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Résumé

Résumé :

Au cours des années passee, il y a un besoin pour des nouvelles méthodes in silico,
en utilise des outils bioinformatique, et parce que Les chitinases sont des molécules trés
important dans la phytopathologie et sont utilisés dans déférentes méthodes pour
améliorer la résistance contre les pathogenes et les insectes. Ce travail vise a étudier et
modéliser in silico la structure tridimensionnelle de chitinase, ainsi que la fonction et la

relation structure-fonction de la famille 18 des chitinases, avec le logiciel Pymol.

Pour ce faire, les données de deux structures tridimensionnelles ont été extraites de la
banque de données Pdb pour I'étude structurale et fonctionnelle, se focalisant sur le site
actif, pour déterminer ses acides aminés clés, responsables de sa fonction, qui est

I'nydrolyse du substrat, la chitine en I'occurrence, en attaquant la liaison ((1—4)-p).
Les mots clés : Chitinases famille18, in silico, logiciel Pymol, pdb.
Summary:

During years passed, there is a need for new Methods in silico, uses tools of them
bioinformatics, and because the chitinases are molecules very significant in
phytopathology and are used in deferent methods to improve resistance against the
pathogenic ones and insects. This work aims to study and model in silico the three-
dimensional structure of chitinase, as well as the function and the relation structure-

function of family 18 of the chitinases, with the Pymol software.

With this intention, the data of two three-dimensional structures were extracted from the
bank of Pdb data for the structural and functional study, being focused on the active site,
to determine its key amino acids, persons in charge for its function, which is the
hydrolysis of the substrate, chitin in fact, by tackling the connection ((1—4)-B).

Key words: Chitinases family 18, in silico, software Pymol, Pdb.
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Introduction

Les végétaux possedent une gamme de Substances tres variées pour lutter contre
les divers agents pathogénes .Ces substances sont exprimées de fagon constitutive ou
inductive. Parmi ces substances, certaines enzymes ont la propriété d'hydrolyser des
polysaccharides pariétaux bactériens ou fongiques. Ainsi, les chitinases dégradent la
chitine, les chitosanases affectent le chitosane, les p-1,3-glucanases hydrolysent les -
1,3-glucanes Similaires a la laminarine et les lysozymes dégradent le peptidoglycane.
La chitine, le chitosane et les B-1,3-glucanes se trouvent souvent dans les parois de
champignons (les champignons phytopathogénes), tandis que le peptidoglycane est un

constituant des parois de bactéries.

Les chercheurs sont désormais contraints de travailler a différents niveaux
d’investigation du vivant: les méthodes alternatives in vitro font appel aux tests de
laboratoire sur des composants d’origine biologique (cellules, protéines...) et les
méthodes in silico se référent a I’utilisation de modéles mathématiques, réalisés a 1’aide
d’outils informatiques, on utilise le programme pymol pour étudier la structure et la

fonction d’une enzyme « chitinase ».

L’analyse fonctionnelle in silico est définie comme I’ensemble des techniques
bioinformatiques qui permettent d’obtenir une information sur la fonction et la structure
d’une protéine, quand on ne dispose que de sa séquence en acides aminés, la

bioinformatique et permet de :

» L'utilisation des ordinateurs pour recueillir, analyser et interpréter les données
biologiques au niveau moléculaire.

» Un ensemble d'outils logiciels pour I'analyse de séquences moléculaires.

Afin de présenter 1’étude menée en ce sens, le présent manuscrit s’articule en deux

parties : I’une bibliographique et I’autre est consacrée a l'application de I'outil pymol.
Dans la partie bibliographique :

> Le premier chapitre concerne des généralités sur la bioinformatique et les
travaux de recherche sur la chitinase

» Le deuxieme chapitre est dedié a une modélisation poussée par pymol des
specificités structurales de la chitinase 18.

» La partie d’application présente les résultats et discussions sur la structure et la

fonction de la chitinase 18.

Phytopathologie et phytopharmacie
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Bioinformatique

I- La bioinformatique

1. Définition et historique

La bioinformatique est la discipline scientifique récente qui englobe la collecte, 1’organisation
et l’analyse de données biologiques au moyen de [’outil informatique. Le terme
bioinformatique, aussi appelé en anglais « computational biology » ou « in silico biology »
regroupe sous le méme mot, deux approches. La premiére approche correspond a la sensibilité
plus informatique du domaine et consiste en 1’élaboration d’algorithmes et le développement
de programmes pour extraire 1’information biologique ainsi que la création de banques de
données. La seconde approche correspond a la bio-analyse dont le but est centré sur I’analyse
de ces données et leur signification dans un contexte biologique. Ces deux approches, bio-
analytique et informatique, sont complémentaires et sont naturellement liées 1’une a ’autre
dans leur évolution (Tableau 01). En effet, I’étude d’un systéme biologique complet n’est
rendue possible que par ’existence d’outils adaptés et performants et la bonne compréhension
des systéemes biologiques permet de mettre au point des programmes adaptés et efficaces.

La bioinformatique est une discipline jeune qui date de la seconde moitié du vingtieéme siecle
(Tableau 1). Elle doit son essor a 1’émergence et a la diffusion de 1’informatique qui a permis
de disposer d’ordinateurs puissants capables de stocker et de traiter un nombre croissant de
données. La bioinformatique doit également son développement a la compréhension des
objets biologiques majeurs (ADN, ARN et protéine) et I’avénement d’outils de prédictions
(Tableau 1). L’évolution conjointe de ses deux approches de la bioinformatique en fait

actuellement une discipline indispensable a la compréhension du vivant. (1)

Tableau 1. Une breve promenade historique le long de quelques événements biologiques ou

informatiques.

Date Evenement

1953 Modeéle en double hélice de I’ADN (Watson et al., 1953)
Détermination de la séquence de la chaine A et B del’insuline

1956 La structure tridimensionnelle d’une protéine est fonction de sa
séquence
1961-1965 Déchiffrage du code génétique

1970 Algorithme d’alignement optimal global entre deux séquences de

protéines

1 Phytopathologie et phytopharmacie
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Creation de la banque européenne de séquences nucléiques EMBL

1960 Algorithme d’alignement optimal local de séquences

1980 GenBank Création de la banque américaine de séquences
nucléiques

1983 Invention de la réaction de polymérisation en chaine (PCR)

1986 Création de la banque de séquences protéiques (Swiss-Prot)
Création de la banque japonaise de séquences nucléiques (DDBJ)
Apparition du terme « genomic »

1991 1% séquencage a grande échelle d’ADNc (EST)

1992 Séquencage complet du chromosome 111 de levure

2000 Séquencage du ler génome de plante : Arabidopsis thaliana

2002 Séquence préeliminaire du génome de la souris

*Séquence du génome complet de 4 nouveaux champignons
2004 (Dujon et al., 2004)
*Séquence du génome complet de Gallus gallus

2005 Séquence du génome complet de 2 trypanosomes

Séquencage de plusieurs primates, du cochon, de la vache, du
2006 cheval, du kangourou, de 1’¢léphant, du mouton, du chien, du chat,
du lapin, de la grenouille, du poisson zebre, etc. (soit plus de

600genomes eucaryotes complets en cours de séquencage)

Plus de 18.900 génomes eucaryotes et procaryotes séquenceés et des
milliers en projet

- le développement de la banque de données EMBL (banque
Février 2015 européenne créée en 1980)

- le développement de la banque de données Genbank (créée en
1982 et diffusée par le NCBI) (6)

2. L’objectif de la bioinformatique
La bioinformatique, nouvellement incluse dans les systemes. C’est une discipline qui permet
I’analyse et D’interprétation des informations biologiques contenues soit dans génome

(séquences ADN, ARN) soit dans le proteome. On peut également la définir comme étant la

2 Phytopathologie et phytopharmacie
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discipline de I’analyse «in silico» de I’information biologique contenue dans les séquences

nucléiques et protéiques. La Bioinformatique est devenu une partie importante de nombreux

domaines de la biologie, Le rble actuel de la bioinformatique est d'aider biologistes collecte

et le traitement Les données économiques pour étudier la fonction des protéines. Un autre

réle important est d'aider les chercheurs dans les entreprises pharmaceutiques en faire des

études détaillées de structures de protéines a la conception de médicaments liter (Friedman et

al., 2000)

- Compilation et organisation des données biologiques dans des banques de données : ces

banques sont soit généralistes (elles contiennent le plus d'information possible sans expertise

particuliere de l'information déposée), soit spécialisées dans un domaine autour de thémes

précis.

- Traitements systématiques des données : l'objectif principal est de repérer et de caractériser

une fonction et/ou une structure biologique importante. Les résultats de ces traitements

constituent de nouvelles données biologiques obtenues "in silico™.

- Elaboration de stratégies :

o le but est d'apporter des connaissances biologiques supplémentaires en combinant les
données biologiques initiales et les données biologiques obtenues "in silico".

e CeS connaissances permettent, a leur tour, de développer de nouveaux concepts en
biologie.

o concepts qui nécessitent I'élaboration de nouvelles théories et outils en mathématiques et
en informatique. (Kanehisa et al., 2003)

Les taches typiques effectuées dans bioinformatique comprennent:

- Déduire la forme et la fonction d'une protéine a partir d'une donnée d'une séquence d'acides

aminés

- Trouver tous les génes et les protéines dans un génome donné,

- les sites de la protéine structurale

- Deétermination ture ou les molécules de meédicament peut étre attacheé (Friedman et

al., 2000).

3. Relation de la bioinformatique avec d'autres domaines

La bioinformatique et la biologie computationnelle ont des objectifs et des approches
similaires, mais ils different dans I'échelle: la bioinformatique organise et analyse des données

biologiques de base, alors que la biologie computationnelle construit des modéles théoriques
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des systemes biologiques, comme la biologie mathématique fait avec des modéles

mathématiques.(Gisel et al., 2011)

4. Les champs d'application

Plusieurs champs d'application ou sous-disciplines de la bioinformatique se sont constitués :

e La bioinformatique des séquences, qui traite de l'analyse de données issues de
I'information génétique contenue dans la sequence de I'ADN ou dans celle des protéines
qu'il code. Cette branche s'intéresse en particulier a l'identification des ressemblances
entre les séquences, a l'identification des génes ou de régions biologiquement pertinentes
dans I'ADN ou dans les protéines, en se basant sur I'enchainement ou séquence de leurs
composants élémentaires (nucléotides, acides aminés).

« La bioinformatique structurale, qui traite de la reconstruction, de la Prédiction de la
structure des protéines est une autre application importante de la bioinformatique .L" acide
aminé séquence d'une protéine, ladite structure primaire , peut étre facilement déterminé a
partir de la séquence du géene qui code pour elle. Dans la grande majorité des cas, cette
structure primaire qui détermine de facon unique une structure dans son environnement
natif. La connaissance de cette structure est essentielle dans la compréhension de la
fonction de la protéine. Les informations structurelles est généralement classé comme I'un
des secondaire , tertiaire et quaternaire structure. Une solution générale viable pour de
telles prédictions reste un probleme ouvert. La plupart des efforts ont jusqu'a présent éte
dirigée vers heuristiques qui fonctionnent la plupart du temps. (Gisel et al., 2011)

o La bioinformatique des réseaux, qui s'intéresse aux interactions entre génes, protéines,
cellules, organismes, en essayant d'analyser et de modéliser les comportements collectifs
d'ensembles de briques élémentaires du Vivant. Cette partie de la bioinformatique se
nourrit en particulier des données issues de technologies d'analyse a haut débit comme la
protéomique ou la transcriptomique pour analyser des flux génétiques ou métaboliques.

o La bioinformatique statistique et la bioinformatique des populations (Jean et al.,2007)
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Figure 1. Les champs d'application de la bioinformatique (2)

5. Banques et bases de données biologiques

> Base de données:
Ensemble de données organisé en vue de son utilisation par des Programmes correspondant a
des applications distinctes et de maniére a faciliter I'évolution Indépendante des données et
des programmes.

» Banque de données:
Ensemble de données relatif a un domaine défini des connaissances et Organisé pour étre
offert aux consultations d'utilisateurs (Smith etal., 1981)
5.1. Les Bases de données
Les Bases de données sont essentielles pour la recherche et les applications de
bioinformatique. Il Ya un grand nombre de bases de données disponibles couvrant presque
tout de séquences ADN et de protéines, structures moléculaires, les phénotypes et la
biodiversité. Bases de données tombent généralement dans l'un des trois types. Certains
contiennent des données résultant directement de méthodes empiriques telles que coups de
grace de génes. D'autres sont des données prédites, et la plupart contiennent les données des
deux sources. Il Ya méta-bases de données qui intégrent les données compilées a partir de
plusieurs autres bases de données. D'autres sont spécialises, comme ceux qui sont spécifiques
a un organisme. Ces bases de données varient dans leur format, le mode de I'adhésion et
qu'elles soient publiques ou non. Certaines bases de données les plus couramment utilisés

sont énumérés ci-dessous. Pour une liste plus compléte.
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« Utilisé dans Motif Constatation

o Utilisé dans Gene Ontology

e Utilisé dans Gene Constatation

o Utilisé dans la recherche de structures protéiques / Famille

o Utilisé pour Next Generation Sequencing

o Utilisés dans I'analyse de I'expression génétique

« Utilisés dans l'analyse Réseau, des réseaux fonctionnels (Gisel et al.,2011)
5.2. Les Bangues de données
Fondée en 1971 par le Laboratoire national de Brookhaven, la Banque de données des
protéines a été transférée en 2003 . La banque de données sur les protéines du Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics, plus communément appelée Protein Data
Bank ou PDB est une collection mondiale de données sur la structure tridimensionnelle (ou
structure 3D) de macromolécules biologiques : protéines, essentiellement, et acides
nucleiques. Ces structures sont essentiellement déterminées par cristallographie aux rayons X
ou par spectroscopie RMN. Ces données expérimentales sont déposées dans la PDB par
des biologistes et des biochimistes du monde entier et appartiennent au domaine public. Leur
consultation est gratuite et peut se faire directement depuis les sites web de la banque.
e FEurope : PDBe;
e Japon :PDBj;
« Etats-Unis.

40
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Figure 2. Evolution du nombre d’entrée dans la banque de structures 3D, la PDB. (3)
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La PDB est la principale source de données de biologie structurale et permet en particulier

d’accéder a des structures 3D de protéines d’intérét pharmaceutique. (Berman et al., 2000)

| Bases de données biologiques |

Banques généralistes | Bases specialisées
- 4
| 1
Banques génomiques J { Protéiques J
EMBL ( SwissProt
GenBank PIR-PSD
L
DDBJ PIR-NREF

Figure 3. Les banques de données biologiques (2)

5.2.1. Les banques de séquences généralistes

C'est au début des années 80 que les premiéres banques de séquences sont apparues sous
L’initiative de quelques équipes dont la premiére a l'initiative de Grantham et C. Gautier a
Lyon. Tres rapidement avec les évolutions techniques du séquencage, la collecte et la gestion
des données ont nécessité une organisation plus conséquente. Ainsi, plusieurs organismes ont

pris en charge la production de telles bases de données.

» Trois banques de séquence nucléiques:

e EMBL:
Banque européenne créée en 1980 et financée par IEMBO (EuropeanMolecularyBiology
Organisation), elle est aujourd'hui diffusee par I'EBI (EuropeanBioinformatics Institute,
Cambridge,) développée au sein du Laboratoire Européen de Biologie Moléculaire situé a
Heidelberg (Allemagne), elle est maintenant diffusée par I'EBI (EuropeanBioinformatics
Institute) Cette banque contient 74 491 158 213 nucléotides dans 44 538 943 entrées a la date
du Vendredi 22 Octobre 2004.
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e GenBank:
Créée en 1982 par la société IntelliGenetics et diffusée maintenant par le NCBI (National
Center for Biotechnology Information, Los Alamos, US) Cette banque contient 74 491 158
213 nucléotides dans 44 538 943 entrées a la date du VVendredi 22 Octobre 2004

60 60

Nombre total de nucléotides
—d— Nombre total dentrées

50 50 g
W
g =
i=] =
= 4]
— —+
E 40 40 2
= =
a o
g o
[ =
g » I £
- [l
— -
n Q
i =
2 &

20 20
5 2
£ 3,
[=] =
< o

10 10 5

e

o " & & " " & & " i e " o
1982 1083 1084 19685 105G 1947 1968 1989 1990 1991 1992 1993 1904 1905 1008 1997 1908 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2008

Figure 4. Evolution du nombre d’entrées et du nombre de nucléotides stockés par la Banque
GenBank depuis1982. (4)

e DDBJ:
Créée en 1986 et diffusée par le NIG (National Institute of Genetics, Japon) elle contient
42245 956 937 nucléotides dans 37 926 117 entrées a la date du Vendredi 22 Octobre 2004.

» Cing banques protéiques :

e TrEMBL:
Données générées par traduction automatique des informations génétiques de labanque de
données EMBL (TrEMBL =Traduction EMBL) Annotation automatique.
La banque TrEMBL pour Translation from EMBL est decrite comme un supplément de
Swiss-Prot. En effet, TrTEMBL, distribuée par I’EBI, contient la traduction de toutes les parties
codantes annotées figurant dans la banque EMBL, a I’exception des protéines figurant dans
Swiss-Prot. TrEMBL constitue ainsi un dépdt de séquences non validées et faiblement

annotées, qui vont par la suite étre examinées par les annotateurs de Swiss-Prot pour y étre
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intégrées. Sa croissance estfulgurante et correspond au flux important de données généres par
les projets de séquencage des génomes complets (Figure).
3.5 1.2

Mombre total d'acides amines
—&— hNombre tolal d'entrées

25
08

06

1.5

o4

Nombre total d'entrées (millions)

02

(pJel)jiw) saulwe sapide,p |e10] 21qUION

0.5

o A & & & & & & & & 0

1686 1087 1988 1080 1900 1981 1002 1093 1004 1095 1006 1997 1908 1909 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2008

Figure 5. Evolution du nombre d’entrée dans la banque TrEMBL depuis sa création en 1996. (5)

e Prosite:
Base de données de familles et domaines de protéines

e Expazy:
Base de données protéomique En 2002:consortium UniProt (UniversalProtein Resource)
formé par le groupe SwissProt-TrEMBL et le groupe PIR

e PIR-NBRF:
Protein  Information Ressource Créée en 1984 par la NBRF (National
BiomedicalResearchFoundation).Elle est maintenant un ensemble de données issues du MIPS
(Martinsried Institute for ProteinSequences, Munich, Allemagne) et de la banque japonaise
JIPID (Japan International Protein Information Database) Elle contient 283 416 entrées.
D'autres bases derivees sont accessibles telles que iProClass basée sur les familles de
protéines et décrivant leurs structures et leurs fonctions ou encore PIR-NREF qui contient les
séquences PIR, Swiss-Prot, TTEMBL, et PDB sans aucune redondance.

e SwissProt:
Créée en 1986 a I'Université de Genéve et maintenue depuis 1987 dans le cadre d'une

collaboration, entre cette université (via EXPASy, Expert ProteinAnalysis System) et I'EBI.
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Celle-ci regroupe aussi des séquences annotées de la banque PIR-NBRF ainsi que des
séquences codantes, traduites de I'EMBL. Elle contient 163 235 entrées, pour un total de 59
631 787 aminoacides avec 120 520 résumés de références bibliographiques a la date du
Vendredi 22 Octobre 2004.
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Figure 6. Evolution du nombre d’entrée de la banque Swiss-Prot depuis sa création en 1986. (6)

Elle est complétée par la banque TrEMBL qui est un supplément de SwissProt, annotée
automatiquement qui contient les traductions des séquences nucléotides de EMBL, pas encore

intégrées dans SwissProt.

5.2.2. Les banques de données de séquences spécialisées

Pour des besoins spécifiques, de nombreuses bases de données spécialisées ont été créées,
certaines sont pérennes et continuent d'étre développées et mises a jour, dautres sont laissees
a I'abandon et enfin d'autres ont disparu. On en dénombre a cette date un peu plus d'un millier,
accessibles directement par le Web. La nature ainsi que la quantité d'informations sont tres
variable. Ces banques regroupent les données pour un organisme particulier, ou un groupe,
contenant tout ou partie des informations suivantes :

- carte physique chromosomique, carte génétique et liaison, clonage positionnel pour les

génes EST (marqueurs de sequences exprimées), Banque d’ADNc, Banque de vecteurs de
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clonage Géne et expression, Cytogénétique et anomalies chromosomiques, Géne et maladie,
Oncogenes. Etc. ...

» Banques nucléiques spécialisées
Elles sont spécialisées dans les informations suivantes :
- ADNCc, ARN, Structure secondaire d'’ARN, Signaux et éléments de régulation, Sondes,
amorces, Alignements, Famille de genes

» Banques protéiques spécialisées
Elles sont spécialisées dans les informations suivantes :

- Motifs, Alignement, Classification structurale, Familles de protéines, Interactions,
Enzymes, Modifications protéiques post -traductionnelles, Pathologies, Gels
bidimensionnels, Bases protéiques sur l'interaction et la thermodynamique des protéines

» Banques immunologiques
Elles sont spécialisées dans les informations suivantes :
- Séquences, Recepteur (cellule T, par exemple), Complexe MHC (Major
Histocompatibility Complex),

» Banques Structure 2D ou 3D
Elles sont spécialisées dans les informations suivantes :
- Coordonnées 3D de protéines
- Structure secondaire des protéines
- Domaines structuraux
- Centre actif des enzymes
- Complexes récepteurs-ligands
- Atlas de topologie structurale des protéines
La banque des données 3D des protéines est la "Protein Data Bank" (PDB, créée en 1971
Comme archive des données cristallographiques au BNL (Brookaven National Laboratory —
USA). Elle comprend a ce jour 27 855 entrées de structures établies soit aux rayons X, soit
Par résonance magnétique nucléaire ou encore par modélisation théorique. (Smith et
al., 1981).

» Autres types de banques de données

e Banques de Structure:
Ex: la Protéine Data base PDB dédiée aux structures protéiques déterminées
expérimentalement

e Banques dédiées a un organisme particulier:
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Ex: Arabidopsis thaliana
e Banques dédiees a un type de sequences particulier: Analyse des promoteurs
(Prokaryotic Promoter Prediction ‘PPP’, Scope...) ou Analyse des terminateurs de la

transcription (7)

6. Les interfaces des banques de donnees

Des structures moléculaires a haute résolution sont déterminées par une de deux méthodes, a
savoir rayon X cristallographie ou spectroscopie RMN, elles peuvent étre composées dans un
dossier des textes que les programmes comme PyMOL peuvent lire. Ceux-ci

Des dossiers s'appellent les dossiers d"'PDB", abréviation "la banque de données de protéine."
(Heinset al., 1967)

6 .1.La cristallographie aux rayons X

La cristallographie aux rayons X, ou diffractométrie de rayons X est une technique d‘analyse
fondée sur la diffraction des rayons X sur la matiére. La diffraction n'ayant lieu que sur la
matiere cristalline, on parle aussi de radiocristallographie. Pour les matériaux non-cristallins,

on parle de diffusion. La diffraction fait partie des méthodes de diffusion élastique.

Cliché de dffraction Densité electronique Optimisation

Diffractométre
Rayons X

Obtention de cristaux

Cristallisation de
Protéine purifibe

Modélisation moléculaire
—

Figure7. Détermination de structure par Biocristallographie (8)
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Cette méthode utilise un faisceau de rayons X qui rencontre le cristal provoguant la dispersion
du faisceau lumineux dans des directions spécifiques. Par la mesure des angles et de l'intensité
des rayons réfractés, il est possible d'obtenir une image tridimensionnelle de la densité
électronique dans le cristal. A partir de cette densité, la position moyenne des atomes du
cristal peut étre déterminée, ainsi que leurs liaisons chimiques, leur entropie et d'autres

informations. (Cullity et al.,1956,)

Les rayons X sont diffractés par les atomes du cristal, plus précisément par les électrons des
atomes. En placant une plaque photographique loin du cristal comme le montre la figure, on

obtient des taches dont I’intensité permet d’identifier la structure du cristal. (Rousseau, 2000)

Figure 8. Diffraction des rayons X par un “échantillon de cristal (9)

La technique est utilisée pour caractériser la matiere. Cela concerne :

o la recherche : lorsque I'on crée un nouveau matériau (souvent des céramiques), que
I'on veut connaitre le résultat d'une réaction chimique ou physique (par exemple en
métallurgie, pour reconnaitre les produits de corrosion ou savoir quel type d'acier on a
fabriqué), en géologie (géochimie) pour reconnaitre la roche prélevée a un endroit, en
biologie, pour étudier la structure des protéines par exemple ;

e pour le suivi de production dans une usine (contréle de la qualité du produit) : dans les

cimenteries, les fabriques de céramiques, etc.....
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o l'industrie pharmaceutique :
o en recherche : les nouvelles molécules sont cristallisées, et les cristaux sont
étudiés par diffractométrie de rayons X ;
o en production : cela sert notamment a vérifier que I'on n'a pas fabriqué une
autre molécule de méme formule, mais de forme différente (on parle de

polymorphisme). (Cullity et al.,1956).

6.2. La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Une base de données magnétique de spectres de résonance nucléaire est un répertoire
électronique des informations concernant résonance magnétique (RMN) nucléaire .Ces dép6ts
peuvent étre téléchargés sous autonomes ensembles de données ou utilisés en ligne.La forme
sous laquelle les données sont stockées varie, allant de listes de ligne qui peuvent étre affichés
graphiqguement a la matiere premiére de précession libre données.Les données sont
généralement annotées d'une maniére qui est en corrélation avec les données spectrales de la
structure moléculaire liée.

Spectres 2D NOESY TOCSY

—— Spectrométre RMN & haut champ (ici 500 MHz) Proximités spaciales

Protiine puriée
en solution
trés concentrée

M

Aftribution

«Fagots de structures

Figure 9 : La Résonance Magnétique Nucléaire (10)
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http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Data_set&usg=ALkJrhhGZCDOPrqyUkWxlMUhBqY2v30cqA
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Free_induction_decay&usg=ALkJrhiJfJ_ShEOJ7sXjhqWxswC9fCvlVg

Bioinformatique

La forme sous laquelle les plus RMN est décrite dans les documents de la littérature. Il est
commun pour les bases de données pour afficher des listes de lignes graphiquement d'une
maniére qui est similaire & la fagon dont les spectres-traité peuvent apparaitre. Ces listes de
ligne mais le manque d'abord et d'ordre supérieur division, satellites de faible abondance des
isotopes comme le carbone ou le platine, ainsi que les informations concernant la largeur de
ligne et dautres aspects informatifs de forme de ligne. L'avantage d'une liste de ligne est

qu'elle nécessite une quantité minimale de mémoire. (11)
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Il : la chitine et les chitinases

1. Lachitine :

La chitine a été découvert en 1811 par le professeur francais Henri Braconnot,
elle est le deuxiéme polysaccharide le plus abondant dans la nature, apres la cellulose, il
est largement distribué chez les eucaryotes, incluant des organismes unicellulaires
(levures, amibes, diatomées) et multicellulaires (champignons filamenteux, arthropodes,
nématodes, mollusques) (Ehrlich et al., 2007), ce polysaccharide est également présent
chez certaines éponges et algues marines (Ehrlich et al., 2007), chez Saccharomyces
cerevisiae, la chitine compte seulement pour un faible pourcentage (1- 2 %) du poids de
paroi cellulaire séche (Osmond et al.,, 1999), tandis que chez les champignons
filamenteux, la chitine peut représenter jusqu'a 60 % du contenu pariétal (Herrera et al.,
1999), chez certains oomycetes, la chitine représente entre 0.7 et 3.4% des parois seches
(Sietsma et al., 1975).

1.1 Structure :
La chitine [(CgH1305N)p] est un polysaccharide cristallin constitué de longues

chaines linéaires contenant plus de 1000 résidus de N-acétylglucosamine (GIcNAc, 2-
acetamido-2 deoxy- D-glucose) liés par des liaisons B (1-4).

OH OH
| |
CH, CH:
H.D -D)ﬁ/'
HO HO *" E‘ 1\-' OH
NH “I'"
CID n=>1000 co
| |
CH, CH,

Figurel0. Chaine linéaire de chitine (Herrera -estrella, et al., 1999).
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L’unité N-acétylglucosamine, indiquée entre parenthéses, constitue 1’unité répétitive du
polymere de chitine, Le groupement acétylé est entouré en rouge, La fleche indique

I’extrémité réductrice de la chaine.

Environ 20-400 chaines du polysaccharide s’associent par I’intermédiaire de liaisons
hydrogenes pour créer la forme structurale du polysaccharide et donner naissances a des
micro fibrilles qui conferent le réle squelettique de la chitine (Herrera -estrella,et al.,
1999).

Tableau 2. Les formes cristallines de chitine.

Forme Arrangement des chaines Schématisation
Chitine-a. Antiparallele \L
Chitine-p Parallele

- Deux paralléles pour une TTJ,TTl
Chitine-y ) .
antiparalléle

Les trois formes de la chitine se distinguent par le degré d’hydratation, la taille et le

nombre de chaines (Merzendorfer et al., 2003).

Dans la chitine a, les chaines polysaccharidiques sont disposées de facon antiparalléle,
ce qui donne naissance a de nombreux ponts hydrogénes, et entraine une rigidité
importante et une faible sensibilité aux agents de déacétylation, la chitine a n'est pas
soluble dans les solvants aqueux et constitue la forme la plus abondante du
polysaccharide, largement distribuée dans les carapaces des tourteaux et crevettes ainsi

que dans les parois cellulaires des champignons (Noishiki et al., 2005).

La chitine B est une forme moins abondante, présente chez un nombre limité d’especes
d’animaux et certaines diatomées dont les chaines polysaccharidiques sont toutes
paralleles entre elles, les ponts hydrogenes y sont moins nombreux, ce qui confére a la

chitine B une plus grande réactivité et hydrophile.
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Enfin la troisiéme forme, La chitine y, implique deux chaines paralléles qui alternent
avec une chaine antiparalléle, et semble étre une forme qui n’apparait qu’in vitro a la

suite de certains traitements chimiques (Noishiki et al., 2005).

2. Les chitinases :

2.1. Historique :

La chitinase a été découverte par Karrer en 1929, et son activité spécifique dans
I’hydrolyse de la chitine a ét¢é démontrée par Zechmeister en 1939. Ces enzymes se
trouvent dans une rangée importante d’organismes, comprenant les bactéries, les
champignons, les crustacés, les insectes (Perrakis et al., 1993), les plantes (Neuhaus,
1999), et méme dans les vertébrés (Renkana et al.,1995) , de puis lors ces molécules
sont exactement considérés pendant qu'un outil pour renforcer I'immuno-réaction de
plante contre une variété de microbes pathogénes par de divers ouvriers di a sa
propriété pour lyser le mur de cellules et les composants fongiques d'exosquelette
d'insecte , sans compter que cette augmentation dramatique de chitinase par de
nombreux agents abiotiques (éthyléne, acide salicylique, solutions de sel, ozone,
lumiere UV) et par des facteurs biotiques (mycétes, bactéries, virus), la cellule a
également prouvé leur réle dans la réponse de défense de plante (punja et al.,1993 ;
cupta et al., 2010 b), en plus de lui, les mycetes pathogénes d'insecte ont potentiel
considérable pour la commande biologique des parasites d'insecte qui surmontent
apparemment les barriéres physiques du centre serveur, en produisant les enzymes
extracellulaires multiples comprenant les enzymes chitinolytique qui aident a pénétrer le

cuticule et a faciliter I'infection (herrera-estrella et al., 1999).

2.2. Définition :

Les chitinases sont des protéines de stress (protéine PR-3) (Wood, 1988 ; Smyth,
1994 ; Politz et al. ,1992), ayant une activité hydrolytique envers la chitine présente
dans la paroi de plupart des champignons pathogene.
Plus précisément, les chitinases hydrolysent les liaisons (1—4)-f des résidus de N-

acétyl-p-D-glucosaminide présents dans la chitine et les chitodextrines.
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Chez les plantes les chitinases jouent un role important dans le mécanisme de défense

contre les organismes qui contiennent la chitine, tels que les champignons pathogene
(schlein et al., 1991) .

2.3. Classification des chitinases :
Parmi les enzymes impliquées dans I'hydrolyse des polymeres de sucre on trouve
les chitinases, les chitosanases et les lysozymes. Elles sont cataloguées selon leurs

séquences d'acides aminés en 50 familles de glycohydrolases (Henrissat et Bairoch, 1993).

Figure 11. Chitine: Substrat hydrolyse totalement par les chitinases au niveau
des liaisons N-acetyl- glucosamine , indiquées en 1 sur ce schéma (Neuhaus, 1999).

CH
NH
_& m
0

Figure 12. Chitosane: Substrat hydrolysé partiellement par les chitinases au niveau

des liaisons N-acetyl- glucosamine, indiquées en 1 sur ce schéma. Les liaisons

indiguées en 2 sont hydrolysées par les chitosanases (Neuhaus, 1999).
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O
HO NH NH

Figure 13. Peptidoglycane: Substrat hydrolyse partiellement par les chitinases au

niveau des liaisons N-acetyl- glucosamine, indiquées en 1 sur ce schéma, les liaisons

indiquées en 3 sont hydrolysées par les lysozymes (Neuhaus, 1999).

Les chitinases sont classées comme des glycosyl hydrolases et ont été isolées de
plusieurs organismes différents (Brameld et al., 1998 ; Kasprzewska , 2003), elles peu

vent étre divisées en deux catégories, a savoir les endochitinases et les exochitinases.
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Figure 14. Monomeres de chitine avec représentation des sites d’action des endo- et

des exochitinases.
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Les premieres, également nommées poly [1,4-(Nacétyl- B-D-glucosaminide)]
glycanohydrolases (EC 3.2.1.14) hydrolysent les liaisons internes des micro fibrilles de
chitine pour libérer des fragments de chitobiose, chitotriose et chitotétraose composés

respectivement de deux, trois ou quatre unités N-acétylglucosamine.

Les endochitinases clivent de maniere aléatoire la chaine de chitine en hydrolysant les

ponts [ (1,4)-glycosidiques formant ainsi des molécules de taille variable.

Les secondes, nommées exochitinases ou B-N-acétylhexosaminidases (EC 3.2.1.52),
participent a la dégradation complete des fragments de chitine, Parmi ces exochitinases,
les Chitobiosidases libérent des diacétylchitobioses a partir des extrémités non-
réductrices de la chitine et les p-D-acétylglucosaminidases hydrolysent ces

diacétylchitobioses en monomeres de N-acétylglucosamine (Cohen-Kupiec et al., 1998).

Les exochitinases par contre agissent progressivement sur I’extrémité non-réduite de la
chaine de chitine formant ainsi des monomeéres ou des diméres (Kasprzewska, 2003),
Sur la base de leurs ségquences en acides aminés, les chitinases ont été subdivisées en
deux familles : famille 18 et famille 19, qui different également dans leurs structures
tridimensionnelle et dans leurs mécanismes catalytiques (Brameld et al., 1998 ;
Neuhaus, 1999) et D’importantes différences dans les propriétés biochimiques ont

également été relevées ( Watanabe et al., 1999).

La premiere classification des chitinases avait été effectuée sur la base de différentes
séquences de chitinases d’espéces de plantes variées (Melchers et al., 1994 ; Hamel et
al.,1997). D'aprés la similitude des séquences d'acides aminés des différentes chitinases
identifiées, cing classes de chitinases ont été proposées et regroupées dans les deux
familles de glycosyle hydrolases 18 et 19 (Henrissat et Bairoch, 1993; Henrissat, 1991).

Les chitinases sont également classés selon la séquence N-terminale, le pHi, la
localisation de I'enzyme, et la présence ou l'absence du peptide signal en différentes
classes (I, 11, 111, 1V, V) (Terwisscha van Scheltinga et al., 1996).

La famille 18 est ainsi répartie entre les classes Il et V et la famille 19 dans les classes
I, Il et IV (Brameld et al.,1998 ; Watanabe et al.,1999 ; Tsujibo, 2000).
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Les chitinases des deux différente familles (18 et 19) ne partagent pas une similitude de
séquence dacides aminés, et ont complétement différentes pour la structure

tridimensionnelle (3D) (Tews et al., 1997) et des mécanismes moléculaires.

Classe| [ W B Peptide signal

@ N-terminal (domaine riche en Cys)
Classe Il [ = o Domaine catalytigue

o Domaine defixation
Classe | | m  Extensionen C-terminal
Classe IV I L 1H | -

Sequences sans homologie

Classe V[ |

Figure 15. Présentation schématique des différents domaines constituant les 5 classes
de chitinases chez les plantes (Azzouz, 2001).

» Les chitinases de classe 1 :
Sont constituées d’un domaine amino — terminal riche en cystéines qui est lie par
une courte région riche en glycine/proline au domaine catalytique qui est souvent
suivi d’un peptide C-terminale (perraki et al., 1993), dans les cellules de plantes, le
peptide de ces enzymes est essentiel pour conduire les chitinases vers les vacuoles
(Neuhaus et al., 1991), le domaine de fixation riche en cystéines ne posseéde pas
d’activité chitinolytique (iseli B et al.,1993).

» Les chitinases de classe 2 :
Ont été caractérisees principalement chez les plantes dicotylédones, ces chitinases
ne possedent pas de domaine riche en cystéine, ce qui les empéche de se fixer sur les
structures, elles sont sécrétées dans 1’apoplaste (shinshi H et al., 1990).

» Les chitinases de classe 3 :
Ont eteé identifiée chez de nombreuse plantes et champignons (Hamel et al., 1997),
comme les chitinases de classe 5, elles sont de glycosyle-hydrolases familles 18
(henrissat B et al.,1993), cette classe inclue les enzymes bifonctionelles
lysozyme/chitinases telles que celle de hevea brasiliensis (jakel PA , 1991).

» Les chitinases de classe 4 :
Ont ete trouvées chez la plupart des plantes et sont extracellulaires 41-47% de leur
séquence du domaine catalytique est identique avec celui de la classe 1, elle

possedant une région riche en cystéine qui ressemble au domaine de fixation des
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chitinases de classe 1. Cependant les chitinases de classe 4 sont de petite taille
puisque une partie des deux domaines qui les constituent a été supprimée (colling
DB, 1993).

» Les chitinases de classe 5 :
Ont été identifiées principalement chez les bactéries, ce pendent une endochitinases
a été isolée a partir des plantes de tabac, qui ressemble beaucoup aux chitinases de
classe 5 (Melchers et al., 1994).

Tableau 3. Classification des différentes chitinases en fonction de leurs séquences en
acides aminés et de leur provenance (Azzouz, 2001).

Famille 19 Famille 18
plantes
Virus
Plantes Bactéries
Nématodes Champignons
Bactéries Nématodes
Invertébreés
Vertébrés
Classe | Classe 11 Classe 1V Classe 111 Classe V

2.4. Classification des chitinases selon leurs origines:
2.4.1. Les Chitinases des microorganismes :

Les chitinases sont présentes chez de nombreux microorganismes eux-mémes

dépourvus de chitine, mais pour lesquels la chitine constitue une source de nutriments.

Ainsi, les bactéries chitinolytiques marines, d’eau douce ou du sol produisent des
chitinases qui participent a la biodégradation et au recyclage des chitines produites
annuellement dans leur écosysteme respectif. Les chitinases bactériennes sont

également impliquées dans des processus digestifs (Cohen-Kupiec et al., 1998).

Les chitinases produites par les bactéries de la microflore intestinale de nombreux
animaux (poissons, oiseaux, ...), facilitent les processus de digestion des aliments

composés de chitine.
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De nombreux protozoaires et métazoaires parasites des tractus digestifs présentent la
capacité de synthétiser des chitinases, Parmi ces parasites, on trouve des filaires, des
amibes, des trypanosomes, des plasmodiums, Chacun de ces microorganismes utilise la
chitine et les chitinases difféeremment et spécifiquement selon le stade de son
développement (Shahabuddin, 1995), les chitinases produites par les procaryotes
facilitent les processus de colonisation de leurs insectes hétes qui leur servent de
vecteurs.

Le fait que la paroi cellulaire fongique soit riche en chitine, permet aussi d'utiliser les
chitinases comme agents de contréle biologique des champignons pathogenes en tant

que bio-fongicides ou comme nouveau bio-pesticides.
2.4.2 Les chitinases fongiques :

Les chitinases fongiques possedent de multiples fonctions, Comme les chitinases
bactériennes, elles participent largement au métabolisme trophique et sont également
impliquées dans le développement, la morphogenése et lors d’interactions symbiotiques
et d'infestations parasitaires (Cohen-Kupiec et al., 1998), La chitine est un composé des
parois cellulaires des champignons filamenteux, Les chitinases sont donc produites a
différents stades de leur croissance.

Ainsi, les chitinases sont impliquees dans la séparation et la germination des spores, les
hyphes mycéliens possédant une structure rigide, les chitinases permettent de remodeler
la chitine des parois fongiques lors de la croissance et du développement, mais aussi

lors de stress hydriques (Gooday et al., 1992).

Les champignons pathogenes utilisent leurs chitinases pour faciliter leur pénétration
dans 1’hote ou pour en exploiter les sucres et les acides aminés issus de la dégradation

des cuticules.

2.4.3 Les chitinases parasitaire :

Les chitinases chez les parasites est produites a un stade de développement particulier,
ce qui suggere I’'importance de la chitine au chitinases dans le fonctionnement de ce

parasites a ce stade la (Shahabuddin et al., 1994).
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2.4.4 Les Chitinases animales :
Les chitinases ont été mises en évidence chez de nombreux animaux invertébrés,
vertébrés et chez les mammiferes, Dans le tractus alimentaire des poissons, des

oiseaux, les chitinases dégradent la cuticule des proies ingérées (13).

2.4.5 Les chitinases des insectes :

Chez les arthropodes et les insectes en particulier, la chitine est présente au niveau des
cuticules et fréquemment dans la membrane péritrophique.

Les enzymes chitinolytiques sont impliquées dans le déroulement de certaines
fonctions vitales telles que les processus de morphogenese, développement, digestifs et

participent au remodelage de ces structures cuticulaires (13).
2.5. Propriétés physico-chimiques des chitinases :

2.5.1. Le poids moléculaire:

Les chitinases trouvées chez nombreuses plantes et algues possédent une masse
moléculaire d'environ 30 KDa. Des chitinases de 40 a 90 KDa et méme d'environ 120
KDa ont été identifiées chez les mollusques, les arthropodes et chez quelques vertébrés
comme les poissons, les amphibiens et les mammiféres. La masse moléculaire des
chitinases isolées chez les bactéries et les champignons varient de 30 a 120 KDa
(Humphreys et Gooday, 1984; Koga et al., 1997 ). Quelqgues chitinases de plantes
supérieures (carotte) (De Jong et al., 1992), d'insectes (Koga et al., 1983) et de ver a

soie (Koga et al., 1997) sont des glycoprotéines.
2.5.2. Le point isoélectrique (pHi):

Les chitinases possedent un pHi de 3.0 a 10.0 chez les plantes supérieures et les algues.
Chez les insectes, les crustacés, les mollusques et les poissons le PHi est de 4.7 a 9.3.
Chez les microorganismes, de 3.5a 8.8.

Toutefois, les chitinases acides et basiques sont présentes souvent dans le méme

organisme.
2.5.3. Activité enzymatique :

Les PH optimaux des chitinases sont de 4 a 9 chez les plantes supérieures et les algues.
De 4.8 a 7.5 chez les animaux et de 3.5 a 8.0 chez les microorganismes. Le PH optimal

dépend du substrat utilisé (exemple de deux substrats différents: chitine glycol et 7V-
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acétyle chito-oligosaccarides) (Koga et al., 1999), ceci démontre que les chitinases de

différents organismes sont actives dans les milieux acides et basiques.

2.5.4. La stabilité :

Les chitinases de plantes classe Ill et ceux de Bacillus licheniformis résistent a une
température élevée de 80 C ° (Koga, 1996; Takayangi et al., 1991 ). D'autres chitinases
identifiées chez des insectes et des vers de soie ne sont pas trés stables au-dessus de 40
C ° car le développement de ces insectes s'effectue a 25 C ° (Koga et al., 1997).

En général, les chitinases d'insectes ne sont pas stables a de trés hautes températures,
car ces especes utilisent généralement leurs chitinases pour hydrolyser leur propre
chitine cuticulaires pendant la phase de mue, alors que les chitinases de plantes sont

utilisées principalement pour dégrader des organismes pathogenes.

2.6. Inhibiteur et activateur des chitinases :

Un inhibiteur compétitif a une structure similaire au substrat ou a l'état de
transition. Les allosamidines et leurs dérivés inhibent les chitinases de ver de soie (Koga
et al.,1987), de crevette rose (Koga et al., 1990), de microorganismes tels que
Piromyces communis, Streptomyces sp (Wang et al., 1993) et S. olivaceoviridis
(Romaguera et al., 1993) , ils sont considérés comme les principaux inhibiteurs des
chitinases d'insectes et leur structure est similaire a I'état de transition de I'hydrolyse de
la chitine (Koga et al., 1987).

Récemment, des allosamidines cristallisées ont été liés a des chitinases de plantes telles

que la hevamine (Terwisscha et al.,1995).

Toutefois, les allosamidines et leurs dérivés inhibent seulement les chitinases
appartenant a la famille 18 et n'inhibent pas celles de la famille 19. Les chitinases sont
de maniére générale inhibées par Hg> * et Ag*. En ce qui concerne le Cu®, il existe
deux possibilités, un premier groupe de chitinase est inhibé par Cu?*, alors que dans un
deuxiéme groupe, l'activité chitinolytique est plus élevée en présence de Cu®".

Ce dernier groupe a été trouvé chez les poissons (Kono et al., 1990; Matsumiya et M.,
Mochizuki,1995).
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Figure 16. Structures de 1’Allosamidine, c’est un dimere de B-Nacetylallosamine lié

avec dimethyl aminocyclitole (Shahabuddin et Kaslow, 1993).

2.7. Les chitinases végétales et développement :

Bien que la présence de chitine n’ait jamais ét¢ mise en évidence chez les plantes,
les chitinases végétales possedent toutefois des substrats végétaux qui les impliquent
dans de nombreux processus physiologiques (croissance, floraison, maturation des
fruits) (patil et al., 2004).

Les chitinases végétales peuvent étre synthétisées dans certains organes ou durant

différentes étapes des cycles végétatif ou reproductif de la plante (12).

Ainsi, elles sont exprimées de facon constitutive dans de nombreux organes, tels que les
feuilles les fleurs, les graines (Passarinho et al.,2001), les fruits (Peumans et al., 2002)

et les racines (Passarinho et al., 2001).

Les chitinases végétales interviendraient notamment dans les évenements précoces de

I'embryogenése et la germination des graines (De Jong et al., 1992).

Au niveau racinaire, les chitinases vegétales favorisent la pénétration des hyphes
mycéliens et le développement des interactions symbiotiques avec des champignons
mycorhiziens, en hydrolysant la chitine fongique (Salzer et al., 1997).
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Plusieurs travaux rapportent la présence de résidus N-acétylglucosamine dans les parois
secondaires de diverses espéces de plantes (Benhamou et Asselin, 1989), ces composés
seraient susceptibles d’agir en tant qu’éliciteurs dans des processus de reconnaissance

entre végetaux et symbiotes.

Les chitinases représentent 1’un des plus grands groupes de protéines antifongiques chez
les plantes, ces enzymes catalysent I’hydrolyse les liens B-1,4 entre les résidus de N-

acétylglucosamine qui constituent le polymere de chitine.

La distribution des chitinases est vaste, on les retrouve aussi bien chez les micro-
organismes que chez les poissons, les amphibiens, les mammiferes, et les plantes chez

lesquels elles exercent des fonctions biologiques variées (Cohen-kupiec et chet, 1998).

Dans les regnes animale et végétale, les chitinases semblent surtout participer a défense
contre les agresseurs microbiens, bien qu’elles soient également impligées dans la

croissance et le développement (Helleboid et al., 2000).

Chez les plantes, plusieurs protéines PR ayant une activité chitinolytique ont été
identifiés dans tous les organes qu’il s’agisse des racines, des feuilles, de tiges, des
bourgeons, ou des fleure, ces protéines sont représentées par un large spectre d’enzymes
qui différent non seulement dans leur localisation spatiotemporelle, mais aussi dans
leurs structure moléculaire, et dans leur spécificité envers le substrat (Brenner et al.,
1998).

Chez les plantes saines, seules quelques isoformes de chitinases sont synthétisées de
fagon constitutive dans les racines, les feuilles, et les organes floraux (regalado et al.,
2000).

L’expression constitutive des génes codant pour ces enzymes augmente avec 1’age et le
plus souvent, la concentration enzymatique est plus élevée dans les feuilles agées que

dans les feuilles jeunes (patil et al., 2004).

\

En réponse a une attaque microbienne, I’expression des génes codant pour les

chitinases est considérablement stimulée.

Cette induction peut étre locale ou systémique, tout dépendant de 1’agent pathogene, de

sa virulence, et de la classe de chitinases induites.
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D’une fagon générale, les chitinases, comme toutes les protéines PR, sont induites par
I’acide salicylique, cependant I’éthyléne semble également jouer un rdle dans cette

stimulation en raison de son augmentation trés rapide suite a 1’infection.

L’implication de I’éthyléne dans 1’induction de synthése des chitinases a fait I’objet de
nombreux debats et de nombreuses contradictions, pour certains auteurs 1’éthyléne

serait indispensable a la synthése des chitinases (Boller et al., 1983).

La production des chitinases peut aussi étre stimulée par des facteurs
environnementaux et par une exposition prolongée a 1’ozone, aux UV et aux métaux
lourds (Kasprzewska, 2003). Etant donné leur induction en réponse & un stress
biotique, les chitinases se sont le plus souvent, vues attribuer un role strictement
antifongique (Mauch BF, 2005).

Cependant, plusieurs études récentes suggerent que les chitinases, présentes dans les
tissus sains, sont impliquées dans processus de régulation en générant ou dégradant des

molécules signal.

D’autres hypothéses attribuent aux chitinases un role dans le murissement des fruits et
dans la résistance au gel chez les monocotylédones (Peumans et al., 2002). Dans ce
dernier cas, les chitinases semblent avoir la capacité de limiter la formation des

cristaux de glace dans les cellules végétales.

2.8. Les Chitinases végétales et défense :

Si les chitinases sont synthétisees de facon constitutive, leur présence dans les

tissus végétaux a longtemps été justifiée par leurs interventions dans les mécanismes de
défenses induits. La synthése des chitinases végétales peut étre induite Suite a 1’attaque
d’une plante, par des phytophages ou des pathogénes en cas de stress biotique ou
abiotique (15).
Donc, les chitinases végetales présentent essentiellement des propriétés anti fongiques.
Les chitinases lysent la paroi des hyphes mycéliens et inhibent la germination des
spores chez divers champignons tels que Alternaria, Fusarium, Trichoderma et
Rhizoctonia (Taira et al., 2002).

Les activités chitinolytiques ont une double fonction dans la réponse aux champignons

pathogénes, lors de la pénétration des champignons phytopathogene dans le végétal, les
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chitinases libérent des oligosaccharides fongiques qui constituent des éliciteurs

(Collinge et al., 1993), renforcant indirectement les défenses des plantes.

Par la suite, les chitinases vacuolaires limitent la propagation des champignons

dans le végétal (Taira et al., 2002).
2 .9. Fonctions et roles des chitinases :

Les chitinases jouent plusieurs rbles dans une multitude de systemes
biologiques différents (Gooday, 1999), les chitinases interviennent ainsi dans une
grande variété de fonctions dans la nature incluant la morphogenése, les
défenses, la nutrition et la pathogénicité (Sampson et al.,1998), chez les plantes
comme chez les animaux, les chitinases ont pour réle principal, la défense de
I’organisme contre les attaques des pathogénes, role qui peut étre tout aussi passif
qu’actif (Kasprzewska ,2003).

La course aux armements entre les pathogénes et les plantes implique une

interaction étroite et évolutive entre 1’hote et le pathogene (Bishop et al., 2000).

En effet, chez les plantes, les chitinases jouent un réle dans la résistance contre
les pathogenes. Des recherches ont en effet montré que les chitinases sont
¢galement impliquées dans un grand nombre d’événements physiologiques, lors

du développement ou dans les processus de croissance.

Les chitinases semblent contrdlées par une variété de conditions de stress, aussi
bien abiotique que biotique et par certaines phytohormones. Les chitinases de
plantes sont communément appelées « protéines liées a la pathogenese » (PR
protéines). Les chitinases paraissent de plus impliquée dans d’autres mécanismes

importants a la survie de la plante (14).

En effet, une chitinase semble intervenir dans la voie de transduction de
I’éthyléne, hormone végétale et dans le processus d’élongation cellulaire, les
chitinases pourraient ainsi étre des médiateurs dans les différentes voies de

transduction, une activité de molécule signal est également supposée dans
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I’apoptose ainsi qu’un rdle potentiel en tant qu’antigel (Kasprzewska, 2003 ;

Neuhaus, 1999).

Les roles des chitinases de la famille 18, ont bien été étudiés et se situent
visiblement dans une large palette de fonctions, chez les champignons, les
chitinases possédent un role auto lytique, nutritionnel et morphogénétique, la
chitinase des virus quant a elle est impliquée dans la pathogenése (Dahiya et al.,
2005).

Chez les insectes et les crustacés, les chitinases sont etroitement liées avec les
mues et le besoin d’une dégradation partielle de 1’ancienne cuticule. La présence
des chitinases chez les vertébrés est ainsi principalement associée au systeme
digestif, ces enzymes sont également associees a un role de défense contre les
attaques pathogenes des champignons. De nombreux venins de vertébrés
possédent également pour composante de la chitinase (Gooday, 1999 ; Dahiya et
al ., 2005).

Les chitinases semblent également jouer un rdle dans la virulence de certains
pathogenes qui infectent les insectes via la membrane péritrophique, comme
Plasmodium, responsable de la malaria, les trypanosomes, Leishmania ou encore

Autographa californica nucleo polyhedro virus.

En effet, le tube digestif de la plupart des vecteurs (insectes) est recouvert de
matériel chitineux — membrane péritrophique — qui semble freiner voire méme
bloquer I’invasion des parasites. Certains parasites semblent donc avoir
développé des mécanismes pour déjouer voire détruire les barriéres chitineuses
potentielles. Les chitinases permettent de franchir cet obstacle et semblent
intervenir de maniere cruciale dans la réussite de la propagation des parasites
(Shahabuddin et al., 1993 ; Shahabuddin, 1995 ; Huber et al.,1991 ; Schlein et
al.,1991).

Les fonctions de la chitinase chez les bactéries montrent également un réle dans

la nutrition par example : Streptomyces griseus HUT6037, qui posséde une
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chitinase de la famille 19, présente une activité antifongique (Itoh et al., 2002-
2003).

Les chitinases bactériennes jouent de plus un role potentiel dans le parasitisme
(Dahiya et al., 2005), comme Chez la bactérie Burkholderia gladioli souche
CHB101, des chitinases de chaque famille — famillel8 et famille 19 — sont
présentes, mais les chitinases de la famille 19 semblent étre la famille principale

impliquée dans la dégradation de la chitine (Shimosaka et al., 2001).

32 Phytopathologie et phytopharmacie



Matériels et Méthodes

Matériels et Méthodes

Pour tout le travail réalise dans la présente étude, le logiciel Pymol a été utilisé,
installé sur un PC portable (processeur Intel Core 11 3.1GHz, 4 Go de RAM,
plateforme: Windows7)

1- PyMol :

PyMOL est un logiciel de visualisation moléculaire, créé par Warren Delano. En plus
d'offrir de nombreuses possibilités de rendus en 3D, le logiciel PyMOL permet de
réaliser des animations, des alignements de structure, de générer des structures , etc....
Il est I'un des outils le plus utilisé dans la publication scientifique. Il s’agit dun logiciel
libre et gratuit. (Jérébme, 2014)

T4 PyMOL Tcl/Thk GUL o || = 28
Ele Edit Buld Movie Display Setting Sgene Mguse Wizard  Plugin Help 1utu|\a|‘
COMPND 3 CHAIN: Aj =] reset | zoom [ oraw [ Ray | Rock

COMPND 4 FRAGMENT: UNP RESIDUES 24-370;

COMPND 5 EC: 3.2.1.14; Unpick | Deselect | Get View

ICOMPND & ENGINEERED: YES N | - | st | Play | ‘ | MClear
objectMolecule: Read secondary structure assignments. == 0p ay | > | = piE =
objectMolecule: Read crystal symmetry information.

Symmetry: Found 4 symmetry Operators. ] | Iig
cmdLoad: "D:'mmoire\Crystal Structure of GH18 chitinase from Cycas rewvoluta in com
plex with (GIcNAC)3 -4MNK.pdb" loaded as "Crystal_Structure_of_GH15_Chitinase_from_
Cycas_revoluta_in_complex_with__Gl1cNAC_3_-4MNK". -
B pyMOL Viewer o |[= | ==

K
1

n;

PytOL> _ [ITITEITITlIJT]T 5 [v |
Figure 18 : Capture d'écran de l'application PYMOL.
En résume, ce logiciel a de nombreuses fonctionnalités, telles que :

» support de nombreux formats de fichier.
» outil pour le chargement de structures depuis le site de la Protein Data Bank.

» manipulation de plusieurs molécules d’une maniére conjointe ou indépendante.
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» nombreux styles de visualisation moléculaire, avec la possibilité d’avoir des effets
d’ombre, des vues stéréoscopiques, de modifier la perspective, ...

» moteur de lancer de rayons (ray-tracing) intégré (dont de nombreux paramétres
peuvent étre modifiés).

> réalisation de captures d’écran (la résolution des images étant paramétrable).

Interprétation des cartes de densité électronique (format CCP4 ou X-PLOR) mode batch

génération de films d’animation. (Daric, 2004)

1.1. Présentation des interfaces :

Au démarrage du programme Pymol, Deux fenétres principales apparaissent a 1’écran:
* la fenétre de controle (une fenétre de dialogue).

* la fenétre de visualisation (une fenétre graphique).

1.1.1. La fenétre de controle (la fenétre de dialogue) :

La fenétre supérieure constitue " la fenétre de contréle,” et contient les options de menu
aussi bien que des boutons pour la visualisation avancée. 1l Contient un grand secteur

des textes aussi bien, qui note les commandes que tu as employées dans la visionneuse.

La fenétre de contréle permet d’effectuer des opérations communes telles que le
chargement et L’enregistrement de fichiers. Elle permet également de contrdler les
différentes options de la fenétre de visualisation (couleur d’arriére-plan, affichage de la
séquence, ...) ainsi que les parametres généraux du programme. Ainsi, elle permet

I’acces a de nombreux parameétres et outils (Jerdme, 2014)

Affichage des résultats Menus de contrdle

[ More Information can be found at Fﬁp:]fww.pymm.org‘r. 'Z Meset | Zoom | Orient '| Draw Ra}'-
] H3 f g
E Enter "help® for a list of commands. E:unpld{ Deselect | Rock | Get View
;  Enter "help <command-name>" for information on a specific command. il | < | stop | Play | > | >| | MClear
» ) ) it Command Builder
E Hit ESC anytime to toggle between text and graphics. EE Rebuild Abort
"_Da:a_ut_ad «2s CRll 60585 v« Enabl ed. ault ithteadad cendaRiBGesssssssssssssssssssssnssnnnsnnnnnns® '/ TSassssssssssssssepesssnssnsnsnnennst *
Mo |
Invite de commande Options de visualisation

Figure 19:La fenétre de contréle.

34 Phytopathologie et phytopharmacie



Matériels et Méthodes

1.1.2. La fenétre de visualisation (la fenétre graphique) :

La fenétre inférieure contient également " la fenétre de visualisation.” Ce contiendra une

liste desobjets moléculaires une fois que tu as charge une structure de protéine.

Il contient également les boutons additionnels pour faire des films moléculaires.
(Nicholas et al.,2004) C’est dans cette fenétre que la majorité du travail s’effectue. Elle
permet de visualiser les différents Objets, de modifier les styles de visualisation, de
réaliser des sélections, La partie principale de L’écran sert a visualiser les molécules

chargée

Ecran de visualisation Liste des objets

SR S ST TS A

Invite de commande Rappel des contrdles

Figure 20 : La fenétre de visualisation.

2- Protein Data Bank (PDB) :
Protein Data Bank est une collection mondiale de données sur la structure
tridimensionnelle (structure 3D) de macromolécules biologiques : protéines,
essentiellement, et acides nucléiques. Ces structures sont essentiellement
déterminées par cristallographie aux rayons X ou par spectroscopie RMN. Ces
données expérimentales sont déposées dans la PDB par des biologistes et des
biochimistes du monde entier et appartiennent au domaine public. Leur consultation

est gratuite et peut se faire directement depuis le site web de la banque(1)
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A RSB Protein Data Bank - Microsoft Internet Explorer
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Figure 21 : image de I’interface web pdb.

3. Structure des chitinase utilisées

Tableau 04 : Structure des chitinase utilisées

- 1.9 Aalten et al., 2000

N-Acétyl -D-
18 ) 2.25 Aaltenet al., 2001
glucosamine

- 18 allosamidine 25 Aaltenet al., 2001
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Résultats et discussion :
1. Etude structurale :

La structure d'un certain nombre d'enzymes de chitinase est modulaire, possédant
un domaine catalytique et un ou plusieurs domaines non catalytiques qui peuvent ou ne
peuvent pas jouer un role dans la liaison au substrat.

Les chitinases des deux différente familles (18 et 19) ne partagent pas une similitude de
séquence d'acides aminés, et sont complétement différentes pour la structure
tridimensionnelle (3D) (Tews et al., 1997) et des mécanismes moléculaires.

La Famille 18 est ubiquitaire et comporte des chitinases de bactéries, de champignons,
de virus, d’animaux et de plantes (Watanabe et al., 1991-1993).

Les membres de cette famille posseédent une structure tridimensionnelle commune
composée de 3 domaines principaux : domaine catalytique, un lieur (linker) et un

domaine fixateur de la chitine (CBD = Chitin Binding Domain). (Figure 21)

t
‘, Un tonneau a

o «"- "/ S unités o/p
IV,

Figure 21 : Modeéle tridimensionnel des chitinases de la famille 18 (chitinase B chez Serratia
marcescens). Domaine catalytique (résidus 1-425) en belu, lieur (linker) résidus (426-450) en
rouge, et domaine fixateur résidus (451 a 499) en vert. Image générée par Pymol (code pdb
1E15).
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Le domaine fixateur de la chitine (CBD) est composé de 3 feuillets B anti paralléles
reliés par de longues boucles. (Figure 22)

Le CBD a deux résidus aromatiques de surface exposée (Trp479 et Tyr481), qui se sont
averés tres importants pour l'interaction avec la chitine. (Figure 22)

A partir de Trp479 et Tyrd81 sur la CBD, un en chaine lent linéaire de résidus
aromatiques surface exposée, réguliérement espacées conduit dans le site actif, via
Trp252 et Tyr240. En proximité des résidus aromatiques se trouvent quelques résidus
polaires pourrait servir a former des liaisons hydrogéne spécifiques avec les groupes N-
acétyle de la chitine polymére. (Figure 23)

Le CBD est connecté au domaine catalytique par un lieur linker). Ce linké commence
au niveau du résidu 424, a l'extrémité de la derniere hélice du tonneau TIM, et se

termine au résidu 451environ, le premier résidu du CBD.

TYR 481

Figure 22. Modeéle tridimensionnel du domaine CBD chitinase B famille 18 chez

Serratia marcescens. Image générée par PyMol. (Code pdb 1E15).
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Figure 23. Position des acides aminés aromatiques (en bleu) au niveau de la chitinase B de
Trpd79 a Tyr240. (Code pdb 1E15).

La famille 18 comprend plusieurs régions d’acides aminés conservés, Ces séquences
signatures sont trouvées dans le site actif qui contient un résidu aspartate (D) et un

résidu glutamate (E), crucial pour le mécanisme catalytique. (Tableau 5)

Tableau 5. Régions conservées chez les chitinases de la famille 18 : résidus catalytiques
conserveés dans toutes les séquences (*) avec un résidu aspartate et un résidu glutamate, qui joue

un role clé dans le mécanisme catalytique (Neuhaus et al., 1999).

Tobacco GQSNTRPLGDAV LDGIDFDIEGETT
Cucumber GOSDSRPLGARRV LDGVDFDIESGSG
Maize GSGSERPLGAAV LDGIDFDIENGQS
Coccidioides immitis LEIGGWTYSEMF FDGIDIDWEYEED
Trichoderma harzianum LEIGGWTYSTHF FDGIDIDWEYPAD
Aphanocladium album LESIGGWTYSTHNF FDGIDIDWEYEAD
Serratia marcescens DPEIGGWTLSDDF FDGVDIDWEFPGG
Caenorhabditis elegans IDSAITEFVRETWG FODGIDIDWEYEPEG
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Dans les séquences conservées de ces chitinases se trouve le site actif dans lequel est
inclus un résidu (GLU (E) 144), ce site est crucial dans le mécanisme catalytique des
chitinases. La structure tridimensionnelle (3D) des chitinases famille18 a été déterminée
chez la bactérie serratia marcescens (Shahabuddin M, et al., 1994) et chez une plante

(’enzyme hevamine) (Terwissacha et al., 1996).

En effet, les séquences les mieux conservées se présentent sous forme de deux court
segments correspondants a deux brins B contenant le site catalytique (Neuhaus, 1999).
Plusieurs chitinases d'eucaryotes de cette famille 18 possédent un domaine riche en

Ser/Thr qui est attaché au domaine de fixation des chitinases (Neuhaus, 1999).

Figure 24. Modele tridimensionnel des chitinases de la famille 18 (chitinase B chez
Serratia marcescens), avec le site catalytigue marqué (la région verte) au centre du

tonneau formé par les 8 unités o/f. image générée par Pymol (code pdb 1E6N)
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Figure 25. Modéle tridimensionnel des chitinases de la famille 18 (chitinase b chez
Serratia marcescens) en complexe avec la N-acétylglucosamine-pentamére (NAGS)
(code pdb 1E6N). Corps de I'enzyme en rose, site de liaison en vert et NAGS en bleu.

ASP142

Figure 26. Visualisation du site de liaison du NAG5 (en bleu ciel) consistant en 12
acides aminés : Trp97, Tyr98, Aspl42, GInl44, Tyrl45, Tyr214, Asp215, Trp 220,
Glu221, Arg294, Trp403, GIn 407 (Van Aalten et al., 2001). Image genérée par PyMol.
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Figure 27. Modeéle tridimensionnel des chitinases de la famille 18 (chitinase b chez

Serratia marcescens) en complexe avec Allosamidine (en bleu). (Code pdb 1E6R).

GLU144 a4

42

ASP142

Figure 28. Visualisation du site de liaison du Allosamidine (en bleu ciel) consistant en 9
acides aminés : Trp97, Tyr98, Aspl42, Gluld4, Tyr214, Asp215, Tyr292, Trp403,
GIn407 (Van Aalten et al., 2001). Image générée par PyMol.
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1. Etude fonctionnelle:

La catalyse des chitinases, famille 18, implique le groupe N-acétyl du sucre lié¢ au - 1
sous-site de I'enzyme (Brameld et al., 1998). La protonation de la liaison glycosidique
et le départ des groupes clivés sont accompagnés d'une attaque nucléophile par
I'oxygéne du carbonyle du groupe N-acétyle sur I'atome de carbone anomeére, donnant
ainsi un ion oxazolinium intermédiaire (Brameld et al., 1998). (Figure 29)

La formation de ce type d'intermédiaire a également été décrite pour les acétyl-H-
hexosaminidases N-. (Mark et al ., 2001). cette catalyse implique des résidus conservés
dans le motif DXDXE, qui pour la ChiB sont l'acide catalytique, Glul44, ainsi que
I'Asp142 et I'Asp140 (Van Aalten et al., 2001).

Des études structurales ont montré que la chaine latérale de I'Asp142 (et ses équivalents
dans d'autres chitinases, famille de 18) peut se présenter dans deux conformations, soit :
pointant vers le bas du tonneau TIM (vers Aspl140), soit pointant vers le haut, vers le
Glul44 (Terwisscha et al ., 1995).

La liaison du substrat fixe la chaine latérale de I’Asp142 dans la 'position’ ‘haut’, qui est

importante pour la distorsion du substrat et la catalyse.

L’Asp142 est important pour la catalyse, car sa mutation en alanine dans Chib B et
dautres chitinases famille de 18 (Y. Papanikolau et al ., 2001) altere l'activité
enzymatique. Son remplacement par un Asp aussi réduit l'activité, mais dans une

moindre mesure (Van Aalten et al., 2001).
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Figure 29. Le mécanisme catalytique des hydrolases de glycoside, famille18. La figure

montre le mécanisme proposeé dans Ref. (Tews et al., 1997) et précisé dans Réf. (Van

Aalten et al., 2001) (A) liaison du substrat (B) distorsion du substrat et protonation de la

liaison glycosidique (C) la formation de I'ion oxazolinium intermédiaire et départ des

groupes clivés, une molécule d’eau (destinée a hydrolyser l'ionoxazolinium) se

rapproche de I'atome de carbone anomere.
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Conclusion

Le présent travail a pour but d'étudier la structure tridimensionnelle, ainsi que le

mode d'actions des chitinases famille 18 au moyen de logiciels de bioinformatique.

L'étude de deux structures cristallines de cette famille par le logiciel Pymol nous a bien
permis de visualiser les spécificités structurales et fonctionnelles en mettant au point ses
différents domaines et leur contribution a la liaison et la catalyse du substrat via des

acides aminés clés spécifiques, résultats bien consistants a la littérature.

Cette étude nous a bien initiées au domaine de la bioinformatique, un moyen
incontournable dans la recherche fondamentale et industrielle, et nous a montré les
possibilités infinies qu'il offre au chercheur dans la compréhension des phénoménes

biologiques, ainsi que dans la conception de projets scientifiques en la matiére.
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Cartoon
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Les chitinases de la famille 19 :

Barley I STETREQEVAAFFGOTSHETTGG--WATAPDGPYSWGYC------ YRR-ELGS

Jbean II DTNTRRREVAAFLAQTSHETTGG- - AAGSPDGPYAWGYC------ FVT-ERDK

Osati IV TNDDSKREIAAFFAHVTHETG--------------- HMC------ YIN-EING

ChiC Sgris SDEVEERERAAFLANVSHETGG--------------------- LFYIK-EVNE

C. elegans ADENKKRDLAAFFAHAVQETGENNIALYDTLSDQDASNCFYRGGFYNWFEGGP
* -

Régions conservées chez les chitinases de la famille 19 : résidus conserves dans toutes les
séquences (bleu) avec 2 résidus (rouge) glutamate, qui jouent un rdle clé dans le

mécanisme catalytique (Robertus et al 1999).

Fig. Modele tridimensionnel de la chitinase, famille 19, classe IV chez Zea mays. Image
générée par Pymol (code pdb 4MCK)
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