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1. L'allergie
Introduction

L'allergie est une hypersensibilité de type 1, easlire médiée par les immunoglobulines de type E
(IgE) (Coombs and Gell, 1975). Cette hypersensgibiist induite par certains antigenes appelés
« allergénes ». Dans I'allergie, la réponse imnairgtinduite posséde toutes les caracteéristiquased’
réponse humorale normale. L'allergene induit urppmnée identique a celle produite par les autres
antigénes conduisant a la création de plasmocytde eellules mémoires. Cependant, en plus des
IgM et des IgG, les plasmocytes produisent desdgiEsont normalement produits uniquement lors
d’une infection parasitaire (Goldsley al, 2001).

Certaines personnes présentent une prédisposiiguitaire, appelée « atopie », caractérisée mar de
troubles de la synthése des IgE permettant & d&gaes non parasitaires de stimuler la production
d’IgE (Goldsbyet al, 2001). Ces derniers possedent une grande affioité les récepteurs de type
FceRI présents a la surface des mastocytes tissuktirdss basophiles du sang. Les mastocytes et les
basophiles recouverts par les IgE sont alors ditsngibilisés ». Lors d’'une exposition ultérieuve a
méme allergéne, la fixation de l'allergéne aux lgEsents a la surface des cellules sensibilisées
provoque la dégranulation de ces derniéres lib&astmédiateurs pharmacologiques (leucotrienes,
histamine) qui agissent sur les cellules avoisemet conduisent aux symptomes allergiques (rhinite
allergique, asthme, dermatite).

La réponse IgE anormale des individus atopiquesaasinoins en partie, d’ordre génétique et souvent
familiale (Ruffilli and Bonini, 1997; Goldsbgt al, 2001). Les individus atopiques possedent un taux
anormalement élevé d’IgE circulantes et un nomb@esihophiles circulants supérieur a la normale
(Goldsbyet al, 2001). La propension génétique aux réponsesctepia été localisée dans divers loci
chromosomiques. Un locus, situé sur le chromosamed$t lié a une région qui code pour une grande
variété de cytokines, y compris I'lL-3, I'lL-4, L}5, I'IL-9 I'lL-13 et le GM-CSF (Cooksoret al,
2000). Un second locus, situé sur le chromosome ddiglié & une région qui code pour une sous-
unité du récepteur de haute affinité aux IgE (Coaket al, 1989). La plupart des réponses allergiques
a IgE se produisent a la surface des muqueusesspemse a des allergénes qui pénétrent dans
I'organisme soit par inhalation, soit par ingest{@oldsbyet al, 2001)

Base moléculaire de I'allergie

Lors de la réponse allergique, il y a une polaosatie la réponse immunitaire vers la production de
lymphocytes T helper de type Il (CD4+ Th2) et ungraentation de production de cytokine de type Il
(IL-4, IL-5, IL-13) provoquant une augmentation e production d’'IgE et un développement des
mastocytes, des basophiles et des éosinophiles¢Mie and Vogel, 2002) (Figure 1). Aprés capture
et internalisation, l'allergéne est protéolysé pare cellule présentatrice d’antigénes (cellule
dendritique). Ce traitement, réalisé au niveau diiéasome, génere des peptides qui sont ensuite
présentés a la surface de la cellule dans un dentékistocompatibilité de type Il (CMH Il). Ce
complexe peut alors étre reconnu par le réceptempl@Ementaire (TCR) d'un lymphocyte T helper
naif. En plus de cette interaction, les lymphocyitamt besoin d’un second signal, appelé « sigeal d
co-stimulation » qui résulte de l'interaction treose entre les molécules des cellules présentstri
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d’antigenes telles que CD80/CD86, DC-SIGN, CD40cades molécules de CD28, ICAM-3 et
CDA40L du lymphocyte T (Miescher and Vogel, 2002).

FIGURE 1 : Régulation de la synthése des IgE par les
lymphocytes B et T(Miescher and Vogel, 2003): la fixation

s Egj: — — \3{") i de l'allergéne a un IgM présent a la surface d'celule B (B-
//’ i ‘—\” 7 (T? = ";/B I;‘ 98N cell) conduit & son internalisation, sa dégradatiomiveau du
/ TCR; :‘ CAH P:‘p*:ge e \\ protéasome et sa présentation a la surface délldecgans un
| P @l - Coh ] contexte d’histocompatibilité de type Il (MHC pem)d2 : la
\ wro, /Cgf,',_ cD40\ \‘3 \_'\ " reconnaissance du complexe par le TCR d’une cellderifluit
\\\ % {j\ ”)5{'-'13”3 o \ 7 a l'expression du CD40L3 : la fixation du CD40L au CD40

\"—l‘ff-{ coeg  CD8O/ 4 u"T : /\ augmente I'expression du CD84.: I'interaction CD80-CD28

\Q\‘:\_,\ VEED 75”5 fL # \'\. stimule la production de cytokine$)(et la prolifération de
Mt IgE  Proliferaon  lymphocytes T.6: la fixation de I'L-13 et de I'lL-4 aux

Production

It récepteurs présents a la surface des cellules Bitifelurs

prolifération.7 : « Switch isotypique » vers la production d’IgE.

8 : prolifération des lymphocytes B.
Cette co-stimulation permet le déclenchement ddifférenciation et de I'expansion clonale des
lymphocytes T helper qui se différencient alorsdeux populations différentes selon le type de
cytokines qu'ils produisent. Les Thl qui produispntcipalement de l'interférop{IFN-y), de I'lL-2

et du TNF et les Th2 qui produisent de I'interleukine deetyp 5, 9, 10, 13 et de GM-CSF.

Les cytokines sécrétées par les Th2 stimulentpange allergique de différentes facons. L'IL-4 et
I'IlL-13 contribuent au phénomeéne allergique en gtant le « switch isotypique » des lymphocytes B
de la production d’IgM et d'lgG vers la productidigE (Del Preteet al, 1988; Penet al, 1988).
Les interleukines de type 3, 4 et 10 augmentenpréauction des mastocytes. L’IL-4 et I'lL-5
favorisent respectivement leur maturation, leurivatbn et I'accumulation des éosinophiles. En
revanche, I'lL-2, 'INFy et le TNF inhibent la production des IgE en agissdirectement sur les
Iymphocytes B.

Mergen- drived FIGURE 2 :Vue simplifiée de la réponse allergique adaptée
W ' de (van Neervenet al., 1996) L’allergéne est internalisé,
APC ‘ \ processé et présenté a la surface d'une cellulsept&trice
m = d’'antigene (APC) dans un contexte d’histocompatibitie type
N Il (MHCII). L'interaction du complexe avec le récept
L @ complémentaire (TCR) d'un lymphocyte T helper (Th2ICel
h > :' .'..‘.. conduit celui-ci a produire des cytokines dont 44Let I'lL-13.
Phase tardi | Phase précoceCes derniéres induisent la production d’IgE pafyemphocytes
Late ‘phase Immediate B (B-cell) et sont responsables de la phase préddde5

response hypersensi tivity

induit la prolifération des éosinophiles et espmsable de la

phase tardive.
Les immunoglobulines de type E, bien que présesnieaible quantité, jouent un réle majeur dans la
réponse allergique. Aprés production, celles-a@fiie récepteur de haute affinité,dRT, présent a la
surface des mastocytes et des éosinophiles. Lgiofixale l'allergene provoque la libération de
médiateurs préformés tels que I'histamine, I'ILFL-5 et I'lL-13 conduisant a I'entrée en phase
précoce du symdrome allergique (Janevetyal, 1999) (Figure 2). Cette phase apparait aprés
quelques minutes et est caractérisée par des symeptiels que des démangeaisons, des éternuements
et des rhinites allergiques. La phase tardive akelgie apparait dans les 6 a 24 heures suivahtest
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caractérisée par une augmentation des éosinohitess lymphocytes T, conduisant & des symptémes
inflammatoires tels que I'hyperactivité bronchiqi#ygind et al, 1996).

L’allergie aux acariens

L'allergie aux acariens est une pathologie chromitpés répandue dans les pays industrialisés. A
I'heure actuelle, on estime que plus de 20% deofaulation occidentale est sensibilisée aux acariens
et que plus de 80% des asthmatiques développentitrks élevés en IgE spécifiques contre les
allergénes de ces organismes (Thomasl, 2002). Ces réactions d’hypersensibilité immédidge
type 1 sont induites par différents types d'allemge présents dans la poussiére domestique et frodui
par différentes espéces d’acariens dont les deédopminantes sont les espe@=rmatophagoides
pteronyssinugt Dermatophagoides farina@/oorhorst and Spieksma, 1967; Miyamatbal, 1968;
Thomaset al, 2002).

2. L’acarien Dermatophagoides pteronyssinus et ses allergéenes

L'acarien de poussiére

Morphologie
Les acariens sont des arthropodes appartenantladse des arachnides. Il existe environ 40 000
espéces difféerentes d’acariens (Nathanson, 19@&8)atariens possedent une forme globulaire et une
taille comprise entre 0,1 et 1 mm. lls possedegpaifies de pattes et une cuticule striée. Leur ddeée
vie est comprise entre 2 et 3 mois et demi. Les@tmade poussiere se divisent en deux groupes : le
acariens de poussiere de maison (House Dust Miiedegdéveloppent a I'intérieur des habitations et
que l'on retrouve en association avec la poussmémagere et les acariens de stockage qui se
développent dans les milieux liés a I'agriculture.

Le cycle de vie des acariens est accompli en em jours et comprend plusieurs stades : oeuf,
larve, nymphes et adulte. Leurs conditions de teatpee et d’humidité optimales se situent
respectivement entre 23 et 30°C et entre 80 et 80%midité relative. La principale source de
nourriture des acariens de poussiére de maisonoegbosée de squames de peau au contraire des
acariens de stockage qui se nourrissent de plahtds microorganismes. Les déjections des acariens
de poussiere représentent une puissante sourdergéales. En effet, dans I'atmosphere, les feces
d’acariens contenant ces allergenes peuvent azoiaille d'un grain de pollen et sont aisément
mobilisables leur permettant ainsi de pénétretda@nt dans les voies respiratoires.

L’'acarien Dermatophagoides pteronyssinus

Phylogénie et distribution

FIGURE 3: L'acarien Dermatophagoides pteronissynus (fr.wikipedia.org)
Bien que les deux espédesrmatophagoides pteronyssin{iggure 3) eDermatophagoides farinae
soient trés proches et capables de croitre dansodelitions similaires, leur répartition géograplq
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est différenteD. pteronyssinugst depuis longtemps considérée comme I'especomigante en
Europe et en Asie, au contraire des Etats-Unisesudeux espéces sont largement distribuées.
Cependant, a I'heure actuelle, il semble Gudarinaedevienne de plus en plus fréquente en Europe
(Zock et al, 2006).

Les différents groupes d’allergénes d’acariens

Les acariens sont des organismes complexes quepeproduire des milliers de protéines différentes
ainsi qu'une grande diversité de macromoléculess Egtraits d'acariens correspondent a des
extractions liquides/solides d’une culture, épuiséeon, contenant des acariens entiers, des n@nphe
des pellettes fécales, des ceufs, ainsi que duuntileculture. Ces extraits sont capables d'indiuile

fois une réactivité sur la peau de patients allpres et de fixer leurs IgE dans des téstsitro
(Thomaset al, 2002).

Nomenclature et mode de regroupement

La nomenclature systématique des allergénes estediar I'lUIS et contient trois parties séparées
chacune par un espace. Les deux premiéres pavtiesgondent aux trois premieres lettres du genre
de I'organisme d’ou I'allergéne est isolé, suivil’espace, suivi de la premiere lettre de I'espéeae.
troisieme partie, désignée par un chiffre arabeespond a I'ordre chronologique d’identificatioa d
I'allergéne. Dans les extraits d’acariens, on estiqu’environ 30 protéines différentes seraient
capables d’induire la production d’'IgE chez desgpas allergiques aux acariens (Thoreasl, 2002).
Ces différentes protéines sont réparties en différgroupes en fonction de I'ordre chronologique de
leur découverte et de leur fonction biologique (flas and Smith, 1998).

Groupes d’allergénes : description et prévalence

A TI'heure actuelle, 15 groupes différents d’allarge ont été identifiés et partiellement caractérisé
chezD. pteronyssinud.a fonction biologique des groupes 1, 3, 4, 61913-15 est connue alors que
celle des groupes 2, 5, 7, 12, 21 et 23 reste mamnJn résumé de la fonction biologique de chaque
groupe et de leur prévalence (% IgE) est préselatdable 1.

Groupe Fonction MM (kDa) Espece I9E (%)
1 Protéase cvstéine act 28 Dn. Df. En 8C-10C
2 Inconnue (HE! 14 Do. Df. Emr 8C-10C
3 Trvosine 25 Do. Df. Emr 16-10C
4 a-amvlas 57 Dp. En 4C-46
5 Inconnut 15 Do 5C-7C
6 Chvmotrvpsin-like 25 Do. Df. 40
7 Inconnue 25 Dp.Df. 50
8 Glutathion¢S- 2€ Do 40
9 Collacénas 3C Do 90
10 Tropomvosin 37 Dp. Df 5C-95
11 Paramvosin 9€ Df. Bt 80
12 Inconnut 14 Bt 50
13 Protéine fixant les acide 15 Bt 1C-23
14 Vitelloaenine/anolinon 177 Do. Df. Emr 90
15 Chitinas¢ 62.5 Df 70
16 Gelsoline 58 Df 35
17 Proteine fixant le C** 3C Df 35
18 Chitinast 6C Df 60
19 peptide Ani-microbien 7 Bt 10
20 Arainine kinas - Do 15-44
21 Inconnue 14.% Do 56
23 Inconnue 14 Dp

Table 1 : Les différents groupes d'allergénes d'acaens.Adapté de (Thomast al, 2002) (www.allergen.org)



Introduction

Der p 1 : I'allergéne du groupe 1 ddermatophagoides pteronyssinus
Découverte

L’allergéne Der p 1 fut le premier allergéne déatichez I'acarie. pteronyssinugChapman and
Platts-Mills, 1980) et le premier identifié par cbge de 'ADN complémentaire (Chea al, 1988).
L’allergéne Der p 1 (EC 3.4.22.65) est une glyctfire de 25 kDa, majoritaire dans les extraits
d’acariens et capable d’'induire la production d'lgfiez 80% des personnes sensibilisées aux acariens
(Thomas and Smith, 1998).

Classification, homologie et polymorphisme

Le gene de Der p 1 code pour une préproprotéind2@eacides aminés comprenant une séquence
signal de 18 acides aminés nécessaire pour latisécrén propeptide de 80 acides aminés et une
forme mature de 222 acides aminés correspondamt grotéase a cystéine active (Cletial, 1988)
(Figure 4).

1 MENEASEYARTZARPSS| KTFEEYKKAFNKSYATFEDEEAARKNFLESVKYVQSN

60 GGAI NHL SDL SLDEFKNRFLMSAEAFEHL KTQFDLNAETNACSI NGNAPAEI DLRQVRTV

120 TPl RMQGGCGSCWAFSGVAATESAYL AYRNQSL DLAEQEL VDCASQHGCHGDT! PRG EY

180 | QGHNGVWQESYYRYVAREQSCRRPNAQRFG SNYCQ YPPNVNKI REALAQTHSAI AV |

240 G KDLDAFRHYDGRTI | QRDNGYQPNYHAVNI VGYSNAQGVDYW VRNSVWDTNWEDNGYG
300 YFAANI DLMM EEYPYWVI L

FIGURE 4 : Séquence de la protéine préproDer p 1 (PO8176)a séquence signal de 18 acides aminés et le
propeptide de 80 acides aminés sont surlignés ctépment en noir et en gris. Les deux sites pakdie N-
glycosylation présents dans le propeptide (N16plaes la forme mature (N52) sont colorés en bles.ésidus de

la triade catalytique C34-H170-N190 sont coloréscemge.

Sur base de son homologie de séquence et de largatisn des résidus catalytiques, Der p 1 fut
classé dans la famille des « papain-like » cyst@imtéase (CA1l) (Barrett al, 1998). En effet,
proDer p 1 présente 14/ 26 % d'identité avec lpapaine, 13/31 % avec la procaricaine et 12/27 %
avec la cathepsine L (propeptide/forme mature) éC#tual, 1988). Le géne de Der p 1 est aussi
présent chez d’autres espéces d’'acariens tresqwael. pteronyssinusAinsi les allergénes Der f 1,
Eur m 1 et Pso 1 ont été identifiés respectiveroketD. farinag Euroglyphyus mayneit Psoroptes
ovis (Dilworth et al, 1991). Ces protéines présentent respectivemedb/82 %, 85/ 84 %, 79/ 64 %
d’identité (propeptide/forme mature) ainsi qu'unévyalence vis-a-vis des IgE comprise entre 80 et
100%. Le géne de Der p 1 présente un polymorphameiveau d’au moins 12 résidus, ce qui le
distingue de Der f 1 qui, lui, ne possede un polghisme qu’au niveau de 2 résidus (Sndthal,
2001; Piboonpocanuet al, 2006). Chez Der p 1, les deux isoformes les ptusantes contiennent la
substitution de la valine 124 en alanine ou duaghatte 215 en lysine (Dilwortst al, 1991; Smithet

al., 2001; Yasuharat al, 2001).

Prévalence

La protéine Der p 1 a été identifiee comme étantes allergénes majeurs Bermatophagoides
pteronyssinuscar cet allergéne, en plus de sa grande contientrdans les extraits d’acariens, est
capable de fixer des IgE chez tous les patientsgidjues aux acariens. De plus, 50 & 70% des IgE
produits en réponse aux extraits d’acariens saigédi contre Der p 1 (Chapman and Platts-Mills,
1980). Par la suite, des tests d’absorption onttréogue, selon leserg la spécificité antD.
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pteronyssinuest de 6 & 21% des IgE totaux (Lind, 1985). Ds,plan der Zeet al. montrérent que,
chez 60% des patients, 50 a 100 % des IgE prodoit®ponse aux extraits d’'acariens sont dirigés
contre Der p 1 et Der p 2 (van der Zseal, 1988). Des résultats similaires furent obtenusi\peyer
(Meyer et al. 1994). A I'heure actuelle, on estime que Der psfiaapable d’induire la production
d’'IgE chez 80 % des patients sensibilisés aux @ecar(Toveyet al, 1981; Chapmart al, 1983;
Krilis et al, 1984; Meyeret al, 1994).

Structure

En 2005, la structure tridimensionnelle d’'une fordmiblement mutée (C34A/N52Q) du zymogéne
proDer p 1 a été résolue par diffraction des rayéiiseno et al, 2005) (PDB : 1XKG) (Figures 4A

et 4B). L'analyse de cette structure confirme que P 1 appartient a la famille des «papain-like»
protéases CAL. Cette structure montre que Der gs&gule une structure globulaire a deux domaines
délimitant un sillon catalytique a leur interfadengaintenus ensemble par des interactions entre les
extrémités N et C-terminales du zymogene (Figurg. 4@ premier domaine, appelé domaine R
(Right), est formé par les résidus 197 a 299 dantdnformation est caractérisée par la présence
d’hélicesa et de feuilletsp. Ce domaine est traversé par les résidus 82 ad&Olextrémité N-
terminale. Le second domaine, appelé domaine Lt)Left formé par les résidus 101 a 196 qui
adoptent une conformation prédominante en hétic&ans Der p 1, deux des trois ponts disulfure de
la papaine sont conservés (C111-C151 et C145-CC&pendant, un troisieme pont disulfure, unique
dans la famille CA1 et impliquant les résidus CBC£97 est présent dans Der p 1 (Methal, 2005).

FIGURE 4 :Structure du zymogéne proDerpl, localisation du pspeptide et des trois ponts disulfuregMenoet
al., 2005).A et B: Structure du zymogéne proDer p 1 (1XKGlpetlisation des différentes hélicesiu propeptide.
La protéase mature est colorée en vert et repésestt surface tandis que le propeptide est colorgris et
représenté en cartoon (A) ou surface (B). Le sitalytique est coloré en rouge. C: structure de dégaise mature et
localisation des trois ponts disulfure et de lade catalytique (C34-H170-N190).

En 2006, la structure de Der p 1 a été résolue difraction des rayons X, a partir d'une forme
mature recombinante provenant du zymogeéne proDédr (N52Q) préalablement activé par un
traitement a pH 4 (de Hallewst al, 2006) (PDB : 2AS8). L'analyse de cette structurenfirmé les
résultats obtenus par Meret al. L’alignement de ces deux structures montre quyl pas de
différences structurales notables entre la straatierla forme mature libre et celle obtenue a pduti
zymogeéne (Figure 5A). Ces résultats indiquent guettucture du domaine catalytique n’est pas
modifiée apres le processus d’activation ou pgrésence du propeptide. Cependant, la structure de
Der p 1 obtenue par De Haleex al. montre que Der p 1 est capable de dimériser a pitenet

11
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basique (Figures 5B et 5C) et de fixer un ion magmé. Cette dimérisation, observée dans la maille
cristalline et par tamis moléculaire, mais abselates la structure du zymogéne, serait rendue pessib
par des interactions masquées en présence du fidgpepimpliquant trois segments (69-75, 146-148
et 163-168), portant chacun des résidus polairasetatiques.

FIGURE 5 :Dimérisation de la protéase Der p 1 maturéde Halleuxet al, 2006). A: superpaosition de la structure
du domaine catalytique du zymogéne (1XKG) en bktude la protéase mature (2AS8) en vert. B: impboatiu
sillon catalytique dans la dimérisation de la pasgmature et localisation (encadrés) des résipiggués dans la
stabilisation de l'interface de dimérisation. C:nésentation et localisation des résidus impliqussda stabilisation
de l'interface entre les deux monomeres.

La dimérisation de Der p 1, bien gu’unique dansldm CAL, a déja pu étre mise en évidence lors de
la cristallisation de la Ginger protéase Il (familCAl), cette derniere adoptant une structure
homotétrameérique (Chett al, 1999). Deux résidus histidine (His69 et His72agt des résidus clés
dans cette dimérisation de Der p 1, expliquanti ajone cette interaction est dépendante du pH. Le
résidu His 72 serait un résidu crucial dans laiksakion de I'interface. En effet, I'histidine 7@un
monomeére forme un pont hydrogene avec I'Aspl146Aspll48 de I'autre monomere et son carbonyle
forme un pont hydrogéne avec l'azote de la chamigcipale de la tyrosine 165. Cette derniére
s'insére dans une poche hydrophobe délimitée paekidus lle76, lle14l, Tyrl69, Tyr216 et Tyr218
de son partenaire. L'histidine 69, quant a ellejlde moins importante, mais son azo&2Norme un
pont hydrogéne avec le carbonyle de la Glyl64.r&tiisparagine 168, située au milieu de la surface
d’interaction interagit avec son équivalent surutte monomére et la GIn166 forme un pont
hydrogéne avec la tyrosine 169 de l'autre parten&¥e plus, I'analyse de la structure de Der p 1 a
montré la présence d'un site de fixation d’'un ioagmésium, également observée par Menhal,
mais cet ion ne serait pas essentiel a I'activéi@lgtique car Der p 1 doit étre activée par umage
réducteur (DTT) et un agent chélateur des ionsldma (EDTA) afin de régénérer le thiol libre de la
cystéine active (Menet al, 2006).

Activité et fonction
L'analyse de la structure tridimensionnelle momjue le site actif de Der p 1, situé a l'interfacgre
les domaines L (vert) et R (rouge) (Figure 4C),fesiné d’'une paire ionique thiolate-imidazolium
conservée chez les « papain-like » et comprenantiaines latérales des résidus Cys34, His170 et
Asn190. Dans cette triade, la cystéine active edép par le domaine Left tandis que I'histidine et
'asparagine sont portées par le domaine Right.nBigra I'heure actuelle aucune fonction
physiologique précise n'ait pu lui étre attribuéapmaset al.ont pu mettre en évidence par immuno-
détection une concentration élevée en Der p 1 aeanide I'épithélium de la partie postérieure de
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I'estomac de l'acarien, ce qui suggere une fonctigestive (Thomast al, 1991). Cette hypothese
est renforcée par la présence d’'une concentraliimée en Der p 1 dans les pellettes fécales (5% de
protéines totales) de l'acarien. Cependant, lagm@s d’'un peptide signal semble indiquer que le
zymogéene Der p 1 pourrait étre soit sécrété dargniéere du systeme digestif, soit adressé a un
compartiment cellulaire avant d’étre activé.

Spécificité
Les protéases a cystéine active de la famille Cét snajoritairement des endopeptidases. Chez
celles-ci, la fixation du substrat est assuréespat sous-sites S4-S1 et S1'-S3’, répartis suddées
cbtés du sillon catalytique, chacun d'entre euxtétaapable de stabiliser une chaine latérale du
substrat (Schechter and Berger, 1967). Dans cattéllé, le déterminant le plus important de la
spécificité est le sous-site S2 qui affiche, dansnhjorité des cas, une grande préférence pour les
larges chaines latérales hydrophobes comme celke mleénylalanine en position P2. Au contraire, le
sous-site S1 est moins sélectif dans cette farmdlgui est vraisemblablement di a une absence de
poche de spécificité définie. Dans la famille CA&u de choses sont connues concernant la spécificit
des sous-sites S’ mais il semble que leur spé&éfsnit relativement étendue.

Chez Der p 1, la spécificité protéolytique a pe &ien caractérisée par des expériences de pregeoly
et par des études structurales. Dans ces diffé&rexigériences, Der p 1 est décrite comme étant une
protéase possédant une tres grande spécificit&/@aundu résidu en position P2 du substrat. Ert,effe
Schulz a étudié la protéolyse de 10 substratsptiigues fluorescents de séquences différentepar
protéase Der p 1 naturelle purifiée a partir déuces épuisées d'acariens (Schetfizal, 1998b). Cette
étude a montré qu’'un seul de ces substrats, le@®&la-Arg-AMC, pouvait étre hydrolysé par Der

p 1 (Km= 280 uM, k/Km=4,6.16 M* s"). Elle a également démontré I'importance de |s@née
d’'une alanine en position P2 et d'un résidu chgrgsitivement en position P1, ce qui semble la
distinguer des autres « papain-like » protéases.
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FIGURE 6: Spécificité protéolytique de la protéase Der p 1 rarelle déterminée a l'aide d’une librairie de
tétrapeptides fluorescentgHarriset al, 2004). Etude de I'impact de la nature et de Kitjpm des différents résidus
du substrat et de la relation entre les différergesitions suivant la nomenclature de Schechter Bedyer
(Schechter and Berger, 1967). Le numéro situé esodssde chaque sous-librairie représente le potagen
d’activité considérant le signal le plus importaammme 100% (activité maximale)
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D’autre part, Harris a pu confirmer ces résultateidiant la protéolyse d’une banque combinatoire
de 4000 tétrapeptides fluorescents immobilisésleardamiers (Figure 6). Ces résultats confirment la
préférence de Der p 1 pour un résidu alanine eitiggosP2. Cette étude montre également la
préférence de Der p 1 pour un acide aminé basigqymosition P1, polaire en P3, ainsi que pour la
présence d’'un acide aminé aliphatique tel qu’uneife, une isoleucine, une proline ou une valine en
position P4 (Harrigt al, 2004).

Les bases moléculaires de cette spécificité or@tpriexpliquées en partie par une étude approfondie
des résidus longeant le site catalytique de Deepgdhr leur comparaison avec ceux de la papame. E
effet, cette comparaison a pu mettre en évidenasiqurs différences, majoritairement dues a la
présence de nombreuses substitutions au niveadsidss déterminant les différents sous-sites et pa
la position différente de I'hélica et de la boucle portant les résidus 224 a 248siAaes différences
conduiraient chez Der p 1 & I'absence de soussditet a la possibilité de stabiliser un acide arainé
large chaine latérale hydrophobe dans le souséiteDe plus, bien que la chaine latérale en mositi
P1 du substrat semble devoir pointer en dehorsitducatalytique, une possible interaction avec
'asparagine 248, située a I'extérieur du sillotatgique pourrait expliquer la préférence de Der p
pour un acide aminé polaire et/ou basique en paositi(Mencet al, 2005).

Modifications post-traductionnelles

Glycosylation
L’'analyse de la séquence de 'ADN complémentaidigue la présence de deux sites potentiels de N-
glycosylation (NXS/T) dans le précurseur de Der (prbDerpl). Le premier site serait situé dans le
propeptide au niveau du résidu Asnl6p (-64 numsootdorme mature) dans la boucle entre les
hélices alpha 1 et 2 et le second dans la séquienieeforme mature portée par le résidu Asn52 (Chua
et al, 1988).

Protéolyse
Comme toutes les protéases a cystéine active fdenile des «papain-like», Der p 1 est synthétisée
sous forme inactive afin d’éviter la protéolyse momtrélée des cellules productrices. Dans la famil
CAl, cette inactivation est rendue possible paprigsence d'une extension N-terminale, appelée
propeptide ou prosegment, qui couvre le sillonlgatme et diminue I'accessibilité du site catadyte.
Cependant, ce mode de régulation nécessite uneatimti ultérieure correspondant a la perte du
propeptide et a la libération de [lactivité enzyimae. Cette activation peut étre intra ou
intermoléculaire en une ou plusieurs étapes seraymogenes.

Implication de I'activité enzymatique dans la répemllergique
L’activité enzymatique de Der pl joue un rdle intpat dans le développement de la réponse
allergiqgue (Kikuchiet al, 2006). Plusieurs études suggerent que Der p ZXrgibwcauser des
dommages directs a I'épithélium respiratoire. Hatefl a été montré que cette cystéine protéase pe
cliver des protéines d’adhésion des jonctions sertélles que 'occludine et la claudine (Watral,
1999). De ce fait, Der p 1 augmenterait la permigéétépithéliale et donc, faciliterait le mouvement
transépithélial des allergenes. En plus du clivdgees protéines, I'activité protéolytique de Dek p
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est capable d’'inactiver un inhibiteur des protéaseérine appelédl antitrypsine (Kalshekest al,
1996). Cet inhibiteur, naturellement sécrété pauckdlules épithéliales, est impliqué dans la ratih
homéostatique de I'épithélium respiratoire. Paclosage, Der p 1 pourrait réduire la défense dsutis
épithélial contre des protéases et augmenterad Bowulnérabilité du tissu (Sharned al, 2003). De
plus, cet allergene est capable de cliver 'AlePL{proteinase inhibitor), la SLPI (secretory leukiec
proteinase inhibitor) et I'élafine qui contribuesignificativement a I'activité anti-élastase daes |
poumons (Browret al, 2003).

L’allergéne Der p 1 est capable de cliver spécd#mant le récepteur CD23, récepteur de faible
affinité aux IgE, présent a la surface des lymphexB (Schulzt al, 1995). Ce clivage se produit a
deux sites distincts dans le récepteur : un preemte les résidus Glu298 et Ser299 et un secanel en
les résidus Serl55 et Serl56 (Schatlal, 1997). Le récepteur CD23 joue un réle importamgdia
réponse immunitaire humorale. En effet, son adtwapar les IgE conduit a un signal « feedback »
qui supprime la synthése locale des IgE par leslesl B. Par ailleurs, il apparait que, in vitra, |
forme soluble découlant du clivage du récepteur £RBgmente la synthése d’IgE. Des études
montrent que les lymphocytes T, conditionnés awalpbde avec cet allergene, induiraient une
augmentation de la synthese des IgE par les lynypeod. L'activité protéolytique de Der p 1 dans
I'allergie semble ainsi étre liée a une dérégulatle la synthése des IgE (Gouggtal, 1999).

De plus, Der p 1 est aussi capable de cliver leptéur CD25 des cellules T. Ce clivage se produit
dans la chaine du récepteur de haute affinité a l'interleukinet2conduit a une diminution de la
prolifération des lymphocytes T et de la productdm IFNy ; I'lL-2 et I' IFN-y étant considérés
comme deux facteurs de croissance autocrine desAlindi, le clivage du CD25 par Der p 1 tendrait
a diminuer la population de Thl et donc a fairenaeigter celle de Th2 (Schugt al, 1998a).

Der p 1 peut aussi cliver les protéines surfactaAtet D des poumons (Dedt al, 2007). Ces deux
protéines, capables de fixer les carbohydratesrésepce d’ions G4 joueraient un role important
dans la lutte anti-bactérienne ainsi que dansparee allergique en interagissant avec une grande
variété d'aéro-allergenes. En effet, ces protépmsraient se fixer aux allergénes eux-mémes @u a |
place de ceux-ci sur les IgE présents a la sudasanastocystes, empéchant ainsi la dégranulagion d
ces derniers. La dégradation des surfactants AmdrDer p 1 conduirait ainsi a une diminution des
défenses antibactériennes mais pourrait aussi anignia réponse et les symptémes allergiques.

L’activité protéolytique de Der p 1 peut favorisarvoie Th2 via un clivage des molécules DC-SIGN
et DC-SIGNR (Furmonavicienet al, 2007). Ces deux protéines appartenant aux lactieetype C
sont impliguées dans la reconnaissance des patbegée clivage de DC-SIGN par Der p 1
conduirait & une diminution de ICAM-3 et du ligade DC-SIGN qui est nhormalement exprimé a la
surface des lymphocytes T naifs et qui est implidargs la signalisation de la voie Thl.

Enfin, l'activité enzymatique de Der p 1 peut aussiditionner les cellules dendritiques a stimider
différentiation des lymphocytes T naifs en lymphesyTh2. Der p 1 clive le récepteur CD40 présent
a la surface des cellules dendritiques, conduigante diminution de la production d’IL-12. Ces
cellules dendritiques, conditionnées par la pretéder p 1, induiraient ainsi chez des lymphocytes T
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naifs une augmentation de la production d’IL-4 m¢ diminution de la synthése d’'IFN(Comoy et
al., 1998; Ghaemmaghami and Shakib, 2002).

Finalement, la comparaison des réponses induiteslggprotéines Der p 1 recombinantes inhibées
par du E-64 ou dénaturées par la chaleur avecscielthiites par la protéase active montre que les
protéines dépourvues d’activité protéolytique iséat une production d’'IgE totaux, d'IgE et d’IgG
spécifiques de Der p 1 plus faibles que celle al#esvec 'allergene Der p 1 actif (Kikucéti al,
2006).

Un résumé des principales implications de 'acdidhzymatique de Der p 1 dans le déclenchement de
la réponse allergique est présenté a la figure 7.

Inhaled Dier p 1

|

Clearage of oi-antitrypsin and tight junction
Increased rncosal perreability

M Barrier
CD23 cleavage on B cells Aetieation of mast cells CD25 cleavage on T cells
Loss of negatiwe IgE regulary 114 and T1175 secretion Shift in Th-cell subsets in
gighal favonr of Th
. Becruitment an actfeation of
Enhanced [gE synthesis eosinaphils

Allergic response to derp | and
other potential allergens

FIGURE 7: Implication de I'activité protéolytique de I'allergeéne Der p 1 dans la perméabilité
pulmonaire et dans le déclenchement de la réponabergique (Shakibet al, 1998).

Source naturelle

L’allergéne Der p 1 fut pour la premiére fois pidri partir d’extraits d’acariens par Chapman en
1980 (Chapman and Platts-Mills, 1980). Dans cesaigst Der p 1 est la protéine majoritaire dans les
extraits d’acariens. Dans sa forme naturelle digéne Der p 1 est glycosylé et présente une exéém
N-terminale unique caractérisée par la séquence-TN& nature exacte de sa glycosylation reste
inconnue et sujette a discussion. Celle-ci poufadie intervenir une N-glycosylation de I'asparsi

52 comportant des mannoses comme suggéré parsiericharge de l'allergéne par le récepteur a
mannose lors de sa phagocytose par les celluledriignes (Desleeet al, 2002) ou des O-
glycosylations comportant une structure du t{¢e-3) N-acétylgalactosamine comme suggéré par
une analyse réalisée a l'aide de différentes lest{man Oortt al, 2002).

Intéréts des allergénes recombinants
Les extraits naturels utilisés en diagnostic owésensibilisation sont généralement obtenus & parti
de sources allergéniques complexes et dont la csitiggopeut varier en fonction de leur origine, des
procédés d’extraction, de purification et des ctions de stockage. En diagnostic, quelle que aoit |
méthode utilisée, I'utilisation des extraits natsinee permet pas de préciser a quel allergénetienpa
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est sensibilisé ni de connaitre la proportion d’lggécifiquement dirigées contre les différents
allergénes contenus dans les extraits (Metz-Fabral, 2006). En thérapie, l'utilisation d’extraits
comporte le risque de sensibiliser le patient @utr allergéne pour lequel il n’est pas sensitdeera
ces problemes, les scientifiques ont, depuis umgtaine d'années, tenté de produire des allergdmes
maniére recombinante afin d’obtenir ces derniergrande quantité et avec un haut niveau de pureté.
Ainsi, l'allergene Der p 1 fut le premier & avotéé&loné en 1988 (Chust al, 1988). En 2005, on
comptait plus de 500 allergénes clonés provenadiffizentes sources telles que le bouleau (Bet v 1
2, 4), les graminées (Phl p 1-11), le latex (Hel+1il) et le chat (Fel d 1). L'obtention de ces fesm
recombinantes a ainsi permis d’améliorer la corsasise moléculaire des allergénes et de simpldier |
diagnostic. L'expression recombinante de l'alley®er p 1 a, par exemple, permis de montrer que
cet allergéne ne possédait qu'une activité de pseté& cystéine active et pas une double activité
cystéine/sérine active comme il avait été proposteame de plusieurs études et de suggérer que cett
activité de protéase a sérine active provienneedzontamination par une trace d’un autre allergéne
présent dans I'extrait de départ (Takaal, 2005).

Enfin, le développement de systemes d’expressialledjenes recombinants permet d’envisager la
production de formes modifiées d’'un allergéne aggek hypoallergene » dans lesquelles les épitopes
reconnus par les IgE sont éliminés tandis que pe®pes T et ceux reconnus par les IgG sont
conservés, permettant I'induction 1gG neutralisgfdlenta, 2002). Ces hypoallergenes peuvent étre
ensuite utilisés a des fins thérapeutiques, qusogepour traiter des sensibilités individuelles et
spécifiques ou pour réduire les risques anaphylaes liés a I'utilisation d’une immunothérapie lmasé
sur 'utilisation d’allergénes spécifiques.

Essai d’expression recombinante de Der p 1

Comme la protéase Der p 1 est naturellement pmdigihs I'intestin de I'acarien, puis libérée dans
'environnement par les matieres fécales, les duéamntde Der p 1 naturelle disponibles sont
extrémement faibles. De plus, Der p 1 est contaenpa¥ la présence d’autres allergenes tels que Is
protéases a sérine active Der p 3, 6 ou 9 (Tetkal, 2005). Dés lors, I'obtention de grandes quantités
de formes recombinantes de l'allergéne présentargrand degré de pureté et possédant toutes les
caractéristiques de l'allergéne naturel, que ce ®m terme d'activité enzymatique ou de
reconnaissance par les IgE de patients allergicgiasére étre une étape indispensable pour une
meilleure compréhension de son rdle dans le dépetopnt de I'allergie, pour le diagnostic ainsi que
dans le développement de thérapies vaccinales $asée [I'administration de vaccins
hypoallergéniques. Durant la derniére décennigptession recombinante de Der p 1 dans différents
organismes hotes a été expérimentée par différégtépes avec plus ou moins de succes.

Le premier essai d'expression recombinante dertadanature de I'allergene Der p 1 a été réalisé par
Thomaset al. en bactérieE. coli sous forme d'une protéine de fusion (Thonesal, 1988).
Cependant, dans cette étude, l'allergéne étaitefaint exprimé et majoritairement sous forme
insoluble conduisant a une réactivité IgE jusqud&Splus faible que celle mesurée pour l'allergéne
naturel. Par la suite, Chea al. ont réalisé I'expression de Der p 1 en lev@reerevisia¢Chuaet al,
1992). Dans ce cas, bien que la protéine expriméseptait une grande reconnaissance par les IgE,
des différences de réactivité aux IgE persistamryparées a I'allergéne naturel.

17



Introduction

La premiére tentative d’expression recombinantBelep 1 sous forme de zymogene proDer p 1, a été
décrite par Takahashi (Takahashial, 2000). Dans cette étude, le zymogéne proDertpiflpFoduit
sous forme insoluble (corps d’inclusion) dans leéoplasme deE. coli. Cependant, malgré une
resolubilisation complete, le zymogene exprimé puaétre activé en protéase Der p 1 et a montré
encore une fois une reconnaissance vis-a-vis dedégatients allergiques bien moins importante que
celle de I'allergéne naturel. La méme année, Bégnaontré, pour la premiere fois, qu’il était pbssi

de produire un zymogéne de l'allergene proDerl'hbmologue de proDer p 1, correctement replié et
reconnu par des IgE de patients allergiques esartil la levure méthylotropheichia pastoriscomme
systéme d’expression (Bestal, 2000). De maniére inattendue, dans cette étadsrhogéne sécrété
était maturé en une protéase active. D’autres sigaproduction du précurseur proDer p 1 ont été
réalisés par Jacquet al. en cellules de drosophile (Jacqeetl, 2000) et en cellules de mammiferes
CHO (Massaeeet al, 2001). Dans ces deux systemes, le zymogénesét@iété dans le milieu de
culture et présentait une reconnaissance aux |lgivagnte a celle que l'allergéne naturel indiquant
un repliement correct de la protéase. Cependatie équipe n'a jamais pu maturer ces zymogenes
jusqu'a l'apparition d’'une activité enzymatique.fign des tentatives d’expression du précurseur
proDer p 1 ont été tentées dans la levure métloghaPichia pastorispar plusieurs équipes (Jacquet
et al, 2002; Takaiet al, 2002; van Ooret al, 2002). Ces essais ont démontré que le zymogene
obtenu était activable par un traitement acideuetlg protéase obtenue au terme de cette maturation
était hyper-glycosylée et présentait une reconaacss aux IgE équivalente a celle de I'allergéne
naturel.

Les autres allergenes d’acariens a activité peptica

Parmi les protéines présentes dans les extraitankms deD. pteronyssinusau moins trois autres
allergénes possédent une activité protéolytiqus. iLetéases nommées Der p 3, Der p 6 et Der p 9
appartiennent respectivement aux groupes 3, 6 €e8. protéines, bien que présentes en faible
guantité dans les extraits d’acariens, ont pu girdiées et partiellement caractérisées. Leur ADN
complémentaire a pu étre isolé et séquencé etdauastéristigues immunologiques sont partiellement
connues.

Der p 3: allergéne a activité « trypsin-like »

L'allergéne Der p 3 est une protéase a sérineeagtigsente dans les d’extraits d’acariens et perifi
pour la premiére fois par Stewart en 1992 (Stewéaral, 1992). Sur base de son homologie de
séquence et de son activité protéolytique, De(lp@B3.4.21.-.) a été classé dans la famille « tnyps
like » sérine protéase (S1). En effet, Der p 3 @dsst5 % d’identité avec la trypsine bovine et 47%
avec celle du saumon. Elle montre une grande gmédérpour les substrats peptidiques possédant un
résidu arginine ou lysine en position P1. L’analgeeson ADN complémentaire a montré que, comme
pour Der p 1, Der p 3 est synthétisé sous formaalpréproprotéine de 261 acides aminés formée
d’'une séquence signal de 18 acides aminés, d’'ymeptimle de 11 acides aminés et d’une protéase
mature de 232 acides aminés. En outre, le propemt& Der p 3 présente une séquence tres
particuliere « NPILPASPNAT » contenant un motif PxxP et une extrémité C-terminale (PNAT-)
unique et trés éloignée de la séquence DDDDK cagniatijue des « trypsin-like » protéases. De plus,
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cette extréemité C-terminale contient un site pa¢énde N-glycosylation (NXS/T) qui pourrait
conduire a I'ajout de chaines glycanniques supéasgine en position -3.

Bien que son caractere d’allergéne majeur soitroeatsé, Smittet al. ont reporté une prévalence
contre le groupe 3 comprise entre 70 et 80% (Switial, 1994). Tout comme pour Der p 1, la
présence de Der p 3 dans les feces d'acariens sd@naitjuer que cette protéase pourrait étre, elle
aussi, impliqguée dans la digestion de I'acarierteCgypothése semble renforcée par la fonctioa et |
localisation de cette famille d’enzymes chez d'esitorganismes. En effet, chez les mammiferes, la
trypsine est une enzyme digestive localisée dangestin. Chez ces organismes, le mécanisme
d’activation de la trypsine conduisant a la perte mtopeptide et a la libération de I'activité
enzymatique est connu. Le zymogeéne de la trypsippelé trypsinogéne, est synthétisé par les
cellules pancréatiques, puis activé dans I'inteptin I'entérokinase qui reconnait spécifiquement et
clive apres le motif polyaspartyl-lysine du trypsggéne. Une fois activée, la trypsine peut ensuite
reconnaitre le motif DDDDK d’'un autre trypsinogeeele cliver. Cependant, pour Der p 3, les
particularités du propeptide et I'absence de nidBDDK suggérent que le mécanisme d’activation
de proDer p 3 pourrait étre unique dans la farndile « trypsin-like » protéases.

Enfin, l'activité protéolytique de Der p 3 joue ausn role dans le déclenchement de I'allergie. En
effet, Sunet al. ont montré que Der p 3 était capable de cliveétepteur PAR-2 (protease activated

receptor) de I'épithélium respiratoire pulmonai&u et al, 2001). Ce clivage, réalisé en aval du

résidu Arg36, induirait une cascade signalétiqué qonduirait au relargage de cytokines

proinflammatoires telles que le GM-CSF (GranulociMacrophage Colony-Stimulating Factor),

'éotaxine ou I'lL-8 par les cellules épithélialesDe plus, Maruo a pu montrer que Der f 3,

I'hnomologue de Der p 3 produit p&. farinae est capable de cliver les protéines C3 et C5 du
complément et de générer ainsi les anaphylatoxmemflammatoires C3a et C5a qui pourront

induire notamment la dégranulation des mastocyesioet al, 1997).

Der p 6 : allergéne a activité « chymotrypsin-like
L'allergéne Der p 6 a été pour la premiere fointdig en 1993 par Yasueds al. dans des extraits
d’acariens (Yasuedet al, 1993). Cet allergéne posséde une activité prgtiqak caractéristique des
« chymotrypsin-like » et n'est pas sérologiquermigntu groupe 3. En 1996, Bennett a isolé 'ADN
complémentaire de Der p 6 et confirmé son appantaa la famille des « chymotrypsin-like »
protéases S1 (EC 3.4.21.-) (Bennett and Thomas5)1®®r p 6 est une protéase a sérine active
(Ser184-His45-Asp9l) de 231 acides aminés possédesritois ponts disulfures et tous les motifs
caractéristiques de cette famille. Der p 6 possésté d'identité avec son homologue Der f 6 et
seulement 37% d'identité avec Der p 3, ce qui @auaxpliquer I'absence de réaction croisée entre
les deux groupes. Tout comme pour les protéasep Daat Der p 3, I'allergéne Der p 6 est synthétisé
sous forme d’'un zymogéne, appelé proDer p 6, pgdad signal de sécrétion de 16 acides aminés.
Ce zymogeéne proDer p 6 contient un propeptide dack®es aminés, plus long que les propeptides
habituellement retrouvés dans cette famille et extnémité C-terminale ne se termine pas par un
résidu arginine mais par une séquence (PIAG-) todhit unique dans cette famille. Enfin, le
propeptide de Der p 6 possede lui aussi un sitentiet de N-glycosylation (NXS/T) sur I'asparagine
en position -7.
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Der p 9 : allergéne a activité « collagenase-like »

L’allergéne Der p 9 est une protéase a sérineeaqtiv se distingue des protéases a sérine activp De

3 et Der p 6 par son activité collagénase. Derfyt 8s0lé a partir d’extraits d’acariens et carast
pour la premiére fois en 1996 par King (Kiegal, 1996). L’analyse de sa prévalence par ces mémes
auteurs a montré que Der p 9 est reconnu par 98%edade patients allergiques aux acariens.

3. Les zymogenes de protéases a cystéine active diahaille 1 « Papain-like »

Introduction

Les protéases sont divisées en sept groupes etiofoie leur mécanisme catalytique (Baredtal,
1998) (http://merops.sanger.ac.uk). Ces groupeesmondent aux protéases a acide aspartique, les
métalloprotéases, les protéases a sérine, lesapestéa cystéine, les protéases a thréonine, les
protéases a acide glutamique et celles dont le msna catalytique est inconnu. Les protéases a
cystéine active se répartissent en quatre-vingtliEsrdont les six majeures sont : les papain-ligs,
calpain-like, les clostripaine-like, les protéasescystéine active strepococcales, les protéases a

cystéine active virales et les caspases.

Les protéases a cystéine active de la famille paipdike» (CA1) sont largement distribuées dans le

vivant que ce soit chez les animaux, les végétesxyirus ou les procaryotes (Rawlings and Barrett,

2000). Cette famille regroupe a la fois des enddest exopeptidases qui sont impliquées dans une
large gamme de processus protéolytiques spécifiquason. Cette famille de protéases est la plus

grande des 80 familles de protéases a cystéineea&n 2008, pas moins de 1904 membres de cette
famille étaient répertoriés dans la banque de demdé protéases MEROPS.

Structure du domaine catalytique des protéases a si¢ine active de la famille 1 (CA1)

La structure et la fonction de nombreuses protédeek famille CA1 sont connues. La structure
tridimensionnelle de la papaine, le prototype deedamille, a été résolue en 1968 par Dregttlal.
(Drenthet al, 1968). Depuis, les structures d'autres enzymissqiee la caricaine (Katereles al,
1996), les cathepsines L (Fujishiragal, 1997), K (McGrathet al, 1997; Sivaramaet al, 1999) et

B (Musil et al, 1991) ont été résolues. Ces structures ont raugl@rrangement tridimensionnel
conservé chez tous les membres reflétant I'idedté&équence élevée. Dans ces structures, on peut

distinguer deux domaines (Figure 8A).
A B

Domaine
Right {a/p)

Domaine
Left (a)

FIGURE 8:Struture de la papaine (PDB: 9PAP), localisation dedeux domaines et de la triade catalytiqueA:

Le domaine Left, formé majoritairement d’hélicesest représenté en vert tandis que le domaine Righmé
d’hélicesa et de brin3 est représenté en rouge. B: localisation de lddri@25-H159-N175 a l'interface entre les
deux domaines.
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Un domaine du N-terminal, appelé domaine Left, #rmajoritairement d’hélicest et dont la
signature caractéristique est une grande héliceadedongue de 30 acides aminés et un domaine C-
terminal, appelé domaine Right, formé a la foisétites a et de brinsp. Ces deux domaines
interagissent entre eux sur une large surface lehitEnt le sillon catalytique en forme de «V »
contenant la triade catalytique Cys-His-Asn (FigBiB3.

Fonction et localisation cellulaire

Les fonctions assurées par les protéases a cysaéinge de la famille CAl peuvent étre trés
différentes et peuvent varier selon le type d’orgime. Chez les plantes, les protéases de type CAl
sont utilisées, par exemple, pour mobiliser lesgines de stockage dans les graines aprées l'irgucti
de la germination (Schleretht al, 2001). La plupart des protéases a cystéine dessifes sont
extracellulaires et aident le parasite pour soréealice, pour I'aquisition de nutriments, pour sorti
des cystes ou pour échapper au systeme immurdifaote (Sajid and McKerrow, 2002). Chez les
mammiféres, les protéases a cystéine sont conseglémdnme lysosomiales mais peuvent parfois étre
sécrétées. Certaines se retrouvent dans toussksstcomme les cathepsines B, C, H, L, O et
pourraient étre impliquées dans le maintien cahellalors que d’autres comme les cathepsines S, K,
V, F, X et W ne se retrouvent que dans certainsaregg suggérant une fonction spécifique
(Wiederanders, 2003).

Le zymogéne : forme inactive et régulée de la praée.

L'activité protéolytique des protéases représentedanger potentiel pour les cellules qui les
produisent. La régulation de l'activité enzymatiqdes protéases est donc essentielle car une
protéolyse a un mauvais moment et/ou a un mauwdioi pourrait étre létale pour les cellules st le
tissus producteurs (Neurath, 1984). Pour remédaer grobléme, plusieurs stratégies de régulation de
l'activité des protéases ont été développées davisdnt (Twining, 1994; Chapmaet al, 1997). Ces
stratégies sont basées sur des principes tresetiféétels que la régulation de I'expression deege

les modifications post-traductionnelles, la product d'inhibiteurs spécifiques, l'autolyse, la
compartimentation ou encore l'inhibition par le swat ou le produit. Dans la majorité des cas, ces
modes de régulation ne sont pas exclusifs maisésgilen combinaison afin de limiter au maximum
toute protéolyse non désirée.

Une autre stratégie largement utilisée dans diftése familles de protéases, telles que les sérine
protéases (trypsinogéne, prosubtilisine), les ps#& a acides aspartiques (pepsinogéene), les
métalloprotéases (procarboxipeptidase A2) et lepses a cystéine active (procathepsine L) censist
a produire la protéase sous une forme inactiveglépzymogéne, dans laquelle I'activité du domaine
catalytique est inhibée par la présence d'une sidanN-terminale de longueur variable appelée
propeptide (Khan and James, 1998). Dans ces zyrasginpropeptide longe le sillon catalytique et
agit en tant gu’inhibiteur en limitant I'accessitdil du site catalytique et/ou en induisant des
changements de position des résidus impliqués ldacetalyse ou dans la reconnaissance du substrat.
L'activité protéolytique de I'enzyme pouvant ensuittre libérée, dans des conditions adéquates, lors
d'un processus dit « d’activation » durant lequelpropeptide est enlevé par protéolyse intra ou
intermoléculaire selon le zymogene considéré. Ueg fdnctions des propeptides étant d'inhiber
I'activité protéolytique du domaine catalytique, @kt intéressant de noter que la synthése du
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propeptide précede celle du domaine catalytique ddilimiter les protéolyses non désirées au cours
de la synthese et donc que le propeptide soititgall’extrémité N-terminale de la protéase.

Propeptides de zymogénes de la famille CAl

Toutes les protéases a cystéine active de la @M1 sont synthétisées sous forme d’'un zymogéene
précédé d'un peptide signal. Les propeptides dettases de la famille CA1 possédent une taille
comprise entre 38 et 251 résidus selon le zymogdn#gans une moindre mesure selon l'espéce
considérée (Dickinson, 2002). Dans les deux extsénae cathepsine X posséde un propeptide tres
court de 38 ou 41 acides aminés selon le site idagel considéré, alors que celui de la dipeptydil
peptidase | est trés grand et compte 206 résidasptopeptides sont tres importants pour le domaine
catalytiqgue et joueraient un role primordial darighlbition, le repliement et I'adressage des
zymogenes.

Fonction du propeptide dans la famille CA1

Propeptide et inhibition
Dans les zymogeénes, le propeptide est un élémeréigidation clé de I'activité de la protéase car en
inhibant I'activité protéolytique, il empéche toutégradation des cellules et des tissus producteurs
(Reddyet al, 1995). La premiere inhibition d’'une protéase atéye active par un propeptide fut
observée par Fox en 1992 (Feixal, 1992), en étudiant l'interaction entre la catles|B de rat et un
peptide synthétique de 55 résidus correspondantémickus 7 a 62 de son propeptide. Cette inhibition
était dépendante du pH et reliée a une dégraddtiopropeptide par la protéase a pH acide. Par la
suite, Taylor a réalisé pour la premiére fois, 885l I'expression indépendante des propeptidea de |
papaine et la papaya protease IV (PPIVIEenoli et a pu mettre en évidence la spécificité de ees d
propeptides sur base de leur potentiel inhibitewees la papaine, la caricaine, la chymopapaile et
PPIV (Tayloret al, 1995). D’autres études (Volket al, 1996; Maubactet al, 1997; Visalet al,
1998; Billington et al, 2000; Guayet al, 2000) ont confirmé, par la suite, que l'inhibitia@es
protéases a cystéine active de la famille CA1 par propeptide est une loi générale et que le
propeptide représente un moyen de régulation déigé de ces protéases. Ces nombreux travaux,
en particulier ceux réalisés sur les propeptidescadepsines, ont permis de montrer que les
propeptides de la famille CA1 inhibent leurs pregsarespectivement avec une constante d’affinité de
I'ordre du nanomolaire ou subnanomolaire comme adrégour les cathepsines L, K et S (Geday
al. 2000) (Maubaclet al. 1997) (Carmonat al, 1996).

Les bases structurales de cette inhibition furardidées avec I'obtention des premieres structdees
zymogeénes de protéases a cystéine active CAlueltagrocathepsine B (Cyglet al, 1996; Turket

al., 1997) et la procathepsine L (Coulongieal, 1996). Ces structures révelérent le mode d'itibitpi
utilisé par le propeptide et la place occupée péhri-ci dans le zymogene. Dans toutes les strusture
le propeptide couvre le sillon catalytique et bleglaccessibilité du site catalytique dans une
orientation non productive par rapport au substeui 'empéche d’'étre dégradé par la protéase. D
plus, dans cette orientation, la partie N-termirduepropeptide recouvre les sous-sites S’ de tirati
au substrat tandis que la partie C-terminale blotpse sous-sites S, ce qui empéche toute
reconnaissance du substrat (Schechter and Bergér).1Ce mode de fixation et d’inhibition est
conservé dans tous les zymogenes de protéaseemeyactive de la famille CAL résolus a ce jour.
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Propeptide et repliement

Toute I'information nécessaire a une protéine pmopter sa structure tridimenstionnelle et donc sa
fonction biologique est contenue dans sa séquehafnéen, 1973). Toutefois, lors du repliement,
certaines protéines appelées «chaperonne moléufaduvent aider la protéine a acquérir sa streictur
tridimensionnelle en créant un environnement faverau repliement, en évitant son aggrégation, en
favorisant la formation de ponts disulfure ou lfisérisation cis-trans des liaisons X-Pro. Cependant,
plusieurs observations semblent étre en conflit @ette loi universelle. En effet, pour de nombesus
protéases de différentes familles, leurs expresssmus forme de protéase mature ne conduit pas a
I'obtention de protéases actives ce qui suggéerdegpepeptide pourrait étre nécessaire au replieme
en apportant spécifiguement I'information manquaaer le repliement de la protéase auquel il est
associé. Cette hypothese largement décrite posmbtlisine (Shindeet al, 1993) et la protéase-
lytigue (Peterset al, 1998) indique que le propeptide de ces protégmaserait un role de

« chaperonne intramoléculaire » en diminuant I'gigerd’activation nécessaire au passage d'une
forme intermédiaire de type « molten globule » J&at natif. Chez les protéases a cystéine active
ce rble de chaperonne intramoléculaire fut toubodfd proposé pour expliquer le mauvais repliement,
observé in vitro, de formes tronquées de la pregedime L & partir de I'extrémité N-terminale (Smith
and Gottesman, 1989). Cette hypothése fut ensoitBrmée par la nécessité que le propeptide de la
cathepsine L soit présent afin de pouvoir synthétis vivo de la cathepsine L correctement repliée
(Taoet al, 1994; Ogincet al, 1999). Cependant, il semble que cette fonctioprdpeptide n’est pas
une loi générale chez tous les propeptides demdléaCAL ou que I'entiereté du propeptide n'ess pa
toujours nécessaire. En effet, dans certaines ttsmealignes, la cathepsine B est produite souseform
active et correctement repliée a partir d'un RNAomgué dans lequel le deuxieme et le troisieme
exon sont manquants, ce dernier exon faisant pdutipropeptide (Mehtaret al, 1998). Enfin, il
semble, au vu d'expériences de « refolding » dmthepsine S en présence de propeptide libre que la
liaison covalente entre le propeptide et la pr@éasture ne soit pas essentielle a la fonction de
chaperonne du propeptide (Pietschmanal, 2002).

Propeptide et adressage

Enfin, la présence de séquences de reconnaissande sites de glycosylation dans les propeptides
pourrait étre essentielle pour la sécrétion etréagage de certains zymogénes a l'intérieur de la
cellule. Dans la famille CA1, I'adressage des zyemsgs de protéases lysosomales peut étre réalisé par
deux voies possibles : la voie dépendante du marBighosphate et la voie indépendante.

Voie dépendante du mannose-6-phosphate

Dans la voie dépendante du mannose-6-phosphatesigeaux nécessaires a l'adressage vers les
lysosomes ou les vacuoles acides peuvent étrenpsédans le propeptide ou dans la protéase mature.
Cette voie est catalysée par une N-acétyl-glucasayhiphosphate transférase qui utilise un UDP-N-
acétyl-glucosamine pour phosphoryler le mannosenal’iN-glycosylation, la protéine manno-
phosphorylée pouvant ensuite étre reconnue parégapteur spécifique et transportée vers le
lysosome. La sélectivité de cette voie semble @ttmgcturale et liée a la présence d’au moins deux
résidus lysine éloignés de 34 A sur la surfaceadprbtéine (Baranskét al, 1991; Baransket al,
1992; Wiederanders, 2003). Dans la cathepsine maé est situé dans le propeptide et la mutation
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d’'une seule de ces deux lysines est suffisante poyrécher I'adressage lysosomal (Cuoeta@l,
1995; Cuozzeet al, 1998). Cependant, dans la famille CAL, ce mdébinpas toujours localisé dans
le propeptide. En effet, chez la cathespine B, atfrast situé dans la forme mature. La glycosglati
elle aussi, peut étre localisée uniquement surd@gptide comme pour le cathepsine S ou sur la
protéase mature selon les enzymes (Wiederaetlats 1992).

Voie indépendante du mannose-6-phosphate

Cette voie repose sur la présence d’'une séquemservge de 9 résidus (WKAMHNRLY) localisée
prés de I'extrémité N-terminale du propeptide (Mgta et al, 1994; Huete-Pereat al, 1999). Ce
motif ancestral semble étre conservé chez la puesr protéases de la famille CA1, que ce soit chez
les plantes ou chez les animaux mais est absenieheathespines B, F et X. Ce motif serait reaonn
par un récepteur intramembranaire de 43 kDa peamtettadressage vers les vacuoles acides ou
lysosomales (Mcintyre and Erickson, 1993).

Classification en sous-familles et propeptides

En plus de leurs caractéristiques structuralematreatiques qui ont conduit a leur regroupement au
sein des « papain-like » protéases, les protéasgstaine active de la famille CA1l peuvent étre
classées en sous-familles. Cette classificatidmdnite par Karrer en 1993 est basée sur la lamgue
la structure et la présence de motifs caracténistiglans les propeptides de ces protéases (Khabr
1993). Dans cette classification, les zymogénetadamille CA1 ont été subdivisés en deux sous-
familles : les protéases dont le propeptide congplerimotif « ERFNIN » ou sous-famille « cathepsin
L ou L-like » et les protéases dont le propeptidescomporte pas de motif « ERFNIN » ou sous-
famille « cathepsin B ou B-like ».

Propeptide de la sous-famille L
Caractéristiques structurales
Les propeptides des protéases de la sous-famililee Lpossédent

)
\/"{' o une taille d'environ 100 acides aminés et représgrttonc environ

a2
y vg(f e’ 6_6 ? un tiers de la taille du zymogeéne. Ces propeptjuessedent un
A1

*-r)/-' \ repliement identique caractérisé par trois partieginctes: un
‘-.‘

\\ I domaine globulaire N-terminal qui fixe la partistdle de 'enzyme,

é',j} ol S) un élément de fixation au site catalytique qui b®djaccessibilité
8 e du site catalytigue dans une orientation non priddeicet un
2,\ segment flexible C-terminal qui longe le sillonalgtique jusqu'a

'extrémité N-terminale de la protéase mature. Dagsspropeptides,
le domaine globulaire N-terminal est formé partémaction entre

e e
FIGURE 9:Structure du propeptide - . . S .
propep les hélicesnl, a2 et le brinBl. Ce dernier est dirigé de maniéere

de la cathepsine LPropeptide
(jaune) et PBL (orange) antiparallele par rapport a I'héliae2 et interagit avec le domaine

catalytigue au niveau d’'une région appelée ProgepBinding Loop (PBL) (Figure 9). Les deux
hélices, pour leur part, forment entre elles unlewegmpris entre 60° et 90°. Ce domaine globulaire
n'est pas directement impliqgué dans l'inhibitionisndéterminerait I'affinité et la spécificité entie
propeptide et la protéase mature (Carmehal, 1996) (Guayet al, 2000). La partie C-terminale du
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propeptide, quant a elle, s'imbrique tout le long dllon catalytique et couvre les sous-sites de
reconnaissance du substrat et bloque I'accesS8ihilitsubstrat.

Le motif ERFNIN
Le motif «<ERFNIN» fut identifié pour la premiereiggar Karrer en 1993 sur base de I'alignement de
séquences de 20 zymogénes de protéase a cysttimedacla famille CAL1 (Karreet al, 1993). Cet
alignement mit en évidence la présence d’'un motiservé, dans 15 des 20 séquences analysées, qui
s'étend sur 20 acides aminés et consiste en uigedgerésidus conservés interrompus par une série d
résidus variables selon la séquence}(V/I)FX,NX;3IX3N. Son appellation, sous le nom de motif
«ERFNIN», correspond a la séquence en code a tine die 'ensemble des résidus conservés. Sur
base de la séparation des résidus conservés paésidas variables, Karrer proposa que ce motif
s'étende sur une face d'une héliaeet puisse constituer une unité fonctionnelle. Rlusl, la
résolution de la structure de plusieurs zymogeémeka dous-famille L, dont la caricaine, confirma la
localisation du motif <kERFNIN>» le long de la secertlice du propeptide (Figures 10A et 10B).

FIGURE 10:Localisation du motif ERFNIN dans le propeptide de lacaricaine. A et B: mise en évidence et
localisation des différents résidus impliqués darle motif stabilisateur ERFNIN sur la face avahy ¢t arriere (B)
du propeptide de la caricaine. C: mise en éviderda ttiade Glu38p-Arg42p-Glu77p reliant les h&iae2 et 3.

De plus, la structure de la procaricaine montresa@’partie des chaines latérales des résidus diu mot
«ERFNIN» pointent vers I'intérieur du domaine gltzire et réalisent des interactions électrostatgue
aromatiques et des liaisons hydrogene avec leaehéitérales des résidus de I'héliaes et 3 ainsi
gu'avec le brinf jouant potentiellement un réle important danschatecture et la stabilité de ce
domaine. Ainsi, la chaine latérale du glutamate d&)motif ERFNIN forme un pont salin avec
'arginine (R) de ce méme motif, cette derniérenfant de son c6té un second pont salin avec un
second glutamate situé sur I'hélice8 (Figure 10C). Cette triade Glu-Arg-Glu permettrainsi
d’orienter I'hélicea3 dans le sillon catalytique et stabiliserait l@sation entre ces deux hélices. La
phénylalanine (F), quant a elle, est impliquée dan®rmation du coeur hydrophobe du domaine
globulaire tandis que la premiére asparagine (Ningdiquée dans la formation d’un pont hydrogéne
avec la forme mature. Enfin, la chaine latérald’ideleucine (l) pointe vers le coeur hydrophobe,
tandis que la seconde asparagine (N) située adraike C-terminale de le seconde hélice forme un
liaison hydrogéne avec la chaine principale d'wsweucine présente sur le bfin stabilisant ainsi
l'interaction entre ces deux structures secondéidesveset al, 1996; Grovegt al, 1998).
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Le motif <ERFNIN» peut cependant contenir certasgsstitutions au niveau des résidus conserves.
Par exemple, dans la cathepsine L, la phénylalaagieremplacée par un tryptophane. D’autres
substitutions, retrouvées dans les propeptidescdésepsines F et W, sont caractérisées par le
remplacement de l'isoleucine et l'asparagine, rethpEment par une alanine et une glutamine. Ce
motif, alors appelé «<ERFNAQ», constitue une soassg appelée aussi «cathepsin F-like».

Le motif a trois tryptophanes
Dans les propeptides de la sous-famille L, en gassinteractions du motif « ERFNIN », 'assemblage
des hélices 1 et 2 est assuré par des interactions entrerérsidus aromatiques (Kreusehal, 2000)
(Figure 11). Ces trois résidus localisés a l'ireet®on entre les deux hélices constituent le coeur
hydrophobe du propeptide et sont entourés par r@sauhaines latérales hydrophobes provenant des

hélicesa 1 et 2.
A B

¥ W25p
F22p7 ¢ | Fagp
"‘r’a;.

»

FIGURE 11:Localisation du motif a trois résidus aromatiques das le propeptide de la caricaineA et B: mise
en évidence et localisation des différents résioymiqués dans la formation du coeur aromatiquerdpgptide de la
caricaine. Vue du dessus (A) et face latérale (B)canparaison de la localisation des trois résidosatiques
F22p, W25p et F48p avec les trois tryptophanesrdpgptide de la cathepsine L.

Dans le coeur aromatique du propeptide de la catleekpet S, le tryptophane (F/W) provenant de
la seconde hélice et appartenant au motif «<ER(FIWANest entouré des chaines latérales de deux
autres tryptophanes portés par I'hélmwe. Cette tripartite aromatique, conservée dansoles-s
famille L, semble étre trés importante pour la éitébdu domaine N-terminal. En effet, Kreusch a
montré que, chez la procathepsine S, la mutation’idgporte lequel de ces trois tryptophanes
conduit a un mauvais repliement du zymogene ain& gne chute importante du potentiel
inhibiteur du propeptide. Cependant, dans cerfaiopeptides de la famille L-like, un ou plusieurs
tryptophanes peuvent étre substitués par d’auésdus aromatiques, comme c’est le cas dans la
caricaine ou deux tryptophanes sont remplacésgsaplénylalanines (Figure 11C).

Le motif GNFD
Un troisieme élément structural, appelé motif « ®BNFest conservé dans la plupart des propeptides
de la sous-famille L (Vernatdt al, 1995). Ce motif est localisé dans la boucle siteitre le brifd et
la troisieme hélice. Ce motif, découvert par Verdahs la papaine, correspond a une alternance de
résidus conserves et variables selon la séquenteXGXD.

Dans la papaine, le motif GNFD jouerait un rble amant dans la modulation du processus
d’activation car le remplacement de I'aspartateyra asparagine, une tyrosine, une méthionine, une
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valine ou un glutamate conduit un zymogene non tiongel tandis que le remplacement de la
phénylalanine par une histidine conduit a une amgatieon d’'une unité du pH optimum d’activation

(Vernetet al, 1995).
C

K31p\D72p Y33P

FIGURE 12: Localisation du motif GNFD dans le propeptide de lacaricaine. A et B: mise en évidence et
localisation des différents résidus impliqués danmotif GNFD sur la face arriere (A) et latéral®) @u propeptide
de la caricaine. C: mise en évidence de la triad81y-Asp72p-Tyr33p reliant 'Asp72p situé dans daidle entre
les hélicesx 2 et 3 et les résidus Kys31p et Tyr33p localis#ssda boucle située entre les héliceset 2 .

Dans la structure du propeptide de la caricairssphrtate du motif « GNFD » forme un pont salin
avec une lysine et une liaison hydrogéne avec ynasihe (Figure 12C), tous deux présents dans la
boucle située entre les hélicesl et 2 et pourrait donc stabiliser 'assemblageeeles trois hélices.
Pour sa part, la chaine latérale de la phénylagapainte vers la forme mature et est complétement
enfouie dans la structure du zymogéene. Dés lorsyamplacement par une histidine introduisant un
groupe ionisable pourrait conduire & une déstalitin de la surface d’interaction en dessous dé pH
lorsque I'histidine est protonée (Grovetsal, 1996). A I'heure actuelle, la fonction de la ghe et de
I'asparagine n’est pas connue. Cependant, uneitstiiost de la glycine par une alanine est présente
dans un grand nombre de propeptides tels que eelaxahthepsin L et de caricaine.

Propeptide de la sous-famille B

Caractéristiques structurales

A\ - Les propeptides de la famille B-like ne possedess ple motif
? ( ' ERFNIN. lls sont significativement plus courts (60ides aminés)
g B1 que ceux de la sous-famille L; leur repliement dgférent et
a2 beaucoup moins compact (Growdsal, 1998) (Figure 13). La partie

? N-terminale des propeptides B-like est formée d'umdice a,

semblable & la deuxieme hélice de la sous-familket d'un brinf3
antiparallele qui forment ensemble une épingle évebx stabilisée

N B2 4 par des interactions de type van der Waals. Lepeptides de la
g ——_" , , . . . ,

— sous-famille B interagissent avec le domaine catplg au niveau

FIGURE 13:Structure du d’'une région équivalente a la Propeptide Bindin@p.dPBL) des

propeptide de la cathepsine B protéases L-like.

Cependant, dans la sous-famille B, I'absence déi¢®al est compensée par la présence d'une
extension du domaine catalytique, appelée Occludoap. La partie C-terminale, tout comme celle
des L-like, suit le sillon catalytique et masqusite catalytique.
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Similarité entre les sous-familles L et B

Bien que les propeptides des sous-familles L eiffBrdnt significativement en taille et en homolegi

de séquence, leur repliement et les zones de tégs®m mature avec lesquelles ils interagissent sont
trés similaires. En effet, les deux sous-famillesggdent un motif structural central en épingle a
cheveux de type Helix-Turn-Strand qui est consenadgré la faible homologie de séquences. Les
interactions hydrophobe et hydrogéne entre les €#es de cette structure sont conservées entre les
deux sous-familles. Une autre similarité entre desix sous-familles est la présence d'un motif
conservé de type two-tumn-helix situé en C-terminal du brig et qui masque le sous-site S’ de
reconnaissance de substrat.

Propeptide de Der p 1: une nouvelle sous-famille ?
Caractéristiques structurales

Le propeptide de Der p 1 est composé de 80 résidest donc caractérisé par une taille intermésiair
entre la taille des propeptides de la sous-fanBllié60 résidus) et celle de la sous-famille L (100
résidus). La récente résolution de la structudBniensionnelle du zymogene proDer p 1 par Meno a
permis d'obtenir de nombreuses informations susttacture du propeptide de Der p 1 et sur les
interactions entre celui-ci et la protéase matienp et al, 2005). La structure montre que le
propeptide de Der p 1 est formé de quatre hélicasiphipatiques reliées par de courtes boucles, ce
qui le distingue des propeptides de la sous-farhib®mposés de trois hélices et de la sous-farBille
formée uniquement de deux hélices.

Cependant, l'alignement de la structure du prodeptle Der p 1
avec les structures des propeptides de la catleepdiumaine et de
la caricaine, appartenant a la sous-famille «<kERBFN\INontre que le
propeptide de Der p 1 adopte un repliement globalidable a celui
des propeptides de la sous-famille L.

Cet alignement (Figure 14) montre la conservatefadconformation
adoptée par les hélices au niveau du domaine g@isbuN-terminal
malgré la faible homologie de séquence. De plus,iféeractions
. aromatiques entre les deux résidus tryptophands pemiere hélice

FIGURE 14:Alignement des et celui du motif «kERFNIN», porté par la secondéckéui constitue

structures des propeptides de la 1o coayr hydrophobe et stabilise 'assemblage désebél eta2 du

cathepsine L (jaune), de la caricaine . . ; .

(rouge) et de Der p 1 (vert) domaine N-terminal, sont conservées dans le prajgege Der p 1 et

correspondent aux résidus F8, Y11 et F32.

Néanmoins, plusieurs différences structuralesrdisgnt le propeptide de Der p 1 des propeptides de
la sous-famille L. En effet, le propeptide de Det pe contient pas de véritable motif « ERFNINI», i
ne possede pas de bfret présente une quatrieme hélice a la place t¢pe boucle C-terminale.
L’alignement des structures montre que I'équivaldat motif EXRX,(V/I)FXNX3IX3N dans le
propeptide de Der p 1 serait la séqueDEEXARXNEX,SX3VX,NG ou les acides aminés en gras
occupent les positions occupées par les résidusotifi ERFNIN dans la sous-famille L et ceux grisés
correspondraient aux résidus attendus dans leabtgimotif (Figure 15A).
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FIGURE 15:Comparaison des résidus conservés dans la stabiliga du domaine N-terminal du propeptide de
la caricaine et de Der p 1.A: absence de conservation du motif ERFNIN dans rigpeptide de Der p 1
(numérotation caricaine/Der p 1) B: absence de cwaen de la triade Glu38p-Arg42p-Glu77p de laic@ine qui
est remplacée dans le propeptide de Der p 1 pggonnhydrogeéne entre le Glu56p et 'Asn31p. C: eovetion de
la triade Lys31p-Asp72p-Tyr33p du propeptide decémicaine dans le propeptide de Der p 1 ou ladéria
correspondante implique les résidus Lys17p-Asp5Simigp.

Cette observation implique plusieurs différenceseele propeptide de Der p 1 et ceux de la fanhille
Premierement, alors que dans la sous-famille phlaaine globulaire est stabilisé par des pontasali
et des liaisons hydrogéne intra-propeptidiqueseetds résidus E38p-R42p-E77p (Figure 15B) et
K31p-D72p-Y33p (Figure 15C) . Dans le propeptideRkr p 1, seules les interactions entre les
résidus K17-D51-Y19 sont conservées, tandis quedsglus E38p et R42p, appartenant au motif
ERFNIN, ne sont pas conservés. Deuxiemement, ¢igvhe ou la valine du motif ER(V/I)FNIN, qui
fait partie du coeur hydrophobe du domaine globeilldFrterminal n'est pas conservée dans le
propeptide de Der p 1 mais est remplacée par lduésparagine 31 dont la chaine latérale pointe
dans la direction opposée. Troisiemement, la premésparagine du motif ERFNIN, qui forme
normalement une liaison hydrogene entre I'hétileet la chaine principale de la boucle précédant
I'nélice a3, n'est pas conservée dans le propeptide de OeM@anmoins, une interaction similaire
pourrait étre assurée par le résidu Sérine 35nERBoleucine et I'asparagine du motif ERFNIN,iqu
assurent normalement l'orientation relative delidga2 par rapport au brif par des interactions
hydrophobe et des liaisons hydrogene, ne sont@asecvées. Cependant, cette absence pourrait étre
compensée par I'absence de Iinraiment défini ainsi que par la taille plus ceude I'hélices2 du
propeptide de Der p 1.

En conclusion, le seul résidu conservé du motif ERFdans le propeptide de Der p 1 est le résidu
phénylalanine en position 32. Cette observatiopareet pas de classer le propeptide de Der p 1 dans
la sous-famille L. D’autre part, le propeptide der[p 1 ne peut pas étre classé dans la sous-fadnille
de par ses trop grandes différences structuratss gile par la présence de I'hélicé et 4 . Des lors,

le propeptide de Der p 1 ne peut étre classé daosna de ces deux sous-familles. Dans ces
conditions, Meno et ses collaborateurs ont proplesée classer dans une troisieme sous-famille qui
serait caractérisée par un propeptide de tailkerimédiaire, par la présence de quatre hélicesnsi

que par I'absence de motif « ERFNIN » et de Br{iMenoet al, 2005).
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Mécanismes d’activation des zymogenes de la familAl

L’activation d’'un zymogéne de protéase corresporid @erte du propeptide et a I'apparition de
l'activité protéolytique du domaine catalytique. @®@cessus peut étre catalysé par la molécule elle
méme et on parle alors d’'un mécanisme intramol&eu{enonomoléculaire) ou étre catalysé par une
autre molécule et, dans ce cas, sera appelé méwaiitermoléculaire (bimoléculaire) (Rowanal,
1992).

Activationin vitro

L'activation in vitro de zymogenes de protéases a cystéine active eapeésn défit important dans
I'obtention de ces protéases sous forme recomtesacdr I'expression de la protéase ne peut étre
envisagée que sous la forme de son zymogéne, dileade « chaperonne intramoléculaire » rempli
par le propeptide. Il est donc nécessaire et didigade déterminer et maitriser les conditionssdan
lesquelles le processus d’activation peut étreséal

BN

Un des premiers zymogénes recombinants de protéasestéine active a avoir été correctement
maturéin vitro fut la propapaine (Vernedt al, 1991). Depuis, plusieurs études ont démontrd qu’i
était possible d’activer un grand nombre de zymegéte protéases a cystéine active de la famille 1.
Ces études, principalement réalisées avec desrpeérs de protéases lysosomales ont montré que la
diminution du pH est essentielle pour obtenir ureguration. Celle-ci peut étre ensuite réalisée par
protéolyse intramoléculaire ou intermoléculaireoaele zymogeéene considéré (Bossatdal, 1996;
McQueneyet al, 1997; Quraishi and Storer, 2001). Ainsi, Menetrdl. ont montré que l'activation de

la procathepsine L humaine se déroule par un ma&oaninter et/ou intramoléculaire (Menadal,
1998). Dans ce cas, plusieurs sites de clivagesitug a trois résidus de I'extrémité N-terminale et
quatre situés a proximité de I'extrémité C-terménaht pu étre identifiés. Ces sites correpondart to

a la spécificité protéolytique de la cathepine Ltura et leur localisation sur la structure
tridimensionnelle du précurseur montre qu'ils douis situés dans des zones exposeées au solvant. Des
résultats équivalents ont été obtenus avec la firepsine K (McQuenegt al, 1997). D’autre part,
Quraishiet al.en bloguant I'activation de la procathepsine B pafde la cystatine, ont identifié deux
sites de clivages internes, équivalents dans lex geécurseurs, situés au niveau de la zone
d’interaction avec le site catalytigue (Quraishidastorer, 2001). La présence de cystatine et la
localisation de ces sites sembleraient indiquerilggupourraient provenir d'un processus
intramoléculaire.

In vitro, ces processus d'activation peuvent parfois corduia formation de forme mature avec une
extension de quelques acides aminés comme c'esdslgoour la cathepsine K et S et la papaine,
suggérant que d’autres protéases pourraient étessaires pour terminer le processus de maturation
(Vernetet al, 1990; Linneverset al, 1997). Enfin, certains zymogenes nécessitengatdirement
l'intervention d’'une autre protéase pour étre tfamsés en protéases mature comme c’est le cas de la
PPIV. Pour cette derniere, I'absence d’autoactivafproviendrait de la trop grande spécificité du
domaine catalytique, ne lui permettant pas de maitre et de cliver son propeptide (Baletral,
1996).
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Activationin vivo

Les conditions d’activatiomn vivo d’'un zymogéne de protéase a cystéine active peldten trés
complexes et peuvent requérir outre une diminutionpH, la présence d’autres protéases et/ou
I'interaction avec des macromolécules comme leagaminoglycan (Ishidoh and Kominami, 1995;
Kiharaet al, 2002). Ce processus est réalisé presque exaisitea I'intérieur de la cellule dans les
lysosomes ou dans des endosomes bien que destian8vaxtracellulaires puissent avoir lieu
(Wiederanders, 2003). Par exemple, la procathe@ihamaine peut s’autoactiver vivo (Mach et

al., 1993) mais aussi étre activée par le mélange lexmpgles cathepsines H, S, C et L présentes dans
le lysosome (Ishidotet al, 1999). D’autre part, la procathepsine B peut iaéise activée, apres sa
sécrétion, dans la matrice extracellulaire patitecde la cathepsine D (van der Stappeal, 1996)
illustrant la complexité et la diversité des pratesd’activation qui peuvent intervenir.

Mécanisme d’activation du zymogene proDer p 1

Durant la derniére décennie, plusieurs essais tintréalisés afin de déterminer les conditions
d’activation du zymogéne proDer p 1 en protéasairaaiCette étape est, en effet, essentielle pour
obtenir une protéase Der pl recombinante activ@résentant une reconnaissance par les IgE
équivalente a celle de l'allergene naturel. Ceaisgmt été réalisés, avec plus ou moins de suaces,
partir de précurseurs exprimés dans différentsrisgees en appliquant des conditions d’activation
préalablement décrites pour I'activation d’autrest@ases a cystéine active de la famille CAl. Ces
différentes activations, bien que réalisées dasscoaditions différentes, ont permis d’obtenir des
informations sur le processus d’activation.

La premiére activation du précurseur de Der p féalécrite par Jacquet al. (Jacquett al, 2002)
apres un traitement a pH acide d’'un zymogene prpleexprimé par la levuichia pastoris Cette
activation fut réalisée a partir d'un zymogene hgpeosylé et partiellement activé dans lequelll@s
premiers résidus (ATFE-) correspondant a la presriétice du propeptide étaient délétés au terme de
la production. D’autre part, la protéase généré@sapctivation se présentait sous la forme d'un
mélange de protéases avec et sans extension derégdus (AETNA-/TNA-). En complément de
cette étude, la comparaison de la reconnaissamdesplE du précurseur proDer p 1 avec la protéase
mature Der p 1 et I'allergéne naturel a permis @¢tn@ en évidence le caractere « hypoallergénique »
du zymogene vis-a-vis de la protéase mature. @biservation fut confirmée par d’autres groupes,
suggérant que des épitopes majeurs de la protéessept étre masqués par le propeptide dans le
précurseur. Par la suite, la comparaison de l'atitim & pH acide du zymogéne proDer f 1 avec celle
du zymogene proDer p 1 possédant un site potedéeN-glycosylation supplémentaire dans le
propeptide mit en évidence, pour ces deux préctgskuprésence d'un intermédiaire correspondant a
la perte de la premiere hélice du propeptide. Gatide suggéra que la glycosylation du propeptide
puisse inhiber le phénomene d'activation du zymegeroDer p 1 (Takakt al, 2002). Cette
hypothése fut renforcée aprés I'obtention de Dérmpature aprés déglycosylation enzymatique a pH
5,5 d’'un zymogene exprimé par la leviiehia pastorisou apres incubation avec I'allergene naturel
immobilisé sur un support solide suggérant que mledsnomenes de protéolyse intermoléculaire
puissent avoir lieu lors du processus d’activafian Oortet al, 2002).
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