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CHAPITRE 2: Objectifsdu travail
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OBJECTIFS

Ce travail a pour but de comprendre le mécanisraetigation du zymogene de I'allergéne d’acarien
Der p 1. Il s’inscrit dans le cadre d’'une collalimma entre le laboratoire Macromolécules Biologisjue
de I'Université de Liége et le service I'AllergoiegExpérimentale de I'Université Libre de Bruxelles
Ce travail est caractérisé, a la fois par son adpedamental lié & la compréhension du mécanisme
d’'activation présent chez toutes les protéasesstiiog active de la famille CAL, mais aussi par son
aspect appliqué lié au développement d’'une stedgiproduction de I'allergéne Der p 1 sous forme
recombinante et active a des fins thérapeutiqueasginales et de diagnostic. En effet, par la strect
unique de son propeptide, le zymogene de la p@tBas p 1 représente un candidat de choix pour
étudier le mécanisme d'activation des protéasedadtamille CAl. Par ailleurs, les propriétés
d'allergenes majeurs de Der p 1, I'implication d& sctivité protéolytique dans le déclenchement de
I'allergie et I'obligation de la présence de sompmptide pour obtenir un repliement correct du
zymogene nécessitent le développement d’'une seapEymettant I'élimination du propeptide au
terme de la production afin d’obtenir un allergé@eombinant actif et correctement replié.

Ce travail est divisé en plusieurs objectifs. Clmacarrespond a une étude différente relative & un
aspect différent du processus d’activation.

Etudel

Plusieurs études montrent que la leviirehia pastoris représente un héte de choix pour I'expression
du zymogene proDer p 1 et que ce dernier peutedsaite activé par un traitement & pH acide. Dans
ce contexte, le premier objectif de cette étuda d&valuer I'importance des deux sites potentiels
N-glycosylation présents dans le zymogene proD&rdans le processus d’activation du précurseur
exprimé enP. pastoris et dans l'interaction entre la protéase Der p $ost propeptide. Le second
objectif sera d'étudier I'influence du pH sur letgatiel inhibiteur du propeptide ainsi que sur sa
structure.

Etude 2

Au vu des résultats de notre premiére étude, Vattn du zymogéene proDer p 1 & pH acide est un
compromis entre le maintien de I'activité de latpase a pH acide et la perte du potentiel inhibiteu
du propeptide liée a un changement de sa structdugt par le changement du pH. Le but de cette
seconde étude sera d'identifier, dans le propeptideDer p 1, les interactions stabilisatrices
potentiellement influengables par le pH et d’étudkers effets sur la structure du propeptide etau
modulation de l'activation a pH acide. Cette étysrmettra de déterminer I'événement initial
conduisant a l'activation du zymogene a pH aciddestartographier quelles régions du propeptide
sont impliquées dans cette premiere étape.

Etude 3

Les résultats de deux premieres études suggérent'aptivation du zymogéne proDer pl soit un
processus autocatalytique lié & un changement denf@rmation du propeptide induit & pH acide. Ce
processus se déroulerait en plusieurs étapes, isamti@a la formation d’au moins deux intermédiaires
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Le premier objectif de la troisieme étude sera determhiner la contribution des phénomenes de
protéolyse intramoléculaires et intermoléculairasglla formation des différents intermédiaires. Le
second objectif sera d’évaluer l'influence du pH lsuspécificité protéolytique de Der p 1, ainsequ

I'importance des résidus situés a I'extrémité Qrieale du propeptide dans le processus d’activation

Etude4

Le but de cette quatriéme étude sera d’analysée ebmparer I'influence du pH sur la stabilitéaet |
structure du zymogene proDer p 1 et de la proté€asep 1. Cette étude sera rendue possible par
'absence de résidu tryptophane dans le propepidmettant uniguement le suivi de ceux présents
dans le domaine catalytique, que ce soit dansoéé@se mature ou dans le zymogene. Cela permettra
de déterminer si le propeptide influence ou nostébilité du domaine catalytique a pH neutre et
d’évaluer son impact sur le dépliement du zymogameondition d’activation (pH 4).
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