contrairement a cette
regle générale, les enzymes NOX y sont insensibles. Cette caractéristique représente un
marqueur distinctif des protéines NOX ou les deux hémes sont hexacoordonnés*®. Nous avons
¢galement évalué cette propriété pour SpNOX en utilisant la catalase comme contrdle positif.
Alors que l'incubation au cyanure induisait un décalage de la bande Soret a 417 nm de la

catalase, aucune modification n'a été observée dans le spectre de SpNOX apres 'ajout de NaCN
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(Figure 19B). De plus, son activit¢t NADPH oxydase était identique avec ou sans cyanure ou
azoture ajouté (Figure 19C). Enfin, la consommation d'oxygeéne dépendante de SpNOX,
mesurée a l'aide d'une électrode Clark (Figure 19D), confirme son insensibilité a 1'ajout de
NaCN. Ensemble, ces données montrent que les électrons transférés du NADPH aux groupes
heéme via le FAD peuvent utiliser 1'oxygene moléculaire comme accepteur final. Cette activité,
associée a la sensibilité au DPI et a la résistance au cyanure décrites ci-dessus, indique la parenté
structurale et fonctionnelle de SpNOX avec la famille NOX eucaryote des NADPH oxydases.

Au sein de la famille globale des enzymes NOX/FRE qui possédent des domaines FRD et FNR,
une distinction, basée sur l'accepteur final d'électrons, est souvent faite entre les enzymes
NOX/DUOX, capables d'utiliser 'oxygéne comme accepteur d'électrons et les enzymes FRE
qui réduisent directement le fer. SpNOX n’est pas capable de réduire Fe** en Fe?* en présence
de SOD (Figure 19E). Cela montre que l'activité réductase ferrique observée de SpNOX est due
aux ions superoxyde produits qui, a leur tour, sont capables de réduire le fer ferrique. L'activité
spécifique a été estimée a 7,9 moles de Fe** réduit/mol SpNOX/s, ce qui représente 32 % de
l'activité réductase ferrique de NOX2. En effet, la méme expérience a été réalisée en utilisant
le cytochrome b558 humain et 1'activité spécifique a été calculée a 24 moles de Fe** réduit/mol
Cyt b/s. Ainsi, SpNOX est un bon modéle pour étudier 1'état activé d'une enzyme de type

NOX2 des mammifeéres.

Un outil pour le haut-débit
Les données ainsi obtenues ont permis de développer deux prototypes en plaque 96 et 384 puits
(Figure 20A) pour tester I’intérét d’utiliser SpNOX dans un criblage primaire afin de
sélectionner des familles de molécules avant un criblage secondaire sur les cibles humaines.
Pour cela nous avons aussi bien travaillé sur la miniaturisation des tests que sur la
diversification des modes de détection de ces mémes tests. En effet, il est apparu important de
proposer d’autres modes de détection que la colorimétrie pour deux raisons principales. La
premigére est que beaucoup de molécules présentent dans les banques sont-elles méme colorées
ce qui n’est pas compatible avec notre premier mode de lecture. La seconde raison est que
beaucoup de ces mémes composés ont des propriétés de fluorescence. Nous étions donc dans
I’obligation de croiser les solutions avec le développement d’une détection par colorimétrie
mais aussi par fluorescence et par chimiluminescence. Nous avons nous-méme eu le cas lors de
nos phases de criblage avec un inhibiteur des NOX eucaryotes connu sous le nom de ML171.
Cette molécule est naturellement colorée en orange. Tous les tests réalisés en colorimétrie ont

montré une absence totale d’inhibition du ML171 sur la protéine SpNox. En revanche, les
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mémes tests réalisés avec des concentrations similaires en inhibiteur mais avec un mode de
lecture en fluorescence ont fait apparaitre que le ML171 était bien un inhibiteur de ’activité

NADPH oxydase de la protéine SpNox (Figure 20B).
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Figure 20 : A) Plaque moyen débit en 96 puits (bNOX96) et a haut débit en 384 puits (bNOX384) avec un mode
de détection par colorimétrie. Plus le puits est violet et plus la protéine SpNox produit d’ions superoxyde et donc,
moins elle est inhibée. B) Molécule ML171 dont les propriétés spectrales empéchent la détection de I’inhibition
par colorimétrie. Que la lecture soit directe par fluorescence ou colorimétrie ou interprétée aprés calcul des
activités spécifiques, le résultat montre que seule la fluorescence peut permettre d’identifier le ML171 comme un

inhibiteur de SpNox.

Ainsi nous avons développé 8 tests capables de répondre aux besoins des industriels :
bNOX96 colorimétrie (molécule réactive NBT) ;
bNOX96 colorimétrie (molécule réactive cytochrome ¢) ;
bNOX384 colorimétrie (molécule réactive NBT) ;
bNOX384 colorimétrie (molécule réactive cytochrome c) ;
bNOX384 chimiluminescence (MCLA — spécificité aux ions superoxydes) ;
bNOX384 chimiluminescence (HyPerBlu — spécificité au peroxyde d’hydrogene) ;
bNOX384 chimiluminescence (Luminol — peu couteux mais pas spécifique) ;
bNOX384 fluorescence (molécule réactive Amplex Red).
Une petite campagne de criblage a pu étre effectuée en 2015 afin de vérifier la robustesse de

ces tests et leur éventuelle transferabilité vers le monde industriel. Les résultats ont été

concluants.
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Conclusion personnelle

L’ensemble des résultats obtenus ainsi que les premiers clichés de diffraction a 10A permettront
d’aboutir a la résolution de la structure de SpNOX méme si je n’y participerai pas directement.
En effet, en juillet 2017, je décide de quitter 1’équipe dans laquelle je suis depuis mon
recrutement. Je finirai de porter ’ANR que j’ai obtenu sur le sujet des NOX bactérienne et je
basculerai définitivement sur une nouvelle thématique des juillet 2021. La conclusion de cette
aventure se résumera tout de méme a 1’identification de la premi¢re NOX bactérienne, méme
si plusieurs années apres les mentalités n’ont pas vraiment évolué sur la question. Les dogmes
sont tenaces, méme en Science.

Les résultats que j’obtiendrai pendant ces 6 années me permettront d’obtenir quatre

38,90.9697 et un brevet international®®. Je publierai avec un de mes étudiants en Master 2

articles
mais surtout avec Christine Hajjar, I’étudiante en thése avec qui j’ai travaillé quotidiennement
pendant plus de 3 ans. Je signerai cet article®® en dernier auteur et je coordonnerai aussi toute
I’écriture du brevet international ainsi que toutes les phases nationales qui en découleront et sur

lequel Christine sera aussi « inventeur ».
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LE GROUPE SYNCHROTRON

Pour faire de la biologie structurale, et qui plus est de la cristallographie des
protéines, il faut un environnement entierement dédié a cela. Mon changement
d’équipe répondait a cette envie pour moi de retrouver ce champ méthodologique
que j’ai choisi en thése et qui m’avait accompagné jusqu’a mon recrutement. Si
[’environnement est important, la thématique est cruciale. En cela, j’'étais donc
prét a quitter celui des métalloprotéines et c’est pourquoi, depuis maintenant
réellement 3 ans, je découvre le monde des protéines fluorescentes. En cela, je
peux largement compter sur la présence de mon responsable de groupe, Antoine
Royant, qui est un expert du domaine, reconnu aussi bien nationalement

qu’internationalement et je |’en remercie profondément.

2 publications (Nature Methods 2023 / PEDS 2022) ;

Sur la période considérée, j'ai supervisé le travail de 10 collaborateurs dont 1
étudiant en these avec qui je travaille toujours car il termine sa 2eme année de
doctorat, 1 post-doctorant, 1 ATER dont j’ai obtenu pendant 2 ans le financement,
1 assistante ingénieure financée encore pour 2 ans et de nombreux étudiants en

master et licence.

« Compréhension structurale de l'efficacité de la fluorescence dans les protéines
fluorescentes de véritables lampes de poche moléculaires. » Institut de Biologie
Structurale — Groupe Synchrotron (GSY) — Grenoble.

Depuis novembre 2017

Introduction

Des dizaines de milliers de structures protéiques ont été résolues et leurs dynamiques
fonctionnelles ont été minutieusement étudiées grace a diverses méthodes biochimiques et
biophysiques. Toutefois, comprendre pleinement la fonction des protéines nécessite plus que
des études in vitro et structurales. Dans 1'environnement cellulaire, les protéines interagissent
avec de multiples molécules, se répartissent dans différents compartiments cellulaires et sont
parfois associées aux structures cytosquelettiques et membranaires. Elles peuvent également
étre modifiées et se déplacer dans la cellule par diffusion ou transport actif, ce qui peut étre

crucial pour leur fonction. C’est pourquoi de nombreux biologistes travaillent sur les
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interactions entre biomolécules et les processus fonctionnels correspondant a 1'échelle
cellulaire, tissulaire ou organique, a travers le temps et l'espace.
La microscopie optique de fluorescence est la technique privilégiée pour ces approches. Cette
méthode peu invasive permet d'observer les processus au sein de cellules et de tissus vivants
sur de longues durées et offre une sensibilité exceptionnelle, au niveau parfois de la molécule
unique, avec une résolution d'image remarquable. Cette technique permet de visualiser des
processus fonctionnels spécifiques en fixant des fluorophores sur les molécules ou sur d'autres
structures d'intérét telles que les membranes, les organites ou les cellules. Si a I'instar des
fluorophores de nature chimique, les protéines fluorescentes peuvent étre utilisées pour étudier
des fonctions biologiques sur des cellules ou tissus fixés elles ont surtout I’immense avantage
de permettre des mesures dynamiques sur des cellules en culture, des tissus ou des organismes
vivants.

La fluorescence
Il y a trois types principaux de luminescence : la fluorescence, la phosphorescence et la
chimiluminescence. La fluorescence et la phosphorescence, deux formes de
photoluminescence, sont activées par la lumicre, tandis que la chimiluminescence résulte d'une
réaction chimique. La fluorescence émet rapidement (<10 ns) de la lumiere lorsque exposée a
une source lumineuse, comme les lampes UV et cesse lorsque la lumiére s'éteint. La
phosphorescence, en revanche, peut emmagasiner 1'énergie lumineuse et la libérer
progressivement, permettant une lueur qui persiste apres que la source de lumiére soit éteinte,
durant de quelques millisecondes a plusieurs heures.
La fluorescence nécessite que les molécules absorbent la lumiere pour atteindre une excitation
¢lectronique. Quand un électron dans une molécule capte un photon, il s'excite en passant de
son état fondamental (SO) a un état excité (Sn) presque instantanément. L'excitation peut se
produire a différents niveaux vibrationnels (v=n), selon la longueur d'onde du photon absorbé.
Ces états excités sont généralement instables et les électrons reviennent a leur état de base en
suivant plusieurs étapes mécaniques, dissipant 1'énergie de diverses facons (Figure 21). La
relaxation vibrationnelle, qui se produit entre 10!% et 107!° secondes, permet de dissiper
I'énergie d'un état excité en la convertissant en chaleur transmise aux molécules avoisinantes,
sans émission de lumiére, donc par un processus non radiatif. La conversion interne, un autre
processus non radiatif et isoénergétique, survient entre 107'* et 10! secondes. Elle correspond
a la transition d'un état excité supérieur (Sn+1) vers un état vibrationnel inférieur (Sn) sans perte
d'énergie. L'énergie absorbée peut étre entierement dissipée par la relaxation vibrationnelle et

la conversion interne, résultant en une absence totale de fluorescence, toute I'énergie étant
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libérée sous forme de chaleur. Le rapport entre les événements radiatifs et non radiatifs

détermine le rendement quantique d'un fluorophore, et par conséquent, son intensité¢ lumineuse.

A — internal

SZ S— conversion

Figure 21: Diagramme simplifi¢ de Jablonski de la

¥=2  fluorescence. Un électron est excité en absorbant un photon

d'une certaine longueur d'onde. Il se détend vers les niveaux

sans vibration de I'état excité le plus bas (S1) a travers une

série de transitions non radiatives (relaxation vibrationnelle

Energy
S
Z

&

et conversion interne). Une détente supplémentaire vers

exaltation MO0 1'état fondamental (S0) par fluorescence entraine I'émission

d'un photon de plus faible énergie et de plus grande

longueur d'onde que le photon excitateur.

So

v=0

Durant 1'émission, 1'électron peut se relaxer vers divers niveaux vibrationnels (v=n) de 1'état
fondamental (S0), produisant une variété de longueurs d'onde possibles pour le photon émis.
De plus, avant que la fluorescence se produise, les électrons perdent généralement de 1’énergie
jusqu’a atteindre le niveau vibrationnel le plus bas de I'état excité par des transitions non

radiatives, rendant la longueur d'onde de 1'émission indépendante de la longueur d'onde
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S [ 2
| 3
. | — =
]
Figure 22 : Diagramme simplifié¢ de Jablonski pour
les événements représentatifs d'excitation et
d'émission définissant les spectres de fluorescence | 2
. s o [ | s
d'une molécule. La probabilité que les événements i B 2
d'excitation et d'émission se produisent a différentes s, | 3

longueurs d'onde (représentée par la largeur des

fleches) définit les spectres de fluorescence d'une

molécule. Emission

Excitation

|
600 650 700 750

400 450 500 550

Ce phénomene, connu sous le nom de décalage de Stokes, dépend de la maniére dont la
molécule dissipe 1'énergie d'excitation de facon non radiative. Les spectres d'excitation et
d'émission, qui définissent les longueurs d'onde qu'une molécule peut absorber et celles qu'elle
peut émettre, sont souvent miroirs I'un de 'autre a cause des transitions électroniques similaires

impliquées dans les deux processus.
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Les protéines fluorescentes (PF)
Tout a commencé en 1962 avec la découverte de la GFP (Green Fluorescent Protein) par Osamu
Shimomura® alors que ce dernier travaillait sur I’aequorine. Il a isolé cette protéine qui émettait
une lumicre verte et brillante sous I'effet de la lumiére UV, bien que paraissant jaune sous
lumiére artificielle. Dans les années 1990, la GFP a gagné en popularité grace a Douglas C.
Prasher qui clonera le géne de la GFP!? et Martin Chalfie, qui exprimera la GFP dans le
nématode Caenorhabditis elegans afin de visualiser 'expression des génes en temps réel et la
localisation de protéines dans les cellules vivantes!?!. Cette approche a démontré que la GFP
pouvait étre utilisée sans aucune des enzymes spécifiques de la méduse Aequorea victoria,
simplifiant ainsi son application dans d'autres systémes biologiques. Finalement, Roger Tsien
a joué un role déterminant dans l'amélioration des propriétés de la GFP, en développant des
variantes avec des couleurs d’émission différentes, de meilleures caractéristiques de
fluorescence et un spectre d'excitation simplifié. Ces variantes ont permis des applications plus
larges de la GFP, notamment en imagerie cellulaire et moléculaire!®?. La GFP et ses mutants
ont ouvert la voie pour I’ingénierie de nombreuses autres protéines fluorescentes encodées

génétiquement bien au-dela du seul groupe des protéines associées a la GFP (Figure 23)!%3,

Flavoproteins GFP-like proteins Bacterial phytochromes
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Figure 23 : représentation de la diversité des chromophores dans les principaux groupes de protéines fluorescentes

et de biocapteurs fluorescents développés pour des applications biotechnologiques. La figure montre les structures
chimiques des mononucléotides de flavine (biocapteurs MiniSOG, phiLOV), des chromophores de type GFP
(BFPs, GFPs, RFPs) et de la biliverdine pour les protéines fluorescentes dérivées de phytochromes bactériens
(iRFP, IFP1.4, Wi-Phy). Les chromophores sont représentés sous leur forme liée aux protéines. Une échelle de
couleurs présente la gamme de longueurs d'onde de I'émission de fluorescence pour les protéines fluorescentes et

les biocapteurs. 1%
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Osamu Shimomura, Martin Chalfie et Roger Tsien obtiendront le prix Nobel de Chimie en 2008
pour leurs travaux sur la GFP. Douglas C. Prasher n’a pas été associé a ce prix Nobel malgré le
travail considérable qui a été le sien, en particulier sur le clonage et le séquengage de la GFP.
La fin de ses financements de I’American Cancer Society 1’a poussé a quitter la recherche. I1

n’y reviendra qu’en 2010 avant de rejoindre le laboratoire de Roger Tsien en 2012.

Les projets

mNeonGreen & NeonCyan'%

La majorité des informations structurales connues sur les protéines fluorescentes a été obtenue
pour des protéines d’organismes marins du phylum des cnidaires (Cnidaria), méduses, coraux
et anémones de mer. Aprés la résolution des structures cristallographiques de la GFP
d’Aequorea victoria (avGFP dont le chromophore est constitué par 3 acides aminés cyclisés
Ser-Tyr-Gly) et de AvGFP-S65T en 1996 plus de 500 structures de PF de cnidaires ont été
résolues. Depuis, de nombreuses PF ont ét¢ identifiées dans de nouveaux organismes d’autres
phylums et il est maintenant important de pouvoir identifier de nouveaux déterminants
structuraux de fluorescence afin de proposer de nouvelles pistes pour 1’évolution dirigée.

Les protéines fluorescentes provenant de vers marins du genre Branchiostoma (phylum
Chordata) ont suscité un fort intérét au début des années 2010, et Nathan Shaner (Scintillon
Institute, San Diego, USA) a développé une nouvelle protéine fluorescente particulierement
brillante et monomérique, mNeonGreen!'%, a partir de la protéine lanYFP provenant de B.
lanceolatum. Les premiers résultats structuraux ont été obtenus au début des années 2010196~
11 Les PF de chordés présentent trés majoritairement un chromophore de type Gly-Tyr-Gly.
La résolution des structures de PF de B. lanceolatum (lanGFP, lanRFP et lanRFP-Y62S, ces
deux dernieres étant des PF rouges) mais aussi de B. floridae (bfloGFP-cl et bfloGFP-al, PF
vertes) a permis de rationaliser les clés structurales qui gouvernent les processus de
fluorescence, tout particulierement pour le processus d’évolution de la PF jaune-vert
monomérique mNeonGreen a partir de la PF sauvage jaune LanYFP tétramérique.

Sur I’assise de cette nouvelle protéine aux propriétés de brillance inégalées, Robert Campbell
cherche a aller plus loin en développant une nouvelle famille de protéines cyan potentiellement
plus brillantes que celles déja existantes, et donc particulierement adaptées aux applications
d’imagerie sur cellules vivantes utilisant la technique du FRET. Pour ce faire, il a introduit le
résidu tryptophane au sein de chromophore, ce qui a mené au variant NeonCyanl, avec un
chromophore similaire a celui des protéines fluorescentes de couleur cyan (CFP) avec un

chromophore de type Gly-Trp-Gly au lieu de Gly-Tyr-Gly. Il développera aussi deux mutants
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de NeonCyanl (NeonCyanl-T207D et NeonCyanl-T207M) avec des couleurs spectrales
¢tonnamment distinctes, car les CFP dérivées de la GFP d’A. victoria montrent une insensibilité
du pic d’émission en fonction des mutations au voisinage du chromophore.

Nous avons déterminé les structures de NeonCyan0.95 a pH physiologique (pH 7,5) et acide
(pH 5,6) ainsi que celle de NeonCyan1-T207D a pH 6,5. Nous n’avons pas été en mesure
d'obtenir celles de NeonCyanl ni de NeonCyanl-T207M mais chacune des trois structures
résolues nous a fourni des informations importantes quant a la compréhension des propriétés
biophysiques de ces protéines. NeonCyan0.95 (pH 7,5) a permis de comprendre les interactions
misesz en jeu dans la dimérisation de la protéine ainsi que d’observer la présence d’un réseau
de liaisons hydrogeéne ponté par 2 molécules d’eau s'étendant de l'azote du noyau indole du
chromophore au groupe hydroxyle de Thr207. Cette thréonine a donc été étudiée et cela a
conduit a I’obtention d’un mutant décalé vers le rouge NeonCyan1-T207D et d’un autre vers le
bleu NeonCyan1-T207M (Figure 24)!%,

Les changements observés au niveau du chromophore de NeonCyan0.95 en fonction du pH
suggere aussi un lien avec la protonation de la Glu220. La structure de NeonCyan1-T207D a
pH 6,5 a révélé un déplacement des molécules d'eau proche du chromophore entrainant un
changement dans 1'état d'ionisation et a mis en lumiére le role de 1’Asp207 dans le red shift
observé.

Par rapport a NeonCyanl, NeonCyanl-T207M est décalé vers le bleu d'environ 20 nm.
L’absence de structure ne nous permet pas d’avoir d’explication claire quant a ce qui se passe
au niveau du chromophore mais nous pouvons avancer une hypothese sur la base de la présence
du résidu méthionine, volumineux et apolaire, qui peut forcer le chromophore a passer au
stéréoisomere Z,E. La configuration Z,E est associée a un profil spectral décalé vers le bleu
pour un chromophore neutre!'2. De plus, le stéréoisomére Z,E du chromophore est une
caractéristique couramment observée dans les CFP avec des chromophores dérivés de Xaa-Trp-
Gly a des pH plus bas.

Comparée aux variantes contemporaines de CFP telles que mCerulean3 et mTurquoise?2,
NeonCyanl a des maxima d'excitation et d'émission similaires et un coefficient d'extinction
similaire. Cependant, le rendement quantique de fluorescence de NeonCyanl est nettement
inférieur a ceux de mCerulean3 et mTurquoise2 (0,29 contre 0,87 et 0,93 respectivement). La
brillance nettement inférieure de NeonCyanl par rapport aux CFP contemporains dérivées de
'avGFP est particulierement décevante, en vue des attentes soulevées par I'utilisation du gabarit

structural de mNeonGreen. Sur la base des structures que nous avons obtenues, nous avons
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émis I’hypothese que le faible rendement quantique de NeonCyanl et NeonCyan1-T207D est
lié a la non-coplanarité entre les anneaux imidazolinone et indole du chromophore.

En conclusion, nous avons caractérisé¢ en détail trois variants de mNeonGreen qui partagent
tous un chromophore de type Gly-Trp-Gly. Ce travail a permis de fournir des informations sur
les interactions qui influencent les propriétés de ce type de chromophore et révele qu’il est
possible de produire des variants de couleur pour un type de chromophore essentiellement
insensible dans le gabarit de ’4AvGFP. Bien que prometteuses pour cet aspect, ces nouvelles
protéines n’ont pas la brillance souhaitée et il serait nécessaire de faire de l'ingénierie afin de

produire des protéines plus brillantes, monomériques et photostables.
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Figure 24 : caractérisation spectrale de NeonCyanl1 et de ses variants. Spectres d’excitation (en haut) et d’émission

(en bas) de NeonCyanl, NeonCyan1-T207M, NeonCyan1-T207D et mNeonGreen.

mScarlet!'? et mScarlet3!!
Comme évoqué plus haut, le clonage de la GFP et le développement de plusieurs variants ont
permis de créer une palette de couleurs allant du vert au jaune en passant par le bleu et le cyan.
La découverte de protéines fluorescentes rouge (RFP) dans les coraux (anthozoaires de la classe
des cnidaires) a permis de considérablement ¢élargir le champ des possibles en termes de couleur

de fluorescence. Cependant, toutes ces RFP forment des tétrameéres ce qui peut sérieusement
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interférer avec la localisation et le fonctionnement des protéines de fusion RFP. La
monom¢érisation de ces RFP s'est accompagnée d'une détérioration significative de leur niveau
de fluorescence. Apres le développement de la premiére RFP monomérique (mRFP), mRFP1,
plusieurs améliorations ont permis de développer de nouvelles protéines : mCherry, mApple,
TagRFP(-T), mKate2, mRuby2, mRuby3 et FusionRed mais toutes ces protéines sont moins
brillantes que leurs ancétres tétramériques. De plus, elles ont des rendements quantiques
inférieurs a 50 % et plusieurs présentent encore des problémes supplémentaires dus a une
maturation incompléte ou partielle et a une tendance résiduelle a la dimérisation.

Plutot que d'évoluer a partir d'un ancétre naturel tétramérique, nos collaborateurs ont identifi¢
une séquence consensus aux RFP pour commencer le développement d'une nouvelle RFP
monomérique a partir d’un géne synthétique. Basé sur les connaissances acquises avec mCherry
et d’autres RFP, ils ont choisi les résidus de surface afin d’empécher la dimérisation. Un gros
travail de mutagenése multi-sites puis aléatoire a permis d'aboutir a trois RFP monomériques
avec des propriétés distinctes : une mRFP trés lumineuse avec un rendement quantique élevé
appelée mScarlet et deux variantes avec une seule substitution d'acide aminé, appelées
mScarlet-I et mScarlet-H. mScarlet présente la plus grande brillance intrinseque (multiplication
du coefficient d'extinction et du rendement quantique), aucune photochromicité et est
monomérique, mais sa maturation est relativement lente. mScarlet-I, avec une brillance
intrinséque inférieure, est plus lumineuse dans les cellules grace a une maturation plus rapide

et plus complete.

Figure 25: A) Structure du chromophore de mScarlet3 déterminée par cristallographie aux rayons X. B)

Visualisation de la polymérisation des microtubules d’une cellule HeLa grace a un marquage avec mScarlet3.
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Etant donné que la mutagenése aléatoire pour créer des variantes de mScarlet plus brillantes
s'est avérée infructueuse, nos collaborateurs ont ciblé les acides aminés entourant la
thréonine 74. En effet, la Thr74 est le seul acide aminé muté dans mScarlet-1 par rapport a
mScarlet. Aprés plusieurs cycles de mutagenese ciblée et aléatoire, ils ont généré finalement
deux nouvelles protéines, mScarlet3 et mScarlet-13 (Figure 25)!!4.

L'évaluation spectroscopique de mScarlet3 purifiée a révélé un rendement quantique de 75 %,
un coefficient d'extinction de 104 000 M~! cm™! et une longue durée de vie de fluorescence de
4 ns. mScarlet-I3 a un rendement quantique amélioré (65 %) et une brillance intrinseque
augmentée de 21 % par rapport a mScarlet-1, approchant celle de mScarlet (95 %). Cependant,
la brillance intrinseéque des protéines fluorescentes purifiées ne refléte pas toujours la luminosité
réelle observée dans les cellules, car cette derniere dépend également de I'étendue et de la
rapidité de la maturation du chromophore. Ainsi, dans les cellules, mScarlet3 et mScarlet-I3
sont respectivement 76 % et 80 % plus brillantes que mScarlet et plus de cinq fois plus brillantes
que mCherry, en raison d'une maturation substantiellement plus rapide et plus compléte.

En comparant directement la brillance intrins€éque avec la brillance cellulaire, il est possible de
déduire I'é¢tendue de la maturation. Apres 24 heures, mScarlet3 a une maturation trés similaire
a celle de mScarlet-1 (96 %) alors que mScarlet-13 est plus compléte (113 %). mScarlet3 mature
quatre fois plus rapidement que mScarlet. mScarlet-I3 est, jusqu’a présent, la RFP
monomérique la plus rapide & maturer. A noter, dans des expériences de dénaturation alcaline,
nous avons constaté une stabilité stupéfiante de mScarlet3 : 1a ou mScarlet et mScarlet-I se
dénaturent instantanément (<1 s) a pH 13,5, mScarlet3 conserve plus de la moiti¢ de sa
fluorescence initiale pendant plus de 40 minutes. mScarlet3 (pKa = 4,5) et mScarlet-13 (pKa =
4,2) ont une meilleure résistance a l'acide par rapport a mScarlet(-I) (pKa = 5,4), ce qui serait

bénéfique pour les applications de ces RFP dans les études sur les endomembranes (Figure 26).
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Figure 26 : Vitesse de dénaturation alcaline de diverses RFP purifiées a pH 13,5. A) axe des temps logarithmiques,

B) axe des temps normaux.
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Afin de comprendre ces améliorations, nous avons déterminé la structure de mScarlet3 a pH
physiologique et a une résolution de 1,33 A. Les conformations du chromophore et de ses
résidus environnants (premicre sphere de coordination) sont parfaitement superposables a celles
observées dans la structure cristalline de mScarlet & pH 7,8. Cependant, le résidu cl¢ Glu216
adopte deux conformations alternées, comme dans la protéine fluorescente verte brillante eGFP
(enhanced GFP). Nous avons concentré notre analyse sur les mutations au sein du cceur du
tonneau protéique : Y84W, Y194F, V196l et G220A. De fagon remarquable, ces quatre
mutations retirent deux atomes polaires et ajoutent six atomes non polaires dans cette zone, ce
qui se traduit par le remplacement d'une petite cavité amphipathique par une zone hydrophobe
impliquant uniquement des atomes de carbone méthyle ou méthine. Cette zone hydrophobe
relie les extrémités de 4 des 11 brins B de la protéine et de 1'hélice a portant le chromophore,
ainsi qu'une boucle et une hélice reliant des paires de brins. Cela contribue ainsi a la
rigidification accrue d'une extrémité du tonneau [}, probablement a l'augmentation du
rendement quantique de fluorescence de mScarlet3 et trés certainement a sa résistance
étonnante aux dénaturations alcaline et acide.

En conclusion, mScarlet3 combine le rendement quantique le plus ¢élevé des RFP, un
comportement monomérique, aucune cytotoxicité apparente et I'absence de comportement
photochromique avec une maturation rapide et complete. Dans toutes les fusions testées,
mScarlet3 a démontré d'excellentes performances en tant qu'étiquette de fusion, accepteur
FRET et dans les applications en cellules vivantes. Bien que la rigidit¢ du chromophore soit
essentielle pour un rendement quantique élevé, une rigidité excessive peut entraver la
maturation des protéines fluorescentes, qui nécessite un certain degré de flexibilité interne pour

favoriser la cinétique rapide de formation et d'oxydation du chromophore.

La suite
Les protéines fluorescentes de type GFP fonctionnent bien pour l'imagerie de cellules vivantes
en microscopie a épifluorescence. Cependant, elles montrent des limites dans I'imagerie des
tissus et du corps entier, en raison de l'absorption considérable de la lumicre par 1'oxy- et la
désoxyhémoglobine en dessous de 660 nm, mais aussi de maniere significative au-dessus de
900 nm, ou l'absorption (ou la diffusion) par l'eau entre également en jeu (Figure 27). Par
conséquent, la région [650 nm - 900 nm] du spectre lumineux est considérée comme la "fenétre
optique des tissus", c'est-a-dire la gamme de longueurs d'onde des photons qu'il est préférable

d'utiliser pour sonder les tissus.
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Pour l'imagerie de fluorescence, cela signifie que les maxima d'excitation et d'émission du, ou
des chromophores utilisés doivent se situer dans cette plage, qui se trouve essentiellement dans

la partie proche infrarouge (NIR) du spectre lumineux [700 nm - 1400 nm)].
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Figure 27 : Spectre de la lumiére de 1'UV au proche infra-rouge mettant en évidence les plages spectrales utiles
des FP de type GFP et celles dérivées des phytochromes, ainsi que la fenétre optique des tissus convenant a

I'imagerie tissulaire.

Notre objectif est donc maintenant de parvenir a développer des protéines fluorescentes
permettant de tirer avantage plus largement de cette fenétre optique, car les protéines existantes
sont limitées a des maxima d’émission en-dessous de 725 nm. La relative confidentialité du
projet m’amene a ne pas pouvoir détailler plus nos actuelles avancées dans ce manuscrit mais
je ne manquerai pas de le faire a I’oral. Ce projet bénéficie d’un soutien du Labex Gral (EUR
CBS UGA) avec un financement de thése ainsi que d’un soutien de ’ANR (ANR-22-CE11-
0021 - InfraredFP800). Je suis co-encadrant du doctorant qui nous a rejoint en octobre

2023 sur ce sujet de these, Mohammad Chorfa.

Conclusion provisoire

J’ai complétement tourné la page de NOX courant 2021. En I’espace de trois ans, avec Antoine,
j’ai déja eu I’opportunité de participer a des travaux qui ont été valorisés dans deux articles!'®>!14
et j’ai ’opportunité de co-encadrer un doctorant qui va terminer prochainement sa 2¢ année de
these. Les résultats que nous avons obtenus sont trés encourageants et une publication est en
cours de rédaction. Les protéines fluorescentes me permettent de jouer de toutes les cordes

techniques dont je dispose, de la biologie moléculaire a la biologie structurale aussi j’ai a coeur

52




Jérome Dupuy - HDR - 2024

de persévérer dans cette thématique et de m’améliorer dans mon niveau de compréhension de

ces petites lampes de poche moléculaires.

Notes supplémentaires

Je ne détaillerai pas ici mes activités universitaires car, comme son nom I’indique, I’Habilitation
a Diriger des Recherches ne s’intéresse finalement pas a ce qui est a coté de la Science. Cela
étant dit, je prendrai le temps de détailler un peu plus ce pan entier de ma vie le jour de 1’oral.
Enseignant-chercheur c’est un choix mais parfois c’est aussi un cas de conscience car pour
évoluer dans la carriere il faut continuer a étre productif en science mais il faut aussi s’ investir

au sein de son université. Je pense y arriver mais au prix de beaucoup d’énergie.

Merci d’avoir pris le temps de me lire.
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