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Au cœur du monde scientifique, l'exploration incessante des mystères de la nature nous pousse 

à sonder les profondeurs de la connaissance. Ce travail de thèse est comme un voyage dans le 

monde de la chimie et de la biologie pour élucider des phénomènes complexes. En quatre 

parties, ce manuscrit aborde les différentes réactions en chimie, la lipase B de Candida 

Antarctica (CALB), la Neuropiline-1 (Nrp-1), la synthèse des dérivés de l'acide bétulinique, 

l'acide laurique. 

L'objectif initial était d’améliorer la solubilité de l’acide bétulinique dans l’eau, en faisant une 

modulation au niveau de sa fonction alcool par une réaction de couplage pseudo-peptidique. 

La première partie de ce manuscrit nous conduira à travers un rappel bibliographique 

approfondi. Nous plongeons dans les profondeurs des réactions chimiques en milieu aqueux. 

Les réactions enzymatiques, catalysées par des biomolécules fascinantes, les enzymes, 

occuperont également une place centrale dans notre revue bibliographique. Enfin, nous nous 

plongeons dans le monde des réactions chimiques en milieu solide, où les conditions diffèrent 

considérablement de celles en solution liquide. 

La deuxième partie de notre thèse s'intéressera à l'état de l'art actuel concernant les 

protagonistes de notre étude : la lipase B de Candida Antarctica (CALB), une enzyme d'une 

grande importance industrielle, et la Neuropiline-1 (Nrp-1), une protéine humaine clé dans la 

régulation de la croissance cellulaire. De plus, nous explorons les propriétés et les applications 

potentielles de petites molécules, telles que l'acide bétulinique et l'acide laurique. 

La troisième partie de notre travail dévoilera une étude détaillée des matériels et méthodes que 

nous avons utilisés tout au long de notre thèse.  

Enfin, dans la quatrième et dernière partie, nous dévoilerons les résultats issus de nos 

recherches. Nous présentons les avancées majeures obtenues grâce à la cristallisation des deux 

protéines étudiées, ainsi les résultats de la synthèse des dérivés de l'acide bétulinique, de l’acide 

l’aurique. Les résultats obtenus ont donné lieu à deux publications acceptées et parues dont les 

textes sont joints à ce manuscrit. 
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        Il existe plusieurs types de réactions en chimie. Parmi celles-ci, nous allons nous pencher 

sur les réactions de couplage, les réactions de couplage pseudo-peptidiques, les réactions 

enzymatiques et les réactions en milieu solide. 

        L'estérification a été étudiée pour la première fois en 1861 par Berthelot et Armand Péan 

de Saint-Gilles. Ils ont démontré que la réaction d'estérification était accompagnée de sa 

réaction inverse, qui est l'hydrolyse de l'ester. De manière générale, une fonction alcool et une 

fonction acide carboxylique réagissent ensemble en présence d'un catalyseur acide pour former 

un ester et de l'eau (Schéma 1).  

 

 
 

Schéma 1 : Formation d'un ester par le couplage acide carboxylique / alcool 

 

Au cours de ce processus, une molécule d'eau est générée sous une forme quelconque. Comme 

la réaction a atteint un équilibre avant d'être complet, il est important d'ajuster les conditions 

réactionnelles afin de favoriser la formation des produits[1]. Si la molécule d'eau formée lors 

du couplage est retirée du milieu réactionnel, l'équilibre sera déplacé en faveur de la formation 

des produits. Il existe plusieurs stratégies pour atteindre cet objectif. La première consiste à 

utiliser l'hexafluorophosphate de benzotriazolyl-N-oxytris(diméthylamino)phosphonium 

(HOBT) dans des solvants tels que l'acétonitrile, le dichlorométhane, l'acétone ou le 

diméthylformamide [2] (Schéma 2). 

Dans ce cas, l’espèce qui réagit avec l’alcool n’est pas un anhydride mais un ester de 

benzotriazole, une molécule très réactive (mécanisme à l’annexe 1). Par la suite, l’alcool se 

substitue au benzotriazole pour former l’ester désiré. 
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Schéma 2 : Estérification avec HOBT 

 

La seconde stratégie consiste à préparer un chlorure d’acyle, un dérivé très réactif envers les 

nucléophiles (Schéma 3). 

 

 
 

Schéma 3 : Estérification via le chlorure d'acide 

 

Le chlorure de thionyle (SOCl2) est utilisé pour préparer ce dérivé (mécanisme Annexe I). Au 

cours de la réaction, du dioxyde de souffre (SO2) est libéré, ce qui force la réaction vers la 

formation du produit [2]. L’alcool est ensuite ajouté aux milieux réactionnels avec une base 

comme la triéthylamine (Et3N) qui va piéger l’acide chlorhydrique libéré déplaçant ainsi la 

réaction vers la formation de l’ester. 

La dernière stratégie consiste à utiliser le dicyclohexylcarbodiimide (EDCI) avec le 

diméthylaminopyridine (DIEA) comme catalyseur [3]. Dans ce cas, deux fonctions acides 

carboxylique réagissent avec le EDCI pour former l’anhydride correspondant (mécanisme 

Annex I). Durant ce processus, une molécule de dicyclohexylurée  (DCU = DCC + H2O) 

précipite dans le milieu, forçant ainsi la réaction vers la formation de produits (Schéma 4) [4].  

 

 

Schéma 4 : Estérification avec EDCI et DMAP 
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A - I. LES REACTIONS ENZYMATIQUES 

Une enzyme est un catalyseur biologique, généralement une protéine d’une efficacité 

fonctionnelle remarquable[5]. Elle augmente la vitesse d’une réaction donnée mais sans 

modifier la constante d’équilibre chimique (conditions thermodynamiques)  de la réaction entre 

le substrat et le produit [6]. Cette propriété est due au fait que l’enzyme peut soit diminuer 

l’énergie d’activation (Ea)[7] de l’étape lente, soit rendre possible un trajet réactionnel 

alternatif, en plusieurs étapes, où l’étape cinétiquement déterminante est plus basse en énergie 

qu’au cours d’un processus non catalysé (Figure 1). Une accélération de la vitesse de réaction 

de l’ordre de plusieurs millions de fois est courante dans le cas des réactions catalysées par des 

enzymes. Les enzymes sont regénérées à l’issue de la réaction qu’elles catalysent. Seul 

quelques acides aminés participent à la fixation et à la catalyse, les autres servent au maintien 

du repliement 3D de l’enzyme. 

Les réactions catalysées par les enzymes humaines ou de mammifères s’effectuent 

généralement à un pH proche de 7 et à une température de 37 °C : on parle de pH optimal et 

de température optimale. L’efficacité catalytique d’une enzyme peut être très fortement réduite 

lorsque les conditions expérimentales s’éloignent de sa température optimale ou de son pH 

optimal. Les enzymes de bactéries, de plantes, de champignons opèrent dans la nature dans des 

gammes de températures.  

 

Figure 1 : Variation de l’énergie d’activation Ea [8] 
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Les enzymes se distinguent des autres types de catalyseurs par leur très grande spécificité qui 

découle de leurs structures 3D. 

Les enzymes fonctionnent suivant un processus impliquant : (1) la formation initiale d’un 

complexe enzyme-substrat [E.S], (2) la transformation en plusieurs étapes du complexe 

enzyme-substrat en un complexe enzyme-produit [E.P] et finalement (3) la libération du 

produit. 

A partir du moment où le complexe [E.S] est formé, ce dernier peut soit redonner les réactifs 

de départ soit débuter le processus catalytique conduisant au produit. Si, comme c’est souvent 

le cas, la constante de vitesse de formation du complexe [E.S] (k1) et la constante de vitesse de 

la formation du complexe [E.P] (k3) sont grandes par rapport à la constante de vitesse de la 

réaction (k2), alors la transformation du complexe enzyme-substrat en complexe enzyme-

produit est l’étape limitante de la réaction. La constante de vitesse globale de la conversion du 

complexe [E.S] en produit [E+P] est la constante catalytique (kcat), aussi appelée « Turn Over 

Number en anglais » (Figure 2). L’unité d’activité enzymatique est le Katal, qui représente le 

nombre de moles de substrats que l’enzyme est capable de transformer par unité de temps [9]. 

  

 

 
 

Figure 2 :  Réaction enzymatique générale 

 

La fixation du substrat et le processus catalytique ont lieu dans une cavité de l’enzyme qui est 

appelée site actif [10]. Les enzymes étant constituées d’acides aminés chiraux présentant une 

grande variété de substituants, le site actif est lui aussi chiral et peut adopter une forme 

complémentaire à celle du substrat, un peu comme un gant complémentaire à la main [11]. 

E+S E.S E.S E+P

K1

K21

K2 K3

Kcat

Liaison substrat Complexe intermédiaire Libération Produit
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Les molécules sur lesquelles agissent les enzymes sont appelées substrats de réaction plutôt 

que ligands, et le site de liaison du ligand est appelé site catalytique ou site actif (Figure 3). 

Les acides aminés spécifiques du site de fixation vont interagir avec le substrat pour le lier à 

l’enzyme avec une certaine affinité ; cette liaison va alors induire une modification locale de 

la structure 3D de l’enzyme contribuant à abaisser la barrière énergétique et permettant aux 

acides aminés du site catalytique de transformer le substrat en produits : on parle d’ajustement 

induit et d’état de transition. 

 

Figure 3 : Composition d’un site actif d’une enzyme 

 

Le site actif est tapissé d’acides aminés présentant les propriétés de polarité, d’acidité ou de 

basicité nécessaire à la catalyse d’une réaction spécifique. De plus, le site actif contient aussi 

les cofacteurs, ions métalliques ou petites molécules organiques, utiles pour la réaction. 

La Figure 4 montre un modèle moléculaire de l’hexokinase, une enzyme qui catalyse la 

phosphorylation du glucose lors de la première étape de la glycolyse. 
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Figure 4 : Modèle moléculaire de l’hexokinase sous deux représentations différentes mettant en évidence la profonde 
cavité qui contient le site actif [12] 

 

Dans l’industrie pharmaceutique, de nombreux principes actifs sont des molécules chirales, 

dont seul un des deux isomères est biologiquement actif, alors que l’autre forme est au mieux 

moins efficace, au pire toxique. Citons le cas de l’ibuprofène, dont seule la forme S est active. 

Dans le cas de la thalidomide, la forme L est un anti nauséeux et la conformation D est 

responsable de malformations [13]. Les synthèses chimiques classiques conduisent à des 

mélanges racémiques (R, S ou L, D) dont la séparation est ensuite délicate, coûteuse, voire 

impossible [9]. Au contraire, de nombreuses réactions enzymatiques permettent d’obtenir des 

produits optiquement purs, c'est‐à‐dire dont seule une des deux conformations est présente. 

Les enzymes sont classées en six groupes en fonction du type de réaction qu’elles catalysent 

comme le montre le tableau 1 : (1) les oxydoréductases catalysent les oxydations et les 

réductions, (2) les transférases catalysent le transfert d’un groupe d’atomes d’un premier 

substrat vers un second substrat, (3) les hydrolases catalysent l’hydrolyse des esters, amides et 

autres substrats apparentés, (4) les lyases catalysent l’élimination ou l’addition de petites 

molécules comme l’eau, (5) les isomérases catalysent les isomérisations et (6) les ligases qui 

catalysent le couplage entre deux molécules, processus souvent couplé à l’hydrolyse 

d’adénosine-triphosphate (ATP). 

Le nom systématique d’une enzyme comporte deux parties et fini par -ase. La première partie 

du nom permet d’identifier le substrat de l’enzyme et la seconde partie correspond à la classe 

d’appartenance (Tableau 1). 

Site Actif 
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Tableau 1 : Classification des Enzymes[11] 

Classe Exemples de sous-classes  Fonctions 

(1) Oxydoréductases Déshydrogénases Introduction d’une liaison double 

 Oxydases Oxydation 

 Réductases Réduction 

(2) Transférases Kinases Transfert d’un groupe phosphate 

 Transaminases Transfert d’un groupe aminé 

(3) Hydrolases Lipases Hydrolyse d’un ester 

 Nucléases Hydrolyse d’un phosphate 

 Protéases Hydrolyse d’un amide 

(4) Lyases Décarboxylases Elimination du CO2 

 Déshydratases Elimination de l’eau 

(5) Isomérases Epimérases Epimérisation d’un centre de chiralité 

(6) Ligases Carboxylases Addition de CO2 

 Synthétases Formation d’une nouvelle liaison 

 

De nombreuses réactions catalysées par des enzymes, et en particulier celles qui impliquent 

des oxydations ou des réductions, nécessitent la présence d’un coenzyme, une petite molécule 

organique qui prend part à la réaction, il nécessite une étape supplémentaire pour revenir à 

l’état initial et terminer ainsi le cycle catalytique. 

A - II.  LES REACTIONS CHIMIQUES EN MILIEU SOLIDE 

Une solution solide est composée d'une phase majeure (solvant) et d'une seconde phase 

mineure (soluté). Elle est souvent formée de cristaux isomorphes, selon les règles de Hume-

Rothery (structure et valence cristallines similaires, et taille et électronégativité des métaux 

similaires) [14] [15]. En revanche, les cristaux non isomorphes peuvent donner naissance à un 

eutectique [15].  

Si deux solides sont fondus ensemble, les liquides qui en résultent sont soit complètement 

miscibles, soit partiellement miscibles, soit non miscibles. Si les deux liquides sont 

partiellement ou totalement non miscibles, on peut supposer que leurs formes solides n'auront 

que peu d'interaction [16]. En revanche, si les deux liquides sont totalement miscibles, les 
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solides formés lors du refroidissement peuvent présenter l'une des quatre interactions possibles. 

Peuvent se former : 

(a) un nouveau composé dont le point de fusion est congruent (conforme à ce qui est attendu 

ou cohérent avec d'autres caractéristiques de cette substance),  

(b) un nouveau composé dont le point de fusion (péritectique) est incongru (composition 

chimique de la phase liquide et de la phase solide à la température de fusion n'est pas la même), 

(c) un mélange eutectique [14],  

(d) une solution solide [14].  

Dans les systèmes où la solubilité d'un composant dans l'autre à l'état solide est importante, on 

dit qu'il existe une solution solide. Pour des raisons pratiques, une solubilité supérieure à 5% 

d'un composant dans l'autre peut être considérée comme une solution solide. Les "solutions " 

solides sont homogènes, le terme "solution" sera dorénavant utilisé pour désigner une solution 

solide [17]. Deux types distincts de solutions sont reconnus. Une solution solide interstitielle 

existe lorsque la molécule d'un composant réside dans les espaces interstitiels du réseau 

cristallin du second composant. Une solution solide de substitution est formée lorsqu'une 

molécule d'un composant peut remplacer une molécule du réseau cristallin du second 

composant. Dans les deux types de solution, les deux composants peuvent ne pas être miscibles 

dans toutes les proportions. Comme dans les solutions solide-liquide, la solubilité d'un 

composant dans un autre à l'état solide est souvent limitée [18]. 
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B - I. LA LIPASE B DE CANDIDA ANTARCTICA (CALB) 

Candida1 antarctica2 est une levure qui produit deux lipases nommées A et B. Dans 

la nature, ces lipases catalysent l’hydrolyse d’esters. Classiquement, il s’agit de l’hydrolyse de 

triacylglycérol en di- et monoglycéride, acides gras et glycérol. Bien que présentant quelques 

caractéristiques fonctionnelles, la lipase A demeure moins explorée que la lipase B [1]. La 

lipase B de Candida antarctica, usuellement nommée sous la forme acronymique anglo-

saxonne « CALB », est une protéine globulaire de type hydrolase d’ester carboxylique (EC 

3.1.1.3, triacylglycérol-acylhydrolase). L’enzyme comporte 317 acides aminés, et a un poids 

moléculaire de 33 KDa. Son point isoélectrique pHi est de 5,8, calculé théoriquement à partir 

de la séquence primaire 3. Dans les paragraphes suivants sont tour à tour présentées les 

structures tridimensionnelles de CALB disponibles dans la « Protein Data Bank » (PDB), 

obtenues par cristallographie des rayons X; le mécanisme catalytique, s’appuyant sur la triade 

d’acides aminés sérine-histidine-aspartate ; la sélectivité du site actif de CALB; l’importance 

de l’acylation ou la modification post-traductionnelle des protéines ou des peptides dans les 

processus biologiques et la façon dont CALB peut catalyser cette acylation ; et enfin les 

applications biotechnologiques de CALB. 

B - I.1 Description de la structure de l’enzyme 

Une approche fréquente pour déterminer la structure d’une enzyme est la 

cristallographie par rayons X. La lipase de Rhizomucor meihei (espèce de champignons de la 

famille des Mucoraceae, dont on tire des enzymes qui sont utilisées pour coaguler le lait et les 

fromages) fut la première structure de lipase étudiée par cette méthode [2]. Elle repose sur la 

préparation de cristaux de la protéine à étudier. De nombreuses stratégies d’obtention de 

monocristaux existent actuellement mais le phénomène de cristallisation des macromolécules 

est encore mal compris [3]. En effet, il n’existe pas de règles pour déterminer les conditions de 

cristallisation d’une protéine, celles-ci doivent être déterminées expérimentalement, le plus 

souvent par méthode d’essais-erreurs. Cette étape cruciale franchie, la méthode de 

cristallographie aux rayons X permet une détermination précise de la structure 

                                                           
1 Du latin candidus, signifiant « de couleur blanche » et faisant référence à l’aspect des colonies de 

levure du genre Candida. 

2 Nommée ainsi car elle fût découverte en Antarctique, dans les sédiments du lac Vanda. 

3 https://web.expasy.org/cgi-bin/compute_pi/pi_tool 
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tridimensionnelle de la macromolécule étudiée, le plus souvent à résolution atomique. 

L’élucidation des structures 3D de protéines au niveau atomique est essentielle pour modéliser 

et ainsi mieux comprendre comment ces biomolécules interagissent lors d’un processus donné. 

En particulier, cette méthode permet une description précise du rôle d’une enzyme pour 

favoriser la réaction chimique de petites molécules organiques. 

B - I.1.a. Les différentes structures cristallographiques de CALB 

La première structure de la CALB a été élucidée en 1994 avec la méthode de 

cristallographie au rayons X (code PDB 1TCA)[4]. Cette structure, résolue à partir d’une forme 

orthorhombique, présente une résolution de 1,55 Å. L’ensemble des acides aminés de l’enzyme 

sont observés, tout comme une molécule de N-acétyl-D-glucosamine (NAG) provenant du 

milieu de cristallisation, et 286 molécules d’eau. Les structures 1TCB et 1TCC (résolutions 

respectives de 2,10 et 2,50 Å) déposées simultanément dans la PDB par Uppenberg et al. 

correspondent à une seconde forme cristalline de la CALB, monoclinique, l’enzyme ayant 

également liée une molécule du détergent octyl β-D-glucopyranoside dont la partie aliphatique 

est observée proche du site actif.  

Peu après la structure initiale, Uppenberg et al. ont résolu la structure 

cristallographique de CALB dans deux nouvelles formes cristallines monocliniques, l’une avec 

le détergent méthylpenta (oxy éthyl) heptadécanoate dont une molécule est localisée dans le 

site actif (code PDB 1LBT, 2,5 Å de résolution), et l’autre dans laquelle l’enzyme est liée de 

manière covalente au niveau de la sérine 105 de la triade catalytique avec le N-

hexylphosphonate-éthyl-ester (1LBS, 2,6 Å de résolution) [5].  

Depuis lors, de nombreuses autres formes cristallines de la CALB ont été résolues, 

amenant le nombre de structures connues à 27. Dans la PDB, il existe à présent plusieurs 

structures de la CALB co-cristallisée avec différentes molécules. L’ensemble des mailles 

cristallographiques de la CALB sont répertoriées dans le Tableau 1 ci-après. La fixation de 

ligand entraîne peu de modifications structurales. Ainsi, par exemple, le code PDB 1LBS 

correspond à une structure de l’enzyme complexée avec un inhibiteur irréversible : le N-

hexylphosphonate-éthyl-ester formant une liaison covalente avec la sérine 105 du site actif. Le 

RMSD, calculé sur les carbones α entre les structures 1TCA et 1LBS est de 0,33 Å.  
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Tableau 1 :  Différentes mailles de CALB. 

Paramètres de maille Groupe 

d’espace 
Z’ 

Code 

PDB 
Ligands Références (DOI) 

a (Å) b (Å) c (Å) α (°) β (°) γ (°) 

62,1 46,7 92,1 90 90 90 P212121 2 1TCA Pas de ligand 
10.1016/s0969-2126(00)00031-9 

Uppenberg, J et al. 1994 
69,2 50,5 86,7 90 101,5 90 P21 2 1TCB BOG : Octyl bêta-D-glucopyranoside 
67,0 50,5 86,7 90 100,1 90 P21 2 1TCC BOG : Octyl bêta-D-glucopyranoside 
45,7 145,9 86,4 90 90 90 C2221 1 4K5Q - 

10.1074/jbc.M113.536045 

Xie, Y et al. 2014 

47,7 81,6 71,6 90 95,8 90 P21 1 4K6G EDO : 1,2-Ethanol 

47,7 81,2 71,5 90 95,8 90 P21 1 4K6H EDO : 1,2-éthanédiol 

46,7 87,1 138,8 90 90 90 P212121 1 4K6K EDO : 1,2-éthanédiol 

46,9 80,4 73,1 90 98,4 90 P21 1 6J1S 

PEG: Ether di(hydroxyéthyle) 

SO4: Ion Sulfate 
EDO: 1,2-éthanédiol 

10.1021/jacs.9b02709 

Xu, J et al. 2019 

46,4 80,1 72,9 90 97,9 90 P21 1 6J1P 

PGE: Triéthylène glycol 

SO4 :Ion sulfate 

EDO: 1,2-éthanédiol 

ACT: Ion acétate 

CL: Ion chlorure 

46,6 80,3 73,2 90 98,2 90 P21 1 6J1T 

B7U:(2s)-2-phényl-n-[(1r)-1-phényléthyl] propanamide 

PGE : Glycérol triéthylène 

PEG : Ether di (hydroxyéthyle) 

SO4: Ion sulfate 

EDO: 1,2-éthanédiol 

CL: Ion Chlorure 

47,1 80,6 73,6 90 98,4 90 P21 1 6J1R 

PEG: Ether di (hydroxyéthyle) 

SO4: Ion sulfate 

EDO: 1,2-éthanédiol 

46,5 80,4 72,5 90 97,5 90 P21 1 6J1Q 

PEE: Ethanesulfonique 4-(2-hydroxyéthyl) -1-piperazine acide 

1PE: Glycérol pentaéthylène 

PEG: Ether di (hydroxyéthyle) 

SO4: Ion sulfate 

EDO: 1,2-éthanédiol 

CL: Ion chlorure 

http://dx.doi.org/10.1016/s0969-2126(00)00031-9
https://www.rcsb.org/structure/1TCB
https://www.rcsb.org/ligand/BOG
https://www.rcsb.org/structure/1TCC
https://www.rcsb.org/ligand/BOG
https://www.rcsb.org/structure/4K5Q
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M113.536045
https://www.rcsb.org/structure/4K6G
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/structure/4K6H
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/structure/4K6K
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/structure/6J1S
https://www.rcsb.org/ligand/PEG
https://www.rcsb.org/ligand/SO4
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
http://dx.doi.org/10.1021/jacs.9b02709
https://www.rcsb.org/structure/6J1P
https://www.rcsb.org/ligand/PGE
https://www.rcsb.org/ligand/SO4
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/ligand/ACT
https://www.rcsb.org/ligand/CL
https://www.rcsb.org/structure/6J1T
https://www.rcsb.org/ligand/B7U
https://www.rcsb.org/ligand/PGE
https://www.rcsb.org/ligand/PEG
https://www.rcsb.org/ligand/SO4
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/ligand/CL
https://www.rcsb.org/structure/6J1R
https://www.rcsb.org/ligand/PEG
https://www.rcsb.org/ligand/SO4
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/structure/6J1Q
https://www.rcsb.org/ligand/EPE
https://www.rcsb.org/ligand/1PE
https://www.rcsb.org/ligand/PEG
https://www.rcsb.org/ligand/SO4
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/ligand/CL
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95,1 50,2 99,5 90 90,6 90 P21 2 1LBT T80: heptadécanoate de méthylpenta (oxyéthyl) 
10.1021/bi00051a035 

Uppenberg, J et al .1995 
229,5 95,6 86,8 90 90 90 C21 2 1LBS HEE: N-hexylphosphonate ethyl ester 
229,5 95,6 86,8 90 90 90 C21 2 1LBS HEE: N-hexylphosphonate ethyl ester 

46,9 155,9 92,5 90 90 90 P21 1 6ISP 
CPQ:N,N-bis (3-d-gluconamidopropyl) deoxycholamide 

CA : Ion Calcium 

10.1038 / s41467-019-11155-3 

Cen, Y et al .2019 

44,6 132,3 52,4 90 90,1 90 P21 1 6ISQ 

PGE: Glycérol triéthylène 

EDO: 1,2-éthanédiol 

IPA: alcool isopropylique 

ACT: Ion acétate 

52,2 44,5 132,9 90 89,4 90 P21 1 6ISR 

PG4: Glycérol tetraethylene 

PEG: Ether di (hydroxyéthyle) 

NI : Ion Nickel (II) 

111,6 111,6 54,9 90 90 120 P32221 1 3ICV 

NAG: 2-acétamido-2-désoxy-bêta-d-glucopyranose 

BTB : 2- [bis- (2-hydroxy-éthyl) -amino] -2-hydroxyméthyl-

propane-1,3-diol 10.1016 / j.jmb.2009.08.008 

Qian, Z et al .2009 

111,7 111,7 54,8 90 90 210 P3221 1 3ICW 

NAG: 2-acétamido-2-désoxy-bêta-d-glucopyranose 

MHH : hydrogène de méthyle (r) –hexylphosphonate 

PO4 : Ion phosphate 

39,6 48,9 71,6 88,7 97,1 108,4 P1 2 5A6V 
XE : Xénon 

IPA: alcool isopropylique 

10.1194 / jlr.M063388 

Stauch, B et al .2015 

89,4 156,6 138,1 90 90 90 C2221 2 6TP8 
NTK : Butanoate de 2,3-di (butanoyloxy)propyle 

DEP : Phosphonate de diéthyle 
10.1016 / j.ijbiomac.2020.04.061 

Silvestrini, L et al. 2020 

89,1 89,1 137,2 90 90 120 P6322 2 4ZV7 Pas de ligand 
10.18388 / abp.2015_1065 

Strzelczyk, P., et al. 2016 

123,6 123,6 191,8 90 90 120 P65 1 3W9B PE8 : 3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosane-1,23-diol 
10.1021/bm049259q 

De Diego, T et al. 2005 

92,4 123,2 150,3 90 96,2 90 P21 2 5GV5 
MSW : acide [(1s) -2- (méthoxycarbonylamino) -1-phényl-éthoxy] -

propyl-phosphinique 
10.1021 / acscatal.6b02192 

Park, K et al. 2016 

91,5 91,5 299,8 90 90 90 P43212 1 2VEO 

IUM : Ion uranyl (VI) 

PG4 :Glycérol tetraethylene 

GOL: glycérol 

10.1016 / j.jmb.2007.10.079 

Ericsson, DJ et al. 2008 

39,6 48,9 71,6 88,7 97,1 108,4 P1 2 5A71 

IPA: alcool isopropylique 

K: Ion potassium 

NA: ion de sodium 

10.1194 / jlr.M063388 

Stauch, B et al. 2015 

https://www.rcsb.org/structure/1LBT
https://www.rcsb.org/ligand/T80
http://dx.doi.org/10.1021/bi00051a035
https://www.rcsb.org/structure/1LBS
https://www.rcsb.org/ligand/HEE
https://www.rcsb.org/structure/1LBS
https://www.rcsb.org/ligand/HEE
https://www.rcsb.org/structure/6ISP
https://www.rcsb.org/ligand/CPQ
https://www.rcsb.org/ligand/CA
http://dx.doi.org/10.1038/s41467-019-11155-3
https://www.rcsb.org/structure/6ISQ
https://www.rcsb.org/ligand/PGE
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/ligand/IPA
https://www.rcsb.org/ligand/ACT
https://www.rcsb.org/structure/6ISR
https://www.rcsb.org/ligand/PG4
https://www.rcsb.org/ligand/PEG
https://www.rcsb.org/ligand/NI
https://www.rcsb.org/structure/3ICV
https://www.rcsb.org/ligand/NAG
https://www.rcsb.org/ligand/BTB
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2009.08.008
https://www.rcsb.org/structure/3ICW
https://www.rcsb.org/ligand/NAG
https://www.rcsb.org/ligand/MHH
https://www.rcsb.org/ligand/PO4
https://www.rcsb.org/structure/5A6V
https://www.rcsb.org/ligand/XE
https://www.rcsb.org/ligand/IPA
http://dx.doi.org/10.1194/jlr.M063388
https://www.rcsb.org/structure/6TP8
https://www.rcsb.org/ligand/NTK
https://www.rcsb.org/ligand/DEP
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.04.061
https://www.rcsb.org/structure/4ZV7
http://dx.doi.org/10.18388/abp.2015_1065
http://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Strzelczyk,%20P.
https://www.rcsb.org/structure/3W9B
https://www.rcsb.org/ligand/PE8
https://doi.org/10.1021/bm049259q
https://www.rcsb.org/structure/5GV5
https://www.rcsb.org/ligand/MSW
http://dx.doi.org/10.1021/acscatal.6b02192
https://www.rcsb.org/structure/2VEO
https://www.rcsb.org/ligand/IUM
https://www.rcsb.org/ligand/PG4
https://www.rcsb.org/ligand/GOL
http://dx.doi.org/10.1016/j.jmb.2007.10.079
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Ericsson,%20D.J.
https://www.rcsb.org/structure/5A71
https://www.rcsb.org/ligand/IPA
https://www.rcsb.org/ligand/K
https://www.rcsb.org/ligand/NA
http://dx.doi.org/10.1194/jlr.M063388
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B - I.1.b. Le repliement global de la protéine CALB.  

La lipase B de Candida antarctica est comme toutes les lipases ; une hydrolase α/β 

constituée d’une région centrale hydrophobe composée, dans le cas de la CALB, d’un feuillet 

de sept brins β dont six sont parallèles. Le feuillet est entouré de dix hélices α disposées sur ses 

deux faces, et la chaîne polypeptidique se termine par 2 autres brins β adoptant une 

conformation en épingle à cheveux (en anglais, β-hairpin) (Figure 1). La Figure 2 montre 

comment ces éléments de structure secondaire s’enchaînent dans la séquence des acides 

aminés. La Figure 3 montre l’organisation topologique de ces éléments de structure secondaire, 

agencés autour du feuillet β bien visible sur la Figure 1. 

 

Figure 1 Structure tridimensionnelle de la CALB (Code PDB : 1TCA). 

 Représentation en mode « cartoon » dans lequel les hélices α sont figurées par des rubans en spirale et les brins 
β par des flèches. La structure est colorée en arc-en-ciel du bleu foncé pour l'extrémité N-terminale au rouge à 
l'extrémité C-terminale. La molécule de N-acétyl-D-glucosamine (NAG) provenant du milieu de cristallisation est 
représentée en mode bâton. 

 Le feuillet β central apparait verticalement, seul son brin 1 tout en haut est dirigé vers le fond, tous les brins 
suivants lui étant antiparallèles sont dirigés vers l’avant de la figure. 

 Figure réalisée avec PyMOL. 

Le diagramme de Ramachandran [6] représenté à la Figure 4 permet d’analyser la 

conformation ou la distribution des couples d’angles φ et ψ au sein de la chaîne principale de 

la CALB de code PDB 1TCA, mettant en évidence les brins β parallèles (φ = -120° et ψ = 

+115°) et les hélices α (φ = -60° et ψ = -50°). La structure de CALB contient 6 cystéines qui 
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forment les ponts disulfures suivants : Cys22- Cys64, Cys216-Cys258 et Cys293- Cys311. Ces 

ponts disulfures contribuent à la stabilité de la structure tridimensionnelle de la protéine.  

 

Figure 2 Eléments de structure secondaire et séquence de la protéine CALB. 

 Les brins β sont représentés par des flèches numérotées de A1 à A7 pour le feuillet principal et B pour l’épingle 
à cheveux C-terminale, les hélices α par des spirales violettes numérotées de H1 à H10. Certaines hélices sont 
trop courtes pour être prises en considération. Les traits jaunes montrent les ponts disulfures. Les petits triangles 
verts indiquent les acides aminés impliqués dans la catalyse (voir paragraphe B - I.2 page 46). Figure adaptée du 
site https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/ pour le code PDB 1TCA. 

 

https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
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Figure 3 Topologie de la structure de la CALB (code PDB 1TCA). 

 Les brins β sont représentés par des flèches vertes, les hélices α par des cylindres bleus. Certaines hélices sont 
trop courtes pour être prise en considération. La longueur des connexions entre ces éléments ne reflète pas la 
réalité. Figure tirée du site https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/ pour le code PDB 1TCA. 

 

 

Figure 4 Diagramme de Ramachandran (angles ϕ et ψ) de la CALB (code PDB 1TCA). 
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https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
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B - I.1.c. Flexibilité de la structure 

Les protéines sont flexibles. Les changements de conformation peuvent être subtils, 

reflétant les vibrations moléculaires et les petits mouvements des résidus d'acides aminés dans 

la protéine. On dit parfois d'une protéine qu'elle "respire". Le facteur d’agitation thermique 

(aussi appelé facteur B) associé à chaque atome constitue un paramètre permettant en première 

approximation d’apprécier le mouvement des atomes au sein de la structure cristallographique. 

Il reflète en effet la dispersion des positions de chaque atome dans les différentes copies de la 

protéine observées dans le cristal. Un exemple de ces facteurs d’agitation thermique des atomes 

de carbone alpha de la structure de la CALB (code PDB : 1TCA) est présenté sur la Figure 5 

constitue un paramètre permettant en première approximation d’apprécier le mouvement des 

atomes au sein de la structure cristallographique. On observe que les résidus du feuillet β sont 

moins mobiles tandis que les hélices α et les extrémités de la séquence sont davantage mobiles. 

 

Figure 5 Facteur B de la structure cristallographique (code PDB : 1TCA) de la CALB (Tirée de CHAPUT 2012). 

Il est important de noter que dans plusieurs structures, l’hélice α5 possède une 

conformation dépliée en boucle (code PDB 1TCC [4]), parfois trop désordonnée pour être 

observée (code PDB 4K6G). La mobilité d’α5 pourrait lui permettre de recouvrir partiellement 

la cavité du site actif [7]. D’autre part, une étude a montré que des mutations des séquences 

autour de l’hélice α5 avaient un impact significatif sur l’activité et l’énantiosélectivité de 

l’enzyme [8]. Il a été observé par dynamique moléculaire que l’hélice se déroulait et que la 

boucle résultante se déplaçait vers l’hélice α10, bloquant ainsi l’accès au site actif [8]. 

Toutefois, aucune donnée expérimentale n’a confirmé ce modèle.  
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Les hélices α5 et α10 semblent d’une importance capitale pour expliquer les propriétés 

catalytiques de CALB.  

La majorité des lipases sont caractérisées par le phénomène d’activation interfaciale 

[9] : lorsque la concentration micellaire critique4 est atteinte, les lipases situées à l’interface de 

la phase eau/lipide voient leur activité d’hydrolyse des acylglycérols fortement augmenter. Ce 

mécanisme d’activation interfaciale est attribué à l’existence d’une boucle amphiphile venant 

couvrir le site actif en position fermée dans un milieu aqueux, et s’ouvrant lorsque la lipase est 

à l’interface eau/lipide. Cette boucle serait formée d’une ou deux hélices α flexibles. Bien qu’α5 

constitue une candidate idéale pour ce rôle du fait de sa proximité avec le site actif, des études 

ont montré que l’on ne retrouve pas ce phénomène chez CALB [10] [11]. Les travaux publiés 

par l’équipe de Uppenberg et collaborateurs sur la CALB ont montré l’absence de volet 

amphiphile [4] [12]. La lipase A de Candida Antarctica présente une activation interfaciale, 

mais de façon moins prononcée que la lipase de Humicola lanuginosa [11]. 

B - I.1.d. La cavité comportant le site actif de la CALB 

Le site actif d’une lipase est une région spatiale tapissée de groupes fonctionnels, 

appelée encore poche enzymatique. 

Pour le cas de la CALB, la recherche de cavités à partir des données 

cristallographiques trouvées dans la littérature a permis de définir une région étroite et profonde 

[4] (voir ci-dessous). Le site actif de l’enzyme est localisé au fond de cette cavité. Il est 

composé de deux ensembles (Figure 6): 1) une triade catalytique comprenant les résidus 

Ser105, His224, Asp187, localisée dans le fond de la cavité; 2) un groupe de 2 résidus 

constituant le trou oxy-anion5 (Thr40, Gln106). Ces derniers interviennent dans le mécanisme 

de catalyse de la CALB en orientant correctement le groupement fonctionnel de l’un des 

substrats, par la création de 2 ou 3 liaisons hydrogènes. En outre, la cavité de cette enzyme est 

essentiellement hydrophobe, tapissée par des résidus aliphatiques Leu140, Ala141, Leu144, 

Val149, Ser150, Ala151, Val154, Ile189, Lys290, Leu278, Ala281, Ala282, Ile285 et Val286 

                                                           
4 Concentration en lipides à partir de laquelle la formation de micelle est spontanée. 

5 Le trou oxyanion est une structure clé dans le site actif des enzymes, qui joue un rôle crucial dans la 

catalyse des réactions chimiques en stabilisant les charges négatives ou les intermédiaires réactifs 

formés pendant la réaction enzymatique. 
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[13] (Figure 7). Seule une petite région autour des résidus catalytiques possède un caractère 

hydrophile, dû à la présence des résidus Thr40, Asp134 et Gln157. 

 

 

Figure 6 Les principaux éléments du site actif de la CALB (Code PDB : 1LBS). 

 Les résidus du trou oxyanionique (Thr40 et Gln106) sont représentés en bâtons de couleur verte. Les résidus de 
la triade catalytique sont indiqués en bâtons de couleur cyan (His224 et Asp187) et de couleur rose (Ser105). Les 
deux hélices α (hélice α5 et hélice α10) bordant l’entrée du site actif sont également mises en évidence. Pour 
plus de clarté, le ligand n’est pas représenté. 

Dans les structures de la CALB, le site actif est accessible au solvant externe par un 

canal étroit. Ce canal a une largeur d'environ 10 Å x 4 Å et une profondeur de 12 Å, mesurée 

depuis l'Oxygène γ (Oγ) de la Ser105 jusqu'à la surface de celle-ci. La majeure partie du canal 

est formée par trois parties de la structure : les hélices α5 et α10 et une région en boucle qui 

projette Ile189 dans le canal [4]. Les parois du canal sont très hydrophobes car elles sont garnies 

de résidus principalement aliphatiques. Aucune chaîne latérale aromatique n'est présente dans 

le canal, sauf Trp104, qui précède la sérine catalytique dans la séquence. L'azote de la chaîne 

latérale de ce résidu établit une liaison hydrogène avec l'oxygène du groupement carbonyle de 

la chaîne principale de l'histidine (His224) de la triade catalytique dans le site actif et stabilise 

cette région. Dans d'autres lipases, ce résidu tryptophane est souvent remplacé par une histidine 

faisant une liaison hydrogène similaire avec l'histidine de la triade catalytique. L'accessibilité 

du site actif observé dans les différentes formes cristallines ne permet pas d’être certains de la 

partie de la protéine, le cas échéant, qui fonctionne comme un couvercle pour contrôler l'entrée 

dans le site actif. Le candidat le plus probable est la courte hélice α5, parfois observée dépliée, 

ce qui suggère une région de grande mobilité qui peut subir des changements de conformation 

importants pour la liaison aux lipides et la catalyse. Dans la forme ouverte de l'enzyme, une 
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surface de résidus aliphatiques de l’hélice α5 qui tapisse le canal menant au site actif  a été 

observée [4]. La caractéristique la plus frappante de cette région est une chaîne latérale d'acide 

aspartique enfouie (Asp145), qui établit des liaisons hydrogène stabilisantes avec les chaînes 

latérales de Serl50 et Thr158. La longue hélice à l'extrémité C-terminale de la structure, l’hélice 

α10, est un autre candidat possible pour modifier l'accessibilité du site actif. Cette hélice est 

dominée par des alanines et d'autres résidus hydrophobes sur tous les côtés et est coudée au 

milieu par un résidu de proline. Elle n'a pas de liaisons hydrogène avec le reste de la protéine, 

ce qui suggère qu'elle peut être relativement mobile. Le site actif présente également des 

facteurs de température de la chaîne principale plus élevés que le reste de la structure. Un 

changement de conformation de l’hélice α10 pourrait modifier la taille et la forme du canal du 

site actif et de la surface environnante de l'enzyme [7].  

 

Figure 7 Schéma de la poche catalytique de CALB contenant l’inhibiteur compétitif N-ester hexylphosphonate d’éthyle 
(en rouge) (réalisé à partir de la structure de code PDB 1LBS) (Tirée de FERRARI 2014). 

 A : Vue de profil. B : Vue de dessus. 

Pour compléter la description du site actif, notons une étude de Fuentes (2004)[14] 

s’intéressant à la plasticité de la CALB et à son rôle dans le mécanisme de catalyse, analysant 

la distribution des atomes dans l’espace du site actif et le changement de géométrie de la poche 

catalytique suite à l’insertion d’un sucre et d’une chaine grasse (C12 : acide laurique). Les 

résultats de cette étude suggèrent qu’il serait plus juste de considérer la cavité catalytique de 

CALB comme une unique poche capable de changer sa conformation en fonction des substrats 

par des réarrangements locaux [15]. 

B - I.1.e. Le site actif 

Comme c’est généralement le cas pour les lipases (EC 3.1.1.3) et estérases (EC 

3.1.1.1), la CALB est une protéase à sérine. Le résidu nucléophile (Ser105) est localisé dans le 
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coude situé entre le feuillet β4 et l’hélice α4. Cette localisation du coude nucléophile est 

caractéristique des hydrolases α/β. 

En plus des acides aminés de la triade catalytique (Ser105, His224, et Asp187), on 

trouve le Trp104 situé au fond du site actif. Les résidus Thr40 et Gln106 forment le trou oxy-

anion stabilisant l’intermédiaire réactionnel [16]. On trouve également dans le fond du site actif 

Ser47, Thr42, et Gly39 limitant la taille d’une poche du site actif appelé « poche 

stéréospécifique ». L’entrée du site actif est bordée sur un côté par les résidus Leu278, Ala282 

et Ile285 faisant partie de l’hélice α10 (cf. Figure 8 et Figure 9). Sur l’autre bord, c’est le résidu 

His224 qui limite essentiellement l’accès au site actif. 

 

Figure 8 Triade catalytique (S105, H224, D187) de la CALB et acides aminés importants du site actif. 

 

 

 

Figure 9 Deux vues du site actif de la CALB. 
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B - I.1.f. Comparaison du site actif de la CALB avec celui d’autres enzymes 

A l’instar de CALB, un certain nombre d’enzymes catalysent l’hydrolyse d’acides 

gras, notamment deux sérines estérases et huit lipases [17]. Leurs architectures et mécanismes 

d’hydrolyse des esters sont similaires. La géométrie de leurs sites de liaison diffère. Les lipases 

ont un site de catalyse large et hydrophobe tandis que les estérases comme 

l’acétylcholinestérase et la bromoperoxidase ont une petite poche pour la partie acyle et cette 

poche s’ajuste exactement avec leurs substrats naturels. Les lipases et les estérases peuvent être 

divisées en trois groupes : 

• Les lipases telles que celle de Rhizomucor miehei qui présente un site actif hydrophobe 

en crevasse localisé à la surface de la protéine. 

• La lipase B de Candida antarctica, celle de Pseudomonas cepacia, ainsi que celle du 

pancréas de mammifère et la cutinase de Fusarium solani présentent un accès au site 

actif en entonnoir. 

• Enfin, l’accès au site actif de la lipase de Candida rugosa forme un long tunnel de 

22Å. L’allure des sites actifs de ces différents enzymes est présentée sur les Figure 10 

et Figure 11. 

Pour toutes les estérases à sérine et lipases, le site de liaison est situé dans une poche 

à l’extrémité d’un feuillet β central. Chez les lipases, la surface de l’enzyme au bord de la poche 

est hydrophobe permettant une bonne interaction avec les substrats. 

 

Figure 10 Sites catalytiques de deux estérases et une péroxydase [17], vus sous 3 orientations perpendiculaires. 
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Figure 11 Sites catalytiques de cinq différentes lipases (Tirée de CHAPUT 2012) [17], vus sous 3 orientations 
perpendiculaires. 

 

B - I.2 La catalyse enzymatique 

Les enzymes sont des protéines capables de catalyser les réactions chimiques et leur 

effet catalytique est beaucoup plus performant que les systèmes synthétiques. La partie de 

l’enzyme responsable de l’activité catalytique, le site actif, lie généralement le substrat de 

manière non-covalente. 

L’environnement chiral de ce site permet alors d’avoir une chimio-, régio et 

stéréosélectivité au cours de la catalyse. Les sites actifs des enzymes contiennent souvent des 
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composés organiques ou inorganiques autres que des acides aminés, tels que des mono- ou 

dinucléotides (Nicotinamide-Adénine-Dinucléotide Phosphate….), des vitamines (biotine, 

vitamine B12, etc.), des cations divalents (Fe2+, Mn2+, Zn2+ ou Mg2+), qui sont essentiels 

pour l’activité catalytique et qu’on appelle cofacteurs ou coenzymes [18]. Plus de la moitié des 

catalyseurs enzymatiques sont des métalloenzymes. Les enzymes catalysent des réactions 

nombreuses et diverses, par exemple des réactions d'hydrolyse (hydrolases), l'addition de 

groupements fonctionnels (lyases), le transfert de groupes dans une même molécule 

(isomérases) et la formation de liaisons C-C, C-S, C-O et C-N (ligases), etc.  

En chimie, l’application la plus fréquente des enzymes est celle de la résolution 

cinétique d’un mélange racémique, comme par exemple pour la production d’amines chirales 

(Schéma 1) [19] [20]. 

 

Schéma 1 Résolution cinétique d’une amine racémique à l’aide d’une lipase. 

Plusieurs enzymes sont commercialisées pour des transformations énantiosélectives. 

Cependant, les inconvénients dus à la spécificité du substrat, la stabilité et la formation d’une 

seule forme énantiomérique sont des facteurs limitants [21]. L'optimisation génétique 

combinée au criblage à haut débit ont permis de manière significative de mettre en évidence de 

nouvelles enzymes non naturelles appelées « mutants » (correspondant à des variants de la 

séquence naturelle de l’enzyme) beaucoup plus efficaces [22]. Il existe plusieurs exemples où 

l’optimisation génétique apporte une amélioration de l’énantiosélectivité. 

Dans le cas de la résolution cinétique d’un ester racémique catalysée par une lipase de 

Pseudomonas aerugosina (Schéma 2), Reetz a montré qu’à partir de la protéine sauvage dont 

le facteur de sélectivité E est de 1.1 en faveur de la forme (S), il est possible après plusieurs 

cycles de mutations d’améliorer la sélectivité de cette enzyme et d’obtenir deux mutants dont 

les facteurs de sélectivité E sont pour l’un supérieur à 51 en faveur de la forme (S) et pour 

l’autre égal à 30 en faveur de la forme (R) [23] [22]. 
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Schéma 2 Résolution cinétique d’un ester racémique par une lipase. 

La lipase B de Candida antarctica peut être employée pour catalyser des réactions 

d’hydrolyse, d’estérification, et de transestérification, mais également de 

thiotransestérification, d’aminolyse, d’acylation, de transacylation et d’amidation [24]. 

B - I.2.a. Le rôle natif de la CALB 

Dans la nature, CALB catalyse des réactions citées ci-avant. Comme de nombreuses 

lipases, elle assure préférentiellement l’hydrolyse des chaînes courtes en position 1 et 3 des 

triacylglycérides d’acides gras (Schéma 3). Des travaux indiquent que l’hydrolyse en position 

2 est également possible mais beaucoup moins efficace, à l’inverse des enzymes à 

régiosélectivité stricte tels que la lipase de Rhizomucor mihei [25]. 

 

Schéma 3 Hydrolyse d’un triacylglycéride en position 1. 

CALB possède une faible activité pour l’hydrolyse des triglycérides à chaines 

longues. 

B - I.2.b. Le mécanisme réactionnel de transestérification 

La réaction de transestérification impliquant un ester et un alcool secondaire est 

présenté dans le Schéma 4. Son mécanisme détaillé, de type Bi-Bi Ping-Pong, est présenté dans 

le Schéma 5 [26] [26]. 
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Schéma 4 La réaction de transestérification des alcools secondaires. 

Tout d’abord, Ser105 est déprotonée par l’azote Nε de His224, la charge positive du 

groupe imidazole de l’histidine étant alors stabilisée par le partage d’un proton entre l’azote 

Nδ de His224 et la fonction carboxylate d’Asp187. L’ester substrat est attaqué par la fonction 

alcoolate (attaque nucléophile) de Ser105. Puis s’ensuit la formation d’un intermédiaire 

tétraédrique (TS1) portant une charge négative stabilisée par le trou oxyanion (Thr40 et 

Gln106), et la libération d’un alcool. Cette première étape dite étape d’acylation, conduit à la 

formation de l’acyl-enzyme (Schéma 5). 

 
 

Schéma 5 Mécanisme réactionnel de transestérification de la CALB [27]. 

La deuxième étape est la dé-acylation de l’enzyme et la libération de l’ester produit. 

Son mécanisme est analogue à celui de la première étape. Elle fait intervenir l’alcool substrat 

qui est déprotoné à son tour par His224, la fonction alcoolate du substrat réalise l’attaque 
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nucléophile de la sérine acylée au niveau de la fonction carbonyle, entrainant la formation d’un 

second intermédiaire tétraédrique (TS2). Finalement, l’ester produit est libéré et la fonction 

alcoolate de Ser105 récupère le proton porté par l’azote Nε de His224. Les intermédiaires 

tétraédriques représentés dans le Schéma 5 sont des espèces chimiques instables dont les 

énergies sont proches des points hauts des barrières énergétiques associées aux états de 

transition de la réaction. Les intermédiaires tétraédriques comportent un atome d’oxygène 

chargé négativement, stabilisé par le trou oxyanion constitué des deux résidus Thr40 et Gln106. 

B - I.2.c. L’intermédiaire tétraédrique 

L’équation d’Eyring, a montré que la vitesse de catalyse d’une réaction est fonction 

de la barrière énergétique à franchir, qui passe par l’état de transition à son sommet. Dans le 

cadre des alcools secondaires, l’hypothèse la plus probable est de considérer que le passage de 

la barrière énergétique s’opère au niveau de la formation du second intermédiaire tétraédrique 

(cf. le mécanisme réactionnel de la transestérification) qui aurait une structure proche de l’état 

de transition de la réaction [28]. 

Les travaux de Uppenberg et collaborateurs sont les premiers à s’intéresser au 

positionnement du substrat dans le site actif [12]. Ils ont étudié par modélisation l’octanoate de 

1-phényléthyle. L’orientation du groupe phényle des formes chirales (R) et (S) vers la surface 

de la protéine est étudiée. Le méthyle de l’énantiomère (R) s’ajuste bien à la poche, tandis que 

le méthyle de l’énantiomère (S) pointe vers Gly39 et Thr40, générant des contraintes stériques. 

Après minimisation, pour la forme (S) : le méthyle bascule dans la poche, et la liaison 

hydrogène entre l’atome Nε de His224 et l’oxygène de l’alcool libre (Oalcool) est rompue. On 

observe donc une difficulté pour la forme chirale (S) à « donner » son proton à His224. En 

2000, Schulz et collaborateurs ont montré indirectement l’instabilité de l’intermédiaire 

tétraédrique avec l’énantiomère (S) comparé au (R) en évaluant la distance de la liaison 

hydrogène Nε…Oalcool (entre l’atome d’oxygène de l’alcool libre dans le site actif et le proton 

porté par l’azote Nε du groupe imidazole de His224) [29]. Ces calculs montrent que l’instabilité 

de la liaison hydrogène pour l’énantiomère (S) est corrélée avec l’énantiosélectivité, suggérant 

que la barrière d’énergie d’activation de la réaction est plus haute pour former l’intermédiaire 

tétraédrique avec l’énantiomère (S). Dans un esprit similaire, Nyhlén et collaborateurs ont 

étudié des alcools secondaires [27]. Leurs travaux ont mis en évidence par modélisation 

moléculaire l’établissement d’une liaison hydrogène avec Thr40 stabilisant l’intermédiaire 

tétraédrique. Aussi, ils ont montré la rupture de la liaison hydrogène avec l’His224 pour le (S)-
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hexan-2-ol par dynamique moléculaire, tandis que la liaison est maintenue pour la forme 

chirale (R) au cours de tout le mécanisme. Ces observations sont en accord avec celles de 

Schulz et collaborateurs évoquées ci-dessus. 

B - I.3 Sélectivité de la CALB 

L’énantiosélectivité est une des propriétés les plus intéressantes de la CALB et elle 

est au cœur des différentes études menées durant ces dernières décennies [30]. 

B - I.3.a. Chimiosélectivité chez CALB 

La chimio-sélectivité est la capacité d’une enzyme à interagir préférentiellement avec 

un groupe fonctionnel donné. 

CALB présente des propriétés de chimiosélectivité. La chimiosélectivité de la CALB 

vis-à-vis d’un alcool primaire et d’un thiol a été étudiée[24]. CALB montre une sélectivité 105 

fois supérieure pour les alcools que pour les thiols dans les réactions de transacylation [24]. 

 

 
 

Schéma 6 Réaction d'acylation chimiosélective entre une fonction alcool et une fonction thiol par la lipase B de Candida 

antarctica. 

B - I.3.b. Régiosélectivité chez CALB 

La régiosélectivité qualifie la préférence d’une enzyme à interagir avec un groupe 

fonctionnel précis parmi plusieurs similaires portés par une molécule de substrat, dirigeant la 

réaction sur ce groupement fonctionnel. 

La lipase B est effectivement douée de régiosélectivité. Outre le fait, qu’elle catalyse 

préférentiellement l’hydrolyse des acides gras en position 1 ou 3 des triacylglycérols, on trouve 

de nombreux exemples d’applications des propriétés régiosélectives de CALB. Deux exemples 

sont présentés ci-dessous. CALB permet l’acylation régiosélective du 3-O-angeloylingenol 

[31], présentée au Schéma 7. CALB permet d’effectuer également la propanoylation 

régiosélective des dihydroxybenzénes [32], présentée au Schéma 8. 
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Schéma 7 Acylation régiosélective du 3-O-angeloylingenol (Teng et al., 2009) [31]. 

 

 

Schéma 8 Propanoylation régiosélective de dihydroxybenzénes. 

 

B - I.3.c. L’orientation spatiale des substrats dans le site actif 

La détermination de l’origine de l’énantiosélectivité passe nécessairement par une 

meilleure compréhension de l’orientation spatiale des substrats dans le site actif, notamment 

au niveau de l’intermédiaire tétraédrique.  

 

Figure 12 Orientation des parties alcool et acyle dans le site actif de la CALB[12]. 
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Les premiers travaux de Uppenberg et collaborateurs sur la structure 

cristallographique de la CALB ont permis de déterminer l’orientation des parties acyle et alcool 

du substrat de type ester[12]. De plus, ces travaux ont mis en exergue la présence de deux zones 

près de Ser105, séparées par Ile189 et Ile285, l’une destinée à accueillir la partie acyle, et 

l’autre la partie alcool du substituant. Ceci est représenté sur la Figure 12. La région du site 

actif accueillant la partie acyle est localisée en direction de l’hélice α5. 

Les contraintes stériques générées par l’orientation des chaînes latérales des substrats 

ont été évaluées dans la poche stéréospécifique [33]. Ces travaux ont mis en évidence des 

contraintes plus importantes au niveau de la chaîne latérale de Ser105, dans la poche 

stéréospécifique. Un nombre important de contacts établis avec les chaînes latérales des résidus 

Thr40, Gln157, et Ile189 est identifié de façon qualitative comme l’origine de l’importante 

énantiosélectivité observée dans des réactions d’aminolyse. 

B - I.4 Les peptides acylés 

L’acylation est une réaction au cours de laquelle un groupement acyle est greffé à une 

molécule, ce groupement étant transféré depuis un agent acylant. Les liaisons ainsi formées 

peuvent être de natures différentes : amide, ester, thioester, disulfure. Les liaisons amides et 

esters sont des liaisons covalentes fortes. Tandis que les liaisons thioester ou disulfures sont 

plus faibles. L’acylation de peptides ou de protéines est une modification post-traductionnelle 

naturelle. Son rôle reste mal défini, mais elle permet d’augmenter les interactions des peptides 

avec les membranes cellulaires en changeant leur structure secondaire et/ou leur hydrophobie. 

La greffe d’un donneur d’acyle sur un peptide peut également moduler son activité biologique. 

B - I.4.a. Augmentation de la lipophilie 

La plupart des peptides sont naturellement hydrophiles. Cette caractéristique physico-

chimique influe sur l’absorbance, la distribution, l’activité ou l’excrétion de nombreux peptides 

bioactifs. La greffe d’un acide gras par la réaction d’acylation permet d’adapter de manière 

souple la polarité des peptides et de les rendre plus hydrophobes. Les lipopeptides sont une 

famille de peptides possédant une chaine alkyle de longueur variable. Les lipopeptides ont 

généralement une forte activité tensioactive et des activités biologiques antimicrobiennes, 

antivirales ou encore hémolytiques [34]. La présence d’une chaine grasse sur un peptide permet 

d’augmenter sa capacité à pénétrer les membranes biologiques [35].  



Partie B                                            Généralités sur les protéines et petites molécules utilisées                           

- 54 - 

Le peptide BPTI (inhibiteur de la trypsine pancréatique bovine, en anglais « Bovine 

Pancreatic Trypsine Inhibitor ») a une hydrophobie plus marquée et une affinité plus grande 

avec les membranes cellulaires une fois acylé [36]. L’acylation de ses acides aminés Tyr-Leu 

par l’acide myristique permet d’une part d’augmenter sa lipophilie et donc d’améliorer son 

affinité pour les constituants membranaires, et d’autre part d’induire une accumulation dans les 

tissus cibles de la muqueuse buccale [37]. Le couplage d’un acide gras à un peptide permet 

donc de faciliter son insertion dans une membrane biologique. 

L’association d’un acide aminé ou d’un peptide polaire et d’un composé à longue 

chaine non polaire est également utilisée pour construire des structures amphiphiles, permettant 

l’obtention de molécules ayant une activité de surface élevée [38]. Leurs propriétés permettent 

leur utilisation dans les produits pharmaceutiques, cosmétiques, ménagers et alimentaires.  

B - I.4.b. Changement de structure secondaire 

L’acylation peptidique avec un acide gras peut provoquer des changements de la 

structure secondaire du peptide. Ainsi, lorsque la calcitonine de saumon est acylée, des 

interactions hydrophobes entre la chaine grasse et le peptide induisent la formation d’une 

structure en hélice α [39]. Également, une acylation de la lysine située à la 16ième ou 18ième 

position du peptide β-amyloïde humain avec l’acide octanoïque induit la formation d’une 

structure en feuillet β [40]. La fixation d’une chaîne grasse peut aussi stabiliser le peptide. Plus 

la chaine grasse est longue (> C18) plus l’influence du donneur d’acyle sur la structure 

secondaire du peptide est grande. Mais, plus la chaine est insaturée et hydrogénée, plus les 

interactions hydrophobes avec la chaine peptidique sont faibles, induisant une influence 

moindre sur la structure peptidique [41]. 

B - I.4.c. Influence de la sélectivité d’acylation sur les propriétés des peptides 

Une acylation peut lier le donneur d’acyle à la chaîne principale du peptide ou à la 

chaine latérale d’un des résidus. Ce positionnement sur le peptide est un facteur clef à contrôler. 

En effet, le greffage de la chaine grasse module l’activité biologique du peptide. Ainsi, 

l’acylation du groupement amine en position N-terminale du peptide α-conotoxine-MII avec 

l’acide 2-amino-D,L-dodécanoïque induit une structuration du peptide en hélice α. Une 

acylation sur un résidu au milieu de la chaine peptidique empêchera la formation de cette hélice 

et fera perdre l’activité neuroprotectrice de ce peptide [42]. L’extrémité C-terminale de 

l’endomorphine-1 est responsable du maintien de son activité biologique. Une acylation sur ce 
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groupement avec de l’acide laurique ou octanoïque diminue fortement l’affinité de ce peptide 

pour les récepteurs opioïdes alors qu’une acylation sur la fonction N-terminale n’affecte pas 

cette reconnaissance. 

Il est admis qu’une acylation préférentielle du groupement amine en position N-

terminale permet généralement d’augmenter l’affinité membranaire des peptides [43]. 

Cependant, cette remarque n’est pas systématique pour tous les peptides. Ainsi, la di-C10-Leu-

encéphaline une fois acylée sur le groupement amine en position N-terminale perd en grande 

partie son affinité pour ses récepteurs membranaires spécifiques [44]. De plus, une acylation 

sur ce groupement amine fait perdre au peptide une charge positive. Cette charge, en 

association avec une séquence riche en lysines et arginines, permet au peptide d’avoir une forte 

affinité vis-à-vis des membranes, surtout avec les membranes des bactéries qui sont chargées 

négativement [45]. 

B - I.4.d. Influence de la chaine grasse 

La nature de la chaine grasse peut aussi entraîner une modulation de l’activité 

biologique. L’agent acylant, par ses propriétés intrinsèques peut améliorer l’activité biologique 

du peptide auquel il est rattaché. C’est le cas de l'acide docosahexaénoïque (DHA) qui apporte 

une activité anti-neurodégénérative au peptide auquel il est greffé [46]. La longueur de la 

chaine carbonée peut également modifier l’activité ou la biodisponibilité du peptide acylé. 

Ainsi, des travaux ont montré que plus la chaine carbonée est longue :  

• plus l’activité antibactérienne des lipopeptides est forte [47].  

• plus la protection contre la protéolyse est grande. Par exemple, plus la chaine carbonée 

de l’agent acylant est longue, plus le temps de demi-vie de l’insuline est grand [46].  

• plus un lipopeptide pénètre facilement une membrane lipidique, qui est un modèle 

utilisé [48] pour représenter une membrane biologique.  

Des lipopeptides ayant une chaine carbonée tronquée présentent, en outre, une perte 

considérable d’affinité membranaire [49].  

B - I.5 Stratégie d’acylation des peptides 

Il existe deux voies principales pour l’acylation de peptides. La première est la voie 

chimique qui est classiquement utilisée en industrie car bien maitrisée. La seconde consiste à 

utiliser des enzymes comme catalyseur.  
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B - I.5.a. Acylation peptidique par voie chimique 

L’acylation de biomolécules fonctionnelles par voie chimique est aujourd’hui bien 

connue. 

La réaction la plus utilisée pour une acylation peptidique est la réaction de Schotten-

Baumann. Cette réaction a été découverte en 1883 par deux chimistes allemands : Carl Schotten 

et Eugen Baumann. C’est une méthode de synthèse d’amides (ou d’ester) à partir de chlorure 

d’acyle et d’amine (ou d’alcool). Dans une première étape, un chlorure d’acyle réagit avec un 

groupement amine (ou ester) libérant un proton. Lors d’une seconde étape, une base vient 

capter le proton qui pourrait diminuer le rendement réactionnel. Un coproduit chloré est formé 

au cours de la réaction lors de la libération de ce proton (Schéma 9). 

 
 

Schéma 9 Schéma général de la réaction de Shotten-Baumann. 

L’intérêt des peptides acylés a été mis en évidence par des travaux utilisant cette voie 

de synthèse, l’acylation peptidique par voie chimique [50] [45]. Ces réactions chimiques sont, 

de plus, rarement sélectives. L’acylation de molécules polyfonctionnelles comme les acides 

aminés ou les peptides avec la réaction de Shotten-Baumann engendre des étapes de 

protection/dé-protection de groupements acylables. Ces étapes supplémentaires entraînent une 

baisse de rendement et une augmentation des coûts de production. L’utilisation de la réaction 

de Schotten-Baumann a d’autres inconvénients comme l’utilisation de solvants toxiques 

(DMF, DMSO, toluène, acétone...) et la formation de coproduits (sels) qui ne répondent plus 

de nos jours aux exigences en matière de production de molécules pharmaceutiques dans des 

conditions respectueuses de l’environnement [35]. 

B - I.5.b. Acylation peptidique par voie enzymatique 

L’amélioration de la biodisponibilité de peptides et protéines bioactifs utilisés comme 

médicaments est un challenge extrêmement important. En effet, l’administration des 

médicaments peptidiques se fait dans 60% des cas par voie orale et les peptides généralement 

polaires possèdent des difficultés pour passer au travers de la barrière epithélio-intestinale. Ce 
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qui conduit à une biodisponibilité F de l’ordre de 1-2 % seulement [51] [52]. Les molécules 

bioactives administrées par voie orale peuvent également être la cible de protéases présentes 

dans le système digestif. L’acylation constitue une des solutions à ce problème. Il a par exemple 

été démontré in vitro que la longueur de la chaîne carbonée de l’agent acylant joue un rôle dans 

la protection contre les protéases [53]. 

Plusieurs études s’intéressent à l’utilisation d’enzymes pour la synthèse de dérivés 

acylés d’alcools aminés, d’acides aminés, de peptides ou de carbohydrates [54]. 

Chaque enzyme a une sélectivité qui lui est propre. Pour catalyser une réaction précise, 

les biocatalyseurs doivent être choisis en fonction de leur nature, de leur activité et de leur 

spécificité de substrat. Parmi les enzymes catalysant la réaction d’acylation, on trouve les 

lipases, les acylases et d’autres enzymes comme les acyl-transférases, les protéases et les 

carboxyl-estérases.  

B - I.6 Mécanisme d’acylation enzymatique avec CALB 

Le mécanisme de catalyse par les lipases est proche de celui des sérine-protéases. Il 

s’agit d’un mécanisme bi bi ping-pong. Il est communément admis que l’état de transition 

enzyme/substrats/produits des lipases passe par la constitution d’intermédiaires tétraédriques 

(Fuentes et al., 2004)[14]. Ce mécanisme est détaillé sur le Schéma 10. Il repose sur le même 

principe que le mécanisme de transestérification présenté dans le Schéma 5 du paragraphe B - 

I.2.b. Le substrat donneur d’acyle entre dans le site actif et le proton du groupement hydroxyle 

est transféré à l’atome d’azote Nε2 du groupement imidazole du résidu His224 (Schéma 10A). 

Le donneur d’acyle réalise alors une attaque nucléophile sur Ser105 formant ainsi le premier 

intermédiaire tétraédrique (Schéma 10B). L’oxyanion est orienté et stabilisé par trois liaisons 

hydrogène établies avec les résidus du trou oxyanion (Thr40 et Gln106). Le coproduit de la 

réaction de type alcool est ensuite relargué, quittant le complexe alors appelé acyl-enzyme 

(Schéma 10C). Le substrat accepteur d’acyle entre ensuite dans le site actif et transfère un 

proton de la fonction à acyler à l’azote Nε2 de His224 augmentant ainsi sa nucléophilie 

(Schéma 10D). Ce groupement activé effectue à son tour une attaque nucléophile sur le 

carbonyle de l’acyl-enzyme formant ainsi le second intermédiaire tétraédrique (Schéma 10E). 

Le produit acylé est alors relargué, le proton de l’azote Nε2 de His224 est transféré à Ser105 

et la lipase CALB se retrouve à nouveau dans son état initial (Schéma 10F). Le rôle de Asp187 

est d’augmenter la basicité de His224 grâce au champ électrique de sa chaine latérale. Celle-ci 
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active à son tour le groupement hydroxyle de la chaine latérale de la sérine catalytique (Ser105) 

par une liaison hydrogène (Schéma 10F). 

 
 

Schéma 10 : Mécanisme de catalyse d’acylation de la CALB (Tirée de FERRARI 2014).  

 A : Conformation native de l’enzyme et approche du substrat donneur d’acyle ; B : Formation du 1er intermédiaire 
tétraédrique ; C : Relargage du coproduit et formation de l’acyl-enzyme ; D : Attaque de l’accepteur d’acyle ; E : 
Formation du 2nd intermédiaire tétraédrique ; F : Libération du produit acylé et retour à la conformation initiale 
de l’enzyme. 

 

B - I.7 Applications de CALB 

La lipase B de Candida antarctica (CALB) est une enzyme largement utilisée dans 

des applications industrielles [55]. Elle est notamment exploitée comme catalyseur pour 

l’estérification ou la transestérification d’acides gras dans la production de biodiesel [56], ou 

de glycérols monoacyl [57]. Elle est connue pour rester active dans des solvants organiques 

aussi bien polaires que non polaires ainsi que dans des milieux pauvres en eau. La Figure 13 

montre les réactions catalysées par les lipases, et le Tableau 2 résume plusieurs de leurs 

applications spécifiques dans différents secteurs industriels. En outre, ces enzymes présentent 

une régiospécificité, une spécificité de substrat et une stéréospécificité qui sont mises à profit 

dans de nombreuses applications. 

‘’ 
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Figure 13 Les différentes réactions catalysées par les lipases. 

 

Tableau 2 :   Diverses applications des lipases dans différents secteurs industriels 

Industries Produits / applications Réf. 

Détergent Élimine les taches de lipides [58] 

Laiterie Développement des saveurs dans le lait, le fromage et le beurre [59]  

Boulangerie Amélioration et contrôle du brunissement non enzymatique, augmentation 

du volume du pain, amélioration de la structure de la mie 

[60] 

Brasserie et 

alimentation 

Amélioration de la saveur et de la qualité dans des boissons, de la viande 

et des poissons 

[60] 

Cuir Produits en cuir  

Papier Amélioration de la qualité du papier [61] 

Huile naturelle Beurre de cacao  

Saveurs et 

fragrance 

Synthèse d’esters aromatiques naturels [62] 

Tensioactif Utilisation de monoglycérides comme tensioactifs [9] 

Pharmaceutique Production de médicaments chiraux, résolution de mélange racémique [63] [64]   

Carburant Biodiesel [65] 

Tensioactifs Production d’esters mono-acyle de sucres comme tensioactif [66] 

 

Le processus d'acylation peut être réalisé par des voies enzymatiques ou chimiques 

(détaillé dans les paragraphes 1.5.a et 1.5.b). Les principaux avantages de l'utilisation 

d'enzymes au lieu de catalyseurs chimiques sont une grande sélectivité permettant le couplage 

des chaînes acyles sur des positions spécifiques et la possibilité d'appliquer des conditions de 

réaction douces qui respectent les exigences de la chimie verte.  
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Les enzymes hydrolytiques et principalement les lipases (EC 3.1.1.3) sont le plus 

souvent utilisées pour catalyser de telles réactions en milieu non aqueux, et sont d'ailleurs déjà 

appliquées à des bioprocédés industriels dans le domaine alimentaire, pharmaceutique et 

cosmétique [67]. En plus de leur large spécificité de substrat, les lipases ne nécessitent aucune 

coenzyme. La lipase B de Candida antarctica (CALB) a déjà été utilisée dans de nombreux 

bioprocédés d'acylation appliqués à une large gamme de composés comme les vitamines, les 

sucres, les acides aminés ou les phénols[68] [69]. Le développement de tels bioprocédés et le 

contrôle de la sélectivité nécessitent une compréhension approfondie des modes de liaison 

enzyme/substrat ainsi que des règles moléculaires de la sélectivité. Pour y parvenir, plusieurs 

études ont fait état de l'utilisation de simulations de modélisation moléculaire, notamment 

basées sur des méthodologies de docking ou amarrage moléculaire [70] [71] [72]. Dans le cas 

où la structure de l'enzyme est connue, le docking apparaît comme une méthode efficace pour 

prédire les orientations préférées des substrats dans la cavité catalytique cible et ensuite pour 

analyser les interactions entre ces dernières [70] [73]. Les positions issues des calculs de 

docking sont classées à l'aide de fonctions de score, basées sur l'approximation de l'affinité de 

liaison [74]. Cette étape de classement représente une étape décisive dans les protocoles de 

docking qui peut fortement impacter la précision des modèles. De nombreuses études de 

modélisation moléculaire visant à comprendre la spécificité du substrat ainsi que la sélectivité 

ont déjà été réalisées sur les réactions catalysées par CALB. Une approche combinant le 

docking et les simulations de dynamique moléculaire a été appliquée pour étudier la 

régiosélectivité de CALB lors de l'acétylation des flavonoïdes au niveau moléculaire [75] [71]. 

De même, l'acylation de peptides à base de lysine a été étudiée et la régiosélectivité de la 

réaction a été prédite avec succès [76]. La structure de la lysine possède deux groupes amino 

qui sont enclins à l'acylation. 

L'un est situé à l'extrémité de la chaîne latérale de la lysine (position ε), et l'autre sur le carbone 

α. L'acylation de la lysine catalysée par la lipase de Rhizomucor miehei a déjà été étudiée 

expérimentalement [69]. Les résultats ont montré que l'acylation exclusive du groupe ε-amino 

de la lysine mais aucune explication claire n'a été donnée pour cette sélectivité. L’un des 

objectifs de cette thèse est d’étudier la sélectivité de CALB vis-à-vis des groupements amine 

de la lysine. 
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B - II LA NEUROPILINE-1 (NRP-1) 

B - II.1 Introduction 

La Neuropiline-1 (Nrp-1 ou Npn-1) est une glycoprotéine transmembranaire qui a été 

identifiée pour la première fois comme un antigène exprimé à la surface des neurones de têtards 

de Xenopus laevis [77].  

 

Figure 14 Schéma des différents domaines structurels et fonctionnels de la protéine Nrp-1 (D’après MILPIED 2010). 

 

C’est un récepteur dénué d’activité tyrosine kinase6 (RTK) de 130 kDa. Chez 

l’homme, le gène Nrp-1 se situe sur le chromosome 10 bras court bande 12 (10p12), alors que 

chez la souris, il est localisé sur le chromosome 8. La Neuropiline-1 (Nrp-1) est un corécepteur 

transmembranaire impliqué dans des interactions avec divers ligands et récepteurs. Un 

homologue de Nrp-1 a été identifié plus tard et nommé Neuropiline-2 (Nrp-2) qui possède 44% 

d’homologie en acides aminés avec Nrp-1 (bande 2q34) [78]. L’épissage alternatif de l’ARN 

7produit des formes solubles de Nrp-1 et Nrp-2 dépourvues des domaines transmembranaires 

et cytosoliques. L'architecture (Figure 14) de Nrp-1 est composée d'une vaste partie 

extracellulaire modulaire (a1/a2, b1/b2, c) au niveau N-terminal. Ce domaine d'environ 840 

                                                           
6  Récepteurs transmembranaires qui appartiennent à la famille des récepteurs-enzymes. 

7 Processus par lequel les ARN transcrits à partir de l'ADN génomique peuvent subir des étapes de 

coupure et ligature qui conduisent à l'élimination de certaines régions dans l’ARN final. 
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acides aminés est suivi d'un court domaine transmembranaire d’environ 25 résidus et d'un 

domaine cytoplasmique d’environ 40 résidus. Les domaines a1/a2 et b1/b2 sont indispensables 

à la liaison des ligands. Une des particularités des neuropilines est de posséder un court 

domaine intracellulaire (SEA) ne permettant pas d’induire une signalisation, et nécessitant 

donc une association à des corécepteurs, pour induire la signalisation des ligands spécifiques. 

La partie extracellulaire comprend deux domaines CUB8 (a1/a2) (Complément 1r/s, 

Uegf - protéine embryonnaire de l’oursin - et BMP1), deux domaines d’homologie aux facteurs 

de coagulation V/VIII (b1/b2), un domaine MAM (c) (homologue à la protéase méprine)  

(Figure 15), un simple domaine transmembranaire (TM) et un petit domaine cytoplasmique 

contenant un motif PDZ9 suivi d’un triplet de résidus SEA (sérine, acide glutamique, alanine) 

[79]. 

B - II.1.a. Les ligands de Nrp-1 

Nrp-1 est un corécepteur qui s’associe à de nombreux ligands à la surface cellulaire 

pour assurer la transduction du signal. Toutefois, il a été montré que Nrp-1 pouvait, par son 

domaine cytoplasmique, être impliqué dans l’internalisation de l’intégrine α5β1  [80]. Les deux 

principaux ligands de Nrp-1 sont les sémaphorines10 de classe 3 (Sema3, notamment Sema3A) 

et le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (FCEV) (en anglais : Vascular 

Endothelial Growth Factor : VEGF) et en particulier de VEGF-165 [81] (Figure 15). Mais 

d’autres ligands ont été décrits pour stimuler diverses voies de signalisation comme la 

progression et l’invasion tumorale. Ainsi Nrp-1 est associée à de nombreuses fonctions. Nrp-1 

intervient lors du développement embryonnaire du système nerveux et cardiovasculaire et chez 

l’adulte, notamment en conditions pathologiques (rôle dans l’angiogenèse tumorale) [82] [83]. 

En plus de son rôle crucial dans le développement des systèmes nerveux et cardiovasculaires, 

Nrp-1 est impliquée dans des processus physiopathologiques. Dans le système immunitaire, 

                                                           
8 Un domaine CUB est un motif structural, d'environ 110 résidus, présent presque uniquement dans des 

protéines extracellulaires associées à la membrane et plasmatiques 

9 « PDZ est un acronyme pour trois noms de protéines possédant le motif : Post-synaptic density protein 

95 (PSD-95), drosophila disc large tumor suppressor (Dlg1) et zona occludens 1 (ZO-1)  

10 Constituent une famille de protéines dont le rôle est de guider la croissance des axones. 
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Nrp-1 participe aux interactions entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques11, transmet 

les effets immunorégulateurs de Sema3A sur les lymphocytes T. De plus, il est exprimé par 

d’autres types cellulaires comme les cellules des îlots pancréatiques12, des hépatocytes et les 

cellules tumorales[84].  

 

Figure 15 Schéma de fixation des différents ligands (Sema 3A, VEGF) sur Nrp-1 (Tirée de RENAND 2011). 

 

B - II.1.b. Les sémaphorines 

Les sémaphorines sont une famille de protéines solubles et transmembranaires 

retrouvées chez les vertébrés et invertébrés, et même les virus, mais absentes chez métazoaires 

primitifs les protozoaires et les plantes. On distingue 8 classes de sémaphorines : la classe V 

(sémaphorines virales), les classes 1 et 2 (chez les invertébrés), et les classes 3 à 7 (chez les 

vertébrés). Les sémaphorines de classe 3 (Sema3) sont des protéines solubles d’environ 90 kDa 

contenant un domaine structurel commun à toutes les sémaphorines (domaine Sema) en 

position N-terminale, ainsi qu’un domaine de type immunoglobuline, et une région basique en 

position C-terminale [85] [82].On compte 7 membres dans cette famille de sémaphorines 

(Sema3A-G). 

Parmi ces membres, Sema3A, Sema3B, Sema3C, Sema3E et Sema3F se fixent à Nrp-

1, alors que Sema3B, Sema3C, Sema3F et Sema3G se fixent à Nrp-2. Les couples 

ligand/récepteur les plus étudiés dans ce système sont Sema3A/Nrp-1 [79]. Le domaine Sema 

de Sema3A se fixe aux domaines a1 et a2 (domaines CUB) de Nrp-1, alors que la queue C-

terminale basique de Sema3A interagit avec le domaine b1 [82]. Le domaine immunoglobuline 

                                                           
11 Cellules dendritiques sont des leucocytes spécialisés dans la présentation antigénique aux 

lymphocytes. 

12 Les îlots pancréatiques, ou ilots de Langerhans (du nom de leur découvreur), sont formés de cellules 

endocrines capables de synthétiser des hormones : l’insuline, le glucagon etc. 
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et la queue basique de Sema3A sont aussi impliqués dans la formation d’homodimères de 

Sema3A, forme sous laquelle ce ligand est efficace pour induire ses effets sur les cellules Nrp-

1+ [86]. 

Comme indiqué précédemment, Nrp-1 ne possède pas, dans sa partie intracytoplasmique, de 

domaine fonctionnel capable de traduire un signal [87]. Les effets des ligands de Nrp-1 

dépendent donc de la formation de complexes avec des corécepteurs capables, eux, de 

transmettre un signal intracellulaire. Dans le cas des Sema3, les corécepteurs impliqués dans 

la signalisation appartiennent à la famille des plexines13. Les plexines sont distribuées en 4 

familles (PlexinA-D). Les plexines impliquées dans la signalisation des Sema3 sont 

principalement les PlexinA, dont on compte 4 membres (PlexinA1-4) [88]. 

B - II.1.c. Les Facteurs de Croissance de l’Endothélium Vasculaire (VEGF) 

Les protéines de la famille du facteur de croissance de l’endothélium vasculaire ou (« 

vascular endothelial growth factor en anglais »)  VEGF comptent 5 membres : VEGF-A-D et 

le facteur de croissance placentaire PlGF (« placental growth factor  en anglais ») [89]. Ces 

protéines sont toutes impliquées dans la vasculogénèse (formation de nouveaux vaisseaux 

sanguins à partir de cellules souches hématopoïétiques) et dans l’angiogénèse14 pendant le 

développement embryonnaire et à l’âge adulte. Le membre le plus abondamment retrouvé, et 

étudié, est le VEGF-A, souvent appelé simplement VEGF. L’épissage15 alternatif du gène du 

VEGF donne naissance à différentes isofomes de tailles différentes : VEGF121, VEGF145, 

VEGF165, VEGF189, VEGF206. Les VEGF sont des homodimères anti-parallèles reliés par 

deux ponts disulfures  [90]. L’isoforme la plus abondante et la plus active du VEGF est le 

VEGF-165, qui se fixe à Nrp-1 par les segments codés par les exons 7 et 8 [90]. Bien qu’il ait 

longtemps été considéré que seul l’exon 7 pouvait conférer au VEGF la capacité de lier Nrp-1, 

plusieurs études récentes ont montré que l’exon 8 conférait aussi cette propriété aux VEGF. En 

effet, le VEGF-121, qui ne contient pas l’exon 7, peut se lier à Nrp-1 par l’exon 8 [91].  

                                                           
13 Protéine qui agit comme un récepteur pour les protéines de signalisation de la famille des 

sémaphorines. 

14 Bourgeonnement de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. 

15 L’épissage alternatif est un processus qui permet, à partir d’une séquence génomique unique, de 

produire plusieurs ARNm correspondant à des protéines distinctes. 
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De même, un petit peptide naturel homologue à la séquence codée par l’exon 8, la 

tuftsine16, se fixe à Nrp-1 [92]. Les domaines b1 et b2 sont impliqués dans la fixation des 

différentes isoformes de VEGF sur Nrp-1 [81]. Ainsi, la partie C-terminale de l’exon 8 du 

VEGF va fixer le domaine b1 de la Nrp1, et la liaison de l’exon 7 va permettre de stabiliser le 

complexe [93]. 

La signalisation du VEGF sur les cellules Nrp-1+ (notamment les cellules 

endothéliales) nécessite, dans la plupart des cas, la présence du récepteur à activité tyrosine 

kinase VEGFR2 (aussi appelé KDR) [79]. Les récepteurs de cette famille (VEGFR1-3) sont 

des protéines transmembranaires contenant, dans leur partie extracellulaire deux sous-unités à 

activité tyrosine kinase [79]. Le VEGFR2 est capable de fixer VEGF en l’absence de Nrp-1. 

Cependant, de nombreuses réponses des cellules endothéliales au VEGF nécessitent 

l’association de VEGFR2 avec Nrp-1. L’association de ces deux récepteurs renforce la 

signalisation (phosphorylation de tyrosines, activation des voies PI3K17 et de certaines voies 

MAPK18) du VEGFR2 [79]. 

B - II.2 Les Fonctions de la Neuropiline-1 

B - II.2.a. Rôle dans les systèmes nerveux et vasculaire 

L’implication de la Nrp-1 dans le développement cardiovasculaire et nerveux est 

fonction de son expression cellulaire et des ligands présents. En effet, tandis que le complexe 

Sema-3A/Nrp-1/Plexin-A intervient dans la « guidance » des neurones, le complexe 

VEGF/VEGFR2 est quant à lui impliqué dans l’angiogenèse [94]. La Nrp-1 est indispensable 

pour induire la signalisation de Sema3A sur les neurones. En culture in vitro, Sema3A a une 

action répulsive sur la croissance des axones en induisant un « collapsus » au niveau du cône 

de croissance [95]. Sema3A a aussi un rôle sur les dendrites des neurones. Ceci permet une 

organisation structurée et complexe du système nerveux au cours de son développement. Chez 

l’adulte, il est montré que le couple Sema3A/Nrp-1 a une importance dans la régénération et 

                                                           
16 Tuftsine, tétrapeptide (Thr-Lys-Pro-Arg) située dans le domaine Fc de la chaine lourde de 

l’immunoglobuline. 

17  https://www.anticorps-enligne.fr/signalisation-pi3k-akt-pathway-4/. 

18  Les MAPK sont un ensemble de protéines kinases nécessaires à l'induction de la mitose dans les 

cellules eucaryotes 
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l’invasion des nerfs. En effet, au niveau d’une lésion nerveuse périphérique une accumulation 

de Sema3A empêche la cicatrisation et la régénération nerveuse [96]. 

Sur les cellules endothéliales la Nrp-1, associée au VEGFR2, est impliquée dans la 

migration cellulaire [90]. L’utilisation d’anticorps bloquant Nrp-1 pour la fixation du VEGF 

inhibe la migration des cellules endothéliales, in vitro, et la néovascularisation, in vivo [97]. 

Bien que l’utilisation d’anticorps bloquant la fixation de Sema3A ne semble pas affecter 

significativement la migration des cellules endothéliales, d’autres études montrent que la 

Sema3A induit une chimio-répulsion et inhibe l’adhésion des cellules endothéliales de porc 

(PAE) et humaines [97] [98]. Nrp-1 semble aussi jouer un rôle dans l’adhésion des cellules 

endothéliales à la matrice extracellulaire et ce, de manière dépendante ou indépendante de ses 

ligands habituels [99] [100] [80]. Cependant, des études proposent une action inhibitrice de 

Sema3A sur l’adhésion des cellules endothéliales en inhibant l’activité des intégrines19[101]. 

Nrp-1 et ses ligands sont donc impliqués à différents niveaux sur la mobilité des cellules 

endothéliales.  

B - II.2.b. Rôle dans le cancer 

Nrp-1 est retrouvée sur différents types de cellules cancéreuses et est impliquée dans 

la migration, la survie et la prolifération tumorale par VEGF [102] [103]. La sur- ou la sous-

expression de Nrp-1 est souvent associée à un mauvais pronostique et au potentiel métastasique 

de la tumeur [104] [105]. Naturellement, Nrp-1 est devenue une cible anti-tumorale et 

l’utilisation de peptides inhibiteurs de la Nrp-1 induit l’apoptose de certaines cellules 

cancéreuses [106] [107]. D’autre part, l’utilisation d’anticorps bloquant Nrp-1, en association 

avec des anticorps anti-VEGF, permet d’inhiber la vascularisation de la tumeur et ainsi de 

diminuer sa croissance tumorale, et c’est indépendamment de l’expression de Nrp-1 par les 

cellules cancéreuses [97]. Nrp-1 est aussi utilisée pour favoriser une meilleure pénétration des 

médicaments au niveau de la tumeur [108]. Ainsi, l’utilisation de peptides fixant la Nrp-1, co-

administré avec des agents actifs, permet une pénétration au niveau des vaisseaux sanguins et 

une atteinte de la tumeur plus en profondeur. Contrairement au VEGF, les sémaphorines sont 

plutôt décrites comme ayant un rôle anti-tumoral. Différentes sémaphorines de classe III, dont 

Sema3A, ont la capacité de bloquer la migration des cellules tumorales [109] [110]. De plus, 

                                                           
19 Les intégrines sont des récepteurs d'adhésion cellulaire, ou des protéines transmembranaires dont 

l'une des extrémités interagit en général avec des protéines de la matrice extracellulaire.  
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la délétion des gènes Sema3B et Sema3F dans certains cancers suggère que les sémaphorines 

de classe III font partie des gènes répresseurs de tumeurs [111]. Cependant, certaines études 

cliniques montrent une corrélation entre le haut niveau de Sema3A et la progression tumorale 

[112]. 

 

B - II.2.c. Rôle de Nrp-1 dans le SRAS-COV-2 (COVID-19) 

L'infection par le coronavirus-2 (SARS-CoV-2) du syndrome respiratoire aigu sévère 

(SRAS) est à l'origine d'une nouvelle maladie infectieuse virale, appelée maladie à coronavirus 

2019 (COVID-19) [113]. Après l'apparition initiale de cas de COVID-19 à la fin de l'année 

2019 en Chine, cette maladie a atteint le statut de pandémie en quelques mois, avec des taux 

d'infection et de mortalité en augmentation rapide. Ainsi, en 2020, plus de 118000 de cas 

confirmés et plus de 4 000 décès ont été signalés dans le monde[114]. Le COVID-19 est le plus 

souvent asymptomatique ou bénin et se manifeste principalement comme une infection des 

voies respiratoires inférieures qui se transmet essentiellement par les gouttelettes d'air[115]. 

De nouvelles données indiquent que le SRAS-CoV-2 peut également envahir et attaquer le 

système nerveux central (SNC), entraînant un large répertoire de symptômes et de 

complications neurologiques [116] [117]. C'est pourquoi les recherches se concentrent de plus 

en plus sur l'identification des médiateurs qui facilitent l'infection par le SRAS-CoV-2 dans 

différents organes/tissus humains. Il est désormais bien établi que l'entrée du SRAS-CoV-2 

dans les cellules est facilitée par ses protéines de surface (ou protéine spike S), notamment par 

une liaison à l'enzyme de conversion de l'angiotensine-2 (ACE-2) [118] . 

Des données récentes suggèrent Nrp1 pourrait également être impliquée dans 

l'infection par le SRAS-CoV-2 [119]. Deux études précliniques ont indiqué que Nrp-1 pourrait 

jouer un rôle en tant que nouveau médiateur de l'infection par le SRAS-CoV-2 [120]. En effet, 

dans la première de ces études, Nrp-1 a été identifiée comme un facteur de l'infection par le 

SRAS-CoV-2, puisque, outre l'ACE-2, les protéines spike (S) de ce coronavirus peuvent 

également se lier à Nrp-1 in vitro [121]. Des résultats similaires ont été rapportés par une 

seconde étude dans laquelle l'analyse neuropathologique des autopsies de COVID-19 a en outre 

révélé que le SRAS-CoV-2 avait infecté des cellules Nrp-1 positives (Nrp-1+) dans l'épithélium 

et le bulbe olfactifs [120]. Sur la base de ces résultats, Nrp-1 peut être impliquée dans le 

COVID-19.  
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Figure 16 Interaction entre le virus et les récepteurs (Nrp-1 et ACE-2)[122]. 

 

B - II.3 Structures cristallographiques de Nrp-1 

La structure cristallographique de Nrp-1 dans sa totalité n’a pas été déterminée à ce 

jour. Le domaine b1 représente la première structure d'une partie de Nrp-1 résolue (Figure 17) 

[123].Ce domaine est de première importance car impliqué dans la plupart des interactions 

réalisée par Nrp-1, notamment avec les ligands principaux Sema3A et VEGF. Cette structure 

fournissait une base pour comprendre les principes généraux de la reconnaissance moléculaire 

de Nrp-1 dans divers processus comme le guidage de l'axone, l'adhésion cellulaire etc. Depuis 

de nombreuses autres structures ont été déterminées, des structures de plusieurs domaines, des 

complexes d’un ou plusieurs domaines avec divers ligands naturels mais aussi des complexes 

avec divers cibles thérapeutiques (voir Tableau 3). Dans le cadre de cette thèse, les tentatives 

de cristallisation ont été uniquement réalisées avec le domaine b1 qui sera le seul décrit d’un 

point de vue structure.     
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Figure 17 Représentation schématique de Nrp-1 ( Tirée de Lee 2003)[123]  

 

Les domaines b1 et b2 de Nrp-1 sont des domaines homologues à la discoïdine. Le 

domaine b1 se présente sous la forme d’un tonneau β distordu « Jelly roll » à 8 brins. Le feuillet 

(β1-β2-β7-β4-β5) est plaqué contre le feuillet (β3-β6-β8). Le domaine b1 possède quelques 

brins supplémentaires (β1’, β4’, β5’ et β5’) dont certains impliqués dans deux coudes béta 

(Figure 17). Six régions de boucles juxtaposées (L1-L6) s'étendent au niveau d’un sommet du 

tonneau béta. Ces boucles délimitent un profond sillon, qui s'étend entre les boucles L1/L5 et 

les boucles L2-L4. La boucle la plus proéminente (L3) adopte une conformation de virage béta 

étendu et est légèrement étirée au-dessus de la fente vers L1/L5. L6 est positionnée directement 

derrière L3 et se tasse contre elle (Figure 17).  

La structure tridimensionnelle du domaine b1 de Nrp-1 permet de visualiser et de 

réconcilier la façon dont ce domaine unique peut fonctionner dans une interaction de liaison 

spécifique avec des ligands protéiques de structures apparemment diverses [124]. Elle met en 

évidence les régions générales de la molécule impliquées dans la liaison de la sémaphorine 

sécrétée et du ligand VEGF-165 [123]. La structure des domaines b1 et b2 en complexe avec 

la tuftsine révèle une interaction avec la pointe du domaine b1. Pour rappel, la tuftsine est un 

tétrapeptide (TKPR) immunostimulateur qui est très similaire à l’extrémité C-terminale de 

VEGF-165 (DKPRR) et qui rentre en compétition avec ce dernier pour interagir avec Nrp-1. 

L’arginine terminale du tétrapeptide est primordial dans l’interaction[125]. Sa partie 

aliphatique interagit avec la tyrosine 297 de la boucle L1 et le groupement guanidinium fait un 
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pont salin avec la fonction carboxylate de l’aspartate 320 de la seconde boucle (L2)[125]. A 

des fins thérapeutiques, de nombreuses études ont tenté d’inhiber l’interaction entre VEGF-

165 et Nrp-1 sur la base du complexe Nrp-1/tuftsine. Ainsi, de nombreuses molécules 

peptidomimétiques ont été développées et les structures cristallographiques révèlent des 

inhibiteurs fixés à la pointe de Nrp-1, au niveau des boucles et impliquant souvent l’aspartate 

320 [72] [126]. 

 

 

 



Partie B                                            Généralités sur les protéines et petites molécules utilisées                           

- 71 - 

Figure 14 Schéma des différents domaines structurels et fonctionnels de la protéine Nrp-1 

                     Paramètres de mailles 

  a            b          c            α             β         γ          

(Å)          (Å)          (Å)         (°)          (°)        (°)          

Groupe 

d’espac

e 

 Z’ Code 

PDB 

Domaines Ligands Références (DOI) 

41,0 89,6 41,6 90 97,7 90 P21 2 3I97 
Humaine-b1-

EG002229 

8DR: Acide (S) -2- (3- (benzo [c] [1,2,5] 

thiadiazole-4-sulfonamido) thiophène-2-

carboxamido) -5-guanidinopentanoïque 

GOL: Glycérol 

10.1021 / 

jm901755g Jarvis, 

A., et al., 2010 

115,0 115,0 50,9 90 90 90 P43 2 4DEQ 

Humaine-b1-

VEGFA  

(exon 7/8) 

PO4: Ion phosphate 

10.1074 / 

jbc.M111.331140 

Parker, MW., et 

al., 2012 

65,9 67,0 74,7 90 90 90 P212121 1 2QQI Humaine-b1b2 GOL: Glycérol 10.1038 / 

sj.emboj.7601906 

Appleton, BA., et 

al., 2007 
214,1 214,1 45,5 90 90 120 H3 1 2QQN 

Humaine-b1- 

Avec un Fab 

bloquant le VEGF 

EDO : 1,2-Ethanédiol 

53,2 68,2 66,6 90 102,1 90 P21 1 2QQM Humaine-a2b1b2 
EDO: 1,2-Ethanédiol 

CA : Ion Calcium 

39,7 39,7 91,8 90 90 90 P41 1 6FMF 
Humaine-b1-

EG01377 

DUE : (2{S})-2-[[3-[[5-[4-

(aminométhyl)phényl]-1-benzofuran-7-

yl] sulfonyl amino]thiophén-2-yl] 

carbonylamino]-5-carbamimidamido-

acide pentanoïque 

TFA : Acide trifluoroacétique 

 

 

 

10.1021 / 

acs.jmedchem.8b0

0210 

Powell, J., et al., 

2018 

43,4 43,4 91,2 90 90 90 P41 1 6FMC 
Humaine-b1-

EG01377 

DUE : (2{S})-2-[[3-[[5-[4-

(aminométhyl)phényl]-1-benzofuran-7-

yl] sulfonyl amino]thiophén-2-yl] 

carbonylamino]-5-carbamimidamido-

acide pentanoïque 

62,8 62,8 87,9 90 90 90 P41212 1 4RN5 Humaine-b1 

GOL : Glycérol 

ZN : Ion zinc 

ACT : Acétate ion 

Allerston, C.K., et 

al., 2015 

62,3 62,3 86,0 90 90 90 P41212 1 5C7G 
Humaine-b1-

bicine 

BCN  : Bicine 

NA  : Ion de Sodium 

Richard, M., et al., 

2016 

https://www.rcsb.org/structure/3I97
https://www.rcsb.org/ligand/8DR
https://www.rcsb.org/ligand/GOL
http://dx.doi.org/10.1021/jm901755g
http://dx.doi.org/10.1021/jm901755g
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Jarvis,%20A.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Jarvis,%20A.
https://www.rcsb.org/structure/4DEQ
https://www.rcsb.org/ligand/PO4
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.331140
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M111.331140
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Parker,%20M.W.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Parker,%20M.W.
https://www.rcsb.org/structure/2QQI
https://www.rcsb.org/ligand/GOL
http://dx.doi.org/10.1038/sj.emboj.7601906
http://dx.doi.org/10.1038/sj.emboj.7601906
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Appleton,%20B.A.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Appleton,%20B.A.
https://www.rcsb.org/structure/2QQN
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/structure/2QQM
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/ligand/CA
https://www.rcsb.org/structure/6FMF
https://www.rcsb.org/ligand/DUE
https://www.rcsb.org/ligand/TFA
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b00210
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b00210
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jmedchem.8b00210
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Powell,%20J.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Powell,%20J.
https://www.rcsb.org/structure/6FMC
https://www.rcsb.org/ligand/DUE
https://www.rcsb.org/structure/4RN5
https://www.rcsb.org/ligand/GOL
https://www.rcsb.org/ligand/ZN
https://www.rcsb.org/ligand/ACT
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Allerston,%20C.K.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Allerston,%20C.K.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Allerston,%20C.K.
https://www.rcsb.org/structure/5C7G
https://www.rcsb.org/ligand/BCN
https://www.rcsb.org/ligand/NA
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Richard,%20M.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Richard,%20M.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Richard,%20M.
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41,5 88,9 41,7 90 91,61 90 P21 2 5IYY 
Humaine-b1-

analogues d’Arg 

R40 :  2- [(benzyloxy) carbonyl] -L-

arginine 

 

 

 

 

 

10.1111 / 

febs.14405 

Mota, F., et al., 

2018 

40,8 89,6 41,4 90 98,57 90 P21 2 5JGQ 
Humaine-b1-

analogues d’Arg 

6JY : N-2- (benzènecarbonyl) -l-

arginine 

DMS : Sulfoxyde de diméthyle 

40,7 89,2 41,6 90 98,71 90 P21 2 5JGI 
Humaine-b1- 

composés M45 
AAG : -Alpha-l-acétyl-arginine 

40,4 90,8 41,0 90 98,27 90 P21 2 5JHK Humaine-b1-Arg6 
6K8 : N- (benzènecarbonyl) glycyl-l-

arginine 

40,1 88,9 41,0 90 96,73 90 P21 2 5IJR Humaine-b1-Arg1 
HRG: L-homoarginine 

DMS  : Sulfoxyde de diméthyle 

41,6 90,5 81,9 90 99,64 90 P21 2 5J1X Humaine-b1-Arg5 

RE5 : N-2- (tert-butoxycarbonyl) -L-

arginine 

DMS : Sulfoxyde de diméthyle 

62,8 62,8 88,4 90 90 90 P41212 1 1KEX Humaine-b1 Pas de ligand 

 10.1016 / s0969-

2126 (02) 00941-3 

Lee, et al., 2003 

89,9 89,9 108,3 90 90 90 P212121 4 7JJC 

Humaine-b1-

peptide SRAS-

CoV-2 

PEG : Ether di (hydroxyéthyle) 

      GOL : glycérol 

10.1126 / 

science.abd3072 

Daly, JL., et al., 

2020 

38,9 40,0 97,6 90 90 90 P212121 1 6TKK 

Humaine-b1-

petide de 

VEFG186 

EDO: 1,2-Ethanédiol 
Eldrid, C., et al., 

2020 

51,0 64,7 102,3 90 90 90 P212121 1 2ORZ Rat-b1b2-tufsin 

Pas de ligands 

.1073 / 

pnas.07000431010

4 

Vander Kooi, CW., 

et al., 2007 

38,1 92,2 120,1 90 90 90 P212121 1 2ORX Rat-b1b2 

191,6 293,6 252,2 90 106,4 90 C21 1 4GZA 
Souris- a1a2b1b2- 

sema3A-PlxnA2 
CA  : Ion calcium 

10.1038 / 

nsmb.2416 

Janssen, BJC., et 

al., 2012 
245,4 245,4 47,9 90 90 120 P321 1 4GZ9 Souris-a1a2b1b2 

NAG : 2-Acétamido-2-désoxy-bêta-d-

glucopyranose 

SO4: Ion sulfate 

EDO: 1,2-Éthanédiol 

CA: Ion calcium 

https://www.rcsb.org/structure/5IYY
https://www.rcsb.org/ligand/R40
http://dx.doi.org/10.1111/febs.14405
http://dx.doi.org/10.1111/febs.14405
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Mota,%20F.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Mota,%20F.
https://www.rcsb.org/structure/5JGQ
https://www.rcsb.org/ligand/6JY
https://www.rcsb.org/ligand/DMS
https://www.rcsb.org/structure/5JGI
https://www.rcsb.org/ligand/AAG
https://www.rcsb.org/structure/5JHK
https://www.rcsb.org/ligand/6K8
https://www.rcsb.org/structure/5IJR
https://www.rcsb.org/ligand/HRG
https://www.rcsb.org/ligand/DMS
https://www.rcsb.org/structure/5J1X
https://www.rcsb.org/ligand/AR5
https://www.rcsb.org/ligand/DMS
https://www.rcsb.org/structure/1KEX
http://dx.doi.org/10.1016/s0969-2126(02)00941-3
http://dx.doi.org/10.1016/s0969-2126(02)00941-3
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Lee,%20C.C.
https://www.rcsb.org/structure/7JJC
https://www.rcsb.org/ligand/PEG
https://www.rcsb.org/ligand/GOL
http://dx.doi.org/10.1126/science.abd3072
http://dx.doi.org/10.1126/science.abd3072
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Daly,%20J.L.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Daly,%20J.L.
https://www.rcsb.org/structure/6TKK
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Eldrid,%20C.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Eldrid,%20C.
https://www.rcsb.org/structure/2ORZ
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0700043104
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0700043104
http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0700043104
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Vander%20Kooi,%20C.W.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Vander%20Kooi,%20C.W.
https://www.rcsb.org/structure/2ORX
https://www.rcsb.org/structure/4GZA
https://www.rcsb.org/ligand/CA
http://dx.doi.org/10.1038/nsmb.2416
http://dx.doi.org/10.1038/nsmb.2416
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Janssen,%20B.J.C.
https://www.rcsb.org/search?q=citation.rcsb_authors:Janssen,%20B.J.C.
https://www.rcsb.org/structure/4GZ9
https://www.rcsb.org/ligand/NAG
https://www.rcsb.org/ligand/SO4
https://www.rcsb.org/ligand/EDO
https://www.rcsb.org/ligand/CA
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B - III. L’ACIDE BETULINIQUE (BTA) 

Les lupanes sont une famille de triterpènes pentacycliques dont font partie, l'acide 

bétulinique (Figure 18). Cette molécule a comme particularité un cycle E à cinq membres, un 

groupe isopropylène en position 19 et une fonction alcool en position 3 [127]. La configuration 

tridimensionnelle de l'acide bétulinique montre une série de cycles orientées dans un même 

plan avec 4 groupements méthyles et une fonction acide carboxylique en position axiale, tandis 

que le groupement isopropylène, la fonction alcool en position 3 et la fonction méthyle en 

position 4 sont en position équatoriale [128]. 

L'acide bétulinique ou l'acide 3(3-hydroxy-lup-20 (29) -en-28-oïque est sans aucun 

doute le composé le plus étudié de la série des triterpènes pentacycliques de la famille du 

lupane. En effet, les nombreuses revues de littérature publiées sur le sujet durant les dernières 

années démontrent bien l'intérêt de la communauté scientifique envers ce produit naturel [129]. 

L'acide bétulinique, possède une activité anticancéreuse in vitro sur un large éventail 

de tumeurs. 

 

Figure 18 Structure de l’acide bétulinique. 

 

B - III.1 Activités thérapeutiques  

Les activités biologiques des triterpènes ont été résumées dans plusieurs articles [130] 

[131].  
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B - III.1.a. Activités antitumorales 

L'intérêt pour les dérivés du Lupane est principalement dû à leurs activités 

antitumorales. L'un des composés les plus spectaculaires est sans doute l'acide bétulinique. En 

effet, son activité antitumorale (IC50 : 1.1-4.8 μg/mL) a d'abord été démontrée sur des 

mélanomes humains, un type de cancer de la peau [132]. Dans cette étude, l'acide bétulinique 

montre une sélectivité très forte envers les mélanomes, par rapport à d'autres lignées de cellules 

cancéreuses. De plus, un test préliminaire in vivo a été effectué sur des souris athymiques 

infectées par des mélanomes humains. Tous les animaux survivent avec un traitement à l'acide 

bétulinique, même ceux chez qui le cancer avait déjà évolué [133]. Il est intéressant de noter 

que des souris saines ont été traitées avec de très fortes doses d'acide bétulinique sans observer 

une quelconque toxicité [134]. D'ailleurs, les traitements de la leucémie, des lymphomes, des 

cancers de la prostate, du poumon et des ovaires par l'acide bétulinique et ses dérivés sont 

protégés par un brevet [135] [136]. 

B - III.1.b. Autres activités thérapeutiques 

En plus des activités antitumorales et anti-VIH, l'acide bétulinique démontre plusieurs 

autres activités biologiques. Le parasite Plasmodium falcipamm (malaria) est l'agent causant 

l'une des maladies les plus meurtrières au monde [137] [138] [139]. Des tests in vitro 

démontrent une activité pour l'acide bétulinique (IC50 = 10.46 μg/mL), mais très faible en 

comparaison avec la chloroquine (IC50 = 0.005 μg/mL) [140]. D'autres études démontrent que 

le mécanisme d'action de l'acide bétulinique est différent de celui de la chloroquine puisque 

des parasites résistants à ce dernier sont tout de même sensibles à l'acide bétulinique [140]. 

D'après une revue de littérature très poussée sur le mécanisme d'action de l'acide 

bétulinique, la faible biodisponibilité du composé représente sa seule limitation [141]. En effet, 

l'acide bétulinique n'est pas soluble dans l'eau, de sorte qu'il s'accumule dans les organes riches 

en graisse. Les mélanomes qui sont présents dans la peau sont donc très peu exposés à l'acide 

bétulinique. La modification chimique, la co-solvatation et la vectorisation sont des solutions 

envisagées pour augmenter l’hydrosolubilité de l’acide bétulinique [142]. 
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B - III.2 Modifications Chimiques 

Trois cas sont à mettre en relief ici : 

• Soit la molécule est modifiée afin d’obtenir une entité nouvelle, elle-même active à la 

façon de la molécule d’origine mais avec des propriétés physiques et chimiques 

différentes. Dans ce but, de nombreuses équipes ont greffé, sur la fonction hydroxyle 

et carboxyle de l’acide bétulinique, des substituants divers [143].  

• Soit la molécule est utilisée sous forme de son sel. Ainsi l’acide bétulinique sous 1a 

forme de cholinium de bétulinate est 100 fois plus soluble que la molécule initiale 

dans une solution à 0,1% de DMSO. Son potentiel anticancéreux sur les cellules 

MCF720 et A375 est multiplié par 5 [144]. 

• Soit la molécule est transformée de façon à obtenir une forme transitoire appelée 

prodrogue dont la biotransformation après administration permet au composé initial 

d’exercer un effet pharmacologique [145]. 

B - III.3 La co-solvatation 

La solvatation est le phénomène physico-chimique observé lors de la dissolution d'un 

composé chimique dans un solvant. Une espèce solvatée est entourée par un « bouclier » de 

molécules de solvant. Dans le cas de la co-solvatation, un premier solvant (le co-solvant) forme 

ce « bouclier » de molécules de solvant. Ce sont les propriétés de l’entité formée par la molécule 

à solubiliser et ce co-solvant qui permettront d’obtenir une solubilisation dans le solvant visé. 

Dans le cas des acides hydroxy pentacycliques triterpénoiques, ces co-solvants doivent être un 

solubilisant de ces acides et solubles dans l’eau. Plusieurs molécules servant de co-solvant en 

thérapeutique humaine ont été citées: le dimethylacetamide, le diméthylsulfoxyde, l’éthanol, 

la glycérine, le N-methyl-2-pyrrolidone, les PEG 300 et 400, le poloxamer 407, le propylène-

glycol [146]. Le DMSO, largement utilisé avec les acides hydroxy pentacycliques 

triterpénoiques pose de nombreux problèmes liés à sa simple toxicité [147]. 

B - III.4 La vectorisation 

La vectorisation met en jeu des vecteurs, de type soit particulaires (nano-sphères, 

microsphères, liposomes), soit moléculaires (virus, polymères, cyclodextrines, anticorps), soit 

                                                           
20 Est le nom de la lignée de cellules tumorales mammaires la plus utilisée dans les laboratoires 

de recherche sur le cancer du sein 
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vivants (bactéries, cellules), qui permettent de transporter des principes actifs. Les 

cyclodextrines sont le plus souvent utilisées pour former des complexes supramoléculaires avec 

le principe actif à vectoriser. Leur utilisation pour former des nanoparticules, des liposomes ou 

des microsphères de cyclodextrine se développe de plus en plus [148] [149].  

Trois formes principales peuvent exister en vectorisation : 

• Les liposomes, sont des systèmes principalement fondés sur les propriétés 

amphiphiles des molécules qui les composent. Ces assemblages forment des 

monocouches ou des bicouches capables d’emprisonner les principes actifs à 

transporter tout en restant solubles dans des phases principalement aqueuses. Ces 

approches ont été utilisées pour vectoriser certains polyphénols comme le trans-

resvératrol avec une visée de traitement anticancéreux [150] [151]. 

• Les nanoparticules, sont actuellement très utilisées dans de nombreuses formulations 

médicamenteuses ou cosmétiques. Les plus sûres sont les nanoparticules 

« métalliques » (TiO2 – NiO2…) alors que les nanoparticules à base de « silice » 

(SiO2) semblent beaucoup plus cytotoxiques [152]. Les nanoparticules de 

cyclodextrines sont une piste pleine de promesse pour l’augmentation des capacités 

de transport des nanoparticules. Ceci tout en augmentant leur hydrosolubilité et en 

stabilisant les principes actifs transportés. [153] [148]. 

• Les cyclodextrines, offrent quant à elles la possibilité de transporter le principe actif 

par l’inclusion de ce dernier dans des navettes moléculaires. Plusieurs cyclodextrines 

peuvent même être assemblées afin de vectoriser des molécules de taille supérieure à 

celle de leur cavité [154]. 

La vectorisation semble donc une voie d’avenir pour la mise au point de traitement efficace 

contre des maladies encore peu ou mal soignées de nos jours. 

B - IV. L’ACIDE LAURIQUE 

L'acide laurique est un acide n-alkyl monocarboxylique à douze carbones (Figure 19) 

présent naturellement dans certaines huiles végétales et dans le lait de certains mammifères 

[155] [156] [157] [158] . L'influence de l'acide laurique sur la santé et le régime alimentaire de 

l'homme, ainsi que son activité antimicrobienne bien connue ont fait de cet acide le sujet d'un 

grand nombre d'études [159]. La plupart de ces études portent sur les propriétés et le 

comportement de l’acide laurique en solution. A l’état solide, il présente un polymorphisme 
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avec 5 phases connues [160] [161] [162] [163] [164] [165]. La phase C [166], qui se produit 

immédiatement avant la fusion de l’acide laurique, est particulièrement intéressante, en partie  

 

 

Figure 19 Structure de l’acide laurique 

parce que celui-ci a une enthalpie de fusion élevée et peut donc être utilisé comme matériau de 

stockage d'énergie thermique [167][168]. Lorsque le nombre de carbones de ces acides 

augmente, on observe une augmentation inhabituelle et non monotone du point de fusion, les 

acides numérotés pairs fondant à des températures plus élevées [163]. Les densités, les 

enthalpies de sublimation et les solubilités présentent également ce comportement, les acides 

numérotés pairs affichant des valeurs plus élevées [163]. 
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Objectifs de la thèse 

 

Au début, l'objectif fondamental de cette thèse était d’améliorer la solubilité du BTA 

dans l’eau, en faisant une modulation au niveau de sa fonction alcool par une réaction de 

couplage pseudo peptidique avec le 2-chlorocinnamoyl ou et le chlorure de phénoxyacétyle. 

Par la suite, le dessein consistait à cristalliser ces dérivés et, en définitive, à examiner en détail 

les structures cristallines. 

En parallèle à ces recherches, des cristaux de laurate de sodium, acide laurique 

(NaLLA), ont été obtenus et leur structure a été résolue par diffractométrie des rayons X sur 

monocristal. Pour mieux appréhender les interactions atomiques, l'approche de la surface de 

Hirshfeld ainsi que l'analyse des contacts d'enrichissement ont été employés. 

Cependant, l'orientation de la thèse s'est également tournée vers le domaine de la 

cristallographie des protéines. Au cours de cette réorientation, deux protéines ont été soumises 

à une étude approfondie. 

Dans un premier volet, une attention particulière a été portée à la lipase B de Candida 

Antarctica (CALB). Cette enzyme suscite un vif intérêt dans le domaine des biotechnologies 

car elle est capable de catalyser une variété de réactions différentes pour la synthèse de 

composés à haute valeur ajoutée. Initialement, une cocristallisation a été entreprise en présence 

de la lysine, visant à mieux appréhender les mécanismes de fixation de cette dernière sur le site 

actif de la protéine. L'objectif sous-jacent était l'optimisation de l'activité enzymatique de la 

lipase vis-à-vis de la lysine comme substrat. Une seconde phase d'étude a été menée avec la 

rutine qui est un autre substrat potentiel appartenant à la famille des composés phénoliques. 

La seconde protéine d’intérêt a été la Neuropiline1 humaine (Nrp1). Cette protéine 

transmembranaire est impliquée dans de nombreux processus biologiques tels que le 

développement embryonnaire et la croissance des vaisseaux sanguin. Nrp1 est une cible 

thérapeutique potentielle car elle est supposée jouer un rôle dans le développement de certains 

cancers en facilitant la vascularisation tumorale. L’étude cristallographique a été réalisée sur 

le fragment b1 de Nrp1 (Nrp1-b1) car le fragment est soluble et renferme le site de liaison du 

facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF). Ce site est la principale cible 
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thérapeutique pour inhiber l’action de Nrp1. Dans les cristaux de la forme native de Nrp1-b1 

ce site de liaison est obstrué par l’empilement cristallin. Il n’est donc pas possible d’utiliser les 

cristaux de la forme native pour tester des inhibiteurs ciblant le site liaison du VEGF. Dans le 

but de dégager ce site, des mutations ont été introduites au niveau d'acides aminés chargés 

situés à la surface de la protéine. Cela a permis à la formation d’un nouvel empilement 

cristallin, laissant libre le site de liaison du VEGF. Dans une perspective plus analytique, le 

variant a été cocristallisé avec le peptide de séquence primaire KDKPPR. Les interactions 

atomiques ont été minutieusement analysées en recourant à de nouvelles approches basées sur 

des modèles de densité électronique multipolaire. Afin de pousser plus en avant l'analyse, des 

simulations de dynamique moléculaire ont été mises en œuvre, permettant de comparer la 

dynamique du variant et de la forme native mais aussi de la forme libre et de la forme en 

complexe avec le peptide KDKPPR.  
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Cette partie décrit en détail les méthodes utilisées pour obtenir les structures 

cristallographiques étudiées au cours de la thèse, en mettant l'accent sur les techniques de 

cristallogenèse. La plupart de ces méthodes sont classiques et largement documentées dans la 

littérature, que ce soit dans des livres ou des revues scientifiques comme l’ouvrage 

« Crystallography Made Crystal Clear » de Gale RHODES, 3ièm Edition (2006) ou la revue 

de Claude Sauter et Richard Giegé (2001). Nous avons choisi de répertorier les méthodes les 

plus couramment utilisées, en fournissant parfois une brève description de chacune d'entre 

elles. Les deux premières parties du texte traitent de la cristallogenèse des macromolécules 

biologiques, tandis que les deux suivantes abordent celle des petites molécules. Les 

paragraphes suivants présentent les méthodes de mesure en biocristallographie et leur 

utilisation pour obtenir un modèle cristallographique. La détermination d'une structure 

tridimensionnelle d'une macromolécule biologique par diffraction des rayons X se déroule en 

plusieurs étapes. Tout d'abord, il est nécessaire d'obtenir une quantité suffisante de la 

macromolécule, de manière pure et homogène (quelques milligrammes). Ensuite, la protéine 

est cristallisée en utilisant des agents précipitants adaptés. Un monocristal est ensuite exposé à 

un faisceau de rayons X pour obtenir son signal de diffraction. L'analyse des intensités 

diffractées permet de générer des cartes de densité électronique, à condition que le problème 

de la phase soit résolu. L'amélioration des phases permet d'obtenir un modèle tridimensionnel 

de la macromolécule d'intérêt. Plusieurs ouvrages détaillent ces méthodes, tels que "Principles 

of protein X-ray Crystallography" de Jan DRENTH (1994). Chacune de ces étapes peut 

présenter des difficultés, voire conduire à des échecs. De nos jours, la capacité à cristalliser une 

protéine ou à obtenir des phases initiales reste souvent un défi dans la détermination d'une 

structure cristallographique. Il convient de noter que les modèles générés par l'intelligence 

artificielle sont maintenant de qualité suffisante pour être utilisés en remplacement moléculaire 

dans la résolution du problème de la phase [1].  

D - I CRISTALLOGENESE DES MACROMOLECULES BIOLOGIQUES  

 Introduction 

La cristallogenèse est une étape indispensable pour déterminer la structure 

cristallographique d'une macromolécule biologique. Le principe de la cristallisation d'une 

macromolécule ne diffère pas significativement de celui des petites molécules organiques. Il 

implique la transition d'un état dispersé en solution vers un état solide ordonné. Un cristal est 
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le résultat d'un arrangement régulier périodique d'atomes, de molécules ou d'assemblages 

moléculaires [2]. La production d'un cristal de macromolécule biologique est un processus 

complexe et multifactoriel. Le processus de cristallisation dépend à la fois de facteurs 

biologiques tels que la stabilité conformationnelle, ainsi que de variables physico-chimiques 

comme les additifs, la force ionique et le pH. Dans cette partie, nous détaillerons les paramètres 

physico-chimiques qui influencent la cristallisation des macromolécules biologiques, ainsi que 

les principaux agents précipitants et les techniques de cristallisation des protéines utilisées au 

cours de cette thèse. 

 Les paramètres physico-chimiques 

De nombreux paramètres influencent la solubilité des protéines, et ces paramètres 

varient d'une protéine à l'autre. Afin de cristalliser une protéine, il est nécessaire de la placer 

dans un état de sursaturation en modifiant les paramètres suivants : 

• La concentration de la protéine et son degré de pureté : il est important d'éliminer les 

contaminants et les structures hétérogènes (secondaires, tertiaires ou quaternaires). 

• Les agents chimiques qui agissent sur la stabilité et/ou la conformation de la protéine 

: cela peut inclure des ions, des tampons, des ligands et des détergents. 

• Le temps écoulé depuis la purification et les conditions de stockage de la protéine, car 

elles peuvent entraîner des dégradations. 

• Le pH, qui détermine la charge nette de la protéine et la distribution des charges en 

surface. 

• La température, qui affecte à la fois la solubilité, la stabilité de la protéine et la 

cinétique de cristallisation. 

• Les agents précipitants et les additifs. 

Il est à noter que ces paramètres sont spécifiques à chaque protéine et doivent être 

optimisés expérimentalement pour favoriser la cristallisation. 

 Les principaux agents précipitants 

L'agent précipitant joue un rôle crucial dans le processus de cristallisation, car il 

influence directement et principalement la solubilité de la protéine. Les agents les plus 

couramment utilisés peuvent être classés en trois familles distinctes en fonction de leurs effets 

sur les interactions protéine-solvant et protéine-protéine : 
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• Les polymères, tels que le polyéthylène glycol (PEG), agissent en excluant le solvant 

autour de la protéine. 

• Les sels non chaotropiques (qui ne dénaturent pas les protéines) modifient la force 

ionique et augmentent les interactions hydrophobes en excluant le solvant. Exemples : 

le sulfate d'ammonium, les acétates ou les chlorures. 

• Les solvants organiques réduisent la constante diélectrique du milieu. Exemples : le 

2-méthyl-2,4-penthanediol (MPD), l'isopropanol, le dioxane, etc. 

Pour bien contrôler la solubilité de la protéine, il est souvent nécessaire de combiner 

différents agents précipitants ou d'ajouter des additifs tels que des détergents ou des alcools. 

Cette approche permet d'optimiser les conditions de cristallisation. 

  Techniques de cristallisation des protéines utilisées durant la thèse 

Pour cristalliser les protéines, la méthodologie repose sur deux étapes distinctes. La 

première étape consiste à trouver les conditions de cristallisation en utilisant une approche 

probabiliste. Cela implique de tester un grand nombre de solutions de cristallisation, avec des 

compositions variables en termes de contenu, de concentration et de pH. Ces solutions sont 

généralement disponibles sous forme de kits commerciaux qui offrent une large gamme de 

conditions de cristallisation. Deux méthodes couramment utilisées sont la diffusion de vapeur 

en gouttes suspendues ou assises et la méthode micro batch. 

La seconde étape consiste à optimiser les conditions de cristallisation afin d'obtenir 

des cristaux de plus grande taille. Cela peut être réalisé en ajustant certains paramètres tels que 

la concentration de la protéine, la composition de la solution de cristallisation et les conditions 

environnementales (température, pH, etc.). L'optimisation permet d'améliorer la qualité des 

cristaux, ce qui facilite leur analyse structurale ultérieure. 

D - I.4.a. La diffusion de vapeur en gouttes suspendues ou assises :  

La technique la plus couramment utilisée actuellement est la diffusion de vapeur en 

gouttes suspendues ou assises [3]. Cette méthode repose sur les propriétés thermodynamiques 

qui entraînent un équilibre de concentration en agents précipitants entre deux solutions 

enfermées dans un environnement hermétiquement clos, grâce à la diffusion de la vapeur de 

solvant   [4]. Elle est particulièrement adaptée aux expériences réalisées avec de petits volumes 

(entre 1 et 5 µl). Au début de l'expérience, quelques µl (voire quelques nl) de protéine sont 
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mélangés à quelques µl d’agent précipitant, à proximité de la zone de sursaturation. La goutte 

formée est ensuite placée dans une enceinte hermétiquement scellée à l'aide de graisse minérale 

ou d'un joint synthétique, tout en étant à proximité d'un volume important de la solution 

précipitante (Figure 1). 

 

 

Figure 1  Technique de la goutte suspendue (Tirée de DUPUY 2005) [5] 

 

Le retour à l'équilibre des concentrations se produit lentement par évaporation de l'eau 

(diffusion de la vapeur) de la goutte vers le réservoir. Cette évaporation entraîne une diminution 

du volume de la goutte, ce qui provoque simultanément une augmentation des concentrations 

en agent précipitant et en protéine. Le rôle du réservoir est simplement de maintenir une 

pression de vapeur constante. Au fil du temps, les concentrations de tous les constituants dans 

la goutte évoluent. Le réservoir agit pour concentrer progressivement la solution, ce qui peut 

favoriser la cristallisation. 

D - I.4.b. Microbatch : 

La méthode du microbatch a été initialement décrite comme une technique dans 

laquelle une petite goutte d'échantillon de protéine, combinée à l'agent de cristallisation choisi, 

est déposée sous une couche d'huile quasi hermétique [6] (Figure 2). Tous les réactifs impliqués 

dans le processus de cristallisation sont présents à des concentrations spécifiques. 

Cette méthode présente plusieurs avantages, notamment la protection de la protéine contre les 

contaminants et l'oxydation, ainsi que la création d'un environnement propice à la 

cristallisation. Elle permet également l'utilisation de différentes huiles avec des propriétés 

variées. En effet, l'huile utilisée dans cette technique joue un rôle important dans le phénomène 
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de cristallisation en influençant l'évaporation de la goutte et en modifiant ainsi l'état initial de 

la goutte. L'huile peut également affecter la vitesse d'évaporation et, par conséquent, la 

cinétique de la cristallisation. Actuellement, deux types d'huiles sont utilisés. La paraffine est 

quasi hermétique alors que l’huile de silicone autorise la diffusion de vapeurs. Un mélange de 

ces deux huiles peut entraîner une diffusion partielle de l'eau, et la proportion de ces deux huiles 

peut faire varier le taux de cristallisation[6]. Il convient de noter que l’huile de silicone est un 

polymère d'unités diméthylsiloxane (Si(CH3)2O)n qui accélère considérablement la 

cristallisation par rapport à l'huile de paraffine. La technique qui consiste à faire varier la 

proportion entre l’huile de paraffine et l’huile de silicone est une variante de la technique 

microbatch. Cette variante est appelée "microbatch modifié" ou "diffusion par microbatch"[6]. 

La méthode du microbatch est particulièrement adaptée à l'automatisation par robot. La figure 

3 présente le type de robot utilisé pour cette technique. Le microbatch est la méthode la plus 

ancienne et la plus simple, dans laquelle les molécules sont mélangées avec un agent de 

cristallisation à une certaine concentration au début de l'expérience[6]. Auparavant, le volume 

des essais se situait généralement dans la plage de 50 µL à plusieurs mL. Les robots de 

cristallisation permettent aujourd’hui d’effectuer des essais avec des volumes réduits. Des 

volumes de gouttes de 500 à 100 nanolitres sont couramment utilisés. 

 

Figure 2 Technique Microbatch (Tirée de SCHWARTZ 2018)[7] 

 La recherche des conditions de cristallisation 

Les conditions de cristallisation publiées et le plus souvent stockées dans des banques 

de données comme la Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/) ou la BMCD 

(Biological Macromolecule Crystallization Database http://xpdb.nist.gov:8060/BMCD/, 

Gillilan et al., 1988) ou plus récemment la MPCD (Marseille Protein Crystallization Database 
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http://www.crmcn.univ-mrs.fr/mpcd), ont conduit à la commercialisation de matrices éparses 

de conditions de cristallisation (sparse matrices en anglais). L’utilisation de ces matrices avec 

les robots de cristallisation a considérablement facilité l’obtention des cristaux. 

Dans le cadre de cette thèse, des matrices provenant des sociétés Molecular Dimension 

(matrices Structure Screen et Morpheus) et Jena Bioscience (matrices JBS Classic, JCSG, 

Wizard) ont été utilisées. Les criblages ont été réalisés à l'aide du robot de pipetage Oryx 8 de 

Douglas Instruments (Figure 3). Ce robot a été utilisé avec des plaques de cristallisation de 96 

puits et a la capacité de dispenser des gouttes hautement reproductibles de 100 nL à 10 µL au 

lieu d’1 µL à quelques dizaines de µL en mode manuel [8]. 

 

Figure 3 Exemple de matériel utilisé pour le criblage des conditions de cristallisation. Robot de cristallisation de type 
Oryx 8, disponible au laboratoire CRM2 

 L’optimisation 

Le plus souvent, les cristaux obtenus lors du criblage avec les matrices éparses ne 

permettent pas encore une diffraction de bonne qualité. Une étape d'optimisation est alors 

nécessaire. Le but de cette étape est d'ajuster finement les conditions afin de réduire la 

germination, d'augmenter la taille des cristaux, d'améliorer leur apparence, d'éliminer les 

problèmes de macle et d'accroître l'ordre cristallin [9]. Différentes stratégies peuvent être mises 

en œuvre pour limiter le taux de nucléation ou ralentir la croissance cristalline : 

• Le « scale-up » : dans de nombreux cas, des cristaux plus gros peuvent être obtenus 

en augmentant simplement la quantité des produits utilisés (volumes des gouttes), 

moyennant quelques ajustements des conditions. 
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• La modification du rapport volumique entre la solution de protéine et le réservoir 

permet de modifier la vitesse de concentration et d'atteindre un niveau de sursaturation 

différent. 

• La méthode de perturbation : cette approche consiste à modifier les conditions initiales 

de cristallisation (pH, concentrations de la protéine et/ou de l’agent précipitant) pour 

les déplacer vers des conditions plus favorables. Cela peut être également réalisé en 

ajoutant divers types d'additifs chimiques tels que des agents de solubilisation 

(détergents non ioniques, dioxane...), des sels chaotropiques (urée, thiocyanate de 

potassium...), des sels métalliques (Zn2+, Ni2+...), des composés agissant sur l’état 

redox de la protéine (dithiothréitol, ferricyanure...). 

• L'ensemencement : cette méthode permet de ralentir la croissance cristalline et d'éviter 

les contraintes de germination. 

• La cristallisation en gel : la cristallisation dans les gels de silice ou d'agarose peut 

s’avérer efficace pour réduire le taux de germination, augmenter la taille et améliorer 

la qualité de diffraction des cristaux[10]. Les gels permettent d'éviter les effets de 

convection qui perturbent la formation des cristaux. 

• Le contrôle de la diffusion de vapeur : différentes techniques permettent de modifier 

les échanges de vapeur entre la goutte et le réservoir. Dans cette étude, une couche 

d'huile est placée à la surface du réservoir (Figure 4). Cette barrière limite la diffusion 

des vapeurs d'eau, ce qui agit directement sur la cinétique de croissance des cristaux 

[11]. Cette technique permet de réduire le nombre de cristaux en croissance et 

d'augmenter leur taille. 

 

 

Figure 4 Limitation de la diffusion de vapeur grâce à l’emploi d’une barrière minimale constituée d’un mélange d’huile 
plus ou moins perméable à l’eau.  (Tirée de DUPUY 2005)[5] 
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 L’ensemencement 

Lorsque les cristaux sont trop petits, il est possible d'utiliser la technique 

d'ensemencement. En effet, la germination demande plus de sursaturation que la croissance 

cristalline. Cette méthode consiste à utiliser les germes microcristallins dès le début de 

l'expérience, obtenus en forte sursaturation, pour ensemencer en faible sursaturation. Cela peut 

faciliter la détermination de nouvelles conditions de cristallisation, à condition que les 

concentrations ne conduisent pas à la fonte immédiate des germes (sous-saturation).  

Les germes peuvent être soit quelques monocristaux (macro-ensemencement ou 

macroseeding), soit un broyat de cristaux (micro-ensemencement ou microseeding). En 

permettant de contrôler le nombre de germes ensemencés, le macro-ensemencement favorise 

la croissance de quelques grands cristaux plutôt que de nombreux petits cristaux. En dissociant 

les étapes de germination et de croissance, l’ensemencement permet de faire pousser les 

cristaux dans des conditions plus variées et moins saturées. En effet, les cristaux ont souvent 

une croissance plus lente et plus régulière en faible saturation. 

Plusieurs techniques d'ensemencement ont été recensées par De-Yu-Zhu et al.[12]:  

• Macro-ensemencement : Cette méthode consiste à introduire un seul cristal (de 5 à 50 

µm) dans une solution de protéine pré-équilibrée. Cela nécessite que le cristal soit 

préalablement nettoyé afin de présenter des faces non contaminées, prêtes à croître. 

• Micro-ensemencement : Des cristaux microscopiques (micro-semences) sont 

introduits dans une solution de protéine. Ces micro-semences sont créées en broyant 

un cristal qui ne convient pas aux expériences de diffraction. Le cristal est cassé à 

l'aide d’une bille en verre, créant des microcristaux qui adhèrent à un filament. 

Ensuite, ce filament est introduit dans des solutions de protéine pré-équilibrées. Ces 

microcristaux agiront comme des germes qui se développeront dans la nouvelle 

solution. 

Le micro-ensemencement est considéré comme étant à la fois facile et efficace, et est 

généralement testé en premier. Cependant, il est difficile de contrôler précisément le nombre 

de micro-semences introduites dans la solution. 

Le macro-ensemencement est un outil puissant pour augmenter la taille des cristaux. 

Cependant, il implique des manipulations délicates : il est nécessaire de retirer le cristal de sa 
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solution initiale, de le laver et de l'introduire dans une nouvelle solution. Pendant ces 

manipulations, il existe un risque de dommage pour le cristal. 

 Interprétation de la cristallisation à l’aide du diagramme de phase 

Un outil important dans la cristallisation des protéines est le diagramme de phase[13]. 

Celui-ci présente l'état d'une molécule en fonction de variables pertinentes du système. Pour 

une solution de protéine, ces variables peuvent inclure la concentration de la protéine dans la 

solution, la température et les caractéristiques du solvant (pH, force ionique, concentration, 

nature des tampons et additifs, etc.). La forme la plus courante du diagramme pour les protéines 

est le diagramme à deux dimensions qui représente la concentration de protéine en fonction 

d'un des paramètres de la solution (les autres paramètres étant maintenus constants)[14]. 

Dans ce diagramme (Figure 5), la courbe de solubilité sépare le domaine de sous-

saturation de la protéine du domaine de sursaturation [15]. 

• La zone métastable indique la région où les noyaux se forment dans des délais 

raisonnables.  

• La zone dite "labile" représente le domaine dans lequel les noyaux apparaissent 

spontanément. En revanche, si la sursaturation est trop élevée, des structures 

désordonnées, des agrégats ou des précipités peuvent se former.  

• Cette zone de "précipitation" est défavorable à la formation de cristaux, car les 

précipités se forment plus rapidement que les cristaux eux-mêmes.  

Cependant, la position de ces zones est également régie par des phénomènes 

cinétiques et est donc imprécise (contrairement à la courbe de solubilité).  

Dans la région de sous-saturation, les cristaux se dissolvent, tandis qu'au-dessus de la 

courbe de solubilité, ils croissent. 

Dans le cas du procédé batch, le mélange doit être placé dans la zone de nucléation, 

où des germes microcristallins peuvent se former. Si les conditions sont réunies, les molécules 

de protéines s'assemblent de manière ordonnée en noyaux, ce qui fait diminuer la concentration 

en protéine. Les cristaux se développent ensuite dans la zone de croissance jusqu'à atteindre 

leur taille maximale, à partir de laquelle le système est en équilibre. 

Dans le cas de la diffusion de vapeur, que ce soit avec la technique de la goutte 

suspendue ou de la goutte assise, le système devient plus complexe car il est composé de deux 
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compartiments. Au début de l'expérience, la goutte contenant la protéine et l'agent précipitant 

est moins concentrée en agent précipitant que le réservoir. Les échanges de vapeur entre les 

deux compartiments vont entraîner une concentration croissante des macromolécules dans la 

goutte. En effet, l'eau s'évapore du compartiment le moins concentré (la goutte) vers le réservoir 

plus concentré pour équilibrer les concentrations en agent précipitant au fil du temps, et cela 

augmente également la concentration en protéine dans la goutte. Cette dynamique vise à 

favoriser la formation de germes microcristallins dans la zone de nucléation si les conditions 

sont adaptées, puis à faire croître les cristaux dans la zone de croissance. 

 

 

Figure 5 Diagramme de phase (Tirée de GERARD 2017)[16]. 

 

 Echantillons protéiques cristallisés 

D - I.9.a. Cristallisation de la protéine CALB en complexe avec la lysine ou la 

rutine 

Méthodologie de cristallisation de la protéine CALB : 

La lipase B de Candida antarctica (CALB) a été commandée chez Novozymes. 

L’échantillon contient de l'eau à 43,7 % (w/w), du sorbitol à 25 % (w/w), du glycérol à 25 % 

(w/w), de la lipase à 6 % (w/w), du benzoate de sodium à 0,20 % (w/w) et du sorbate de 

potassium à 0,10 % (w/w). La protéine a été utilisée en suivant les protocoles décrits ci-dessous. 
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Pour tester les conditions de cristallisation de la protéine CALB en complexe avec la 

lysine (CALB-Lysine), nous avons consulté plusieurs publications relatives à la cristallisation 

de cette protéine, dont l'une indiquait la composition d'une solution de cristallisation [17] [18]. 

Nous avons également utilisé le robot Oryx8 ainsi que des kits commerciaux (Structure Screen, 

Wizard, JBScreen, JCSG et Morpheus). Ainsi, nous avons découvert une nouvelle condition 

de cristallisation pour CALB-Lysine, qui consiste en une goutte composée de 40% (v/v) de 2-

Propanol, 100 mM d'imidazole/acide chloridrique à pH 6,5 et 15% (w/v) de PEG 8000 

(condition Wizard4-T45). Ensuite, nous nous sommes intéressés à cette goutte et avons réalisé 

une série d'optimisations autour de cette condition en utilisant la méthode de la goutte 

suspendue ou le microbatch. 

Le robot Oryx8 a de nouveau été utilisé avec le kit JCSG (Joint Centre for Structural 

Genomics) pour rechercher des conditions de cristallisation de CALB en complexe avec la 

rutine. Des cristaux ont été obtenus en mélangeant 0,6 µL d'échantillon (CALB + rutine) et 0,3 

µL du kit de cristallisation contenant 100 mM de citrate de sodium à pH 4,0 et 800 mM de 

sulfate d'ammonium (condition B01a-JCSG). Une fois les cristaux découverts, une étape 

d'optimisation autour de cette condition de cristallisation a été effectuée en utilisant la méthode 

de la goutte suspendue ou la méthode microbatch. 

Préparation de la solution de la rutine  

Typiquement, 10 mg de rutine ont été dissous dans 100 µL (80 µL d'eau + 20 µL 

d'isopropanol), ce qui équivaut à une concentration de 10 mg / 0,1 mL ou 100 g/L = 0,16 mol 

/L. Ensuite, la solution a été chauffée à une température comprise entre 30 et 40 °C. En raison 

de l'insolubilité totale du composé dans le solvant, nous avons procédé à une centrifugation, 

puis nous avons récupéré le surnageant. 

Voici ci-dessous quelques exemples de cristallisation de la CALB. 

Optimisation par diffusion de vapeur en goutte suspendue 

Une boîte Linbro comprenant 24 puits de quelques millilitres a été utilisée pour 

réaliser les expériences manuellement (Figure 6A). En utilisant une seringue contenant de la 

graisse silicone, un cercle entourant les 24 puits (Figure 6B) a été appliqué, créant ainsi un joint 

entre la lamelle et le puits afin de fermer hermétiquement le système. 

Ensuite, nous avons ajouté 400 μL de solution de cristallisation dans ces mêmes puits 

et préparé 24 lamelles correspondant aux 24 puits. 
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A          B 

Figure 6 Photographie d’une boite Linbro (A), Schéma de l’un des puits de la boîte Linbro (B).  

 

• Optimisation de la condition CALB-Lysine 

Pour lancer l'optimisation, des solutions basées sur la condition Wizard4-T45 ont été 

préparées, composées de 35%, 40%, ou 43% (v/v) de 2-propanol, 100 mM d'imidazole/acide 

chloridrique avec un pH variable (6.2, 6.5, 6.6 ou 7.0), et une variation du pourcentage de PEG 

8000 entre 15% et 18% (w/v) (Tableau 1). La solution de Lysine/HCl utilisée est une solution 

commerciale de 1M. 

Les gouttes des lamelles associées à ces puits contiennent : 

• Colonne 1 et 2 : 2 µL de (protéine + Lysine) et 1.2 µL de solution du puits 1. 

• Colonne 3 et 4 : 2 µL de (protéine + Lysine) et 1.2 µL de solution du puits 3. 

• Colonne 5 et 6 : 2 µL de (protéine + Lysine) et 1.2 µL de solution du puits 5. 

Tableau 1  Conditions de cristallisation du cristal CALB-Lys 

 

PEG(8000)   

2-propanol 

Prot + Lys 

15% 

35 % 

18% 

35% 

15% 

40% 

18% 

40% 

15% 

43% 

18% 

43% 

pH 6.2       

pH 6.5       

pH 6.6       

pH 7       

 1 2 3 4 5 6 
 

 

• Optimisation de la condition CALB-Rutine 

Pour optimiser les cristaux obtenus lors du screening de CALB-Rutine, nous avons 

préparé une solution de cristallisation basée sur la condition suivante : 750 mM de sulfate 

d'ammonium (SA), 100 mM de citrate de sodium (CS) avec un pH de 4.2. La goutte de la 
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lamelle associée à ce puits contient 0.9 µL de (protéine + Rutine), 0.45 µL de screen B01a-

JCSG et 0.33 µL d'eau contenant de l'azide (Tableau 2). 

Tableau 2  Conditions de cristallisation du cristal CALB- Rutine 

700 mM SA 

CS pH 4.0 

750 mM SA 

CS pH 4.0 

800 mM SA 

CS pH 4.0 

800 mM SA 

CS pH 4.0 

800 mM SA 

CS pH 4.0 

850 mM SA 

CS pH 4.0 

700 mM SA 

CS pH 4.0 

750 mM SA 

CS pH 4.0 

800 mM SA 

CS pH 4.0 

800 mM SA 

CS pH 4.0 

800 mM SA 

CS pH 4.0 

850 mM SA 

CS pH 4.0 

750 mM AS 

CS pH 3.8 

800 mM AS 

CS pH 3.8 

850 mM AS 

CS pH 3.8 

750 mM AS 

CS pH 4.0 

800 mM AS 

CS pH 4.0 

850 mM AS 

CS pH 4.0 

750 mM AS 

CS pH 4.2 

800 mM AS 

CS pH 4.2 

850 mM AS 

CS pH 4.2 

750 mM AS 

CS pH 4.0 

4% glycérol 

800 mM AS 

CS pH 4.0 

4% glycérol 

850 mM AS 

CS pH 4.0 

4% glycérol 
 

 

Cristallisation par Microbatch 

Pour augmenter les chances d'obtenir des cristaux CALB-Lysine, nous avons utilisé 

une deuxième méthode de cristallisation expliquée au paragraphe D - I.4: la méthode 

microbatch, en utilisant une plaque microbatch composée de 72 micropuits (notés de 1A à 12F) 

(Figure 7A). Le processus de cristallisation que nous avons suivi est le suivant : nous avons 

rempli les puits 1A à 8F avec une goutte d'huile de paraffine en suivant une ligne, à l'aide d'une 

pipette en plastique de 3 mL, de manière à former un dôme d'huile sur chaque puits. 

  

 A B 

Figure 7 Plaque microbatch (A), Schéma d’une plaque micobatch (B).  

À l'aide d’une micropipette, nous avons prélevé 1 µL de chacune des 48 premières 

solutions commerciales du kit de cristallisation JCSG comprenant 96 conditions de 

cristallisation, et nous les avons déposées sous la couche d'huile (2 µL) de chacun des 48 puits 
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de la plaque. La plaque a été centrifugée à 3220 g pendant 1 minute afin de permettre la fusion 

de la goutte de solution commerciale avec la goutte de protéine contenant la Lysine au fond du 

puits (formant ainsi une sorte d'entonnoir), et pour que l'huile ferme hermétiquement ce 

mélange des deux gouttes (ce qui évite l'évaporation de la protéine et de la solution 

commerciale). Ensuite, la plaque a été placée dans la chambre à 4°C. 

D - I.9.b. Cristallisation d’un variant du fragment Nrp1-b1 de Nrp-1 

Méthodologie de cristallisation du variant de Nrp1-b1 

L'échantillon utilisé a été produit sur la plateforme de biologie structurale intégrée de 

l'IGBMC (Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire de Strasbourg). Le 

variant contient 6 mutations : Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu, 

Lys397Glu). La protéine purifiée se trouve à une concentration de 63 mg/ml dans une solution 

50 mM Tris/HCl, pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole. Le variant a été utilisé en suivant 

les protocoles décrits ci-dessous. Pour tester les conditions de cristallisation du variant de 

NRP1-b1 avec le peptide KDKPPR, nous avons consulté plusieurs publications relatives à la 

cristallisation de cette protéine, dont l'une indiquait la composition d'une solution de 

cristallisation[19] [20] [21]. Nous avons également utilisé un robot de pipetage Oryx8 (Douglas 

Instruments) avec des kits commerciaux disponibles au laboratoire pour la recherche de 

conditions. Les essais de cristallisation de l’hexavariant ont été réalisés en présence de 

l'hexapeptide KDKPPR à 20 ◦C. Les cristaux sont apparus avec une solution de JCSG MD1-

37 composée de citrate d'ammonium 0,2 M, de bis-tris 0,1 M, pH 5,5 et de 25% de PEG 3350 

(w/v). 

D - II CRISTALLOGENESE DES PETITES MOLECULES 

Selon Bernhard Spingler et al. (2012), les méthodes de cristallisation des petites 

molécules peuvent être réparties en cinq catégories [22]: diffusion de vapeur ou évaporation, 

refroidissement, technique de couches et gel. Dans la suite, Nous détaillerons les méthodes les 

plus couramment utilisées. 

 Méthode de diffusion de vapeur ou d’évaporation de solvant 

Une des méthodes de cristallisation d'une molécule consiste à utiliser un solvant suivi 

de son évaporation. La molécule (sous forme de poudre) est placée dans de petits tubes à essai 

auxquels on ajoute le solvant approprié. Après avoir homogénéisé la solution soluté-solvant, 
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soit en utilisant une plaque chauffante, soit par agitation simple, on recouvre le tube d'un film 

de paraffine que l'on perce pour favoriser une évaporation lente du solvant. Cette méthode 

permet une évaporation progressive du solvant et favorise ainsi la formation de cristaux de la 

molécule. 

 Méthode par Refroidissement lent 

Une autre méthode consiste à cristalliser la molécule dans un solvant chauffé. Dans 

un bécher, la molécule est placée avec le solvant et la solution est homogénéisée à l'aide d'une 

plaque chauffante. Ensuite, la solution soluté-solvant chauffée est transférée dans une boîte en 

polystyrène contenant une bouteille d'eau chaude. Cette technique permet un refroidissement 

lent de la solution, favorisant ainsi la formation des cristaux. 

 Petites molécules étudiées durant la thèse 

Dans cette thèse, l'acide bétulinique a été utilisé pour être couplé avec deux molécules, 

à savoir le chlorure de phénoxyacétyle et le 2-chlorocinnamoyl. Par la suite, l'acide laurique, 

un acide gras de type C12, a été cristallisé et a fait l'objet d'études approfondies. 

D - III CONGELATION DES CRISTAUX DE PROTEINE, TESTS DE DIFFRACTION, COLLECTE DES 

DONNEES DE DIFFRACTION ET TRAITEMENT DES DONNEES 

L'étape suivant l'obtention de cristaux de macromolécules biologiques consiste à tester 

leur pouvoir de diffraction sous un rayonnement X. Cette capacité de diffraction est essentielle 

pour obtenir des données exploitables permettant de construire un modèle moléculaire. Cette 

étape permet également de vérifier si les cristaux obtenus sont bien des cristaux de protéines et 

non des cristaux de sels qui présentent un très bon pouvoir de diffraction et des paramètres 

métriques de réseau significativement plus petits (i.e. a, b, et c). 

 Cryoprotection et Congélation des cristaux  

Lors de l'enregistrement des données de diffraction, les cristaux sont exposés plus ou 

moins longtemps aux rayons X et sous un rayonnement plus ou moins brillant. Ces 

rayonnements entraînent la dégradation des cristaux, principalement en générant des radicaux 

libres (radiolyse de l'eau) et des phénomènes d'ionisation. Avec l'utilisation de sources de 

rayonnement de plus en plus intenses, il est devenu essentiel de protéger les cristaux contre 

cette dégradation. La congélation à des températures inférieures à 140 K (dans notre cas, 
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généralement 100 K) permet de réduire la propagation des radicaux libres dans le cristal. Cela 

évite également la congélation de l'eau sous forme cristalline, ce qui provoque l'apparition de 

taches parasites sur les images de diffraction. Cette méthode facilite également la conservation 

et le transport des cristaux. 

Les cristaux des macromolécules biologiques contiennent une quantité significative 

d'eau (le plus souvent entre 30 et 80%), ce qui peut conduire à la formation de glace cristalline 

lors de la congélation. Cette formation de glace peut entraîner une augmentation du volume du 

cristal, ce qui peut le détériorer, voire le détruire. De plus, l'eau entourant le cristal peut 

également cristalliser lors de la congélation, ce qui peut perturber les images de diffraction en 

générant des anneaux de glace à des résolutions caractéristiques de 3,7 Å, 2,2 Å et 1,9 Å [23].  

Pour éviter cela, il est souvent nécessaire d’ajouter un cryoprotectant par le biais d'une 

technique de trempage et d'échange[24]. Différents cryoprotectants peuvent être utilisés, tels 

que le glycérol, le saccharose, le méthylpentanediol (MPD) ou le polyéthylène glycol 400 (PEG 

400). L'utilisation d'un cryoprotectant permet d'empêcher la formation de glace cristalline au 

profit d'un état vitreux amorphe, qui est plus transparent aux rayons X. 

Dans notre cas, lors de la cristallisation de la CALB-Lysine, la solution mère contenait 

40% d'isopropanol, ce qui la rendait déjà cryoprotectante. Par conséquent, il n’a pas été 

nécessaire d'utiliser un cryoprotectant supplémentaire (Figure 8). 

 

 

 
 

Figure 8 Cristal de CALB-Lys monté sur une Cryoloop et soumis à un flux d’azote.  

 Tests de diffraction 

Les tests de diffraction ont été réalisés à l'aide du diffractomètre automatique 

SuperNova (Agilent) à 4 cercles (oméga, phi, kappa et thêta), équipé d'une microsource au 

cuivre et d'un détecteur CCD (dispositif à transfert de charge). Cet appareil fait partie du parc 

de diffractomètres de la plateforme de mesures de diffraction X, gérée par le laboratoire CRM2 

(Figure 9). Tous les cristaux ont été systématiquement prélevés à l'aide d'une boucle de nylon 
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(CryoLoop de chezHampton Research ou Molecular Dimensions). Un cliché de diffraction 

préalable sans cristal dans la boucle est réalisé pour vérifier la capacité de la solution mère à 

vitrifier. Aucun anneau de diffraction de glace microcristalline ne doit être présent sur le cliché. 

Le cristal monté doit être centré sur le faisceau X à l'aide d'une tête goniométrique. Pour un 

test classique, le cristal est exposé pendant 20 secondes au flux de rayons X avec une oscillation 

de 1° autour de l'axe oméga du diffractomètre, qui est perpendiculaire à la direction du faisceau. 

Ensuite, un deuxième cliché est réalisé avec les mêmes paramètres, mais le cristal est tourné 

de 90° par rapport à l'axe oméga pour vérifier l'isotropie du signal de diffraction. Si les clichés 

de diffraction sont satisfaisants, deux options sont possibles. Si la résolution est suffisante (au 

moins 4 Å), une recherche de la maille peut être initiée en prenant plusieurs clichés pour 

indexer le réseau réciproque du cristal et caractériser ses paramètres de maille. À la fin de cette 

expérience, une collecte des données de diffraction peut être planifiée au laboratoire. Sinon, le 

cristal est conservé dans de l'azote liquide pour être mesuré ultérieurement sur une ligne 

synchrotron où le faisceau de rayons X est plus intense. 

 
 

Figure 9 Diffractomètre supernova équipé d’un détecteur CCD Atlas  

 Le diffractomètre provient de la société Agilent et est installé sur la plate-forme de mesures de diffraction X de 
l’Université de Lorraine (tirée de crm2.univ-lorraine.fr). 

 Collecte des données de diffraction 

Classiquement au laboratoire, une stratégie de collecte est calculée à l'aide du logiciel 

CrysalisPro (CrysAlisPro, Oxford Diffraction/Agilent Technologies UK Ltd, Yarnton, 

England), en utilisant les paramètres de maille obtenus lors d'une expérience préliminaire 

(Figure 10). La stratégie est optimisée pour collecter un maximum de pics de Bragg (taches de 

diffraction) dans un temps minimum, en tenant compte des résolution, complétude et 

redondance souhaitées. La symétrie du cristal et l'estimation de son pouvoir diffractant sont 
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prises en compte dans le calcul. À cet effet, le programme CrysalisPro détermine une plage 

angulaire à couvrir pour différentes orientations du cristal. En se basant sur les données 

collectées lors de l'expérience préliminaire, le programme propose l'angle d'oscillation et le 

temps d'exposition pour chaque image. La distance entre le cristal et le détecteur est optimisée 

"manuellement" afin de mesurer les données à la meilleure résolution possible tout en obtenant 

des taches bien séparées. Le temps d'acquisition est également ajusté. La durée d'une collecte, 

qui varie en fonction de la symétrie du cristal, dure généralement une dizaine d'heures au 

maximum. Dans ce projet, les collectes ont été effectuées sur les lignes de lumière PROXIMA 

(Synchrotron-soleil.fr/fr/lignes-de-lumière/proxima-2a) du synchrotron Soleil de Paris mais 

aussi sur des lignes de lumières du synchrotron ESRF de Grenoble (https://www.esrf.fr/). 

  

Figure 10 Cliché de diffraction d’un cristal de CALB-Lys maclé mesuré au synchrotron 

 Traitement des données 

À l'issue d'une collecte de données cristallographiques, une série de fichiers d'images 

contenant les clichés de diffraction est obtenue. La prochaine étape consiste à traiter ces images 

afin d'indexer et d'extraire les intensités des différents pics de Bragg mesurés, également 

appelés réflexions. Pour le traitement des données collectées au synchrotron, nous avons utilisé 

le logiciel XDS (Kabsch, 2010). XDS est une suite de programmes fonctionnant sous Linux et 

MacOS[25]. À partir des fichiers images, XDS est capable d'effectuer les tâches suivantes : 

• XYCORR : Application de facteurs de correction à chaque pixel pour corriger les 

défauts du détecteur. 

• INIT : Estimation du niveau de bruit. 

https://www.synchrotron-soleil.fr/fr/lignes-de-lumi%C3%A8re/proxima-2a
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• COLSPOT : Identification des pics les plus intenses. 

• IDXREF : Indexation des pics et premières estimations des paramètres de maille, du 

groupe ponctuel, de l'orientation du cristal et de la mosaïcité. 

• DEFFPIX : Identification des régions "utiles" sur le détecteur et mise à l'écart des 

régions de mauvaise qualité. 

• XPLAN : Établissement d'une stratégie de collecte à partir des informations. Cette 

étape est facultative. 

• INTEGRATE : Estimation de l'intensité de chaque réflexion dans les régions définies 

par DEFFPIX. 

• CORRECT : Application de facteurs de correction aux intensités des réflexions et à 

leurs écarts types. 

A la fin du premier tour d'intégration des données, des indicateurs statistiques sont 

utilisés pour évaluer la qualité du jeu de données et estimer la résolution, permettant ainsi, le 

cas échéant, d'affiner l'intégration[26]. Les indicateurs utilisés sont les suivants : 

• Le rapport moyen entre l'intensité et l'écart-type de la mesure (I/sig(I)). 

• Le facteur Rmerge, qui évalue le désaccord entre l'intensité moyenne d'une réflexion 

h, k, l et les intensités de chaque mesure de la réflexion ou de ses équivalentes par 

symétrie. 

• Le facteur Rmeas, similaire au facteur Rmerge, mais corrigé pour prendre en compte 

la redondance. 

• La complétude, qui représente la quantité de pics de Bragg mesurés par rapport au 

maximum mesurable à une résolution donnée. 

• La redondance, qui correspond au nombre moyen de mesures pour chaque réflexion 

indépendante. 

• Le facteur de corrélation de Pearson, appelé CC1/2, qui mesure la corrélation entre 

deux ensembles de données de diffraction divisés aléatoirement. 

A partir de ce facteur, Karplus et al. ont défini un facteur CC* comparable au facteur 

de corrélation entre les facteurs de structure observés et calculés[27]. Ainsi, une dernière 

tranche de résolution avec un CC* supérieur ou égal à 50% contient des informations utiles 

pour l'affinement du modèle. Les réflexions sont ensuite mises à l'échelle et réduites à l'aide du 

programme XSCALE (Kabsch, 2010), qui permet également de fusionner plusieurs jeux de 

données. XDSCONV est utilisé pour générer un fichier au format mtz contenant l'ensemble 
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des réflexions associées à leur intensité et à leur déviation standard[25]. Le programme 

Pointless a également été utilisé pour optimiser la recherche du réseau et du groupe 

d’espace[28]. 

D - IV METHODE DE PHASAGE PAR REMPLACEMENT MOLECULAIRE 

 Introduction au problème de la phase 

A la fin du traitement des données, l'information relative à la structure est contenue 

dans la liste des intensités enregistrées. Pour décrire la structure de l'objet contenu dans la 

maille, on utilise la relation :  

                               𝜌(𝑥, 𝑦, 𝑧) = (
1

𝑉
)∑ ∑ ∑ 𝐹ℎ𝑘𝑙𝑒

−2𝑖𝜋(ℎ𝑥+𝑘𝑦+𝑙𝑧)
𝑙𝑘ℎ  

Avec :  

• ρ la densité électronique en tout point du cristal de coordonnées fractionnaires x, y et 

z. 

• V le volume de la maille du cristal.  

• h, k et l les coordonnées des nœuds du réseau réciproque.  

• 𝐹ℎ𝑘𝑙 le facteur de structure décrivant l’onde diffractée par la maille dans une direction 

définie par les indices h, k et l. 

Néanmoins, seuls les modules |𝐹ℎ𝑘𝑙 | sont connus à partir des intensités mesurées, 

tandis que l'information sur la phase de ces ondes est perdue. Pour retrouver la densité 

électronique, il est nécessaire de disposer des phases. La méthode du remplacement isomorphe 

consiste à introduire des atomes lourds facilement localisables dans la maille en raison de leur 

grand facteur de diffusion, afin d'en déduire ces phases. Une autre méthode repose sur 

l'utilisation de diffuseurs anomaux, tels que la sélénométhionine incorporée dans la protéine, 

qui présente une diffusion particulière (diffusion anomale) dépendant de la longueur d'onde 

utilisée. 

En contraste avec ces méthodes expérimentales, appelées méthodes de perturbation, 

la méthode du remplacement moléculaire consiste à utiliser la structure déjà déterminée d'une 

molécule similaire à la molécule cible pour obtenir des phases initiales partiellement correctes. 

L'objectif du remplacement moléculaire est de placer dans la maille du cristal à caractériser 

une molécule dont la structure est connue et similaire, qui servira de point de départ pour 
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obtenir les phases initiales. Ces phases sont approximatives, mais suffisantes pour commencer 

la reconstruction progressive du modèle. Dans la mesure où de nombreuses structures de CALB 

étaient déjà déposées dans la Protein Data Bank (PDB) au début du projet, le remplacement 

moléculaire se présentait comme la méthode de choix pour résoudre le problème de la phase. 

Il en a été de même pour le domaine b1 de Nrp-1. 

 Coefficient de Matthews 

Parallèlement à la recherche d'une protéine de structure similaire, il est nécessaire de 

caractériser le contenu du cristal étudié. La maille élémentaire est le motif de base qui, par 

translation répétée, constitue le cristal. Selon la symétrie du réseau, la maille élémentaire est 

subdivisée en unités asymétriques qui représentent le plus petit volume du cristal ne contenant 

pas d'éléments liés par une symétrie cristallographique. Cependant, il est possible que différents 

objets liés par une symétrie non cristallographique soient présents dans la maille (par exemple, 

un homodimère lié par une symétrie axiale). Le contenu de la maille, représenté par Za, qui est 

le nombre de chaînes, peut être estimé à l'aide du coefficient de Matthews (VM), exprimé par la 

formule suivante[29] : 

𝑉𝑀 =
𝑉

𝑀. 𝑛. 𝑧𝑎
 

Avec : 

• V le volume de la maille élémentaire 

• M la masse moléculaire de la protéine  

• n le nombre de positions équivalentes  

• Za le nombre de molécule dans l’unité asymétrique 

Sur la base de 116 cristaux de protéines, B. W. Matthews a observé que le coefficient 

VM variait de 2 à 4 Å3.Da-1, ce qui correspond à un taux de solvant d'environ 27 à 65 % en 

utilisant un volume spécifique de 0,74 cm3.g-1 pour la protéine[30]. Ainsi, il est possible 

d'estimer le nombre de molécules à rechercher et à placer dans l'unité asymétrique en 

connaissant la masse moléculaire de la protéine et la symétrie du cristal. La résolution peut 

également être un paramètre à prendre en compte, car une analyse statistique portant sur près 

de 16 000 structures cristallographiques a montré que les cristaux présentant la résolution la 

plus élevée ont les plus faibles valeurs de VM [29]. 
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 Principe du remplacement moléculaire 

Après avoir sélectionné une structure de protéine similaire dans la PDB (idéalement 

avec un pourcentage d'identité de séquence supérieur ou égal à 30 %), il peut être utile de 

préparer le modèle de structure en substituant tous les résidus différents de la protéine d'intérêt 

par des résidus alanine. La méthode du remplacement moléculaire vise à créer un cristal virtuel 

de la protéine modèle similaire au cristal de la protéine étudiée[31]. Pour ce faire, les 

programmes de remplacement moléculaire utilisés  fonctionnent à partir des cartes de Patterson 

des molécules[32] [33]. Une carte de Patterson est une carte centrosymétrique représentant tous 

les vecteurs intra- et intermoléculaires par des pics de positions et d'intensités variables. Elle 

est générée par transformée de Fourier à partir des modules au carré des facteurs de structure 

et peut être calculée directement après l'enregistrement des clichés de diffraction. 

Dans un premier temps, la fonction de rotation permet de déterminer l'opérateur 

(composé de trois angles) à appliquer au modèle pour l'orienter correctement dans la maille. 

En pratique, le logiciel superpose les cartes de Patterson du modèle et de la protéine cible sous 

différentes orientations afin de les faire coïncider au mieux, en tenant compte des vecteurs 

intramoléculaires uniquement (avec une sphère de diamètre inférieur à celui de la protéine). 

Dans un second temps, on recherche un maximum de corrélation entre la carte de 

Patterson du cristal et celle du modèle grâce à la fonction de translation. Celle-ci prend en 

compte les vecteurs intermoléculaires et détermine la translation à appliquer au modèle 

préorienté dans la maille du cristal. À l'issue du remplacement moléculaire et en fonction de 

l'algorithme utilisé, différents scores sont calculés pour évaluer la fiabilité du résultat. De plus, 

une inspection visuelle vérifie la cohérence de l'empilement de la structure modèle dans la 

maille du cristal de la protéine d'intérêt. Si les molécules du modèle se chevauchent, la solution 

du remplacement moléculaire n'est pas physiquement réaliste et doit être rejetée. Dans le cas 

d'un remplacement moléculaire réussi, ce cristal virtuel du modèle permet de calculer les 

modules et les phases qui, associés aux modules des facteurs de structure Fkhl du cristal étudié, 

permettent d'obtenir différentes cartes de densité électronique de la molécule étudiée. Ensuite, 

une reconstruction du modèle est effectuée. 

D - V CONSTRUCTION, AFFINEMENT ET VALIDATION DU MODELE 

 Construction avec le logiciel COOT 
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Après l'étape de phasage par le remplacement moléculaire, il est nécessaire de 

reconstruire la structure de la protéine d'intérêt en utilisant les cartes de densités électroniques. 

Cette reconstruction a été effectuée à l'aide du logiciel graphique Coot ("Crystallographic 

Oriented Object Toolkit"[34]. Ce logiciel intuitif offre différentes fonctionnalités, telles que 

l'affinement local des positions des atomes dans la densité, la mutation des chaînes latérales, la 

régularisation de la stéréochimie, etc. L'objectif est d'obtenir un modèle avec une stéréochimie 

correcte, en cohérence avec les données enregistrées (à partir des cartes de densité 

électronique). Le logiciel permet également d'ajouter les molécules d'eau liées à la protéine, les 

ions, ainsi que les éventuels ligands de la protéine. Deux types de cartes de densité électronique 

"différence" sont utilisées conjointement. La carte Fo-Fc est obtenue en soustrayant le facteur 

de structure Fc "calculé" à partir du modèle du facteur de structure Fo "observé" lors de 

l'expérience. Cette carte met en évidence les erreurs du modèle sous la forme de pics positifs 

(le plus souvent coloriés en vert, Figure 11) là où des électrons sont manquants, et de pics 

négatifs (le plus souvent coloriés en rouge) dans les régions du modèle comportant un excès 

d'électrons.  

                                                                                

  

Figure 11 Région du site catalytique de la structure de la CALB-Lys au cours de l’étape de reconstruction de la densité 
électronique.  

 Carte 2Fo-Fc (contourée à 1.2 σ) en bleu et carte Fo-Fc (contourée à 3.0 σ) en rouge et en vert. 
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La carte Fo-Fc, qui met l'accent sur les erreurs du modèle, présente deux limitations. 

D'une part, elle ne ressemble pas à la surface moléculaire réelle, et d'autre part, elle est très 

bruitée, ce qui la rend difficile à interpréter lorsque le modèle comporte de nombreuses erreurs. 

La deuxième carte, appelée carte différence 2Fo-Fc, est beaucoup plus intuitive car elle peut 

être interprétée comme une carte représentant la localisation réelle des électrons (surface bleue, 

Figure 11). Cependant, ces cartes sont souvent difficiles à interpréter car elles sont biaisées par 

les erreurs sur les positions atomiques, les intensités mesurées et les phases. Il est possible de 

prendre en compte ces erreurs en calculant des cartes pondérées, également appelées cartes 

sigmaA, comme décrit dans l'ouvrage de Sherwood et Cooper, 2010. Ces cartes sont du type 

mFo-DFc ou 2mFoDFc, où m représente la qualité des phases pour chaque réflexion (figure de 

mérite) et D peut être considéré comme la fraction correcte du modèle. 

 Affinement par maximum de vraisemblance avec le logiciel PHENIX 

Après plusieurs étapes de reconstruction, une étape d'affinement de la structure peut 

être entreprise. Cette étape vise à affiner numériquement les coordonnées atomiques du modèle 

ainsi que les facteurs d'agitation de chaque atome, en tenant compte à la fois des données 

initiales et de la stéréochimie du modèle, à travers l'application de contraintes sur les longueurs 

de liaisons, les angles de liaison, la planéité, les angles de torsion, etc. Le logiciel utilisé pour 

l'affinement de la structure de CALB-Lysine a été phenix.refine de la suite PHENIX [35] qui 

fonctionne en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance [35]. Le concept du 

maximum de vraisemblance repose sur la probabilité de mesurer les facteurs de structure 

observés Fobs, compte tenu du modèle à affiner. La recherche du maximum de cette probabilité 

est ensuite effectuée lors de l'affinement. Pour surveiller le bon déroulement de l'affinement, 

deux indicateurs sont utilisés : les facteurs R et Rfree. 

Le facteur R (également appelé Rcryst) est un facteur d'accord exprimé selon la 

relation : 

𝑅 =
∑ ||𝐹𝑜𝑏𝑠| − 𝑘|𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐||ℎ𝑘𝑙

∑ |𝐹𝑜𝑏𝑠|ℎ𝑘𝑙
 

𝐹𝑜𝑏𝑠 Facteur de structure observé 

𝐹𝑐𝑎𝑙𝑐 Facteur de structure calculé 

k Facteur d’échelle 
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Ce facteur R mesure le désaccord entre les modules des facteurs de structure dérivés 

du modèle et les modules des facteurs de structure mesurés expérimentalement. En général, ce 

facteur a une valeur d'environ 40 % au début de l'affinement, mais il diminue à 20 % voire 

moins vers la fin du cycle de construction/affinement si la résolution est suffisante. 

Le deuxième facteur, Rfree, est calculé de la même manière que le facteur R, mais à 

partir d'une petite portion (habituellement 5 %) du jeu de données complet qui n'est pas utilisée 

pendant l'affinement. Cet indicateur non biaisé permet d’éviter un sur-affinement des données. 

Ainsi, la qualité du modèle s'améliore lorsque les facteurs R et Rfree diminuent de concert au 

cours de l'affinement. 

En pratique, plusieurs cycles d'affinement et de reconstruction manuelle sont 

nécessaires pour obtenir une structure correctement affinée. Lorsque les facteurs R et Rfree ne 

diminuent plus, que le modèle est correct d'un point de vue stéréochimique et que l'affinement 

n'améliore plus les cartes de densité, on considère que la structure est finalisée. 

 Validation du modèle avec MOLPROBITY et PDB-Validation 

La dernière étape de la résolution d'une structure consiste à la valider la stéréochimie 

du modèle et la concordance entre les données expérimentales et le modèle. Le programme 

MOLPROBITY (Davis et al., 2004) est intégré à PHENIX et permet de surveiller en continu 

le bon déroulement du processus après chaque étape de construction/affinement[36]. Ce 

module permet notamment de vérifier les points suivants : 

• Diagramme de Ramachandran pour évaluer les angles de torsion φ et ψ. 

• Rotamères préférentiels  

• Les contraintes stériques entre atomes voisins  

• Chiralité 

• Planarité de groupements comme la liaison amide 

• Corrélation entre le modèle et la densité électronique  

L'ensemble de ces paramètres est évalué à travers un score global qui devrait être aussi 

bas que possible (généralement inférieur à 2) pour une structure correctement affinée. Ce score 

reflète la résolution cristallographique à laquelle on pourrait s'attendre pour ces paramètres[37].  

A l'issue de cette première évaluation, le modèle peut ensuite être vérifié en utilisant 

le serveur en ligne PDB-Validation Server (https://validate-rcsb-2.wwpdb.org/), qui évalue la 
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structure et les données à travers le processus de dépôt dans la PDB. Si nécessaire, des 

modifications peuvent être apportées à la structure avant le dépôt définitif. Le serveur de 

validation vérifie globalement les mêmes paramètres que MOLPROBITY, mais il est 

complémentaire car il compare la structure nouvellement produite aux autres structures déjà 

déposées dans la PDB. Cela permet, en particulier, d'évaluer la qualité du modèle par rapport 

aux structures de résolution similaire. 

Après avoir décrit les matériels et les méthodes utilisés dans cette étude, nous allons maintenant 

examiner les résultats obtenus et les interpréter dans le contexte de nos objectifs 
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Cette dernière partie rend compte des résultats obtenus pour les protéines et les petites 

molécules cristallisées.  

E - I LES PROTEINES : LA LIPASE B (CALB) DE CANDIDA ANTARCTICA ET LA 

NEUROPILINE-1 (NRP-1) HUMAINE 

E - I.1 La Lipase B (CALB) de Candida Antarctica 

E - I.1.a. Cristallisation du complexe CALB+Rutine 

i) Résultats de Cristallisation 

Les résultats de la cristallisation du complexe CALB+Rutine sont illustrés dans la 

Figure 1.  

Dans une première étape, la boîte "CALB+Rutine (0,6 µL) – B01a-JCSG (0,3 µL)" a 

été utilisée pour reproduire les conditions de cristallisation utilisées par Uppenberg et al. 

(1994). La solution de cristallisation utilisée était une solution provenant du kit commercial 

B01a-JCSG, contenant 100 mM de citrate de sodium à pH 4,0 et 800 mM de sulfate 

d'ammonium. Deux jours plus tard, de petits cristaux polycristallins de forme hexagonale ont 

été obtenus. Cette première boîte a servi de point de départ pour optimiser la condition de 

cristallisation. 

La stratégie d’optimisation a consisté à modifier les concentrations en sulfate 

d’ammonium (750 mM à 800 mM) et le pH du tampon citrate (4,0 à 4,2) dans les réservoirs. 

En ce qui concerne les gouttes, des mélanges solution protéique/solution de cristallisation 

B01a-JCSG/eau ont été réalisés en faisant varier les proportions. Des cristaux de forme 

hexagonale, de taille convenable ont été obtenus pour une concentration en sulfate 

d’ammonium de 800 mM et un pH de 4,0. La goutte de la lamelle associée à ce puits contenait 

0,9 µL de CALB+Rutine, 0,45 µL de screen B01a-JCSG et 0,33 µL d'eau contenant de l'azide. 

Cette seconde étape a donc permis d'optimiser la taille des cristaux (Figure 1). 
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Figure 1 :  Photographie des cristaux du complexe CALB+Rutine 

     

ii) Essais de diffraction 

L’étape suivante après l'obtention des cristaux de protéine consiste à tester leur 

pouvoir diffractant. Ce paramètre est fondamental pour obtenir des données exploitables afin 

de construire un modèle. Cette étape permet également de constater que les résultats obtenus 

sont bien des cristaux protéiques et non des cristaux de sels. En effet les clichés de diffraction 

d’une macromolécule et d’un sel se distinguent facilement. Les tests de diffraction des cristaux 

ont été réalisés sur la plateforme de mesures de diffraction et de diffusion des rayons X 

(PMD2X) du CRM2. L’appareil utilisé a été le diffractomètre automatique SuperNova (Rigaku) 

équipé d'une micro-source au cuivre et d'un détecteur CCD (Charge Coupled Device). Tous les 

cristaux ont été systématiquement prélevés à l'aide d'une CryoLoop (Hampton Research ou 

Molecular Dimensions). Cependant, ces tests ont révélé un pouvoir diffractant faible, voire 

inexistant, ce qui a conduit à l'arrêt des étapes suivantes de caractérisation. 

 

E - I.1.b. Cristallisation de la protéine CALB+Lysine  

i) Résultats de Cristallisation 

Les résultats de la cristallisation CALB+Lysine sont illustrés dans la Figure 2.  

Dans une première étape, la boîte "CALB+Lysine (2 µL) – Wizard4-T45 (0,3 µL)" a 

été utilisée pour reproduire les conditions de cristallisation utilisées par Stauch et al. (2015). 

La concentration de la solution de Lysine/HCl était à 1M. La solution de cristallisation utilisée 
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était une solution provenant du kit commercial Wizard4-T45, contenant 40% (v/v) de 2-

Propanol, 100 mM d'imidazole/acide chlorhydrique à pH 6,5 et 15% (w/v) de PEG 8000. Deux 

jours plus tard, de petits cristaux polycristallins ont été obtenus. Cette première boîte a servi de 

point de départ pour obtenir des cristaux monocristallins et d’une taille suffisante pour les 

expériences de diffraction. 

La stratégie d’optimisation a consisté à varier la concentration du 2-propanol (35% 

=> 43%) et en ajustant le pH de l'imidazole/acide chloridrique (6,2 =>7,0) dans les réservoirs. 

En ce qui concerne les gouttes, des mélanges solution protéique/solution des puits ont été 

réalisés en faisant varier les solutions prises dans les différents puits. Des cristaux sous forme 

de plaquette, de taille convenable ont été obtenus pour une concentration en imidazole/acide 

chlorhydrique de 1 M et un pH de 6,2. La goutte de la lamelle associée à ce puits contenait 2 

µL de CALB+Lysine/HCl et 1.2 µL de solution du puits. Cette seconde étape a donc permis 

d'optimiser la taille des cristaux (Figure 2). 

 

Figure 2 : Micro-Photographie des cristaux maclés CALB+Lys  

 

ii) Essais de diffraction 

Le diffractomètre utilisé pour les essais de diffraction des cristaux CALB+Rutine a 

été le même que celui utilisé pour les cristaux CALB+Lysine. Un cliché de diffraction 

préliminaire a été réalisé en utilisant uniquement la liqueur mère afin de vérifier si elle 

convenait. Aucun anneau de diffraction provenant de la glace microcristalline ne doit être 

visible sur le cliché. Cela a été le cas. Le cristal monté a été centré sur le faisceau X à l'aide 

d'une tête goniométrique. Le cristal a été exposé pendant 20 secondes au flux de rayons X avec 

une oscillation de 1° autour de l'axe oméga du diffractomètre, perpendiculaire à la direction du 
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faisceau. Ensuite, un deuxième cliché a été enregistré où le cristal a été tourné de 90° par 

rapport à l'axe oméga pour vérifier l'isotropie du signal de diffraction. Les clichés étant 

satisfaisants (résolution meilleure que 4 Å), une recherche de paramètres de maille a été tentée 

en prenant plusieurs clichés afin d'indexer le réseau réciproque du cristal. À la fin de cette 

expérience, une collecte de données de diffraction a été planifiée au synchrotron SOLEIL 

(Palaiseau, France) sur la ligne de lumière PROXIMA-2. Pour cela, le cristal a été conservé 

dans un cryo-conservateur contenant de l'azote liquide. 

iii) Mesures 

Les collectes ont été réalisées sur les lignes de lumière PROXIMA-2A 

(https://www.synchrotron-soleil.fr/fr/lignes-de-lumiere/proxima-2a) du synchrotron Soleil. 

Cette ligne de lumière, située à la sortie d'un onduleur, est équipée d'un détecteur de rayons X 

Eiger-X 16M (Dectris Ltd.). La brillance du rayonnement synchrotron (au moins 1 milliard de 

fois plus intense que celle de la micro-source de laboratoire) et le détecteur « shutter less » 

(sans fermeture d’obturateur entre deux clichés de diffraction) permettent la réalisation de 

collectes de données en quelques minutes voire moins. Les statistiques de la meilleure collecte 

sont résumées Tableau 1 et la Figure 3 présente un cliché de diffraction. 

 

Tableau 1 : Données de diffraction du cristal CALB+Lysine 

 

 CALB+Lys 

Synchrotron Beamline PROXIMA2-SOLEIL 

Space group P 21 

a, b, c 45.33   107.49 68.25 

α, β, γ 90.0   90.0   90.0  

Resolution 45.33 – 1.87  

Resolution ring 45.33 – 1.87 45.33 – 8.97 1.91 – 1.87 

Rmerge (%) 15.7 4.8 1.349 

Rmeas (%) 17.1 5.3 1.477 

Rpim (%) 6.6 2.1 58.6 

Nb. Obs 352847 3305 14582 

Nb. Unique 52824 507 2634 

I/σ(I) 8.3 24.9 1.2 

CC1/2 (%) 99.4 99.5 63.4 

Completeness 98.1 99.4 76.0 

Multiplicity 6.7 6.5 5.5 
 

 

https://www.synchrotron-soleil.fr/fr/lignes-de-lumiere/proxima-2a
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Figure 3 : Cliché de diffraction du cristal maclé de CALB+Lys mesuré au synchrotron Soleil 

 

iv) Problème de macle 

La définition d'une macle selon [1] est la suivante : "Une macle est un édifice cristallin 

hétérogène formé de l'association de deux ou plusieurs cristaux homogènes de même nature 

orientés suivant des lois déterminées." Une macle, également appelée "Crystal Twinning" 

en anglais, se produit lors de la croissance des cristaux. Les clichés de diffraction des 

cristaux maclés sont souvent difficiles à interpréter. Parfois, il est impossible de résoudre 

la structure car les lois de macle sont indéterminées. Leur détermination permet la 

résolution des structures, mais l'affinement reste souvent difficile. 

Les macles peuvent généralement être classées de la manière suivante : 

❖ D’après leur genèse: 

• macles de croissance, qui se forment pendant la croissance cristalline, soit 

dans les premières étapes, soit par accolement tardif de cristaux ayant déjà 

atteint une taille considérable. 

• macles de transformation, qui se forment suite à une transition de phase 

dans laquelle la symétrie du cristal baisse et que, dans sa structure, des 

domaines à différentes orientations vont se former. 

• macles mécaniques, qui se forment suite à une action mécanique, 

notamment une pression orientée le long d'une direction. 
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❖ Classement morphologique [2]: 

Le mode de jonction des cristaux permet de définir trois grandes familles de macles. 

• macle par rotation ou axiale, lorsque l'élément de macle est une rangée (axe 

de macle); 

• macle par réflexion ou par pénétration, lorsque l'élément de macle est un 

plan réticulaire (plan de macle); 

• macle par inversion, lorsque l'élément de macle est un point; 

❖ Classement structurale des macles par Georges Friedel : 

Sur la base des valeurs de l'indice de macle (n) et de l'obliquité (ω), Friedel a classé les macles 

en quatre catégories principales. 

 

Tableau 2 : Classification des macles selon les valeurs de l’indice macle et de l’obliquité 

 Indice de macle n = 
V maille maclée

V maille individus
  qui est le nombre avec lequel il faut multiplier le volume de la maille du 

cristal de base (réseau Rc) pour obtenir la maille du réseau de macle (Rm). 

 Obliquité de la macle ω : c'est la déviation par rapport à la perpendicularité exacte de l'axe ou du plan de macle 
(ω ≤ 3-4°). 

  

 n = 1 n > 1 

 ω = 0 macle par mériédrie macle par mériédrie réticulaire 

 ω >0 macle par pseudo-mériédrie macle par pseudo-mériédrie réticulaire 

 

Dans le cocristal CALB+Lys, une macle par rotation de la forme [h -k -l]180° a été 

identifiée lors de l’analyse des données, et cette loi de macle correspond à une macle par 

pseudo-mériédrie. Le paramètre statistique développé par J. Padilla et T. Yeates a permis de 

révéler sans ambiguïté le problème de macle [3]. Ce paramètre consiste à comparer localement 

des intensités de réflexions choisies de manière appropriée. Un cristal non maclé a un paramètre 

de 0.5 alors qu’un cristal maclé avec une fraction de 0.5 a un paramètre de 0.375. Les données 

de diffraction de CALB+Lys présentent un paramètre de 0.39 indiquant une fraction de macle 

d’environ 30%. Par ailleurs ce problème de macle avait déjà été évoqué dans l’analyse de 

cristaux de CALB [4] [5]. Les cristaux de protéines maclés posent souvent des défis lors de 

leur analyse structurale par diffraction des rayons X, car la macle perturbe les informations 
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obtenues à partir des données de diffraction, comme cela a été le cas dans le cocristal 

CALB+Lys. L’affinement a été réalisé à l’aide du logiciel PHENIX. Il n’a pas été possible de 

déposer la structure affinée dans la Protein Data Bank car il y avait un problème de gestion de 

la macledans le logiciel de la PDB. Les cartes de densité électronique peuvent être légèrement 

bruitées dans les zones agitées de la protéine. Toutefois, les cartes de densité électronique 

semblent indiquer la présence de lysine dans le site actif, avec le groupement amine de la chaîne 

latérale à proximité de la triade catalytique. Ce résultat est en accord avec les conclusions de 

la récente publication de Dettori, Jelsch et collaborateurs [6]. Ces travaux montrent que CALB 

acyle quasi exclusivement le groupement amine de la chaîne latérale de la lysine en présence 

d’acide laurique, et les études in silico corroborent ce résultat expérimental.  

L'analyse préliminaire réalisée dans le cadre de cette thèse semble indiquer qu'il est 

possible d'obtenir un complexe entre CALB et la lysine par co-cristallisation. 

Malheureusement, les cristaux sont maclés. Des données de diffraction de meilleure qualité 

permettraient peut-être la modélisation de la macle, en d'autres termes, un affinement 

cristallographique plus précis pour interpréter avec confiance les cartes de densité électronique. 

De nouvelles conditions de cristallisation pourraient également être explorées dans le but 

d'obtenir des cristaux non maclés. 

 

E - I.2 Neuropilin-1-peptide KDKPPR 

E - I.2.a. Résumé de l’article 

La neuropiline-1 (NRP-1), un corécepteur de surface cellulaire de nombreux facteurs 

de croissance et d'autres molécules de signalisation, a depuis longtemps été au centre de 

l'attention en raison de son association avec le développement et la progression de plusieurs 

types de cancers. Plus récemment, son rôle en tant que récepteur pour l'infection par le SARS-

CoV-2 (virus du COVID-19) a suscité un vif intérêt. La principale cible thérapeutique est une 

poche située dans le domaine b1 de NRP-1, dans laquelle les régions C-terminales des 

isoformes du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire A se fixent. Dans la structure 

cristalline du fragment b1 humain natif, ce site de liaison au VEGF est obstrué par l’empilement 

cristallin, ce qui empêche la liaison des ligands. Six acides aminés chargés situés à la surface 

de la protéine ont été mutés afin de perturber l’empilement cristallin et d’obtenir une nouvelle 

forme cristalline. La structure du fragment b1 muté complexé avec le peptide KDKPPR a été 
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déterminée par cristallographie aux rayons X. Récemment, ce peptide a été combiné à un 

photosensibilisateur et à un agent de contraste afin de cibler spécifiquement NRP-1 pour la 

détection et le traitement du glioblastome, un cancer du cerveau agressif, par thérapie photo-

dynamique (PDT).  

Le variant électrostatique a cristallisé dans une nouvelle forme cristalline avec le site 

de liaison au VEGF exposé au solvant et occupé par les trois résidus C-terminaux du peptide 

KDKPPR. Les interactions atomiques ont été analysées à l'aide de l'interface de Hirshfeld du 

complexe peptide/protéine. Des simulations de dynamique moléculaire (MD) ont été effectuées 

pour analyser plus en détail la liaison du peptide et les mouvements des protéines de type 

sauvage et mutant. La dynamique moléculaire (MD) du peptide suggère que le résidu arginine 

est le principal point d'ancrage du peptide dans la poche de liaison du fragment b1 de NRP1-1. 

E - I.2.b. Publication N° 1 :  

New crystal form of Human Neuropilin-1 b1 fragment with six electrostatic mutations 

complexed with KDKPPR peptide ligand. 
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Abstract: Neuropilin 1 (NRP1), a cell-surface co-receptor of a number of growth factors and other
signaling molecules, has long been the focus of attention due to its association with the development
and the progression of several types of cancer. For example, the KDKPPR peptide has recently been
combined with a photosensitizer and a contrast agent to bind NRP1 for the detection and treatment
by photodynamic therapy of glioblastoma, an aggressive brain cancer. The main therapeutic target
is a pocket of the fragment b1 of NRP1 (NRP1-b1), in which vascular endothelial growth factors
(VEGFs) bind. In the crystal packing of native human NRP1-b1, the VEGF-binding site is obstructed
by a crystallographic symmetry neighbor protein, which prevents the binding of ligands. Six charged
amino acids located at the protein surface were mutated to allow the protein to form a new crystal
packing. The structure of the mutated fragment b1 complexed with the KDKPPR peptide was
determined by X-ray crystallography. The variant crystallized in a new crystal form with the VEGF-
binding cleft exposed to the solvent and, as expected, filled by the C-terminal moiety of the peptide.
The atomic interactions were analyzed using new approaches based on a multipolar electron density
model. Among other things, these methods indicated the role played by Asp320 and Glu348 in the
electrostatic steering of the ligand in its binding site. Molecular dynamics simulations were carried
out to further analyze the peptide binding and motion of the wild-type and mutant proteins. The
simulations revealed that specific loops interacting with the peptide exhibited mobility in both the
unbound and bound forms.

Keywords: Neuropilin 1; variant; ligand; X-ray crystallography; molecular dynamics simulation;
Hirshfeld interface; electrostatic influence

1. Introduction

Neuropilins (NRP1 and NRP2) are type I single-pass transmembrane glycoproteins
expressed in all vertebrates and have many physiological roles. They act as co-receptors of
a range of growth factors and other signaling molecules. A recent cryo-electron microscopy
structure highlights the role of NRP1 in a ternary complex with a semaphorin protein and
a plexin receptor, which altogether mediates signaling in neuronal axon guidance and
other processes [1]. NRP1 also forms a ternary complex with vascular endothelial growth
factor A 165 (VEGF-A165) and the receptor VEGFR2 [2]. This complexation is associated
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with intracellular signaling, mitogenesis, cell migration and angiogenesis [3]. Research has
shown that NRP1 plays a significant role in the development and progression of various
cancer types [4] and also more recently in the infectivity of severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) [5]. In particular, this transmembrane receptor has been
suggested as a molecular therapeutic target for glioblastoma, with overexpression mainly
due to endothelial cells of angiogenic phenotype and associated pro-tumor macrophages,
both of which are linked to an unfavorable prognosis [6]. A recent review outlines the
various functions of NRP1 in the context of cancer treatments [7].

The membrane protein NRP1 (as NRP2) contains a large N-terminal extracellular
region (~850 amino acids (AA)), a single transmembrane domain (~25 AA) and a short
C-terminal cytoplasmic domain (~45 AA) [8]. The ectodomain consists of five independent
domains, where the first four (a1, a2, b1 and b2 domains) are involved in ligand binding,
while the role of the last one (c domain) is still under debate (oligomerization, NRP1 ho-
modimerization, etc.) [1]. The interdomain linkers are also important in the heterocomplex
formation as spacers [1]. The determination of the crystal structure of the b1 domain
provided the first structural insight at the atomic-level into NRP1 [9]. The interaction
of NRP1 with VEGF has been extensively studied. Briefly, the NRP1-b1 domain folds
into a distorted jelly roll barrel motif that is composed of two beta-sheets [9] (Figure 1a).
The strands are connected by loops of varying length. The bottom of the beta-barrel core
exhibits a triangular shape that contains an intramolecular disulfide bridge. At the top of
the beta-barrel core, the loops are divided in six loop regions (L1–L6) to delimit the pocket
of the positively charged tail of VEGF. The C-terminal arginine residue of VEGF-A165 is
buried in this pocket and is a key feature of the binding. Numerous atomic experimental
structures have been determined to characterize and/or inhibit the interaction of NRP1-b1
and VEGF using peptides or arginine derivatives as well as a fusion protein [10–13].

We have developed peptides combined with a photosensitizer to target NRP1 in the
context of photodynamic therapy (PDT) to detect and treat glioblastoma [14–16]. Recently, a
nanoparticle was designed that combines KDKPPR motif as a targeting peptide, porphyrin
as photosensitizer and gadolinium chelate as contrast agent. This nanoparticle, called
AGuIX@PS@KDKPPR, enables the detection of tumor tissue by magnetic resonance imaging
and treatment by PDT [6,17,18]. The affinity of the nanoparticle for human NRP1 was
validated, and it was found to be ten times lower than that of the free peptide (KD of 4.7 µM
for AGuIX@PS@KDKPPR and KD of 0.5 µM for KDKPPR) [17].

In this study, the KDKPPR peptide was synthesized, and its molecular interactions
with NRP1-b1 fragment were investigated by X-ray crystallography and molecular dy-
namics (MD) simulations. Previously, we have attempted to co-crystallize NRP1-b1 with
a carbohydrate-based peptidomimetic [19]. However, we constantly obtained tetragonal
crystals that were isomorphous to the crystals of the unbound protein. These crystals
are unsuitable for obtaining structures of complexes because the site that binds the C-
terminal tail of VEGF is obstructed by symmetry-related protein molecules [9]. We have
used site-directed mutagenesis to modify the repartition of charges on the surface of
NRP1-b1 to induce changes in the crystal packing. This approach is an efficient tool for
crystallizing a protein in a new form and facilitating, for example, the formation of a
protein–ligand complex in the crystal through co-crystallization or soaking techniques [20].
In this study, we successfully co-crystallized the KDKPPR peptide with a hexavariant
of NRP1-b1 (Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu, Lys397Glu). An
original crystal form was obtained where the VEGF-binding pocket is filled by the KDKPPR
peptide and is located in large spaces connected by solvent channels in the crystal packing.
The structure of the NRP1-b1/KDKPPR complex was analyzed by MD simulations and
innovative tools based on a multipolar electron density model [21].
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VEGF-binding pocket are highlighted in magenta and labelled. The PPR moiety of KDKPPR peptide 

Figure 1. (a) Ribbon view of the crystal structure of NRP1-b1 hexavariant. The six mutations and
the disulfide bridge Cys275-Cys424 are shown as sticks and labelled. The loops L1–L5 that line the
VEGF-binding pocket are highlighted in magenta and labelled. The PPR moiety of KDKPPR peptide
is shown as sticks with refined 2mFo-DFc electron density contoured at 1.0 σ. (b) Repartition of the
charged residues in NRP1-b1 hexavariant. The positive (blue) and negative (red) charges are shown
as spheres on the protein structure. The mutated residues with change in charge are labeled and are
shown in light blue and light yellow. The PR residues of KDKPPR peptide are shown on the top of
the figure.

2. Results and Discussion
2.1. Design of the NRP1-b1 Hexavariant

The charge distribution on the surface of NRP1-b1 was significantly altered in order to
promote the formation of a new crystal form, based on a visual inspection of the model. The
point mutations were chosen to be far away from the VEGF-binding pocket to minimize
disruption of the peptide-binding site (Figure 1b). Specifically, six charged residues on
the protein surface were mutated to residues of opposite charge: Glu277Lys, Glu285Lys,
Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu and Lys397Glu. Mutation of these residues did not lead
to isoelectric conservation. In fact, the estimated isoelectric point of the hexavariant was
1 unit higher than that of the native protein, with a value of 9.2 for the hexavariant and 8.0
for the wild type. These choices resulted in the creation of a highly electropositive region
around the Glu285Lys, Asp289Lys and Glu277Lys mutations, consisting of seven positively
charged residues (Lys274, Lys277, Lys285, Lys289, Arg334, Arg402 and Lys425). Three of
them (Lys277, Lys285 and Lys425) form hydrogen bonds with symmetry-related molecules
in the crystal of the hexavariant (see below, Figure 2 and Table S1).
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Figure 2. Highlights (in green) of the NRP1-b1 residues involved in contacts with a neighboring
monomer in the crystal forms I to VI. Form VI corresponds to the NRP1-b1 hexavariant. Contacts are
defined as residues with a proximity of less than 4 Å. Residues in bold characters forms intermolecular
hydrogen bonds. The positions of the mutations have been highlighted with triangles above the two
sets of residue numbering.

2.2. Crystal Structure of the NRP1-b1 Hexavariant
2.2.1. Description of the Structure

The hexavariant (Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu, Lys397Glu)
of the NRP1-b1 domain crystallized in the P3221 space group with a novel packing ar-
rangement. The asymmetric unit contained two chains (A and C), each with a KDKPPR
peptide (chains B and D) in its VEGF-binding site, plus 377 water molecules and an acetate
ion. Only the last three residues of the peptide (PPR) in both monomers were included in
the refined structure (Figure 1a). Positive residual peaks in the difference electron density
maps persisted around the first proline residue of the KDKPPR peptide. These peaks were
slightly stronger in monomer D. We made several attempts to improve the final 2mFo-DFc
electron density map, such as modeling an additional residue in the peptide or modeling
alternative conformations for the first proline residue. However, no satisfactory model
has emerged from any of these efforts. The two monomers were nearly identical, with an
overall coordinate root mean square deviation (RMSD, Å) of 0.30 Å on the 154 Cα atoms
common to both chains. Slight conformational differences were observed at the very first
and last residues of the two monomers, due to their different involvement in packing
contacts. This probably also explained the differences observed at the neighboring disulfide
bridge Cys275-Cys424 of the two monomers. Indeed, in monomer A, it showed two alter-
native conformations, one of which was rather ill-defined, whereas only one conformation
was observed in monomer C. The same argument concerning packing effects probably
applied for the slight differences observed in some side chain conformations (Phe335) and
sometimes in some main chain regions (Glu374-Pro378, Pro396-Pro398). The mutations
did not affect the protein fold, since the current hexavariant model showed an overall
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RMSD of 0.51 Å with the wild-type structure (PDB entry 1KEX, [9]), compared to a 0.30 Å
RMSD between the hexavariant independent monomers (A and C). Four of the mutations
(Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys and Lys397Glu) resulted in no apparent change in the
main chain fold. On the contrary, Glu367Lys and Lys373Glu were located in regions with
larger observed displacements: the Cα atom of residue 367 underwent a 1.75 Å shift due to
an overall movement of region Ser363-Trp369, while the ψ angle of Gly375 rotated 180◦ in
the rearrangement of the Glu373-Pro378 loop. Both of these observations are most likely
the consequence of the change in crystal packing and protein–protein contacts (Figure 2),
rather than the direct influence of the mutations on the polypeptide conformation.

2.2.2. Crystal Packing and Intermolecular Contacts

The mutations induced a new crystal packing in which a few introduced residues
(Lys277 and Lys285 in chain A) were involved in modified intermolecular interactions. The
two independent hexavariant models (chains A and C) have similar molecular environ-
ments. Indeed, more than half of the contacts are identical in both chains (Table S1). The
KDKPPR peptide is not involved in the crystal cohesion. The hexavariant crystal contains
large solvent spaces (volume of approximatively 30,000 Å3, Figure S1) into which it seems
possible for small molecules to diffuse because they are connected by solvent channels. The
N-terminal parts of the two independent KDKPPR peptides (KDK moiety, chains B and
D) are located in the bulk solvent, while their C-terminal parts are tightly bound in the
pocket that would welcome the C-terminal tail of VEGF, in chains A and C, respectively
(see below). The electron density for the N-terminal regions of chains B and D was too
weak to build a model, probably because these regions exhibited dynamic disorder.

We compared the hexavariant crystal form with those of the NRP1-b1 domain available
in the Protein Data Bank [22]. Five structures of NRP1-b1 with distinct unit cell parameters
were found (Figure 2, Table S2). The asymmetric units contain one to four independent
chains. The crystal structure of the tetragonal form I represents the unbound state of
NRP1-b1, in which the VEGF-binding site is obstructed by symmetry-related molecules. All
other crystal forms were obtained by co-crystallization of NRP1-b1 with arginine or close
derivatives (crystal forms II to V). The intermolecular environment analysis revealed that
crystal forms II and III have similar packings (P21 space group with two independent chains
and P41 space group with one independent chain, respectively) (Figure S2). We also noticed
that in all cases, at least one independent ligand was positioned at the interface between
two adjacent NRP1-b1 monomers (Figure S3). Their presence was probably necessary for
the cohesion of these crystal packings. That is why we worked with a variant, trying to
find a new crystal packing where the ligand only contacts the protein to which it is bound.

2.3. Protein Ligand Interaction
2.3.1. Description of Ligand Binding

The KDKPPR peptide was bound in the VEGF-binding pocket formed by loops L1 to
L5 of NRP1-b1, with its C-terminal arginine positioned in a very similar manner to what
was described in detail by [11]. Briefly, its guanidine group forms a salt bridge involving
two hydrogen bonds with Asp320 (L5), while the aliphatic part of its side chain is stacked
between the phenyl rings of Tyr297 (L1) and Tyr353 (L3) (Figure 3a). The arginine residue
of the ligand is also tightly bound at the main chain by residues of L3, with one of its
carboxylate oxygen atoms hydrogen-bonded to the side chain hydroxyl groups of Thr349
and Tyr353 and the second one to the lateral chain of Ser346. The last strong anchoring of
the KDKPPR peptide arises from the main chain carbonyl group of the first proline, which
forms a hydrogen bond with the hydroxyl group of Tyr297 (L1). The first three residues of
the peptide apparently found no preferred binding to NRP1-b1 that could have fixed them
in a given conformation and made them visible in the electron density.
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Figure 3. (a) Structure of the binding site of NRP1-b1 hexavariant in complex with the KDKPPR
peptide. The pocket is mainly composed of five loops (L1 to L5), which are respectively colored
blue, cyan, green, red and turquoise. The crystallographic model of the peptide includes only the
PPR moiety, represented as sticks. The NRP1 residues in the close proximity of the peptide are also
depicted as sticks. The four structural water molecules are highlighted as spheres, while hydrogen
bonds are illustrated as dashed sticks. Various labels are provided to enhance clarity, indicating loops,
peptide, residues and water molecules. (b) Nucleophilic Influence Zones associated with the oxygen
atoms Asp320-Oδ1 (dark blue), Asp320-Oε2 (light blue), Tyr297-Oη (green) and Glu348-Oε2 (major
conformer, orange) in the vicinity of the ligand-binding site of monomer A. The corresponding atomic
nucleophilic sites are indicated by colored circles, and the PPR moiety of the KDKPPR peptide is
highlighted in yellow.

Ordered water molecules were checked and found identical to those discussed by [11].
Four structural water molecules in the peptide-binding site (HOH A690, A666, A717 and
B101 for chain A and HOH C570, C549, C596 and D101 for chain B) were included in
calculation of the contacts enrichment ratio (see below, Figure 3a).

2.3.2. Electrostatic Influence of the Protein on the Peptide

The VEGF-binding site of NRP1-b1 is occupied by the PPR moiety of the KDKPPR
peptide, with its electrophilic C-terminal arginine residue forming a salt bridge with
Asp320. For this reason, it is interesting to study the electrostatic influences from the
whole NRP1 protein on the peptide from the point of view of Nucleophilic Influence Zones
(NIZ) [23] (Figure 3b). A NIZ represents the volume containing all the electric field lines
converging to a specific nucleophilic site, often an oxygen atom in proteins. Therefore, an
electrophilic ligand within this space, like a positive charged entity, experiences attractive
electrostatic forces directed toward the corresponding nucleophilic site. NIZs associated
with the relevant oxygen atoms involved in the binding of the PPR moiety were calculated
excluding ligand atoms and using CHARGER program [24].

As anticipated, the NH2 groups of the arginine guanidinium of the KDKPPR peptide
are influenced by their respective hydrogen-bonded oxygen atoms of Asp320 (dark blue
surface for Oδ1 atom and light blue surface for Oδ2 atom) (Figure 3b). The NIZ of the
Glu348-Oε2 atom (orange surface) covers the position of one peptide proline residue, while



Molecules 2023, 28, 5603 7 of 17

the NIZ of the Tyr297-Oη atom (green surface) encompasses the majority of the other
peptide proline residue. Hence, these NIZs illustrate the forces acting on both proline
residues, specifically exerting an attraction on their hydrogen atoms, thus stabilizing the
ligand conformation by pulling one proline residue towards Glu348 and the other towards
Tyr297.

Given the close proximity of the solvent dielectric medium and the distances between
the proline residues involved and the generators of the discussed NIZs (i.e., Glu348-
Oε2 and Tyr297-Oη), it is likely that the electrostatic stabilization is relatively weak but
cannot be disregarded. Electrostatic forces, being long-range interactions, play a role, and
the presence of numerous charged hydrogen atoms in the pyrrolidine rings of prolines
facilitates favorable interactions with the negatively charged oxygen atoms of the side
chains of Glu348 and Tyr297, supporting our interpretation.

However, there are other factors contributing to the stabilization of the KDKPPR
peptide that deserve attention. One such factor is the strong hydrogen bond between the
hydroxyl group of Tyr297 and the carbonyl oxygen atom of the first proline residue in
KDKPPR (Figure 3a). Furthermore, a stabilizing van der Waals contact can be inferred from
the proximity of the Glu348-Cγ hydrogen atoms and the Cγ hydrogen atoms in the second
proline residue of the KDKPPR peptide.

Furthermore, since electrostatic influences participate in the driving of ligand diffusion
across the solvent toward a protein-binding site [25], the NIZs also provide insights on the
electrostatic forces originating from the protein residues and directing the ligand during its
approach. Here, the NIZs of Glu348-Oε2 and Asp320-Oδ2 atoms extend beyond the protein
surface, suggesting their potential contribution to the electrostatic steering effect that
facilitates electropositive ligand fixation in the VEGF-binding site of NRP1-b1 (Figure 3b).

2.3.3. Hirshfeld Surface and Contacts Enrichment Ratio

The Hirshfeld surface [26] between the peptide and the protein was calculated with
MoProViewer software [27]. The Hirshfeld surface allows the analysis and visualization of
intermolecular interactions. The contact enrichment ratio EXY between chemical species
X and Y is obtained by comparing the actual CXY contacts with those calculated as if all
contact types had the same probability of forming [28]. The equiprobable proportions
RXY are derived by probability products from the chemical proportions on the Hirshfeld
surface. An EXY enrichment ratio greater than unity for a particular contact between
chemical species X. . .Y indicates that these are over-represented. The chemical nature of
the contacts and their enrichment in the complex of NRP1-b1 with KDKPPR peptide are
shown in Table 1. The proportions of contact types are very similar in the two independent
monomers of NRP1-b1 (correlation of CXY contact type proportions of 99.9%).

The less polar Hc hydrogen atoms bonded to carbon were distinguished from the more
electropositive Ho/n atoms bound to oxygen or nitrogen. Four structural water molecules
in monomer A (and their equivalent in monomer B, see above) in the binding cleft were
kept and attributed to the protein in the complex. Obviously, the O. . .Ho/n hydrogen
bonds are strongly attractive from an electrostatic point of view and are overrepresented
(E = 2.58, Table 1). Representing 17.4% of the interaction surface, they are recognized as the
most favored contacts. This concerns interactions between C=O and COO− acceptors and
N-H, NH2 and O-H hydrogen bond donors. The O. . .Hc weak hydrogen bond contacts
represent 15.3% of the interaction surface and can be considered as weakly favored contacts,
with an enrichment ratio of E = 1.20. Some enrichment ratios close to zero concern the
O. . .O and Hn/o. . .Hn/o contacts, which are absolutely avoided in the protein/ligand
complex because they concern repulsive self-contacts between charged species.

Occupying the largest contact area (21.3%), non-polar Hc. . .C contacts are significantly
over-represented (E = 1.80) and consist in particular of C-H. . .π interactions involving
the aromatic rings of Tyr239, Tyr183 and Tyr187. The Hc. . .Hc contacts represent 10.3%
of the surface and can be considered as weakly disfavored contacts, as they present an
enrichment ratio lower than unity (E = 0.81). The Ho/n. . .W (oxygen atoms of water



Molecules 2023, 28, 5603 8 of 17

molecules) contacts involving the four structural water molecules represent 6.9% of the
interaction surface and can be considered as significantly favored contacts, with E = 1.88.
The four water molecules interact essentially with Ho/n and secondarily with Hc atoms.

Table 1. Statistical analysis of intermolecular contacts on the Hirshfeld interface between the PPR
moiety of the KDKPPR peptide and NRP1-b1.

Atom Type C Hc N Ho/n O W #

surface_peptide 8.8 42.7 5.5 22.9 20.1 0
surface_protein 21.4 30.0 1.2 15.6 15.9 16.0

C 1.4 21.3 1.3 3.4 0.4 1.0
Hc 10.3 3.5 7.2 15.3 4.8
N 0 0.5 0.2 1.3

Ho/n CXY (%) 1.6 17.4 6.9
O 0.3 2.0

C 0.75 1.80 1.02 0.54 0.08 0.73
Hc 0.81 1.62 0.53 1.20 0.70
N 0 0.40 0.17 1.44

Ho/n EXY 0.44 2.58 1.88
O 0.09 0.64

Hphob Hphil Hphob * Hphil

surface % peptide 57.1 43.0
surface % protein 52.6 47.4
contacts % 37.8 28.2 34.0

enrichment 1.26 1.38 0.69

* The Hirshfeld surface was limited to the regions where the electron density is larger than 0.0013 e/Å3 in order to
omit the peptide surface exposed to the solvent. # Oxygen atom of water molecules. The second and third rows
show the chemical content on the Hirshfeld surface. The next rows show the % CXY of the contact types on the
surface, followed by their enrichment ratios. The major surface components, the CXY contacts and the significantly
enriched contacts (E > 1) are highlighted in bold characters. In the lower part of the table, the atoms are grouped
into hydrophobic (Hphob) and hydrophilic (Hphil) atoms.

The hydrophobic and hydrophilic atoms were regrouped in order to analyze the in-
teractions between the two subgroups. The N contact surface occurs on sp2 peptide and
guanidinium nitrogen atoms (N without electron lone pair) and was considered hydropho-
bic together with the C and Hc atoms. The peptide and protein interaction surfaces are
constituted by more hydrophobic (57.1 and 52.6%, respectively) than hydrophilic atoms.
The protein/ligand complex shows an enrichment of contacts between hydrophilic atoms
(E = 1.26) and between hydrophobic atoms (E = 1.38). On the other hand, despite the mild
enrichment of the weak hydrogen bonds of O. . .Hc, the cross contacts Hphob x Hphil are
strongly under-represented (E = 0.69), which indicates a good partitioning of hydrophilic
and hydrophobic contacts.

In summary, the protein/ligand complex is mainly maintained by over-represented
strong O. . .Ho/n interactions, which correspond notably to the salt bridge anchoring
Asp206 and the arginine residue of the peptide. Secondarily, more moderately enriched
interactions also play an important role, such as weak C-H. . .O hydrogen bonds and hy-
drophobic contacts, notably between Hc and C atoms. The enrichment values agree with
trends found in studies of interactions in several families of oxygenated and nitrogenated
hydrocarbon molecules [28,29]. The strong hydrogen bonds such as O. . .Ho/n are signifi-
cantly enriched; in the case of small-molecule crystals, the over-representation reaches even
larger values beyond 10.

Concerning the weak C-H. . .O hydrogen bonds, they tend to occur in a moderately
under-represented way in crystal structures of small molecules containing both strong H-bond
donors and acceptors (such as alcohols for example), due to the competition of strong H-bonds.
On the contrary, in the present protein/peptide interface, they appear slightly enriched. This
can be explained by the excess of strong H-bond acceptors on the protein (SO + SW = 31.9%)
compared to SHo/n = 22.9% of strong H-bond donors on the peptide.
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2.4. Molecular Dynamics

Coordinate RMSD of NRP1-b1 was monitored along the molecular dynamics (MD)
trajectories and stabilized after 50 ns in a range of 1–2 Å. Similar coordinate drift was
observed for the bound and unbound proteins, as well as for the mutated and wild-type
sequences. Only one copy of the mutated protein in complex with the peptide displays
slightly larger coordinate drift (Figure 4).

Molecules 2023, 28, x FOR PEER REVIEW 10 of 18 
 

 

 

Figure 4. Coordinate RMSD (Å) calculated on the backbone heavy atoms of NRP1-b1 with respect 

to the initial X-ray crystallographic structure. The curves measured on the triplicated trajectories are 

colored in black, green and gray, respectively. 

The atomic root mean square fluctuations (RMSFs, Å, Figure 5) of NRP1-b1 display 

quite superimposed profiles for all MD trajectories, with the unbound protein (dashed 

line) showing more mobile regions in particular for the loop of residues 317–322, which 

corresponds to the loop L5 of the VEGF-binding pocket. The very similar fluctuation 

profiles for the variant and WT forms show that the mutations introduced to alter crystal 

packing do not introduce a major bias in the dynamics of the protein. The N-terminal 

region of the KDKPPR peptide interacting with NRP1-b1 displays large fluctuations along 

the trajectories, in agreement with the invisible electronic density for this part of the 

peptide.  

 NRP1 holo hexavariant 

 NRP1 holo wild type 

 NRP1 apo wild type 

 NRP1 apo hexavariant  unbound NRP1-b1 hexavariant 

 bound NRP1-b1 hexavariant 

 bound NRP1-b1 wild type 

 unbound NRP1-b1 wild type 

Figure 4. Coordinate RMSD (Å) calculated on the backbone heavy atoms of NRP1-b1 with respect to
the initial X-ray crystallographic structure. The curves measured on the triplicated trajectories are
colored in black, green and gray, respectively.

The atomic root mean square fluctuations (RMSFs, Å, Figure 5) of NRP1-b1 display
quite superimposed profiles for all MD trajectories, with the unbound protein (dashed
line) showing more mobile regions in particular for the loop of residues 317–322, which
corresponds to the loop L5 of the VEGF-binding pocket. The very similar fluctuation
profiles for the variant and WT forms show that the mutations introduced to alter crystal
packing do not introduce a major bias in the dynamics of the protein. The N-terminal region
of the KDKPPR peptide interacting with NRP1-b1 displays large fluctuations along the
trajectories, in agreement with the invisible electronic density for this part of the peptide.
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Figure 5. Atomic root mean square fluctuations (RMSFs, Å) calculated along the molecular dynamics
(MD) trajectories by superimposing the heavy backbone atoms of NRP1-b1 on the corresponding
atoms in the initial crystal structure. The upper panel corresponds to the trajectories recorded
on the WT protein, while the lower panel corresponds to the trajectories recorded on the NRP1-
b1 hexavariant used to determine the crystal structure. The curves measured on the triplicated
trajectories are colored black, green and grey, respectively. They are plotted as solid and dashed lines
for NRP1-b1 in complex with the peptide and for the unbound form, respectively. The positions in
the sequence of the mutated residues are marked with the letter ‘M’. The NRP1 loops interacting with
the peptide are labelled as defined in the text.

The root mean square thermal displacements (RMSTDs) of the Cα atoms in the crystal
structure were derived from the thermal parameters using the formula RMSTD =

√
B/8π2.

This estimation is meaningful because we obtained a high-resolution structure (1.35 Å,
Table 2) [30]. The values were then compared to the average RMSF obtained from three
MD simulations of NRP1-b1 hexavariant in complex with the peptide (Figure S4). RMSTD
and RMSF show similar profiles, indicating a general agreement between both indicators.
However, the values of RMSF are noticeably larger (up to 1.7 Å) in the most dynamic regions
of the polypeptide chain, while RMSTDs consistently remain below 0.75 Å. One plausible
explanation for this discrepancy is that proteins in the crystalline state typically exhibit
reduced mobility compared to their counterparts in solution. Overall, RMSF and RMSTD
show a correlation coefficient of 0.735, indicating a moderate correlation between the two
parameters. The values of RMSF are noticeably larger (up to 1.7 Å) in the most dynamic
region of the polypeptide chain, while RMSTDs consistently remain below 0.75 Å. Several
MD simulations of the literature [31–34] have also shown larger fluctuations in solution
compared to the crystal environment. Our observations agree with these references.

Looking more closely at the RMSF profiles (Figure 5), the loops interacting with the
peptide all display fluctuation peaks whether the peptide is absent or present. The loop
347–350 (L3 loop) bearing Glu348 displays the same mobility. By contrast, a group of loops
clustered on the other side of the binding side, the loop 296–300 (L1) bearing Tyr297 and
Asn300, the loop 310–313 (L2) bearing Glu312 and the loop 318–322 (L5) bearing Glu319,
are more mobile in the absence than in the presence of the ligand. Somehow, the two sides
of the binding pocket behave differently with respect to the ligand. One moiety (L1, L2
and L5) stabilizes upon binding, while the other moiety (L3) retains the same mobility. A
recent MD study by Alshawaf et al. [35] found similar RMSF profiles in NRP1-b1 when
complexed with specialized metabolites 3-O-methylquercetin and esculetin. Specifically,
the fluctuations in the esculetin/NRP1-b1 complex were similar to those observed in our
study of the unbound form, while the 3-O-methylquercetin/NRP1-b1 complex was more
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similar to our complex with the peptide. Notably, the study found that 3-O-methylquercetin
had a more favorable energy of interaction with NRP1-b1 than esculetin [35]. Our “bound”
RMSF profile may be indicative to a state of NRP1-b1 that allows stable interactions with
a ligand.

Table 2. Statistics of X-ray diffraction data collection and model refinement.

Data Collection

Diffraction source ESRF FIP2-BM07
Wavelength (Å) 0.9795
Space group P322
a, b, c (Å) 59.77, 59.77, 174.60
α, β, γ (◦) 90, 90, 120
Resolution range (Å) 44.53–1.35 (1.37–1.35) 1

Total number of measured intensities 696,189 (16,486) 1

Number of unique reflections 80,230 (3895) 1

Average redundancy 8.7 (4.2) 1

Mean I/sig(I) 28.7 (1.9) 1

Completeness (%) 99.7 (95.7) 1

Rmerge
2; Rmeas

3 0.031 (0.681) 1; 0.033 (0.779) 1

CC1/2
4 1.00 (0.69) 1

Wilson B-factor (Å2) 17.9 (Aimless)/21.14 (Buster)

Refinement and structure
Resolution range (Å) 19.57–1.35 (1.36–1.35) 1

Number of reflections 80,203 (1605) 1

Rwork/Rfree
5 0.1942/0.2100 (0.2826/0.2760) 1

Correlation Fo − Fc/Fo − Fcfree 0.966/0.963
Total number of atoms 2910
Average B factor (Å2) 25.55

Model quality
RMSZ bond lengths 6 1.28
RMSZ bond angles 6 1.14
Ramachandran favored (%) 97.5
Ramachandran allowed (%) 2.4
Rotamer outliers (%) 1.8
Clash-score 7 10

1 Values in parentheses are for the highest resolution shell; 2 Rmerge = ∑h ∑
i
|Ihi − 〈Ih〉|/ ∑h ∑i〈Ih〉; 3 Rmeas =

∑h ∑
i

(
nh

nh−1

)1/2
|Ihi − 〈Ih〉|/ ∑h ∑i〈Ih〉 (with Ihi being the intensity of an individual observation of the reflection

h and 〈Ih〉 being the average of all symmetry-related or replicate observations); 4 CC1/2 is the correlation
coefficient of the mean intensities between two random half-sets of data. 5 Rwork = ∑h||Fo | − |Fc||/ ∑h|Fo |, 95%
of the reflections, Rfree same formula (5% of the reflections) (Fo and Fc observed and calculated structure factors,
respectively). 6 RMSZ: root mean square Z-score. 7 The MolProbity clash-score is the number of serious clashes
per 1000 atoms.

Comparing the fluctuation profiles of the WT and of the mutated sequences of NRP1-
b1 (Figure 5), only one major difference can be noticed: the loop 411–416 (L4), interacting
with the peptide, displays a fluctuation peak for one of the unbound trajectories on the
WT sequence, whereas this loop is quite rigid in all trajectories recorded for the modified
sequence.

The loops 282–289 and 373–378, located in the bottom of the structure, display high
mobility in all conditions. The loop 282–289, containing the charged and polar sequence
ESGEIHSD, becomes more mobile in the absence of peptide. The sequence ESGEIHSD
(residues 282–289) is located at the surface of b1 domain close to the surface of a2 domain
in NRP1 structures, which contain a2, b1 and b2 domains (PDB entry 2QQM, [36]) or a1, a2,
b1 and b2 domains (PDB entry 4GZ9, [37]). A similar configuration is also visible in the
more recent cryo-EM structure of the Sema3A/PlexinA4/NRP1 tripartite complex [1]. As
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the b1 and a2 interface do not form direct contact in any of these structures, it is difficult to
speculate on the precise functional effect of the mobility of the region, but this mobility may
have an influence on the propagation of conformational signals during the physiological
processes.

3. Materials and Methods
3.1. Protein Production and Purification

The gene of NRP1-b1 hexavariant (residues Met272 to Thr427 of NRP1 with mutations
Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu, Lys397Glu) was cloned into
pET15b-NRP16mut-6His-3C (Novagen, Pretoria, South Africa) and expressed in Escherichia
coli after induction at 18 ◦C. Cells were grown in Terrific-Broth at 18 ◦C to optical density
(OD) = 0.36. After 8 h 25 min at 18 ◦C, they were induced with 0.2 mM Isopropyl β-D-1
thiogalactopyranoside. After growth at 18 ◦C for 10 h 25 min to OD = 0.7, cells were
harvested by centrifugation, lysed and centrifuged. Proteins were purified on HIS-Select
nickel affinity resin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 50 mM Tris (pH 8.0) and
300 mM NaCl with a 250 mM imidazole gradient. The protein was further purified by
gel filtration using a Superdex75 HiLoad 16/60 column (GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA) equilibrated and run in buffer A (50 mM Tris, pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole).
Analytical gel filtration experiments were performed using a Superdex 75 10/16 column
(GE Healthcare) in buffer A. The protein was concentrated to 63 mg/mL by centrifugation
on an Amicon ultrafiltration unit with a 10 kDa molecular weight cutoff, in a solution of
Tris/HCl pH 8, NaCl 50 mM.

3.2. KDKPPR Synthesis on Solid Phase

The KDKPPR peptide was synthesized using the automated ResPepXL peptide syn-
thesizer, with a Fmoc/tBu methodology. The side chains of arginine, lysine and aspartic
acid were protected by Pbf, OtBu and Boc groups. A Fmoc–Arg(Pbf)–Wang resin swelled in
DCM was used. The Fmoc group was removed by a piperidine solution (20% in DMF), and
this step was performed two times (the first for 4 min and the second for 7 min). Then, the
next AA was grafted by adding an excess of Fmoc–AA–OH (6 eq), HBTU (5 eq), NMP (3 eq)
and NMM (10 eq) in DMF, and this step was repeated two times for 18 min. A last step of
capping, using a solution of acetic anhydride (5% in DMF), was performed for 5 min to
trap all amino functions that did not react. Deprotection, coupling and capping steps were
repeated until the end of the synthesis of the peptide. After a last Fmoc deprotection, the
resin was dried under vacuum and then cleaved (with full deprotection of lateral chains)
using TFA/TIPS/water (92.5/2.5/5, v/v/v) for 2 h. The acidic resin was filtered and
washed with DCM and EtOH. The filtrate was dried under vacuum, and the compound
was precipitated in diethylether by centrifugation. TSK gel Amide-80 column was used for
HILIC purification of KDKPPR peptide using acetonitrile/water (0.1% TFA; 95/5 (v/v) to
55/45 (v/v) gradient) for 15 min, followed by an isocratic elution (0.1% TFA; 55/45, v/v) for
10 min at a flow of 12 mL/min (Rt = 20.8 min). KDKPPR was isolated as a white powder
with a yield of 64% and a purity of 95% (UV-vis detection at 214 nm).

3.3. Crystallization

Crystallization was conducted by sitting-drop vapor diffusion method. The reservoir
solutions were prepared by mixing 0.3 µL of commercial reservoir solutions (screens)
and 0.3 µL of protein solution. The crystallization trials of NRP1-b1 hexavariant were
carried out in the presence of the KDKPPR hexapeptide at 20 ◦C. Crystals appeared with a
JCSGplus solution composed of 0.2 M ammonium citrate, 0.1 M bis-tris pH 5.5 and 25%
w/v PEG 3350.

3.4. X-ray Diffraction Data Collection and Crystal Structure Determination

Crystals of NRP1-b1 hexavariant that appeared suitable for X-ray diffraction data
collection were quickly soaked in their mother liquor supplemented with 20% glycerol (v/v),
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before flash freezing in a nitrogen stream at 100 K. Preliminary X-ray diffraction experiments
were carried out in-house on an Agilent SuperNova diffractometer (Oxford Diffraction,
Oxford, UK) equipped with a CCD detector, and high-resolution data were further collected
by ESRF synchrotron on beamline BM07 (Grenoble, France). The data set was indexed and
integrated with XDS [38], scaled, and merged with Aimless [39] from the CCP4 suite [40].
The atomic structure was solved by molecular replacement using MOLREP [41] with
the coordinates of NRP1-b1 wild type (PDB code 5C7G, [19]) as the search model. The
structure was manually adjusted with Coot [42] and refined with Buster [43]. Structure
validation was performed with MolProbity [44] and the wwPDB validation server (http:
//validate.wwpdb.org, (accessed on 22 december 2022)). Diffraction data and refinement
statistics are shown in Table 2. Figures of the protein structures were generated with Pymol
(Schrödinger LLC, NewYork, NY, USA), MoProViewer [27] and Ligplot+ [45], and cleft
volume calculations were performed with 3V [46]. Coordinates and structure factors were
deposited in the Protein Data Bank (PDB ID: 8PFE, DOI:10.2210/pdb8pfe/pdb).

3.5. Nucleophilic Influence Zones

The Nucleophilic Influence Zones were calculated from the electrostatic potential using
Charger module of MoProviewer [24,27]. The electrostatic potential was generated from
an electron density model, based on transferred multipolar parameters of the ELMAM2
library [21].

3.6. Hirshfeld Analysis

MoProViewer software [27] was used to investigate the intermolecular interactions
and the contacts enrichment on the Hirshfeld interface between the protein molecules and
the ligand peptides. The intermolecular interactions were evaluated by computing the
enrichment ratios (Table 1) in order to highlight which contacts are favored. The enrichment
values are obtained as the ratio between the proportions of actual contacts CXY and the
equiprobable (random) contacts Rxy, the latter being obtained by probability products
(RXY = SX SY).

Contacts X. . .Y, which are over-represented with respect to the share of X and Y
chemical species on the Hirshfeld surface, have enrichments larger than unity. They are
likely to represent interactions that are attractive from an electrostatic point of view and
shall be the driving force in the complex formation [28]. Interactions between atoms that
have electric charges of the same sign are repulsive and are generally under-represented
(E < 1).

3.7. Molecular Dynamics

The protein and peptide chains C and D were selected from the X-ray crystallographic
structure. The hydrogen atoms were added, and the flip of side chains was optimized
using the Molprobity server [44]. The NRP1-b1 crystal structure with six mutations was
unmodified, whereas for the wild-type (WT) system, the mutations Lys277Glu, Lys285Glu,
Lys289Asp, Lys367Glu, Glu373Lys and Glu397Lys were introduced to return to the WT
sequence of NRP1 for both protein sequences. The bound and unbound systems were
simulated.

For each previously described system, the protein was embedded in a water box.
Sodium and chloride counterions were added to obtain an ionic concentration of 0.15
M. The total number of atoms was about 31,000 in both cases. All MD simulations were
performed using NAMD 2.14 [47], with the CHARMM36 force field [48] for protein and the
TIP3P model for water [49]. A cutoff of 12 Å and a switching distance of 10 Å were used
for non-bonded interactions, while long-range electrostatic interactions were calculated
with the Particle Mesh Ewald (PME) method [50]. The RATTLE algorithm [51] was used to
keep rigid all covalent bonds involving hydrogen atoms, enabling a time step of 2 fs. At the
beginning of each trajectory, the system was minimized for 20,000 steps, and it was then
heated up gradually from 0 K to 310 K in 31,000 integration steps. Finally, the system was

http://validate.wwpdb.org
http://validate.wwpdb.org
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equilibrated for 1 ns in the NPT ensemble at 310 K. During the equilibration stage, the Cα
atoms were kept fixed. Simulations were then performed in the NPT ensemble (P = 1 bar,
T = 310 K), with all atoms free to move. Atomic coordinates were saved every 10 ps. For
each trajectory, 200 ns of production and the trajectories were triplicated for a cumulative
trajectory duration of 3 µs.

4. Conclusions

In this study, we have reported the crystal structure of a hexavariant of the domain b1
of human NRP1 in complex with the KDKPPR peptide. The mutant was designed to modify
the monomer assembly observed in the crystal packing of the unbound form [9,19], in
which the VEGF-binding pocket of NRP1-b1 is inaccessible. Molecular dynamic trajectories
permitted investigating the differences in the structures of the wild type and variant.
Both structures produced similar internal flexibility and protein/peptide interaction. This
showed that the ability of the protein to bind small ligands was not affected by the designed
mutations. As part of our future search for ligands, we need to check that the dissociation
constant (KD) of the molecules tested is the same for mutated and wild-type NRP1-b1.

The NRP1-b1 hexavariant crystallized in a new crystal form, in which the KDKPPR
peptide was not involved in the cohesion of the solid state. In the crystal, the peptide-
binding site was observed to communicate with a solvent cavity large enough to diffuse
small molecules. Therefore, ligand soaking in the crystal of the unbound form of NRP1-b1
hexavariant could be considered as a strategy to prepare NRP1-b1 complexes with peptides
that target the pocket where VEGF binds.

The structure of the NRP1-b1 hexavariant in complex with the KDKPPR peptide was
analyzed with two original tools. First, the Nucleophilic Influence Zones (NIZ) of the
ligand-binding cleft were analyzed. They revealed two additional residues (Tyr297 and
Glu348) as probable attractors of the ligand electrophilic groups and two residues (Asp320
and Glu348) in the electrostatic steering of the ligand in its binding site. Secondly, the
enrichment of contacts was calculated to analyze the interactions between the protein and
the peptide. This metric has provided valuable insights into the diversity and specificity of
the protein/ligand interaction. The complex was mainly stabilized by a notable presence
of strong N-H. . .O and O-H. . .O hydrogen bonds, which were crucial due to the loop-
rich nature of the VEGF-binding site. Indeed, these loops exhibited mobility both in the
unbound and bound forms, as suggested by the MD simulation.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/molecules28145603/s1, Figure S1. Large aqueous cavity in the
crystal structure of NRP1-b1 hexavariant; Figure S2: Comparison of the packing of NRP1-b1 in crystal
forms II (a) and III (b); Figure S3: Environment of the ligand in crystal forms II, III, IV and V; Figure
S4: Comparison of atomic root mean square fluctuations (RMSFs) and root mean square thermal
displacements (RMSTDs); Table S1: Intermolecular hydrogen bonds between NRP1-b1 chains in
hexavariant crystal; Table S2: Crystal forms of NRP1-b1 fragment in the unbound form or in complex
with small ligands.
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Table S1. Intermolecular hydrogen bonds between NRP1-b1 chains in hexavariant crystal.  

Residue 1 Residue 2 Distance (Å) 

NZ-K277(A) OXT-T427(A)i  2.67 

O-E282(A) OH-Y322(A)ii  2.56 

O-S283(A) OG-S321(A)ii  2.78 

NZ-K285(A) OE1-E319(A)ii 2.63 

NH1-R323(A) OD1-D389(C)iii  2.85 

NH2-R323(A) OD2-D389(C)iii  2.85 

NZ-K352(A) O-S294(C)iv  3.05 

OD1-D389(A) NH1-R323(C)iv  2.77 

OD2-D389(A) NH2-R323(C)iv  2.70 

N-K425(A) O-T427(A)i  2.76 

O-K425(A) N-T427(A)i 2.90 

O-E282(C) OH-Y322(C)v  2.58 

O-S283(C) OG-S321(C)v  2.99 

 

Symmetry Codes : (i) -1+Y, 1+X, -Z (ii) -1+Y, X, -Z (iii) Y, 1+X, -Z (iv) 1+X-Y, 1-Y, -Z+1/3 ; 

(v) 1+X-Y, 1-Y, -Z+1/3 
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Table S2. Crystal forms of NRP1-b1 fragment in the unbound form or in complex with small 

ligands  

 

* Highest resolution obtained in a crystal form; $ the crystal form of 5J1X is slightly different 

from that of form II. The c parameter has doubled, the space group remains P21 and Z’ is 

equal to 4; # The packing of NRP1-b1 domain is identical in crystal forms II and III (see 

Figure S2). 

Ligands observed in the VEGF pocket:  
1 Bicine; 2 Acetate ion; 3 No ligand; 4 N-alpha-l-acetyl-arginine, isomeric SMILES: 

(CC(=O)N[C@@H](CCCNC(=N)N)C(=O)O); 5 N-2-(tert-butoxycarbonyl)-L-arginine, isomeric 

SMILES: ([H]/N=C(/N)\NCCC[C@@H](C(=O)O)NC(=O)OC(C)(C)C); 6 L-homoarginine, 

isomeric SMILES: (C(CCNC(=N)N)C[C@@H](C(=O)O)N); 7 N-(benzenecarbonyl)glycyl-L-

arginine, isomeric SMILES: [H]/N=C(/N)\NCCC[C@@H](C(=O)O)NC(=O)CNC(=O)c1ccccc1; 8 

N~2~-(benzenecarbonyl)-L-arginine, isomeric SMILES: 

[H]/N=C(/N)\NCCC[C@@H](C(=O)O)NC(=O)c1ccccc1; 9 7 N~2~-[(benzyloxy)carbonyl]-L-

arginine, isomeric SMILES: [H]/N=C(\N)/NCCC[C@@H](C(=O)O)NC(=O)OCc1ccccc1; 10 (S)-

2-(3-(benzo[c][1,2,5]thiadiazole-4-sulfonamido)thiophene-2-carboxamido)-5-

guanidinopentanoic acid, isomeric SMILES 

[H]/N=C(/N)\NCCC[C@@H](C(=O)O)NC(=O)c1c(ccs1)NS(=O)(=O)c2cccc3c2nsn3; 11 (2~{S})-2-

[[3-[[5-[4-(aminomethyl)phenyl]-1-benzofuran-7-yl]sulfonylamino]thiophen-2-

yl]carbonylamino]-5-carbamimidamido-pentanoic acid, isomeric SMILES: 

[H]/N=C(/N)\NCCC[C@@H](C(=O)O)NC(=O)c1c(ccs1)NS(=O)(=O)c2cc(cc3c2occ3)c4ccc(cc4)

CN; 12 Ace-Arg-Pro-Gln-Pro-Arg; 13 Asn-Ser-Pro-Arg-Arg-Ala-Arg; 14 Lys-Asp-Lys-Pro-

Pro-Arg. 

 

F
o

rm
 

 Z’ 
Space 

group 
a, b, c (Å), α, β,γ (°) 

R
es

. (
Å

)*
 

PDB entries 

I 1 P41212 62.3, 62.3, 86.0, 90, 90, 90 1.45  5C7G1, 4RN52, 1KEX3,  

II# 2 P21 40.7, 89.2, 41.6, 90, 99, 90 1.38  5JGI4, 5J1X5$, 5IJR6, 5JHK7, 5JGQ8, 5IYY9, 3I9710 

III# 1 P41 43.4, 43.4, 91.2, 90, 90, 90  0.9  6FMC11# 

IV 1 P212121 38.9, 40.0, 97.6, 90, 90, 90 1.06 6TKK12 

V 4 P21212 89.9, 89.9, 108.3, 90, 90, 90 2.36 7JJC13 

VI 2 P3221 59.8, 59.8, 174.6, 90, 90, 120 1.35  8PFE14 
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Figure S1. Large aqueous cavity in the crystal structure of NRP1-b1 hexavariant.  

Top: Stereoview of a large aqueous cavity. A cavity contains two peptides. The electron density 

map indicates that the KDK moiety of the peptide is not highly ordered within this cavity. The 

NRP1-b1 chains are shown as a surface and the PPR moiety of the peptides is depicted as 

sticks.  

Bottom: Stereo-view that highlights the volume of the cavity. A volume of approximatively 

30,000 Å3 was estimated using 3V (Voss and Gerstein, 2010, NAR, DOI 10.1093/nar/gkq395) 
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Figure S2. Comparison of the packing of NRP1-b1 in crystal forms II (a) and III (b).  

The figure shows that both crystal forms have the same molecular packing pattern. NRP1-b1 

chains are presented in ribbon mode. The left and right parts were constructed using PDB 

entries 5JGI and 6FMC, respectively. 

 
 

 

P21, a = 41.5 Å, b = 88.9 Å, b = 41.7 Å, α = γ = 90°, β = 91.6°, Z’= 2 

(a) Crystal form II 

P41, a = b = 39.7 Å, c = 91.8 Å, α = β = γ = 90°, Z’ = 1 

(b) Crystal form III 
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Figure S3. Environment of the ligand in crystal forms II, III, IV and V.  

The figures depict ligands within the VEGF-binding pocket. In all cases, at least one ligand is 

involved in maintaining the cohesion of the crystal packing. The bonds of the ligands are 

colored in blue. The labels of the symmetry-related molecules are colored in green and 

displayed in bold characters. Hydrogen bonds are illustrated as dashed lines. The figures were 

generated using Ligplot+ (Laskowski & Mark, 2011, J. Chem. Inf. Model., DOI 

10.1021/ci200227u). 
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Figure S4. Comparison of atomic root mean square fluctuations (RMSF) and root mean square 

thermal displacements (RMSTD) 

RMSF and RMSD of the C atom positions averaged, respectively, over the 3 molecular 

dynamics simulations of NRP1 (holo, 6mut) and over the 2 monomers of the crystal structure. 

The RMSTD values are derived from the thermal parameters B. (a) values as a function of 

residue numbers, (b) scatterplot of (RMSF,RMSD). 

 

(a) 

 

(b) 
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E - II ETUDE DES PETITES MOLECULES 

E - II.1 Dérivés de l’acide Bétulinique (BTA)  

L'acide bétulinique est une molécule extraite de l’écorce de bouleau qui est insoluble 

dans l'eau. Les applications pharmaceutiques d'une telle substance sont bien sûr limitées en 

raison de son insolubilité dans l'eau. Cela rend difficile son absorption et sa diffusion dans 

l'organisme, ce qui entraîne une faible biodisponibilité générale de cette molécule. De 

nombreuses études soulignent ce fait comme la principale limitation à son utilisation en tant 

qu'agent thérapeutique. Pour améliorer sa biodisponibilité, des dérivés de l'acide bétulinique 

ont été synthétisés avec du 2-chlorocinnamoyl et du chlorure de phénoxyacétyle. Cette partie 

se concentrera sur trois aspects : tout d'abord, la synthèse des dérivés bétuliniques, puis leur 

caractérisation par spectroscopie IR, et enfin la cristallisation. L’un des objectifs de cette partie 

est d'obtenir des cristaux des dérivés de l'acide bétulinique afin de les caractériser. 

E - II.1.a. Couplage de l’acide bétulinique avec du 2-chlorocinnamoyl 

La réaction d'estérification de l'acide bétulinique 01 avec le 2-chlorocinnamoyl 02, en 

présence de la triéthylamine dans le dichlorométhane, a donné le composé 03 avec un 

rendement de 98% (Schéma 1), après purification par chromatographie sur gel de silice. 

 

 

Schéma 1 : Synthèse du composé 03 

 

➢ Spectroscopie IR 

Le composé 03 a été caractérisé par spectroscopie infrarouge (IR) afin de vérifier la formation 

de la fonction ester avant l'étape de cristallisation. 
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Sur le spectre IR (Figure 4), nous observons la présence d'un groupement hydroxyle 

identifiable par une large bande à 3271 cm-1, qui correspond au OH caractéristique de l'acide. 

Nous notons également une bande intense autour de 1682 cm-1, correspondant au CO de l'acide, 

ainsi qu'un pic à environ 1621 cm-1, correspondant au CO de l'ester. Ces observations 

confirment la formation du composé 03. 

 

 

Figure 4 :  Spectre IR du composé 03 

  

E - II.1.b. Couplage de l’acide bétulinique avec du chlorure de phénoxyacétyle 

La réaction d’estérification de l'acide bétulinique 01 avec le chlorure de 

phénoxyacétyle 04 en présence de la triéthylamine dans le dichlorométhane a donné le composé 

05 avec un rendement très modeste de 30% (Schéma 2 ), après purification par 

chromatographie sur gel de silice. Le composé 05 a été caractérisé par spectroscopie infrarouge 

(IR). 

 

 

Schéma 2 :  Synthèse du composé 05 
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➢ Spectroscopie IR 

Sur le spectre IR (Figure 5), nous observons la présence d'un groupement hydroxyle identifiable 

par une bande à 3397 cm-1, qui correspond au OH caractéristique de l'acide. Nous notons 

également une bande intense autour de 1681 cm-1, correspondant au CO de l'acide, ainsi qu'un 

pic à environ 1727 cm-1, correspondant au CO de l'ester. Ces observations confirment la 

formation du composé 05. 

 

Figure 5 : Spectre IR du composé 05 

 

Après la synthèse de ces dérivés, nous avons testé leur solubilité dans différents solvants (eau, 

diéthylamine, éthylène diamine, isopropanol, acétonitrile et méthanol) avant de procéder à la 

cristallisation. Nous avons constaté une solubilité, ce qui suggère que la synergie entre l'acide 

bétulinique et les molécules utilisées a probablement entraîné la solubilité des dérivés 

synthétisés [7] [8].  

E - II.1.c. Cristallisation des dérivés de l’acide bétulinique 

Afin d'obtenir des cristaux d'une taille appropriée pour la diffraction des rayons X, nous avons 

utilisé deux méthodes de cristallisation : 

i) Evaporation lente 

La molécule, sous forme de poudre (50 mg), a été répartie dans 4 flacons. Ensuite, du solvant 

a été ajouté à chacun de ces flacons (Tableau 3). Après la dissolution complète de la poudre, un 

film de paraffine a été délicatement placé sur chaque flacon, en y pratiquant une petite 
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perforation pour favoriser une évaporation lente à température ambiante. Quelques choix de 

solvants sont répertoriés dans le tableau suivant 

 

Tableau 3 : Solvants utilisés pour la cristallisation des dérivés de l’acide bétulinique 

 

Flacons + Molécule Solvant 

Flacon 1 + 05, 03 Eau  

Flacon 2 +03 Diéthylamine 

Flacon 3 +05 Ethylène diamine  

Flacon 4 + 03 Méthanol  
 

 

ii) Refroidissement lent 

Afin de diversifier les méthodes de cristallisation et d'optimiser les chances d'obtenir des 

cristaux, la méthode de refroidissement lent a été utilisée. 

Trois flacons ont été utilisés pour la cristallisation des dérivés : 

➢ Dans le premier flacon, la molécule 05 (50 mg) a été mise en contact avec un volume 

minimal d'acétonitrile, puis chauffée à 30°C. 

➢ Dans le deuxième flacon, la molécule 03 (50 mg) a été mise en contact avec de 

l'isopropanol, puis chauffée à 30°C. 

➢ Dans le troisième flacon, la molécule 03, 05 (50 mg) a été mise en contact avec de l’eau, 

puis chauffée environ 20°C. 

Ces trois flacons ont été placés dans une boîte en polystyrène, à l'intérieur de laquelle des 

flacons d'eau chaude ont été disposés. Ainsi, le refroidissement peut s'effectuer lentement sur 

une journée. 

E - II.1.d. Conclusion 

Ces différentes techniques utilisées n'ont pas donné de résultats satisfaisants en ce qui concerne 

la cristallisation des dérivés de l'acide bétulinique synthétisés, en raison notamment des petites 

quantités disponibles (quelques milligrammes). 
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E - II.2 L’acide Laurique 

E - II.2.a. Résumé de l’article 

Les acides gras supérieurs de formule CnH2n-1OOH sont composés de longues chaînes 

aliphatiques saturées avec un groupe carboxylique à une extrémité. Des cristaux de laurate de 

sodium et d'acide laurique (NaLLA) ont été obtenus et leur structure a été déterminée par 

diffraction des rayons X sur un monocristal. La nouvelle forme cristalline cristallise dans le 

système monoclinique avec le groupe d'espace P21/c. L'unité asymétrique contient deux 

molécules, une d’acide laurique et une de laurate, qui sont indépendantes, dont les groupes 

carboxyliques/carboxylates sont liés par une liaison hydrogène O-H...O à faible barrière (low 

barrior hydrogen bond). Les liaisons hydrogène à faible barrières d’énergie (LBHB) se 

produisent lorsque les pKa des deux hétéroatomes sont proches, permettant un partage plus 

équitable de l'hydrogène entre eux. Ce partage de l'hydrogène conduit à la formation de liaisons 

hydrogène particulièrement courtes et fortes. 

Les deux molécules de laurate/laurique sont dans une configuration tête-à-tête, et les chaînes 

hydrophobes allongées sont parallèles le long de l'axe �⃗� . L'atome d'hydrogène du groupe 

carboxylique s'est révélé désordonné, lié de manière non symétrique à chacun des deux groupes 

carboxylates. Le caractère non symétrique de la liaison hydrogène est attribuable à la présence 

de deux molécules d'acides gras indépendantes dans l'unité asymétrique, en accord avec les 

différentes longueurs des quatre liaisons C-O présentes dans la structure moléculaire. La 

structure cristalline a été analysée en termes d'interactions par la surface de Hirshfeld. 

L'empilement cristallin est stabilisé par des liaisons hydrogène et des interactions ioniques 

O...Na dans la couche hydrophile, ainsi que par des contacts C-H...H-C dans les couches 

hydrophobes, qui sont les contacts majeurs les plus enrichis. 

E - II.2.b. Publication N° 2 :  

Case of Charge-Assisted Hydrogen Bonding in the Crystal Structure of Sodium Laurate, 

Lauric Acid. 
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There are several studies on the properties and behaviour 
of lauric acid or laurate salts in solution, different phases [6, 
7 ] and as liquid crystal.

[8]. There is also interest in the solid state of lauric acid. 
The normal chain monocarboxylic acids with even number 
of carbon atoms were known to exist in three main crystal-
line forms which have been called A, B and C by [9], and 
respectively γ, β and α by [10]. The different forms can be 
distinguished from each other by the value of the long spac-
ing which, for a given acid, is greatest for the γ-form and 
smallest for the α-form. Long chain aliphatic compounds 
adopt even more solid forms, with different configurations 
of the packing of the molecules in and between the layers 
[11].

Saturated carboxylic acids show polymorphism in the 
solid state. At least seven solid phases exist for the even 
members [12], called A2, Asuper, Bo, Bm, Eo, Em and C 
and five for the odd-numbered [13] called A’, B’, C’, C’’ 
and D’.

Generally, the crystal structures of these forms consist 
of molecules packed in bilayers containing two molecules. 
The carbon chains saturated are in the trans conformation 
(except for the B form and some triclinic forms, where the 

Introduction

Higher fatty acids of the formula CnH2n−1OOH are com-
posed of long, saturated aliphatic chains with a carboxylic 
group at one of their extremities. Lauric acid C12H23OOH, 
or dodecanoic acid, occurs naturally in some vegetable oils, 
notably coconut oil [1, 2] and in the milk of some mammals 
[3]. The influence of lauric acid on human health and diet, 
as well as its well-known antimicrobial activity, have made 
this acid the subject of a large number of studies [4, 5].
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Abstract
Crystals of Sodium Laurate, Lauric Acid (NaLLA) were obtained and the structure was determined by single-crystal X-ray 
diffraction. The new crystal form is monoclinic of space group P21/c. The asymmetric unit contains two independent 
laurate molecules whose carboxylic/carboxylate groups are linked by a low barrier O-H…O hydrogen bond. Two lauric/
laurate molecules are in a head-to-head configuration and the elongated hydrophobic chains are parallel to the long b axis. 
The carboxylic hydrogen atom was found to be disordered, bound on each of the two carboxylate groups in an unsym-
metrical way. The non-symmetrical character of the hydrogen bond is related to the presence of two independent fatty 
acid molecules in the asymmetric unit and is in accordance with the different lengths of the four C-O bonds present in 
the molecular structure. The crystal structure was analyzed in terms of interactions on the Hirshfeld surface. The packing 
is stabilized by hydrogen bonds and O…Na ionic interactions in the hydrophilic layer and by C-H…H-C contacts in the 
hydrophobic layers which are the most enriched major contacts.
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Crystal data collection

A single crystal was carefully selected under a polarizing 
microscope in order to perform its structural analysis. X-ray 
diffraction data were collected on a Rigaku SuperNova dif-
fractometer [27] at 100 K, using graphite mono-chromated 
Cu Kα radiation. The crystal structure was solved using a 
direct method with the SHELXT program [28] and initially 
refined by successive differential Fourier syntheses and a 
full-matrix least-squares procedure using the SHELXL pro-
gram [29]. Crystal data and experimental parameters used 
for the intensity data collection are summarized in Table 1.

Crystal structure refinement

The crystal structure was then refined with software MoPro 
[30] using a multipolar atom model. The electron density 
was transferred from the ELMAM2 electron density data-
base [31]. When using the multipolar atom model instead of 
the spherical one, the root mean square Fourier residual elec-
tron density diminished from 0.105 to 0.098 e Å−3 and the 
wR2(I) factor from 13.3 to 10.5%. Initially the sodium cat-
ion position was modelled as an oxygen water atom which 
refined to an occupancy of 1.3. Therefore, a sodium cation 
was assigned to that position. The crystal structure has been 
deposited at the CSD (Deposition Number 2,143,409).

molecules adopt a left-hand conformation), and with their 
carboxyl groups forming dimers through a typical R2

2 (8) 
hydrogen bonding system [14]. Two types of molecular 
conformations of lauric acid exist in the crystal structure. 
One is the ordinary type, as seen in the C-form or the A1 
form belonging to the A form, while in the other one the 
carboxyl group is rotated about the C1-C2 bond [15].

The structures of several polymorphic crystal forms of 
lauric acid and laurate salts have been described. The first 
crystal structure reported was that of strontium laurate, in 
P21/n monoclinic space group [16]. In the same year, the 
crystal structures of several C2/n silver fatty acids, includ-
ing laurate, were analyzed and turned out to be all triclinic 
of space group P

−
1  [17].

The form C of lauric acid crystal structure was deter-
mined from monoclinic crystals of space group P21/a [18]. 
Crystals of the γ form of lauric acid were obtained by [19] 
and the dimensions of the monoclinic unit cell were deter-
mined. A new crystal form (not of form A, B, nor C) of lau-
ric acid was obtained by [20 ] and is triclinic. Form A1 of 
lauric acid (triclinic P

−
1 ) was later determined by [21].

Five crystal structures of lauric acid are available in 
the Cambridge Structural Database (CSD-21) [22], cor-
responding to four polymorphs. Lomer [20, 21] deposited 
two copies of the triclinic P

−
1  structure. The form A crys-

tal structure has been deposited [23] as well as the A-super 
form [15]. The latest crystal structure was deposited in 2009 
and is monoclinic [24].

Only unit cells of crystals of laurate salts are available 
in the CCDC for silver, strontium and potassium (2 poly-
morphs) while the crystal structure of the salt with lead (II) 
[25] is available in the COD [26]. In the present paper, we 
report a new crystal structure of lauric acid containing two 
fatty acid molecules for one sodium cation in the asymmet-
ric unit.

Materials and methods

Crystallization

The crystals were obtained in an attempt to co-crystallize 
lysine with sodium laurate. A stoichiometric quantity of lau-
ric acid, lysine HCl and sodium hydroxide were dissolved in 
a minimal volume of ethyl acetate by stirring at 35 °C. All 
compounds were purchased from Sigma-Aldrich. The solu-
tion was at first left to cool to room temperature and then to 
4 °C overnight.

Table 1 Crystal data and structure parameters of the title compound
Chemical formula CH3(CH2)10COOH, 

CH3(CH2)10COO−, Na+

MW (g.mol− 1) 422.601
Crystal system, space group Monoclinic, P21/c
Temperature (K) 100(1)
a, b, c (Å) 35.3860 (2), 7.0683 (6), 

9.8952(6)
β (°) 93.5200 (6)
V (Å3) ; Z 2470.307 (6) ; 4
Data collection
Radiation type Cu Ka
Wavelength λ (Å) 1.54184
Crystal size (mm) 0.041, 0.068, 0.178
Diffractometer Bruker SMART X2S benchtop
Absorption correction Multi-scan (SADABS; Bruker, 

2016)
Tmin, Tmax 0.694, 1.000
No. of measured reflections 15 823
Rint (%) 6.3
sinθmax /λ (Å−1) 0.63
Refinement 4
wR2[F2 > 2σ(F2)], wR(F2), gof 0.089, 0.105, 1.03
R[F > 4σ(F)], R(F) 0.052, 0.073
No. of reflections 4906
No. of parameters 455
∆ρmax, ∆ρmin, rms (e Å−3) 0.45, -0.44, 0.098
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O…O distance is 2.54(4) Å, seen in C13H25OOH crystal 
structure [11], but measured by X-ray diffraction experi-
ments at room temperature (versus T = 100 K in the present 
study). Short (dO…O < 2.65 Å) or very short (dO…O < 2.5 Å) 
intermolecular O-H…O hydrogen bonds are often observed 
between pairs of carboxylic acids or between interacting 
carboxylic acids – carboxylate groups as seen in a search of 
the CSD version 2021. Also, O…O distances as short as 2.5 
Å can be seen in intramolecular H-bond cases [33], where 
resonance-assisted hydrogen bonds (RAHB) are modeled 
against diffraction data as symmetrical, displaying a shared 
hydrogen atom which can be found located at equal distance 
from the two oxygen atoms [34].

The C-O bond lengths suggest a carboxylic acid char-
acter for both interacting moieties, with one short dis-
tance and one longer distance: d(C1B-O4B) = 1.306(3) 
Å, d(C1-O2B) = 1.219(3) Å on one side and d(C1A-
O5A) = 1.300(4) Å, d(C1A-O3A) = 1.246(4) Å on the 
other molecule. Therefore, an H omit map was com-
puted in the region around the O4B and O5A atoms 
which should bear a hydrogen atom (Fig. 2). The omit 
map shows an elongated density between the O4B 
and O5A atoms. To increase the quality of the signal, 
a Fourier residual map with application of a simpli-
fied noise reduction technique, inspired from Ursby & 
Bourgeois [35] was computed. The Fourier synthesis 
was performed on (Fobs – Fcalc) * R,where R = |Fobs 
– Fcalc| / [ |Fobs – Fcalc| + Sigma(Fobs) * gof ]

The R coefficient depends on the structure factor uncertainty 
σ(Fobs) multiplied by the goodness of fit (gof); it attenuates 
Fobs – Fcalc differences which are small compared to the 
estimated error. The resulting omit map with noise reduc-
tion shows two residual peaks (Fig. 3). The main residual 
peak map appears to be related to a hydrogen atom bound 
to the O4B atom which shows the longest C-O distance. 
The smallest peak corresponds to a hydrogen atom bound 
to O5A. The sum of occupancies of the two hydrogen atoms 
was constrained to unity and the occupancy values refined 
to q(HOB) = 0.66(8) and q(HOA) = 0.34(8). The 0.006 Å 
difference between the two longer C-O bond lengths is how-
ever only around two sigmas of their uncertainty (ca. 0.003 
Å).

This disordered hydrogen atom HOB/HOA suggests the 
presence of an asymmetric double-well low-barrier hydro-
gen bond (LBHB) between the two independent organic 
molecules in the crystal structure of Sodium Laurate / Lau-
ric Acid.

Standard hydrogen bonds are longer (e.g. 2.8 Å for an 
O···O H-bond), and the hydrogen atom is clearly bound 

Results and discussion

The low barrier hydrogen bond

In the NaLLA crystal structure, a single hydrogen bond 
between O4 and O3A atoms, is linking together the two 
fatty acid molecules of the asymmetric unit and displays 
interesting peculiarities (Fig. 1).

At first, the short O4B…O5A distance dO…O = 2.452(3) 
Å obviously classifies this interaction among the strong 
intermolecular hydrogen bonds [32]. The O…O distance is 
significantly shorter than the ones found in odd and even-
numbered fatty acid crystal structures. The shortest reported 

Fig. 1 Crystallographic autostereogram of four symmetry 
homologues in the crystal structure of the title compound. 
Displacement ellipsoids are drawn at the 67% probability 
levels. The symmetry cards are from left to right: (x, -y +½, 
z-3/2), (x, y, z-1), (x, -y +½, z-½), (x, y, z)
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the interaction between two independent molecules in the 
crystal asymmetric unit.

The positive charge of the Na+ ion is compensated by 
a formal negative charge of -1e shared by the pair of car-
boxylate/carboxylic acid groups. The O4B-HOB…O3A 
and O4B…HOA-O3A interactions fall therefore within the 

to one of the oxygen atoms. When the pKa of the interact-
ing moieties is closely matched, a LBHB becomes possible 
at short distances (~ 2.55 Å). When the distance further 
decreases (< 2.29 Å) the bond is characterized as a sin-
gle-well or short-strong hydrogen bond [36]. The present 
crystal structure, with an O…O distance of 2.452(3) Å, cor-
responds to an unsymmetrical double well, corroborated by 

Fig. 3 The omit H map in blue at contour level at 0.27 e.Å−3. The Fourier residual map using terms ( Fobs – Fcalc ) * R was computed by applying 
a noise reduction technique

 

Fig. 2 Fourier residual omit H map in the O4B….O5A region. Contour levels 0.4 (blue) and 0.5 (green) e.Å−3
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Crystal structure description

X-ray analysis of the crystal structure reveals that the title 
compound crystallizes in the monoclinic space group P21/c 
with Z = 4 (Table 1). Its molecular structure is shown in 
Fig. 1 and selected interatomic distances and angles are 
listed in Table 2. Table 3 lists the hydrogen bonds observed 
in the crystal structure. The asymmetric unit of this com-
plex, shown in Fig. 1 consists of a sodium Na+ cation and 
two interacting fatty acid molecules sharing a single nega-
tive formal charge.

The packing of the NaLLA crystal structure displays 
van der Waals dispersive (hydrophobic) contacts between 
hydrogen atoms of almost perfectly parallel n-alkyl chains, 
as it is systematically observed in saturated fatty acids crys-
tal structures. The asymmetric low barrier hydrogen bond 
involves the carboxylic heads of the two laurate / lauric acid 
molecules. The Na+…Oxygen electrostatic interactions and 
two weak C-H…O hydrogen bonds complete the interaction 
network.

Further comparisons of the packing observed in the pres-
ent crystal structure and the ones typically seen in satu-
rated fatty acids crystal structure reveal however striking 
differences.

At first, in CnOOH, n odd- and even-numbered fatty 
acids crystal structures [11, 24], molecules are related by 
inversion centers found among symmetry elements of their 
space groups (very often monoclinic P21/a with Z = 4, A2/a 
with Z = 8 or P−

1  with Z = 2), with one molecule per asym-
metric unit. Therefore, the conformations of interacting car-
boxylic groups in these centrosymmetric dimers are similar: 
they are either cis or trans with C-C-C = O torsion angle 
very close to 0° or 180°, respectively. Even-numbered satu-
rated fatty acids (as is C12 lauric acid) noteworthily present 
systematic cis conformations with C-C-C = O torsion angles 
not exceeding 4°. In the present NaLLA crystal structure, 
this conformation is significantly distorted, with a cis con-
formation and C-C-C = O dihedral angles of 12.1° and 31.8° 
for the two molecules in the asymmetric unit. Consequently 
here, none of the two carboxyl groups are coplanar with the 
hydrocarbon chain of the molecule they belong to.

Furthermore, an interaction between two carboxylic 
groups where the two COOH groups related by inversion 
symmetry are facing each other in a R2

2 (8) pattern, with two 
identical C-O-H…O = C hydrogen bonds is often seen in 

negative-charge assisted hydrogen bond ([COO-H-COO]− 
CAHB) category.

The typical C-O− distance is 1.25(2) Å in carboxylate 
groups while in the carboxylic acid group, the bond lengths 
are d(C = O) = 1.21(1) Å and d(C-O) = 1.31(2)Å [37]. The 
C1B-O4B and C1A-O5A bonds, involving the oxygen 
atoms bound to the disordered hydrogen atom, have lengths 
very slightly smaller than the typical C-O distance in car-
boxylic acids. The two other C-O distances are intermediate 
between the C = O distance in carboxylic acids and the car-
boxylate C-O− distance. The C1B-O2B distance of 1.219(3)
Å on the carboxylic group with two thirds protonation is 
close to C = O distance in carboxylic acids while the C1A-
O3A distance 1.246(4) Å) (on COOH group with one third 
protonation) is closer to the carboxylate C-O− bond length.

Disordered hydrogen atom within a hydrogen bond has 
been observed in the recent crystal structure of 4-[(morpho-
lin-4-yl)-carbothioyl]benzoic acid [38]. It reveals the case 
of a COOH…HOOC double hydrogen bond between two 
carboxylic acids related by an inversion centre, where the 
H-O hydrogen is shared between the oxygen atoms, the two 
C-O distances 1.266 and 1.268 Å being nearly similar.

In the crystal structure of potassium hydrogen acetyl-
enedicarboxylate [39, 40] a hydrogen atom is found between 
two oxygen atom of two HOOC-C2H2-COO− moieties. This 
situation resembles that of the NaLLA crystal structure, 
except that it has single H atom which is located on the 
2-fold symmetry axis relating the two oxygen atoms.

Table 2 Selection of bond lengths (Å) and bond angles (º) for non-H 
atoms with uncertainty of values given in parentheses. Symmetry 
operators : (i) -x + 1 ; y+½ ; -z + 3/2 (ii) -x + 1 ; -y + 1 ; -z + 1.
atoms distance atoms distance 

/ angle
Na1 O4B (i) 2.322(2) Na1 O2B (ii) 2.322(2)
Na1 O3A (i) 2.406(2) Na1 O5A (ii) 2.386(2)
O3A C1A 1.246(4) O2B C1B O4B 123.5(2)
O5A C1A 1.300(4) O2B C1B C2B 121.9(2)
C2A C1A 1.514(4) O4B C1B C2B 114.5(2)
O2B C1B 1.219(3) O5A C1A O3A 122.9(2)
O4B C1B 1.306(3) O5A C1A C2A 114.7(2)
C2B C1B 1.511(4) O3A C1A C2A 122.3(2)

Interaction D-H…A d(D—
H)

d(H···A) d(D···A) ∠D—H···A symmetry

O4B—HOB···O5A 1.02 1.48 2.452 (3) 169 x, y, z
O5A—HOA···O4B 1.02 1.48 2.452 (3) 169 x, y, z
C2B—H2D···O2Bi 1.09 2.62 3.489 (3) 136 x, −y+ ½, z−½
C3A—H3B···O2Bii 1.09 2.50 3.394 (3) 138 −x + 1, y+½, −z + 3/2

Table 3 Geometric details of hydro-
gen bonds (Å, º) (D-donor; A-acceptor; 
H-hydrogen) of the title compound and sym-
metry code of acceptor atom
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Fig. 5 View of the two closest sodium cations interacting with the oxygen atoms of the title compound

 

Fig. 4 View along the c axis of the bidimensional supramolecular structure of the NaLLA crystal structure. Axes A and B show the parallelism of 
double chains

 



Journal of Chemical Crystallography

1 3

Also, it is worth noting that these distances are signifi-
cantly shorter than the sum of the van der Waals radius of 
the oxygen atom (Rvdw ~1.52 Å) and of the ionic radius of 
the Na+ ion (RNa+ ~ 1.16 Å). Hence these strong Na+….O 
electrostatic attractions may induce the distorted conforma-
tions of the fatty acid heads.

Figure 4 shows clearly the respective disposition of the 
aliphatic hydrocarbons of lauric acid/laurate anion and of 
the inorganic parts in the title compound. The polymeric 
chains of sodium cations, which are connected by oxygen 
bridges around the x = n + ½ planes (Fig. 5), form 2-D layers 
parallel to the bc plane.

The adjacent lauric acid/laurate molecules form face-
to-face arrangements in the crystal packing (Fig. 1). These 
chains, which are almost parallel along the a-axis direction, 
form zig-zag planes of adjacent molecules which are per-
pendicular to one another (Fig. 7) [24].

Hirshfeld surface analysis

The Hirshfeld surface is representative of the region in 
space where molecules come into contact. In the Hirshfeld 
surface analysis, the disordered H atom was placed on the 
most occupied position. The Hirshfeld representation of the 
Na+ cation, the neutral organic molecule (C12H24O2), and 
the organic anion (C12H23O2)− of the asymmetric unit high-
lights intermolecular interactions between the alkyl chains 
in the crystal structure (Fig. 8).

The 2D fingerprint plots of the Hirshfeld surface allows 
to highlight the atoms participating in contacts (Fig. 9). 
The graph shown in Fig. 9a. represents the H…O/O…H 
contacts. It is characterized by two symmetrical spikes at 
short distance di+de ~1.6 Å. These spikes are characteristic 
of the strong O-H…O hydrogen bond present in the crystal 
structure, but there are also C-H…O contacts at longer dis-
tance. The graph in Fig. 9e representing H…H contacts is 
characterized by an end pointing towards the origin along 
the diagonal corresponding to di = di ~ 1.2 Å. These are 
C-H…H-C contacts representing 70.8% of intermolecular 
contacts (Table 4), due to the parallel arrangement of the 
fatty acids alkyl chains, and the contact between terminal 
methyl groups of adjacent molecules along the [100] direc-
tion. The 2D fingerprint decomposition also shows other 
contacts: O…Na (10.8%) which is the second major contact 
and C…H-C which is in third position at 8.3%.

The contacts enrichment [46], derived from the Hirshfeld 
surface analysis, is computed from the ratio between the 
actual contact surface Cxy in the crystal structure and the Rxy 
(random) contact computed as if all types of contacts had the 
same probability to form. The equiprobable contact surfaces 
Rxy are computed from the product of probabilities Sx and 
Sy which correspond to the proportions of chemical species 

fatty acids crystal structures. Such a COOH…COOH homo-
synthon [41] is not observed here. Instead, the carboxylic 
groups are slightly rotated, forming a O-H…O hydrogen 
bond. These strong O-H…O hydrogen bonds, connecting 
opposite double chains, form layers spreading along [100] 
direction (Fig. 4; Table 3). Interestingly, the carboxylic oxy-
gen atoms not involved in O-H…O hydrogen bonds, despite 
their strong hydrogen bond acceptor nature, only form weak 
C-H…O interactions with neighboring molecules (Table 3). 
The main interaction partners in the crystal packing of the 
non-protonated carboxylic oxygen atoms are the Na+ cat-
ions. Indeed, there are four O…Na+ interactions (2.320 Å 
< dO…Na+ < 2.406 Å) between the four oxygen atoms of the 
asymmetric unit and two Na+ cations located on both sides 
of the interacting carboxyl groups (Fig. 6).

The distortion of the usually observed cis conforma-
tions of the C-C-C = O groups might be attributable to these 
Na+ cations present in the crystal packing. The four Na+ 
ions in the unit cell are arranged around a plane perpen-
dicular to the [100] direction roughly located at coordinate 
x ~ 0.5. The Na+ cations are surrounded by five negatively 
charged oxygen atoms, three of C-O functions O3A, O3Ai 
(i = 1-x,1-y,1-z) and O2Biii (iii = x,½-y,-½+z) and two cor-
responding to C-O-H groups, O5Aiii (iii = (x,½-y,-½+z) 
and O4B. The Na…O distances, ranging from 2.322(3) to 
2.406(3) Å (Table 2; Fig. 5), are consistent with related 
penta-coordinated Na complexes [42, 43]. The Na1···Na1i 
and Na1···Na1ii separations are 3.341(3) and 5.183(3) Å 
respectively.

Fig. 6 Projection of a 2-D layers of sodium cations in the crystal struc-
ture along the a-axis. The carbon chains of lauric acid and laurate mol-
ecules have been omitted for clarity
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X and Y on the Hirshfeld surface. The contact enrichment 
ratio (Exy) is a powerful tool to deduce which types of con-
tacts are favoured or disfavoured in the crystal packing. 
An enrichment ratio Exy larger than unity for a given pair 
of chemical species X…Y indicates that these contacts are 
over-represented. The contact types Cxy and their enrich-
ment were computed with the MoProViewer program [45] 
and are shown in Table 4. For instance, the H-C hydrogen 
occupies 77.7% of the surface, yielding RH−C,H−C = SH−C

2 = 
60.4% and an enrichment EH−C,H−C = CH−C,H−C / RH−C,H−C 
= 70.8 / 60.4 = 1.19.

More than three quarters of the surface area is generated 
by H atoms. The O…Na electrostatic interactions and the 
O…H-O hydrogen bonds are the two strongly enriched con-
tacts (EO,H−O > 8.3) and constitute the two strong electro-
static interactions stabilizing the crystal packing. The large 
C-H…H-C contact surface between hydrophobic parts of 
lauric molecules is slightly over-represented at EH−C,H−C = 
1.19. Globally the hydrophilic and hydrophobic contacts are 

Fig. 8 Hirshfeld Surface around the lauric acid, the laurate and Na+ 
moieties of the asymmetric unit. The surface is colored according to 
the inner chemical type: hydrogen H-C: grey, hydrogen H-O: blue, 
carbon: black, oxygen: red)

 

Fig. 7 Crystallographic autostereogram of a layer of NaLLA molecules parallel to the (bc) plane carbon: black, hydrogen: grey, oxygen: red and 
sodium: purple. The view was made with MoProViewer [44]
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enriched by 5.26 and 1.13 coefficients, respectively. Con-
versely the cross contacts are strongly under-represented at 
E = 0.28, in accordance with the presence of hydrophobic 
and hydrophilic layers in the crystal packing.

Atomic thermal motion

Using transferred multipolar pseudoatoms in a crystal struc-
ture refinement at subatomic resolution allows better estima-
tion of atomic anisotropic thermal displacement parameters 
[31]. In the present NaLLA crystal structure, equivalent 
atomic B factors give insight to the dynamic properties of 
lauric acid bilayers. The two molecules in the asymmetric 
unit display similar dynamic behavior, with average equiva-
lent B factors for non-H atoms of 1.6(4) Å2 and 1.7(3) Å2. 
Atomic thermal displacements within each molecule vary 
in similar ways along the fatty acid chain (Fig. 10). High-
est B factors are found at the extremity of the fatty acids, 
for atoms of the terminal methyl groups: B(C12A) = 2.20 Å2 
and B(C12B) = 2.86 Å2. The lowest atomic thermal factors, 
ranging from 1.36 to 1.52 Å2, are found for C4 to C9 atoms 
located in the middle of the fatty acid molecules. These 
groups are involved in tight packing of parallel alkyl chains, 
where numerous H…H contacts can be found.

Fig. 9 Fingerprint plots in (di,de) of the main contacts on the Hirshfeld surface. The graphs were obtain with CrystalExplorer17 program [45]
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Cette thèse, qui présente un travail pluridisciplinaire, avait initialement pour objectif principal 

de réaliser des réactions de couplage pseudo-peptidiques entre l'acide bétulinique (BTA) et le 

2-chlorocinnamoyl ou le chlorure de phénoxyacétyle, suivies de la cristallisation de ces dérivés. 

Ce couplage avait pour objectif d’augmenter la solubilité du BTA qui est un composé ayant un 

potentiel thérapeutique. 

La spectroscopie infrarouge (IR) a été utilisée pour confirmer la présence de la fonction ester 

dans les dérivés obtenus avant de procéder à l'étape de cristallisation. Malgré plusieurs 

tentatives de cristallisation, il n'a pas été possible d'obtenir des cristaux de ces dérivés.  

Les succès obtenus dans cette synthèse ouvrent la voie à de nouvelles opportunités de recherche 

et d'application, que ce soit dans le domaine de la santé, de l'environnement ou de la science 

fondamentale. Il serait cependant intéressant d'utiliser d'autres méthodes de purification comme 

la chromatographie à haute performance afin de purifier davantage les dérivés, pour espérer les 

cristalliser et les caractériser. 

En revanche, les cristaux de laurate de sodium, acide laurique (NaLLA), ont été obtenus lors 

d'une tentative de cocristallisation de la lysine avec le laurate de sodium dans le but de former 

un cocristal lysine-laurate de sodium. Le cocristal aurait ensuité été broyé afin d'éventuellement 

provoquer une réaction d'estérification. L’analyse des cristaux par la diffraction des rayons X 

n’a pas révélé la présence de lysine mais d’un mélange laurate de sodium/acide laurique. Une 

nouvelle forme cristalline a été obtenue dont le groupe d'espace est P21/c. L'unité asymétrique 

contient deux molécules indépendantes, une de laurate de sodium et l’autre d’acide laurique. 

L'approche de la surface de Hirshfeld ainsi que l'analyse des contacts d'enrichissement ont été 

utilisées pour mener une étude détaillée sur les interactions atomiques. Ces analyses ont permis 

de caractériser une interaction particulière entre le groupement carboxylique de l’acide laurique 
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et le groupement carboxylate du laurate de sodium. Ces deux groupes sont reliés par une liaison 

hydrogène OH...O asymétrique à double puits et à faible barrière d'énergie (LBHB). Ce type 

particulier de liaison hydrogène a fait l’objet d’une publication parue en 2023 dans le Journal 

of Chemical Crystallography. 

L'orientation de la thèse s'est également tournée vers le domaine de la cristallographie des 

protéines. Au cours de cette réorientation, deux protéines ont fait l'objet d'une étude 

approfondie : Tout d'abord, une attention particulière a été portée à la lipase B de Candida 

Antarctica (CALB). Ensuite, la seconde protéine d'intérêt a été la Neuropiline 1 humaine 

(Nrp1). 

En ce qui concerne l’enzyme CALB, celle-ci a été cristallisée avec de la lysine pour tenter de 

comprendre sa spécificité vis-à-vis de cette enzyme. CALB est une enzyme utilisée pour tenter 

d’acyler des acides aminés avec des acides gras. Deux sites d’acylation sont possibles avec la 

lysine car cet acide aminé contient deux groupements amine. Les tests biochimiques avaient 

montré que l’amine de la chaine latérale était préférentiellement acylé. Un cocristal 

CALB/Lysine a été obtenu et l'enregistrement des données a été réalisé au Synchrotron Soleil 

de Paris-Saclay. Le cristal obtenu présente une macle par pseudo-mériédrie. Il n’a pas été 

possible de finaliser l’affinement probablement parce que la macle n’a pas été correctement 

modélisée. Il en résulte des cartes de densité électronique bruitées qu’il est difficile 

d’interpréter avec confiance. Les cartes de densité électronique semblent en accord avec les 

tests biochimiques. En effet, d’une part la lysine semble se fixer dans le site actif de CALB et 

d’autre part c’est l’amine de la chaîne latérale qui se trouve à proximité des résidus catalytiques 

plutôt que l’amine de la chaîne principale.  

Comme il est également possible d’acyler des molécules appartenant à la famille des 

polyphénols, une tentative de cristallisation de la protéine CALB avec un flavonoïde ; la rutine, 

a été entreprise. Bien que des cristaux aient été obtenus, leur pouvoir de diffraction s'est avéré 

insuffisant, voire inexistant. À l'avenir, il serait intéressant de trouver de nouvelles conditions 

de cristallisation pour améliorer la diffraction et obtenir des informations structurales 

précieuses sur l'interaction entre l’enzyme CALB et un substrat potentiel. 

L'étude cristallographique du fragment b1 de la neuropiline-1 (Nrp1) représente une avancée 

significative dans la compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents au 

développement embryonnaire et à la croissance vasculaire. Les mutations introduites pour 

exposer le site de liaison du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) démontrent 
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l'intérêt de l'approche employée pour obtenir une structure cristalline permettant la fixation de 

ligands. De plus, la cocristallisation avec le peptide KDKPPR a éclairé les interactions 

spécifiques entre Nrp1 et ce ligand potentiel, fournissant ainsi des informations prometteuses 

pour le développement de thérapies ciblées contre certains cancers. Ces études ont abouti à la 

publication dans la revue scientifique Molecules. L'utilisation de méthodes analytiques telles 

que l'approche de la surface de Hirshfeld et l'analyse des contacts d'enrichissement a enrichi 

notre compréhension des interactions atomiques au sein de ces systèmes complexes. Cela nous 

a permis de déterminer les résidus d'acides aminés qui interagissent au niveau du site 

d'interaction du facteur de croissance VEGF. Ces approches complémentaires ont renforcé la 

robustesse et la fiabilité de nos résultats, ouvrant la voie à des interprétations plus précises et à 

de nouvelles perspectives dans le domaine de la biologie structurale.  

Cette thèse démontre clairement la valeur d'une approche interdisciplinaire et de la 

combinaison de techniques expérimentales avancées pour aborder des problématiques 

complexes en chimie et en biologie. Les résultats obtenus ont des implications potentielles pour 

des applications biotechnologiques et médicales, et ils fournissent également des connaissances 

fondamentales qui contribueront à éclairer les développements scientifiques. 

Une des perspectives intéressantes serait d'explorer des complexes enzymatiques impliquant 

non seulement la CALB, mais également d'autres enzymes, cofacteurs et substrats. L'analyse 

des interactions complexes au sein de systèmes biologiques plus réalistes pourrait révéler des 

mécanismes encore plus complexes et ouvrir de nouvelles cibles pour des applications 

biomédicales ou biotechnologiques. 

La combinaison de la cristallographie aux rayons X avec d'autres techniques structurales 

avancées, comme la cryo-microscopie électronique (cryo-EM) et la résonance magnétique 

nucléaire (RMN), pourrait fournir une compréhension plus complète des interactions 

moléculaires et des changements conformationnels, en particulier pour les systèmes plus vastes 

et flexibles. 
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ANNEXE I : GENERALITES SUR LES MECANISMES DES REACTIONS D’ESTERIFICATION  

 

 Mécanisme de l’estérification avec HOBT / DMAP 

  

Mécanisme de l’estérification avec HOBT/DMAP 
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 Mécanisme de l’estérification avec SOCl2 

  

 

Mécanisme de l’estérification avec SOCl2 
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ANNEXE II : STRUCTURES TOPOLOGIQUES DES SUBSTRATS ET LIGAND UTILISES AU COURS 

DE CE PROJET 

 

 
 

  

Structure de chimique de La rutine, également connue sous le nom de quercétine-3-O-rutinoside, est un glycoside 
flavonoïde. La poudre de rutine est cristalline et jaune. Elle possède de puissantes propriétés antioxydantes et anti-
inflammatoires. Elle agit en neutralisant les radicaux libres et en réduisant le stress oxydatif, qui peut endommager la peu 
et accélérer le vieillissement cutané. 

 

 

 

 
  

Structure chimique de la lysine 
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Résumé 

Cette thèse porte sur les Études Structurales et Fonctionnelles des Protéines Lipase B de 

Candida Antarctica (CALB), de la Neuropiline-1 (Nrp-1) et de l'Acide Laurique.  

Un des premiers objectifs de cette thèse était d'améliorer la solubilité de l'acide bétulinique 

(BTA) dans l'eau en modifiant sa fonction alcoolique par une réaction de couplage pseudo-

peptidique avec le 2-chlorocinnamoyl et le chlorure de phénoxyacétyle.  

Parallèlement, cette thèse s'est penchée sur la recherche de cocristaux d'acide laurique et de 

lysine. Des cristaux de laurate de sodium, acide laurique (NaLLA) ont été obtenus et la 

structure a été résolue grâce à la diffraction des rayons X sur monocristal. Ces données ont 

permis d'étudier les interactions atomiques en utilisant l'approche de la surface de Hirshfeld et 

l’enrichissement des contacts.  

Ensuite, cette thèse s'est réorientée vers le domaine de la cristallographie des protéines. Au 

cours de cette réorientation, deux protéines ont été soumises à une étude approfondie. 

Dans un premier volet, une attention particulière a été portée à la lipase B de Candida 

Antarctica (CALB), une enzyme présentant des propriétés énantiosélectives intéressantes pour 

la production de molécules par biocatalyse. Une cocristallisation de la CALB en présence de 

la lysine a été entreprise pour mieux comprendre les mécanismes de fixation de cette dernière 

sur le site actif de la protéine. Les cristaux obtenus ont été caractérisés par la diffraction des 

rayons X et la structure a été résolue par la méthode du remplacement moléculaire. Il s'est avéré 

que les cristaux présentent une macle avec une loi de type (h,-k,-l). 

La seconde protéine d'intérêt était la Neuropiline-1, souvent abrégée Nrp-1, une protéine 

humaine transmembranaire. Elle est composée de plusieurs domaines, dont un domaine 

extracellulaire impliqué dans la liaison à certains ligands, et un domaine intracellulaire 

participant à la signalisation cellulaire. Nrp-1 interagit avec plusieurs facteurs de croissance et 

molécules de signalisation, tels que les sémaphorines de classe 3 (Sema 3, notamment Sema3A) 

et le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF), pour réguler la croissance des 

neurones En plus de son rôle dans le système nerveux, la Neuropiline-1 est également 

impliquée dans la régulation de la croissance des vaisseaux sanguins (angiogenèse) et d'autres 

processus physiologiques. Le Nrp-1 est une cible thérapeutique potentielle car elle est supposée 

jouer un rôle dans le développement de certains cancers en facilitant la vascularisation 

tumorale. 
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L'étude cristallographique a été réalisée sur le fragment b1 de Nrp-1 car ce fragment est soluble 

dans l’eau et renferme le site de liaison du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF). 

Dans les cristaux de la forme native de Nrp1-b1, ce site de liaison est obstrué par l'empilement 

cristallin. Il n'est donc pas possible d'utiliser les cristaux de la forme native pour tester des 

inhibiteurs ciblant le site de liaison du VEGF. Dans le but d’obtenir une autre forme cristalline, 

des mutations ont été introduites au niveau des acides aminés chargés situés à la surface de la 

protéine. Cela a permis la formation d'un nouvel empilement cristallin, laissant accessible le 

site de liaison du VEGF. Dans une perspective plus analytique, le variant a été co-cristallisé 

avec le peptide de séquence primaire KDKPPR. Les interactions atomiques ont été 

minutieusement analysées en utilisant de nouvelles approches basées sur des modèles de 

densité électronique multipolaire. Pour approfondir l'analyse, des simulations de dynamique 

moléculaire ont été mises en œuvre, permettant de comparer la dynamique du variant à celle 

de la forme native, ainsi qu'à celle des formes libres et en complexe avec le peptide KDKPPR. 

Mots clés :  Acide laurique, Lipase B de Candida Antarctica, Neuropiline-1, surface de 

Hirshfeld, Macle, Lysine, Facteur de Croissance de l'Endothélium Vasculaire (VEGF), ligand 

peptidique. 
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Abstract 

This thesis focuses on structural and functional studies of Candida Antarctica Lipase B protein 

(CALB), Neuropilin-1 (Nrp-1) and Lauric Acid.  

One of the first objectives of this thesis was to improve the solubility of betulinic acid (BTA) 

in water by modifying its alcoholic function via a pseudo-peptide coupling reaction with 2-

chlorocinnamoyl and phenoxyacetyl chloride.  

In parallel, this thesis focused on the search for co-crystals of lauric acid and lysine. Crystals 

of sodium laurate, lauric acid (NaLLA) were obtained and the structure was resolved using 

single-crystal X-ray diffraction. These data were used to study atomic interactions using the 

Hirshfeld surface approach and contact enrichment.  

This thesis was then reoriented towards the field of protein crystallography. During this 

reorientation, two proteins were subjected to in-depth study. 

Firstly, particular attention was paid to Candida Antarctica lipase B (CALB), an enzyme with 

interesting enantioselective properties to produce molecules by biocatalysis. Co-crystallization 

of CALB in the presence of lysine was undertaken to better understand the mechanisms by 

which lysine binds to the protein's active site. The crystals obtained were characterized by X-

ray diffraction and the structure was solved by the molecular replacement method. The crystals 

were found to be macular with a (h,-k,-l)-type distribution. 

The second protein of interest was Neuropilin-1, often abbreviated to Nrp-1, a human 

transmembrane protein. It is composed of several domains, including an extracellular domain 

involved in binding to certain ligands, and an intracellular domain involved in cell signalling. 

Nrp-1 interacts with several growth factors and signaling molecules, such as class 3 

semaphorins (Sema 3, notably Sema3A) and vascular endothelial growth factor (VEGF), to 

regulate neuronal growth. In addition to its role in the nervous system, Neuropilin-1 is also 

involved in the regulation of blood vessel growth (angiogenesis) and other physiological 

processes. Nrp-1 is a potential therapeutic target, as it is thought to play a role in the 

development of certain cancers by facilitating tumor vascularization. 

The crystallographic study was carried out on the b1 fragment of Nrp-1, as this fragment is 

water-soluble and contains the binding site for vascular endothelial growth factor (VEGF). In 

crystals of the native form of Nrp1-b1, this binding site is blocked by crystal packing. It is 

therefore not possible to use crystals of the native form to test inhibitors targeting the VEGF 
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binding site. To obtain an alternative crystal form, mutations were introduced in the charged 

amino acids on the protein surface. This resulted in the formation of a new crystal stack, leaving 

the VEGF binding site accessible. From a more analytical perspective, the variant was co-

crystallized with the primary sequence peptide KDKPPR. Atomic interactions were 

meticulously analyzed using new approaches based on multipolar electron density models. To 

extend the analysis, molecular dynamics simulations have been implemented, enabling 

comparison of the dynamics of the variant with those of the native form, as well as with those 

of the free forms and in complex with the KDKPPR peptide. 

Key words: Lauric acid, Candida Antarctica Lipase B, Neuropilin-1, Hirshfeld surface, Macle, 

Lysine, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), peptide ligand. 
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