
Institutional Repository - Research Portal
Dépôt Institutionnel - Portail de la Recherche

THESIS / THÈSE

Author(s) - Auteur(s) :

Supervisor - Co-Supervisor / Promoteur - Co-Promoteur :

Publication date - Date de publication :

Permanent link - Permalien :

Rights / License - Licence de droit d’auteur :

Bibliothèque Universitaire Moretus Plantin

researchportal.unamur.beUniversity of Namur

DOCTEUR EN SCIENCES

Caractérisation de la tréhalase d’Acyrthosiphon pisum en vue de la conception de nouveaux
insecticides

Neyman, Virgile

Award date:
2024

Awarding institution:
Universite de Namur

Link to publication

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

            • Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
            • You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain
            • You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal ?
Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Download date: 03. Jul. 2025

https://researchportal.unamur.be/fr/studentTheses/2195ffdd-6a18-46fa-a947-cac4d598bc6c


 

 

 

  

Virgile Neyman 

Caractérisation de la tréhalase 

d’Acyrthosiphon pisum en vue de la 

conception de nouveaux insecticides  

Composition du jury final  

Président du jury :  

Prof. J.-Y. MATROULE (UNamur) 

Membres : 

Prof. F. FRANCIS (Promoteur – ULiège) 

Dr C. MICHAUX (Promotrice – UNamur) 

Prof. A. MATAGNE (ULiège) 

Dr R. CAPARROS MEGIDO (ULiège)  

Dr M. HANS (Externe – Biocidal Alternative Solutions) 



 

 

  



 

 

 

COMMUNAUTÉ FRANÇAISE DE BELGIQUE 
UNIVERSITÉ DE LIÈGE – GEMBLOUX AGRO-BIO TECH 

UNIVERSITE DE NAMUR - FACULTE DES SCIENCES 

 
 
 

 
 
 
 

Caractérisation de la tréhalase 
d’Acyrthosiphon pisum en vue de la 
conception de nouveaux insecticides  

 
Virgile NEYMAN 

 
Dissertation originale présentée (ou essai présenté) en vue de l’obtention du grade de doctorat en 

sciences agronomiques et ingénierie biologique et en sciences chimiques 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
Promoteur(s) : Frédéric Francis (ULiège) et Catherine Michaux (UNamur)  

Année civile : 2024 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

© Virgile Neyman 2024 



Abstract 

 

 

Abstract  

Aphids are major pests in agriculture, causing direct damage to plants and acting as vectors 

for viruses. Conventional insecticides are widely used to control them, but their toxicity and 

efficacy are problematic. New solutions are therefore needed, such as biological control using 

predators or parasitoids. However, these methods are not always economically viable on a large 

scale. Another approach being explored is the development of new insecticides targeting aphid 

biochemical functions. This thesis aims to discover new inhibitors of trehalase, an enzyme 

essential for insect energy metabolism. Inhibition of this enzyme could disrupt the vital 

functions of insects without affecting mammals. The steps to develop an innovative insecticide 

are: (1) to purify and characterize the trehalase from Acyrthosiphon pisum (ApTreh), (2) to 

study the effect of commercial inhibitors on ApTreh, (3) to search for natural inhibitors in the 

metabolites of Streptomyces hygroscopicus, (4) to discover new inhibitors via virtual screening, 

and (5) to propose a pharmacophore hypothesis based on the previous results.  

As the membrane form of trehalase could not be purified, the soluble form was successfully 

purified from fresh homogenate of A. pisum only, and the enzyme was then characterized 

biochemically, kinetically and molecularly, highlighting the importance of post-translational 

modifications (N-glycosylation) for enzyme stability, particularly during bacterial production. 

The search for new trehalase inhibitors began by exploring the metabolites produced by S. 

hygroscopicus to develop a bioinsecticide. However, this approach ran into difficulties as 

detection techniques for validamycin A, a potential compound, lacked sensitivity. It is therefore 

difficult to determine whether the inhibition observed in culture media is due to validamycin A 

or to other compounds. For example, some media such as ISP7 show a high inhibition rate 

similar to that of SFM, despite a much lower validamycin A concentration, suggesting the 

presence of other inhibitory molecules at concentrations below 0.02 mg/L.  

The search for potential trehalase inhibitors involved virtual screening of two databases, 

ZINC and Chemdiv, applying filters such as Lipinski's rules. Out of around 20.000 compounds, 

66 were selected and tested in vitro, showing enzyme inhibition concentrations in the millimolar 

range. Based on these results, a pharmacophore hypothesis was developed, describing a 

trehalase inhibitor structure with two rings interacting with the active site of the enzyme, a 

hydrogen bond donor/acceptor group in the center, and polar groups to interact with specific 

residues of the enzyme. Chemical modifications are suggested to enhance interactions with 

active site amino acids, such as the addition of a hydroxyl group in the ortho position on the 

second ring of the most promising compound. 

In conclusion, on the basis of a comprehensive study of trehalase from Acyrthosiphon 

pisum, a pharmacophore hypothesis could be established on the basis of experimental results 

on molecules obtained by virtual screening. Although hits cannot be used as insecticides, this 

hypothesis provides a better understanding of trehalase inhibitors in general, and can be used 

to refine analyses, either by relaunching a virtual screening based on this pharmacophore, or by 

continuing down the bioinsecticide route.  
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Résumé 

Les pucerons sont des ravageurs majeurs dans l'agriculture, causant des dommages directs 

aux plantes et agissant comme vecteurs de virus. Les insecticides conventionnels sont largement 

utilisés pour les contrôler, mais leur toxicité et leur efficacité posent problème. Ainsi, de 

nouvelles solutions sont nécessaires, telles que le contrôle biologique avec des prédateurs ou 

des parasitoïdes. Cependant, ces méthodes ne sont pas toujours économiquement viables à 

grande échelle. Une autre approche explorée consiste à développer de nouveaux insecticides 

ciblant les fonctions biochimiques des pucerons. Cette thèse vise à découvrir de nouveaux 

inhibiteurs de la tréhalase, une enzyme essentielle pour le métabolisme énergétique des insectes. 

L'inhibition de cette enzyme pourrait perturber les fonctions vitales des insectes sans affecter 

les mammifères. Les étapes pour développer un insecticide innovant sont : (1) purifier et 

caractériser la tréhalase d'Acyrthosiphon pisum (ApTreh), (2) étudier l'effet des inhibiteurs 

commerciaux sur ApTreh, (3) rechercher des inhibiteurs naturels dans les métabolites de 

Streptomyces hygroscopicus, (4) découvrir de nouveaux inhibiteurs via un criblage virtuel, et 

(5) proposer une hypothèse pharmacophore basée sur les résultats précédents.   

A défaut d’avoir réussi à purifier la forme membranaire de la tréhalase, la forme soluble a 

été correctement purifiée à partir d’homogénat frais d’A. pisum uniquement. A partir de là, 

l’enzyme a été caractérisée biochimiquement, cinétiquement et moléculairement mettant 

notamment en évidence l’importance des modifications post-traductionnelles (N-glycosylation) 

pour la stabilité de l’enzyme notamment lors de la production en bactéries. La recherche de 

nouveaux inhibiteurs de la tréhalase a débuté en explorant les métabolites produits par S. 

hygroscopicus pour développer un bioinsecticide. Cependant, cette approche a rencontré des 

difficultés car les techniques de détection de la validamycine A, un composé potentiel, 

manquaient de sensibilité. Il est donc difficile de déterminer si l'inhibition observée dans les 

milieux de culture est due à la validamycine A ou à d'autres composés. Par exemple, certains 

milieux comme l'ISP7 montrent un fort taux d'inhibition similaire à celui du SFM, malgré une 

concentration en validamycine A bien plus faible, suggérant la présence d'autres molécules 

inhibitrices à des concentrations inférieures à 0.02 mg/L. La recherche d'inhibiteurs potentiels 

de la tréhalase a impliqué un criblage virtuel de deux bases de données, ZINC et Chemdiv, en 

appliquant des filtres tels que les règles de Lipinski. Sur environ 20 000 composés, 66 ont été 

sélectionnés et testés in vitro, montrant des concentrations d'inhibition de l'enzyme de l'ordre 

du millimolaire. En se basant sur ces résultats, une hypothèse pharmacophore a été développée, 

décrivant une structure d'inhibiteur de tréhalase avec deux cycles interagissant avec le site actif 

de l'enzyme, un groupement donneur/accepteur de liaison hydrogène au centre, et des 

groupements polaires pour interagir avec des résidus spécifiques de l'enzyme. Des 

modifications chimiques sont suggérées pour renforcer les interactions avec les acides aminés 

du site actif, telles que l'ajout d'un groupe hydroxyle en position ortho sur le second cycle du 

composé le plus prometteur. 

En conclusion, sur base d’une étude complète de la tréhalase d’Acyrthosiphon pisum, une 

hypothèse pharmacophore a pu être établie sur base de résultats expérimentaux sur des 

molécules obtenues par criblage virtuel. Bien que les hits ne soient pas utilisables en tant 

qu’insecticides cette hypothèse permet de mieux comprendre les inhibiteurs de tréhalase en 

général et pourra être utilisée afin d’affiner les analyses, en relançant un criblage virtuel sur 

base de ce pharmacophore ou bien en continuant dans la voie du bioinsecticide.
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1. L’agriculture et ses défis 

L’agriculture n’a fait que se développer et se perfectionner pour devenir l’un des piliers les 

plus importants de notre société1. A l’heure actuelle, ce secteur représente 1.3 milliards 

d’emplois (directs et indirects) à travers le monde, ce qui soutient grandement les économies 

locales et nationales2. Elle constitue un élément encore plus essentiel pour les pays en 

développement, offrant des opportunités d'emploi et de revenus pour de nombreuses personnes. 

Avec presque un tiers de la superficie émergée de notre planète, soit 47.500.000 km², 

l'agriculture fournit la base de notre approvisionnement alimentaire, assurant la disponibilité de 

nourriture pour les populations mondiales. Dans cette superficie, 15 millions de km² sont 

attribués aux cultures permanentes ou temporaires.  

Selon un rapport commun entre l’Organisation de Coopération et de Développement 

Economiques (OECD en anglais) et l’Organisation des Nations unies pour l'Alimentation et 

l'Agriculture (FAO en anglais), l’agriculture mondiale va s’intensifier pour suivre l’évolution 

des prix du marché, l’inflation et le revenu des consommateurs, mais également le taux de 

croissance de la population mondiale. Au cours de la période de projection, la population 

mondiale devrait passer de 7.9 milliards en 2022 à 8.6 milliards d'habitants en 2032 (Figure 1). 

Cela correspond à un taux de croissance annuel moyen de 0.8 %, soit un ralentissement par 

rapport au taux de 1.1 % par an enregistré au cours de la dernière décennie3.  

 

Figure 1: Représentation graphique de la croissance mondiale de la population sur la période 2013-2022 et projection sur 
2032 

En plus de devoir faire face aux changements climatiques et aux pressions économiques, 

l’un des principaux problèmes auquel doit faire face le secteur agricole est la présence 

d’insectes ravageurs dans les cultures, provoquant des pertes de rendement importants (3.2 

milliards de perte en Europe, valeur sous-évaluée4) et menant parfois même à la destruction 

totale d’une culture cible. Les exemples ne manquent pas en Europe, une crise viticole a été 

provoquée par la présence d’un Hémiptère provenant d’Amérique du Nord, le phylloxera 

(Daktulosphaira vitifoliae), nécessitant un combat de 30 ans afin de sauver les vignes 

européennes5. Le doryphore (Leptinotarsa decemlineata) est un autre exemple tristement connu 

d’un Coléoptère s’attaquant aux cultures de pommes de terre, ayant provoqué des pertes de 

rendement allant jusqu’à 50% en Europe, aux Etats-Unis ou encore en Chine fin 19ème et début 

20ème siècle6.  
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La lutte contre les insectes ravageurs des plantes est un impératif mondial. Cependant, cette 

lutte doit être réfléchie et ne pas être effectuée n’importe comment, d’où l’apparition du terme 

de « lutte intégrée » ou IPM (Integrated Pest Management). Elle consiste à mettre en œuvre, 

de manière raisonnée et complémentaire, différentes démarches pour combattre les nuisibles 

dans les cultures, afin de maintenir ou réduire les dégâts qu'ils engendrent sous un seuil 

acceptable7. Elle est régulièrement représentée sous la forme d’une pyramide, permettant la 

visualisation d’une hiérarchie et une priorisation à mettre en place avec comme dernier recours 

l’utilisation de pesticides de synthèse. Le concept est régulièrement repris pour des projets 

comme le SmartProject Thematic Network8 (Figure 2) ou par certains auteurs de 

publications9,10. 

 

Figure 2: Représentation graphique de la lutte intégrée (IPM) au projet "SmartProject Thematic Network" Graphique repris 

directement du projet de Collier et al8 

Ce concept permet de visualiser efficacement les différentes manières d’aborder la lutte 

intégrée contre les ravageurs. Le premier niveau décrit les pratiques agronomiques. On y 

retrouve différentes méthodes, avec entre autres la rotation des cultures (diversifier les familles 

botaniques et les saisons des cultures afin de rompre les liens entre cycle de développement du 

ravageur et sa plante hôte)11 ou encore une diversification spatiale via les cultures d’association,  

comme pour le blé et le pois ou le blé et le soja, afin de présenter un camouflage visuel et 

olfactif perturbant les ravageurs de l’une des plantes hôtes12,13. On parle également dans cette 

catégorie de l’utilisation des prédateurs naturels des ravageurs, par i) approche classique 

(intégration massive du prédateur dans l’écosystème, mais qui présente le risque d’installer des 

espèces invasives et qui finissent par prendre une trop grande place dans l’écosystème, comme 

c’est le cas de Harmonia axyridis et Coccinella septempunctata14), par approche inoculative ou 

inondative à l’aide, par exemple, de parasitoïdes15. La dernière approche est dite conservative 

https://estragon.be/produit/coccinelles-adultes-contre-les-pucerons-adalia-bipunctata/


Chapitre 1. Introduction 

 

 

5 

et consiste à instaurer des cultures attirant naturellement les auxiliaires entomophages naturels 

des ravageurs afin de contrôler la population de ces derniers.  

Le second niveau de la pyramide concerne toute la mise en place de supports décisionnels 

basés sur le suivi des populations de ravageurs (abondance) et la détermination de seuils 

économiques ET (Economic Threshold) et de dégâts EIL (Economic Injury Level) pour lesquels 

les pertes dans les cultures deviennent trop importantes16. Si les pertes sont trop élevées malgré 

la mise en place des pratiques agronomiques décrites ci-dessus, il faut donc passer à une gestion 

différente des ravageurs.  

Le troisième niveau de la pyramide concerne le contrôle physique, mécanique et naturel des 

ravageurs. Les alternatives physiques sont par exemple la mise en place de filets autour des 

plantes permettant une protection empêchant les insectes d’atteindre la plante ou encore 

l’application de kaoline ou d’huile de paraffine17. Les alternatives mécaniques utilisent des 

outils spécifiques permettant de retirer manuellement les insectes des cultures menacées 18. Les 

alternatives naturelles sont nombreuses, on peut parler de contrôle sémio-chimique, à travers 

les interactions intraspécifiques et les phéromones, ou les interactions interspécifiques et les 

composés allélochimiques19. Il est possible de mettre ainsi en place des stratégies « push-pull » 

en utilisant des plants relarguant des composés organiques volatiles (COV) attirant les 

prédateurs naturels des ravageurs ou bien repoussant ces derniers. Il existe également la mise 

en place de pièges utilisant des phéromones attirant les ravageurs du sexe opposé à la recherche 

d’un partenaire afin de les capturer ou bien provoquant simplement une confusion sexuelle 

désorientant le ravageur20.  

L’avant dernier niveau de la pyramide avant l’utilisation des pesticides est le contrôle 

biologique à l’aide principalement d’agents entomopathogènes. Cinq classes dominent le 

marché des bioinsecticides en 2010: les bactéries, les champignons, les virus, les protozoaires 

et les nématodes, avec une part de plus de 50% pour Bacillus thuringiensis (Bt)21, qui reste le 

produit le plus utilisé à l’heure actuelle dans le monde en agriculture biologique. Cette bactérie 

synthétise des δ-endotoxines au moment de sa sporulation, provoquant une mort des insectes 

entrant en contact avec ces toxines après un jour22. Cependant, des cas de résistances ont été 

mise en évidence chez les insectes affectés par cette bactérie, réduisant son efficacité 23. Un autre 

exemple de contrôle biologique est l’utilisation de champignons, comme les genres Beauveria  

ou Metarhizium. Le contact entre des spores asexuées (conidies) et la cuticule des insectes va 

provoquer une germination et une croissance à travers le corps de l’insecte sous forme de 

blastospores et de mycélium, tuant son hôte sous 4 à 14 jours24. Cette application ne se liant 

qu’à la cuticule des insectes a le mérite d’être beaucoup plus sélective, mais est plus lente (4 

jours minimum) avant d’être létale pour les ravageurs, contrairement à l’utilisation de Bt (1 

jour). 

Enfin, on retrouve le contrôle chimique, à l’aide de pesticides. Dans le cadre de cette thèse, 

l’intérêt sera plutôt porté sur la lutte chimique, qui reste le moyen le plus utilisé actuellement à 

travers le monde grâce à sa rapidité d’action, son efficacité sur les ravageurs et sur sa facilité 

d’application dans les cultures. Bien que la méthode comporte des inconvénients importants 

(impact sur la santé, pollution de l’environnement) qui sont décrits dans les sections suivantes, 

des opportunités  variées existent afin d’identifier de nouvelles solutions atténuant ces risques. 
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2. Le contrôle chimique contre les ravageurs : utilisation des insecticides 

Le contrôle chimique représente à l’heure actuelle 4 millions de tonnes de pesticides 

employés dans le monde entier, pour un marché estimé à 130 milliards de dollars en 20232. Le 

marché ne cesse de grandir (Figure 3), malgré les récentes inquiétudes environnementales 

concernant leur utilisation. La recherche sur des sujets comme la lutte écologique contre les 

organismes nuisibles reste insuffisamment financée.  

 

Figure 3: Consommation de pesticides en tonnes par continent en 2020 et tendance depuis 1999 . Données tirées de 
FAOSTAT2 

Le terme « pesticide » est générique, et il est possible de le définir plus précisément en 

plusieurs catégories. De manière générale, les pesticides peuvent se diviser en deux groupes :  

• en agriculture, le terme le plus généralement utilisé est « produit phytosanitaire ou 

phytopharmaceutique ». Destiné à protéger les végétaux, il regroupe les herbicides, les 

fongicides, les insecticides, les rodenticides, ...  

• pour les autres usages, on parlera plutôt de biocides. Ce sont les désinfectants, les 

produits de protection, les produits antiparasitaires, ... 

Il est également possible de définir les pesticides de manière encore plus précise, en les 

catégorisant en fonction de leur usage : 

• les insecticides, s’attaquant aux insectes ravageurs. Dans le cadre de ce projet, il s’agit 

de la catégorie étudiée.  

• les fongicides, s’attaquant aux champignons ; 

• les herbicides, s’attaquant aux « plantes adventices », les mauvaises herbes ;  

• les parasiticides, s’attaquant aux vers parasites ; 

• ...  
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Les insecticides ne fonctionnent pas tous de la même manière. Le malathion est un composé 

organophosphoré dont le mélange racémique est utilisé pour lutter contre certains Orthoptères 

ou Diptères25. Le carbaryl, un composé de type carbamate est quant à lui utilisé pour lutter 

contre des Hémiptères26 (Figure 4). Ce sont deux structures chimiques très différentes, mais 

ayant pourtant le même mode d’action. Ce sont des neurotoxiques capables d’inhiber l’activité 

de l’acétylcholinestérase (AchE).  

 

Figure 4: Structures chimiques du malathion et du carbaryl 

Il est donc courant de catégoriser les insecticides selon leur mode d’action et non pas selon 

sa structure chimique. L’IRAC (Insecticide Resistance Action Committee) a utilisé ce principe 

pour mettre au point une classification des insecticides en 43 groupes distincts et en 5 catégories 

selon la fonction physiologique affectée chez l’insecte27 (Figure 5). 

 

Figure 5: Schéma reprenant la classification des insecticides selon l'IRAC en 5 catégories  

On retrouve une majorité de composés neurotoxiques (16 sur 43), suivi des composés 

affectant la croissance de l’individu (7 sur 43), la respiration cellulaire (7 sur 43) et l’intestin (2 

sur 43). Un agent insecticide dont le mode d’action est inconnu, ou controversé, sera placé dans 

la catégorie « autres » (11 sur 43).  
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3. Les insecticides neurotoxiques 

Le contrôle des populations d’insectes ravageurs de l’ordre des Lépidoptères dans les 

cultures est un très bon exemple de la représentation des insecticides sur le marché28 : 

l’utilisation des composés dit neurotoxiques est majoritaire29. Il est malgré  tout possible de  

lutter contre ces ravageurs avec l’utilisation du chlorfenapyr pour cibler la respiration 

cellulaire30, des baculovirus  pour l’intestin31, des analogues d’hormones juvéniles pour la 

croissance de l’insecte32 ou encore l’azadirachtine dont le mécanisme est incertain, mais 

efficace envers Spodoptera littoralis33. Dans cette catégorie de composés neurotoxiques, on 

retrouve quelques noms ayant marqué l’histoire de l’agriculture, à savoir les pyréthrinoïdes, les 

composés organophosphorés/organochlorés, les carbamates, les avermectines ou encore les 

néonicotinoïdes. Tous s’attaquent au système nerveux central, mais avec des cibles différentes. 

Certains composés de ces familles sont représentés ci-dessous (Figure 6) et leur mécanisme 

d’action est détaillé, accompagné d’une schématisation de celui-ci (Figure 7). 

 

Figure 6: Exemples pour chacune des grandes classes d'insecticides neurotoxiques 

3.1. Les pyréthrinoïdes 

Les pyréthrinoïdes sont des composés neurotoxiques organiques dont la structure générale 

est similaire aux pyréthrines (substances dérivées de Chrysanthemum cinerariaefolium), avec 

des hétéroatomes supplémentaires (Br, Cl, F, …). Ils vont agir au niveau des canaux sodiques 

de l’axone. Ces insecticides ralentissent l'inactivation des canaux et augmentent leur probabilité 

d'ouverture, ce qui induit une dépolarisation de la membrane, provoquant une hyperexcitabilité 

des nerfs et ainsi une paralysie excitatrice, mortelle chez l'insecte34. L’utilisation la plus 

répandue de ce genre de composés est notamment leur application pour lutter contre la 

propagation de la malaria en Afrique, en utilisant des filets anti-insectes traités avec un 

pyréthrinoïde35.  

3.2. Les organophosphorés et les carbamates 

Les canaux sodiques ne sont pas les seules cibles intéressantes au sein du système nerveux 

central. L’acétylcholinestérase (AchE) est une enzyme permettant l’hydrolyse de 

l’acétylcholine (Ach), un neurotransmetteur qui, au cours de l'influx nerveux, est libéré au 

niveau des synapses des neurones dites « cholinergiques » pour transmettre l'information 

nerveuse d'un neurone au suivant. Les composés organophosphorés et les carbamates inhibent 

cette réaction d’hydrolyse, par phosphorylation ou carbamylation de l’enzyme, l’empêchant 

d’hydrolyser l’Ach36. L’augmentation de ce neurotransmetteur dans la région synaptique induit 
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une hyperactivité aboutissant à la mort de l’insecte. En plus du malathion cité précédemment, 

le carbofuran est un autre insecticide de ce groupe couramment utilisé pour lutter contre les 

nématodes, particulièrement en Amérique du Nord37. 

3.3. Les néonicotinoïdes 

Une dernière cible potentielle sont les récepteurs présents sur les dendrites post-

synaptiques. Deux types principaux peuvent être cités: les récepteurs nicotiniques (nAchR) et 

les récepteurs GABA (acide gamma-aminobutyrique). Les néonicotinoïdes, molécules 

chimiquement similaire à la nicotine, sont l’un des groupes les plus utilisés dans l’agriculture. 

Ils vont jouer un rôle antagoniste sur les récepteurs, empêchant les neurotransmetteurs comme 

l’Ach ou bien encore les molécules de GABA de se lier à leurs récepteurs respectifs et ainsi 

provoquer l’hyperactivité, l’hyperexcitabilité et des convulsions corrélées avec l’accroissement 

spontané de l’activité nerveuse chez l’insecte38. Entre 1999 et 2018, l’un de ces composés, 

l’imidaclopride, a été l’un des insecticides les plus utilisés dans le monde afin de lutter contre 

les Hémiptères39. 

 

Figure 7: Schéma récapitulatif du mode d'action des insecticides neurotoxiques sur le système nerveux  

4. Conséquences de l’utilisation importante d’insecticides neurotoxiques 

Afin de lutter contre les différents ravageurs et ainsi subvenir aux besoins de notre société, 

le secteur de l’agriculture dépend énormément de l’utilisation de ces différents composés.  

Cependant, leur utilisation massive et régulière comporte certains désagréments, comme des 

impacts importants au niveau de l’environnement, sur la santé humaine et aussi l’apparition de 

résistances chez les insectes ciblés contre les insecticides utilisés40.  

4.1.Conséquences des neurotoxiques sur l’environnement 

Au niveau environnemental, le problème principal réside dans le fait que 50% des 

insecticides pulvérisés n’atteignent jamais les ravageurs ciblés. Ce pourcentage de pesticides 

va se retrouver dans les différents compartiments (sol, air, eau) de l’environnement par 

différents modes de dispersion41 (Figure 8). Cela implique que les propriétés physico-chimiques 

(lipophilicité, fonctions chimiques plus ou moins réactives, taille, …) sont très importantes et 

leur impact environnemental varie pour chaque composé.  
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Figure 8: Schéma récapitulatif du mode de dispersion des insecticides dans l'environnement. Repris de tpe-pesticides.over-
blog.com 

4.1.1. Les pesticides dans le sol 

Le sol, compartiment clé dans l’environnement, est constitué d’éléments minéraux et 

organiques ainsi que d’organismes vivants. Ce microbiote est essentiel au maintien de sa 

fertilité, mais les effets nocifs des pesticides le mettent en danger. En effet, les risques pour 

l’environnement sont d’autant plus grands que ces produits sont toxiques, persistants et mobiles. 

Le ver de terre, acteur majeur et agent actif dans la structuration des sols et dont le rôle 

écologique capital est d’aérer et de micro-drainer le sol, est l’un des principaux concernés42. 

Les pesticides subissent trois étapes majoritaires lors de leur passage dans le sol . Premièrement, 

l’étape de lixiviation désigne l’entraînement des pesticides dissous dans le sol par irrigation ou 

bien par la pluie43. Deuxièmement, les pesticides présents dans le sol vont commencer à se 

dégrader, sous l’action des rayonnements ultraviolets, mais particulièrement par les organismes 

microbiologiques du sol. Une partie des pesticides subissent une minéralisation totale en 

composés minéraux (H2O, CO2, NH3), une autre partie ne subit qu’une dégradation partielle, ce 

qui provoque l’apparition de métabolites (molécules intermédiaires issues de la dégradation) 

engendrant une pollution supplémentaire44. Troisièmement, lors de la dégradation partielle des 

pesticides, une étape de stabilisation a lieu, c’est-à-dire qu’ils vont se lier de manière plus ou 

moins forte à la matière organique, à la suite d’un phénomène d’adsorption. Une fois adsorbé, 

les pesticides perdent leurs effets biologiques et ne sont plus dégradés, ils persistent dans le 

sol45. 

4.1.2. Les pesticides dans l’eau 

Le passage de pesticides dans le sol va résulter d’une infiltration dans les nappes 

souterraines, contaminant celles-ci. Le même phénomène se présente dans les eaux de surface. 

Au niveau de l’Union Européenne, la directive 98/83/EC impose une norme concernant la 

présence de pesticides dans l’eau potable, à raison de 0.1 µg/L par pesticide et 0.5 µg/L pour 

l’ensemble des pesticides présents dans l’eau46. De nos jours, il n’est pas impossible de 

retrouver des cours d’eau dont les valeurs en pesticides dépassent ces normes, avec par exemple 

la présence détectée d’imidaclopride et de thiaclopride à raison de 0.31 et 0.12 µg/L, en Grèce47 

ou encore en Australie, avec la présence de cinq néonicotinoïdes dans plusieurs rivières à une 

concentration supérieure à la norme européenne48. Le problème est d’autant plus grave si on 
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analyse la situation au niveau de la toxicité des insecticides envers les poissons et autres 

invertébrés maritimes présents dans l’eau, avec des concentrations létales (LC50) de l’ordre du 

ppb (partie par milliard)49,50. 

4.1.3. Les pesticides dans l’air 

Lors de la pulvérisation des pesticides, une grande partie se répand dans l’atmosphère, 

emportés par les vents. Un phénomène de volatilisation des composés dissous dans l’eau est 

également retrouvé. Une fois présent dans l’air, les pesticides sont emportés dans des lieux plus 

éloignés que les cultures ciblées, avant de retomber en se faisant entraîner par la pluie, pour à 

nouveau s’infiltrer dans les sols51. Le problème n’est donc pas uniquement situé au niveau de 

la culture pulvérisée, il concerne parfois plusieurs centaines de mètres autour de celle-ci, si la 

pulvérisation n’a pas été réalisée en suivant les recommandations générales.  

4.2. Conséquences des neurotoxiques sur la santé humaine 

Les pesticides se retrouvent donc partout dans l’environnement, ce qui entraîne la  

destruction de la biodiversité, la contamination des eaux, de l’air, mais également des problèmes 

de santé chez l’Homme52,53. Il n’existe pas de pesticide totalement spécifique d’un nuisible. Les 

organismes vivants partagent, quel que soit leur rang taxonomique, des processus et 

mécanismes physiologiques partiellement communs. De ce fait, un pesticide, destiné à lutter 

contre un nuisible, présente une potentielle toxicité plus ou moins étendue pour d’autres 

organismes qu’il ne cible pas. Dès lors, du fait de la propagation aisée des pesticides dans 

l’environnement et de leur présence dans l’alimentation, l’Homme encourt des troubles de la 

santé ; on parle d’intoxication aiguë aux pesticides. Les agriculteurs s’occupant de la dispersion 

des insecticides sur les champs sont en première ligne face à ce phénomène54. Les premiers 

liens entre l’exposition à des insecticides et les travailleurs dans les champs remontent aux 

années 60-70, où des organophosphorés semblent être responsables de l’apparition de maladie 

mentale, ou bien encore d’éventuelles aberrations chromosomiques chez les groupes 

étudiés55,56.  

L’impact est différent selon les classes étudiées. Pour les organochlorés, un lien entre le 

dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et son métabolite dichlorodiphényldichloroéthylène 

(DDE) a été mis en évidence avec la maladie d’Alzheimer57 ou l'augmentation des niveaux de 

protéines précurseurs amyloïdique dans des cellules neuronales mises en culture58. Un autre 

exemple est la détection de hauts niveaux d'époxyde d'heptachlore qui ont été associés à la 

pathologie des corps de Lewy dans le cerveau post-mortem des personnes atteintes de la 

maladie de Parkinson59. Pour les organophosphorés, le lien entre la neurotoxicité des composés 

et leurs effets sur l’Homme est plus clivant dans la communauté scientifique, comme le décrit  

Ross dans sa revue60. D'un point de vue mécanistique, on ne sait pas encore si tous les effets de 

neurotoxicité développementale signalés à la suite d'une exposition à des insecticides de type 

organophosphorés, et en particulier au chlorpyrifos, résultent de l'inhibition de l'AchE ou 

d'autres cibles61. Au cours de la dernière décennie, d'autres cibles des organophosphorés ont été 

proposées, notamment le transport axonal, la liaison directe aux récepteurs de l'acétylcholine, 

la perturbation des niveaux de neurotrophines et, plus récemment, l'inhibition d'autres sérine 

hydrolases telles que l'acide gras amide hydrolase62. Pour les pyréthrinoïdes, la maladie de la 

Guerre du Golf est un triste exemple des effets neurotoxiques sur l’Homme63 et la revue de 

Wolansky décrit la toxicologie de nombreux composés sur les mammifères64. Les 

néonicotinoïdes, la classe d’insecticide la plus récente, sont fortement étudiés vu leur popularité 

sur le marché des insecticides et notamment en lien avec une toxicité aigüe démontrée sur les 
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abeilles. Le profil toxicologique n’a pas encore pu être établi précisément, mais ils sont 

globalement décrits comme sans danger pour l'homme à de faibles concentrations. Ils possèdent 

cependant un potentiel de génotoxicité, de cytotoxicité et d'altération du système immunitaire 

à long terme, d'altération de la fonction immunitaire et de la reproduction, et de malformations 

congénitales, des effets aigus sur la santé, allant de symptômes respiratoires, cardiovasculaires 

et neurologiques65–67. 

Les dernières études générales (incluant toutes les classes d’insecticides) sur le sujet 

évoquent un lien entre l’exposition aux insecticides et les risques de cancer68 ou encore comme 

perturbateurs endocriniens, menant à des problèmes d’obésité et de diabète69. Il s’agit de points 

néanmoins controversé et qui nécessitent d’autres études complémentaires afin de certifier 

l’existence de ce lien.  

4.3. Phénomène de résistance aux insecticides 

L'utilisation intensive d'insecticides organiques synthétiques pendant plus de cinquante ans 

afin de combattre les arthropodes nuisibles et les vecteurs de maladies a conduit 

irrémédiablement à la sélection d'une résistance aux insecticides ou aux acaricides chez près de 

450 espèces d'arthropodes70. Dans les cas les plus extrêmes, comme pour Leptinotarsa 

decemlineata, l’insecte devient résistant à pratiquement n’importe quel traitement 71. Le 

problème se fait grandement ressentir dans certaines régions du monde comme en Afrique avec 

les moustiques du genre Anopheles dont le contrôle se fait de plus en plus compliqué avec une 

résistance établie envers 4 classes d’insecticides72. En Asie, plus précisément en Chine, les 

pyréthrinoïdes ou les néonicotinoïdes utilisés pour lutter contre Bemisia tabaci se révèlent 

rapidement ne plus être assez efficaces73. 

Les insectes peuvent résister à l’exposition aux insecticides grâce à des adaptations 

comportementales (Figure 9). Le contact avec un composé phytosanitaire entraîne un stimulus 

chez l’individu, provoquant une irritabilité de contact et menant à l’évitement, la fuite de 

l’insecte dans un environnement sans stimulus74.  

 

Figure 9: Schéma récapitulatif du phénomène de résistance chez les insectes  
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Il existe deux types principaux de résistances développés par les insectes. La première est 

une  augmentation du processus de métabolisation par surexpression de certaines enzymes 

comme les estérases75, les monooxygénases76,77 et les glutathione S-transférases78, qui 

participent à la biotransformation du toxique. L’augmentation de l’expression des gènes codant 

pour ces trois principales enzymes est la cause la plus fréquente de la résistance aux insecticides 

chez les insectes. Les estérases sont responsables de la métabolisation des organophosphorés, 

carbamates et des pyréthrinoïdes et interviennent dans la dégradation rapide des insecticides 

dans l’organisme79. Les glutathione S-transférases sont impliquées dans la détoxification des 

organochlorés et des organophosphorés, permettant une meilleure excrétion des composés 

présents dans la cellule en augmentant leur solubilité78. Les monooxygénases cytochrome P450 

sont impliquées, d’une part, dans la résistance aux pyréthrinoïdes, aux organophosphorés et 

dans une moindre mesure aux carbamates, et d’autre part, dans le renforcement de la cuticule 

et donc la pénétration plus lente des insecticides80. 

Le second mécanisme de résistance est l’altération de la cible principale de l’insecticide par 

des mutations, entraînant une inefficacité des insecticides employés. Dans le cas des 

pyréthrinoïdes, le principal symptôme observé est une paralysie totale (knockdown) de l’insecte, 

le phénomène de résistance est donc nommé « knockdown resistance », ou « super knockdown 

resistance » si une ou deux mutations sont présentes sur les canaux sodiques81. Pour le puceron 

de céréales, Sitobion avenae, la mutation d’un seul acide aminé (L1014F, une leucine en 

phénylalanine) provoque une résistance 35 à 40 fois plus élevée contre la lambda-

cyhalotronine82. Des expériences de mutagénèse dirigée dans l’AchE (V185M, G247S, A328S, 

A391T et T682A) ont mis en évidence une corrélation entre un effet de résistance sur des 

composés organophosphorés ou carbamates et ces mutations83. Dans le cas des néonicotinoïdes, 

la littérature rapporte un phénomène de résistance, mais qui contrairement aux pyréthrinoïdes 

nécessite généralement plus d’une mutation d’acide aminés pour être efficace84. Le nombre de 

cas de résistances pour ces composés sont cependant relativement faibles (13 espèces étudiées 

en 2014).  

La lutte à base d'insecticides reste la pierre angulaire du combat contre les ravageurs 

agricoles et les vecteurs de pathogènes. Toutefois, la dépendance excessive à l'égard de cette 

stratégie a fait de la résistance aux insecticides l'un des problèmes les plus graves en agriculture 

et en santé publique de notre époque85. A titre d’exemple, la liste des 19 insectes ravageurs qui 

ont fait l’objet du plus grand nombre d’études durant la période 2012-201686 est présentée 

(Tableau 1), indice de leur importance économique ainsi que le nombre de résistances détectées 

chez l’espèce étudiée.  
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Tableau 1: Liste des 19 insectes ravageurs ayant fait l'objet du plus grand nombre d'études durant la période 2012 -2016. 

Nom scientifique Nombre de 

publications  

(2012-2016) 

Nombre de résistances 

aux insecticides établies 

Helicoverpa armigera (Lépidoptère) 1619 49 

Bemisia tabaci (Hémiptère) 1528 56 

Tetranychus urticae (Trombidiforme) 962 95 

Plutella xylostella (Lépidoptère) 926 95 

Spodoptera litura (Lépidoptère) 853 39 

Tribolium castaneum (Coléoptère) 829 33 

Myzus persicae (Hémiptère) 811 80 

Spodoptera frugiperda (Lépidoptère) 668 24 

Aphis gossypii (Hémiptère) 610 46 

Nilaparvata lugens (Hémiptère) 603 31 

Spodoptera exigua (Lépidoptère) 506 39 

Frankliniella occidentalis (Thysanoptère) 465 30 

Ceratitis capitata (Diptère) 437 3 

Cydia pomonella (Lépidoptère)   421 22 

Callosobruchus maculatus (Coléoptère) 409 2 

Spodoptera littoralis (Lépidoptère) 401 30 

Diaphorina citri (Hémiptère) 385 7 

Tuta absoluta (Lépidoptère) 375 14 

Thrips tabaci (Thysanoptère) 362 19 

 

4.4. Les interdictions concernant l’utilisation des insecticides 

Les pesticides doivent être réglementés afin de garantir qu'ils ne présentent pas de risques 

inacceptables pour l'homme, les animaux ou l'environnement. Avant les années 40, la régulation 

des insecticides n’avait que très peu de visibilité, mais des études sur le DDT (l’insecticide le 

plus utilisé à cette époque avec 400.000 tonnes répandus à travers le monde) ont changé la 

vision de la société vis-à-vis de leur régulation87. Dans les années 1970, la Suède est le premier 

pays à bannir l’utilisation de ce composé, rapidement suivi par de nombreux autres, ce qui lance 

un mouvement de décrets et législations pour le contrôle des insecticides utilisés dans 

l’agriculture88. La ligne du temps ci-dessous (Figure 10) résume toute la mise en place de la 

législation européenne, mettant en lumière la lente avancée des réglementations, mise en place 

en réaction aux réalités du terrain.  

Dans l'UE, la législation précédemment fragmentée a été remplacée fin du 20ème siècle par 

des normes harmonisées en matière de pesticides pour tous les États membres. Les limites 

nationales maximales de résidus (LMR) présents dans les aliments ne sont plus utilisées et 

seules les européennes s'appliquent. L'utilisation durable des pesticides et l'adoption de 

techniques de lutte intégrée contre les ravageurs sont au cœur de la législation européenne 

actuelle et de l'harmonisation de la procédure d'homologation des pesticides en Europe89. De 

nombreux organismes comme l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) mettent en garde la 

société face à l’utilisation abusive de ces différents composés. En réaction la Commission 

Européenne, entre autres, met en place des exigences d’innocuité toxicologique et 

écotoxicologique (directive 91/414/CEE)90.  
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Figure 10: Ligne du temps résumant la mise en place de la législation européenne autour des insecticides.  

5. Les pucerons (Hémiptères): fléaux des cultures 

Les Hémiptères sont un ordre d’insectes provoquant d’importants dégâts dans les cultures, 

ils sont dits « piqueurs-suceurs », c’est-à-dire qu’ils viennent se nourrir de la sève élaborée des 

plantes, solution riche en glucides et acides aminés, en prélevant le phloème à l’aide de leur 

rostre91. Dans la problématique des ravageurs, cet ordre est régulièrement comparé à celui des 

Lépidoptères, comme Spodoptera frugiperda ou bien Helicoverpa armigera, étant les insectes 

causant le plus de dégâts dans le monde au niveau des cultures, particulièrement les différents 

stades larvaires qui se nourrissent des feuilles. La différence est que cet ordre est dénommé 

comme des insectes dits « broyeurs » de par l’action mécanique des mandibules détruisant les 

plantes lors de la diète, provoquant des dégâts immédiats. Ceux-ci réduisent considérablement 

la capacité de photosynthèse de la plante et donc la production d'hydrates de carbone, ce qui 

affecte gravement la santé des plantes et la production de fruits92. Cependant, l’action 

mécanique de piqûre d’un puceron sur une plante est beaucoup moins destructrice que le 

déchiquetage des feuilles par les mandibules observées chez les Lépidoptères, ce qui entraîne 

un mécanisme de défense plus lent de la part des plantes. Le principal problème est malgré que 

les Hémiptères provoquent moins de dégâts physiques aux plantes que les Lépidoptères, ils sont 

des vecteurs de virus phytopathogènes, impliquant d’autres conséquences dramatiques en cas 

d’invasion par  ce ravageur93. Ils constituent donc un ordre essentiel à étudier afin de pouvoir 

contrôler les populations dans les cultures. Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes 

focalisés sur la super-famille des Aphidoidea, pucerons de leur nom commun. 

5.1. La super-famille des Aphidoidea  

Après un travail de reclassification durant le début du 21ème siècle, la super-famille des 

Aphidoidea contient désormais uniquement la très large famille des Aphididae, les autres 

familles ayant vu leur rang taxonomique changer ou bien étant déclarées comme éteintes94. A 

l’heure actuelle, plus de 5000 espèces d’Aphididae sont identifiées et 250 d’entre elles sont 

décrites comme des ravageurs importants en horticulture et en agriculture95.  

5.1.1. Physiologie et mode de reproduction des pucerons 

Les pucerons sont des petits insectes (1-10mm), dont la diversité des espèces rencontrées 

est plus marquée dans les zones tempérées du monde par rapport aux zones tropicales. A travers 

une dispersion passive due aux vents forts des individus ailés et le transport humain de matériel 

végétal infesté, certaines espèces comme Myzus persicae (puceron vert du pêcher) sont presque 

considérées comme cosmopolites dans leur distribution96. Le puceron possède un mode de 
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reproduction atypique et complexe au sein du règne animal, ce qui donne lieu à une 

multiplication très rapide des individus (une femelle peut donner naissance à plus de 60 larves) 

(Figure 11). On parle d’un cycle de vie holocyclique s’ils alternent entre les générations sexuées 

et asexuées, ou bien de cycle de vie anholocyclique si tous les jeunes sont produits par 

parthénogénèse thélytoque (ne produisant que des femelles). Suivant les circonstances, 

certaines populations peuvent avoir des populations à la fois holocycliques et anholocycliques, 

mais aucune espèce de puceron connue ne se reproduit uniquement par voie sexuelle. Le 

système de reproduction se complexifie encore si on prend en compte l’accès à une seule plante 

hôte pendant l’année, ou bien comme pour 10% des espèces, une alternance entre plantes hôtes 

ligneuses en hiver et plantes hôtes herbacées en été, donnant lieu à un polyphénisme (= 

l'expression de phénotypes différents à partir du même matériel génétique) important95.  

 

Figure 11: Cycle de vie d'un puceron. Repris d’après Julie Jaquiéry et al, PLOS Genetics, 2015. 

Un autre phénomène expliquant la capacité importante de multiplication des pucerons est 

le télescopage générationnel, où durant la parthénogénèse, vont éclore des nymphes femelles 

ayant déjà en elles des embryons à développement parthénogénétique. L’espèce du puceron du 

chou (Brevicoryne brassicae) est capable de produire jusqu’à 41 générations de femelles en une 

saison, ce qui en théorie peut permettre à une seule femelle de produire de très nombreux  

descendants si tous les pucerons survivent97. La durée de vie d’un puceron dépend de son 

environnement et de la température, pour une durée allant de 20 à 40 jours.  

5.1.2. Anatomie des pucerons 

Anatomiquement, les pucerons disposent d’un corps mou et peuvent être retrouvés dans 

différentes couleurs en fonction de l’environnement (vert, noir, brun, rose ou même incolore), 

même au sein d’une seule espèce, il s’agit du polymorphisme98. Le corps est séparé en trois 

régions distinctes: i) la tête avec une paire d’antennes, des yeux et un rostre (appendice de forme 

allongée permettant de se nourrir), ii) un thorax avec trois paires de pattes et parfois deux paires 

d’ailes, iii) un abdomen avec la présence, ou non, de cornicules à l’arrière et d’une queue, 

nommée cauda (Figure 12). Celle-ci est connue pour retenir le miellat excrété, substance riche 

en sucres et acide aminés dont les fourmis raffolent, d’où l’élevage de pucerons parfois observé 

dans des colonies99. 
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Figure 12: Anatomie d'un puceron. A gauche, la vue générale du corps et à droite, un zoom sur la tête. 

Que ça soit pour les larves ou les adultes, le mode d'alimentation des pucerons est plus 

précis et sélectif, ce qui leur permet d'éviter les substances allélochimiques (= métabolites 

secondaires éliminés par un organisme vivant, plante ou animal, et qui agit sur d'autres individus 

d'une autre espèce) et les composés indigestes qui sont plus abondants dans d'autres tissus 

végétaux100. Durant l’alimentation de l’insecte, deux types de salives entrent en jeu. La première 

est dense et, en se gélifiant autour des stylets, constitue un chemin intercellulaire vers le 

phloème pour les stylets perforants, isolant les tissus végétaux des pièces buccales, empêchant 

ainsi la réaction de la plante sur le site d'alimentation. Lorsque les stylets ont atteint le phloème, 

les pucerons commencent à produire le deuxième type de salive, dite "aqueuse", qui est injectée 

directement dans le système vasculaire de la plante et qui contient des acides aminés ainsi que 

de nombreuses enzymes digestives/lytiques101. En plus d’affaiblir directement la plante en 

absorbant les nutriments présents dans la sève, la salive injectée dans la plante peut provoquer 

l’apparition d’une dépigmentation, une chute prématurée ou bien une déformation des feuilles. 

5.1.3. Les pucerons, vecteurs de virus phytopathogènes 

Plus grave que l’affaiblissement de la plante, les pucerons sont de loin les vecteurs de virus 

phytopathogènes les plus performants, avec près de 30 % des espèces de virus de plantes décrits 

à ce jour102. Les pucerons peuvent transmettre des virus à toutes les étapes du processus 

d'alimentation : dès le début lors de la pénétration du stylet dans le cytoplasme des cellules de 

l'épiderme ou du mésophylle, ainsi que plus tard dans le système vasculaire. De la même 

manière, le virus peut être inoculé à la fois dans les tissus superficiels et dans les plus profonds 

au cours du processus. Ainsi, les pucerons sont des organismes qui peuvent acquérir et inoculer 

n'importe quel taxon viral dans les plantes, quelle que soit leur spécificité tissulaire 103. Trois 

modes de transmissions sont définis : 

• le mode non persistant, les virus étant acquis en quelques secondes et ne sont retenus 

que quelques minutes par leurs vecteurs ; 

• le mode semi-persistant, avec des virus acquis en quelques minutes à quelques 

heures et conservés pendant plusieurs heures par leurs vecteurs ;  

• le mode persistant, avec des virus dont l'acquisition nécessite de quelques minutes à 

quelques heures pour être acquis et qui peuvent être conservés pendant de très 

longues périodes, souvent jusqu'à la fin de l'année pendant de très longues périodes, 

souvent jusqu'à la mort du vecteur. 
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Un exemple marquant de virus pathogène est le virus de la jaunisse grave de la betterave 

(BYV, Beet Yellows Virus) fréquemment associé avec un autre virus, celui de la jaunisse modérée 

de la betterave (BMYV, Beet Mild Yellowing Virus), qui sont des virus quasi-cosmopolites 

transmis par un mode semi-persistant par 32 espèces de pucerons, mais principalement Myzus 

persicae et Aphis fabae. Cette combinaison de virus peut conduire à une chute de rendement 

allant jusqu’à 47% pour la production de sucre104. 

5.1.4. Phénomène de résistance aux insecticides chez les pucerons 

Véritables fléaux, les pucerons représentent donc une réelle menace économique dans le 

secteur primaire par leur taux de reproduction exceptionnel, par la transmission de virus 

phytopathogènes et également par leur capacité d’adaptation aux composés utilisés dans les 

cultures pour contrer les invasions. Bien que l’utilisation de pyréthrinoïdes, organophosphorés 

ou néonicotinoïdes est encore utile à l’heure actuelle contre cette famille, de plus en plus de cas 

de résistances font leur apparition au sein des espèces ravageuses. En 2022, c’est plus de 1000 

cas de résistance à des insecticides qui ont été mis en évidence, dont la majorité (964) peuvent 

être assignés à seulement 10 espèces (Figure 13). Myzus persicae détient le record avec 483 

résistances établies26,105–107.   

 

Figure 13: Nombre de résistances mises en évidence chez 10 espèces de pucerons. Données reprises de la « Arthropod 
Pesticide Resistance Database (ARPD) »107 

5.2.Acyrthosiphon pisum comme modèle de recherche 

 Parmi toutes les espèces recensées de pucerons, Acyrthosiphon pisum (A. pisum), ou plus 

communément appelé le puceron vert du pois, est considéré comme espèce modèle pour l'étude 

d'une série de phénomènes biologiques, notamment le polyphénisme, les symbioses insectes-

bactéries et le développement des bactériocytes, la génétique de l'adaptation ou encore la 

transmission des virus des plantes108. En effet, même si Myzus persicae est un ravageur encore 

plus impactant économiquement parlant, son mode de reproduction fait appel à un hôte primaire 

(les arbres du genre Prunus, comme le pêcher) durant les mois hivernaux et puis de nombreuses 

cultures de légumes ou herbacées comme hôtes secondaires (par exemple, de la famille des 

cucurbitacées ou bien des astéracées)109. A l’inverse, A. pisum n’a qu’un hôte principale, les 

plantes de la famille des Fabacae110. Les lignées parthénogénétiques peuvent donc être 

maintenues perpétuellement dans des incubateurs qui reproduisent des conditions estivales, 
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permettant aux manipulations expérimentales d’être effectuées sur des répliques parfaitement 

identiques de générations en générations108. Autre avantage, A. pisum est un puceron 

relativement gros (4 mm de long en moyenne) comparé à M. persicae (0.6 mm de long en 

moyenne), rendant les manipulations expérimentales et les tests in vivo plus aisé111. 

Depuis 2010, un argument supplémentaire vient se rajouter à la liste pour désigner 

Acyrthosiphon pisum comme étant un modèle idéal pour l’étude des pucerons : le séquençage 

de son génome. Cela a ouvert la porte à de nombreuses études plus poussées pour mieux 

comprendre la composition exacte de leur salive, la relation symbiotique avec certaines 

bactéries, les réactions avec le système défensif des plantes et bien d’autres choses 112. 

Récemment, d’autres génomes de pucerons ont été séquencés, comme celui de Rhopalosiphum 

maidis113 en 2019 et celui d’Aphis glycines114 en 2020. C’est également le premier génome 

séquencé d’un insecte vivant une interaction mutualiste avec une bactérie, comme c’est le cas 

pour les pucerons et Buchnera aphidicola, relation essentielle pour A.pisum étant donné, 

exemple parmi tant d’autres, qu’il n’est pas capable de synthétiser un acide aminé essentiel 

(l’arginine) de lui-même sans la bactérie115. La relation symbiotique entre les pucerons et 

Buchnera aphidicola est relativement bien connue et est une relation dite « obligatoire ». Le 

mutualiste se transmet par transfert vertical (les parents vers la descendance) et tend à occuper 

les bactériocytes, apportant des avantages nutritionnels et physiques aux insectes hôtes. Les 

bactériocytes sont surtout présents à proximité du système digestif (épithélium de l'intestin 

moyen) pour faciliter le transfert des nutriments116. La relation pourrait être « facultative », avec 

le mutualiste provenant d’un transfert vertical ou bien de l’environnement même, comme par 

exemple le genre Pseudomonas qui permet de détoxifier les pesticides ingérés par les 

pucerons117. Enfin, la relation pourrait être « phytopathogénique », le mutualiste réside dans le 

corps du puceron et dépend de lui pour être transmis aux plantes, en l’aidant en contrepartie à 

faciliter l’alimentation, comme le fait Xylella fastidiosa résidant dans les sauterelles118. Il est 

estimé que 15% des insectes disposent d’une relation selon l’une de ces trois classifications.  

6. Quelles sont les moyens de luttes possibles contre les pucerons ? 

Comme décrit précédemment, le secteur agricole fait face à un constat de plus en plus 

marqué: les méthodes employées actuellement deviennent inefficaces ou ne conviennent plus 

aux réglementations d’utilisation de la société. Les insecticides ayant des propriétés 

neurotoxiques sont pour certains toujours utilisables au quotidien, mais pour combien de temps 

encore avant d’observer des phénomènes de résistances complets sur un large spectre de 

composés ou faire face à des interdictions strictes pour éviter les dommages collatéraux sur 

l’environnement et la santé humaine. Dans ce cadre, plusieurs stratégies voient le jour, celles 

se concentrant sur le renforcement des mécanismes de défense des plantes, d’autres se focalisant 

sur la relation symbiotique au sein des espèces étudiées ou bien encore sur le fait d’étudier de 

nouvelles réactions biochimiques essentielles à l’insecte. 

6.1. Agir sur la relation symbiotique insecte-microorganisme 

Les symbiotes sont au centre de nombreux mécanismes essentiels chez l’insecte : i) ils 

facilitent la nutrition, le transfert de vitamines, ii) fournissent des acides aminés essentiels vers 

l’insecte, iii) assurent une protection contre les prédateurs, les parasites et parasitoïdes iv) aident 

à dégrader les pesticides et v) renforcent l’immunité de l’hôte. Dès lors, il est possible de cibler 

directement la bactérie et ainsi provoquer de nombreuses complications chez l’insecte, menant 

à sa mort ou bien affectant sa capacité reproductrice, comme dans le cas de la mouche tsé-tsé 

et la bactérie Wigglesworthia, où l’ingestion d’antibiotiques classiques par l’insecte tels que la 
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tétracycline et la pénicilline a permis d’éliminer la flore microbienne résultant en l’incapacité 

des individus de se reproduire119. Les techniques de l’insecte stérile (SIT) ou incompatible (IIT) 

sont deux autres approches généralement couplées qui concernent également la reproduction 

des individus ciblés, hautement spécifiques mais avec le défaut de nécessiter une très large 

population d’individus mâles et un coût beaucoup plus important120. Pour lutter contre Aedes 

albopictus, le moustique tigre, les mâles libérés sont infectés par la bactérie endosymbiotique 

Wolbachia héritée de la mère, ce qui entraîne des accouplements stériles avec les femelles des 

champs qui ne sont pas infectées par la même souche de Wolbachia, un phénomène connu sous 

le nom d'incompatibilité cytoplasmique121.  

Il est possible d’appliquer une approche génomique par la technique de paratransgénèse122 

à l’aide du système CRISPR/Cas9 pour la modification génétique précise du système 

bactérien123. Par exemple, le symbiote Sodalis de la mouche tsé-tsé peut être cultivé en solution 

liquide ou solide avant d’être modifié génétiquement puis réintroduit chez la mouche, bloquant 

l’expression des trypanosomes responsables de la maladie du sommeil. Cette méthode est 

considérée comme l’une des 10 meilleures dans la lutte contre les ravageurs selon le magazine 

Science en 2013. Enfin, dans le cas des pucerons, il est possible de s’intéresser à d’autres 

relations symbiotiques facultatives (S. symbiotica, H. defensa, R. insecticola)124. Elles 
pourraient jouer un rôle dans la transmission d'une forme d'ARN interférent (ARNi) chez les 

pucerons. L'ARNi est un processus biologique où des molécules d'ARN peuvent réguler 

l'expression des gènes. En d'autres termes, ces symbiotes facultatifs pourraient  influencer le 

fonctionnement des gènes chez les pucerons par le biais de l'ARNi. 

6.2.Action directe sur les plantes 

La découverte la plus récente dans la lutte contre les ravageurs des cultures est l’utilisation 

de peptides complémentaires (cPEPs) permettant de cibler n’importe quel gène d’une plante 

afin d’augmenter la production de la protéine cible et ainsi augmenter les mécanismes de 

défenses existants chez la plante ou exprimer abondamment l’un ou l’autre phénotype125 (Figure 

14). 
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Figure 14: Schéma récapitulatif du mécanisme d'action des peptides complémentaires sur les plantes.  Repris de la 
publication d’Ormancey et al125 

Les avantages sont nombreux: les peptides ne semblent pas devoir suivre des règles 

particulières pour leur synthèse (tant qu’ils sont complémentaires à l’ARNm correspondant, un 

peu hydrophiles et inférieurs à 60 acides aminés), ils se font dégrader rapidement par les 

microorganismes du sol et la pénétration dans les cellules animales (comme les abeilles ou 

l’Homme) est difficile sans la présence de peptides ayant la capacité de transporter d’autres 

peptides à l’intérieur des cellules126. Cela présente également un énorme avantage pour certains 

phénotypes compliqués à contrôler tels que la résistance à la chaleur ou bien la teneur en 

chlorophylle.  

Pour agir sur les plantes afin de repousser les ravageurs, cette découverte se rajoute à 

d’autres techniques actuellement utilisées afin qu’elles se défendent plus efficacement contre 

les insectes : modification du génome des plantes à l’aide du système CRISPR/Cas9, la 

technique d’interférences d’ARN (ARNi), utilisation de toxines comme celles de Bacillus 

thuringiensis, l’utilisation des métabolites secondaires produits par la plante ou encore en 

étudiant les effecteurs et éliciteurs des insectes127. Ce sont des molécules (peptides, acides gras, 

esters, enzymes, …) capables d’activer les défenses naturelles des plantes. La glucose oxydase 

(GOX) identifiée dans la salive de nombreux insectes de différents ordres permet de ralentir les 

réactions défensives chez la plante128. Inhiber l’activité enzymatique de la GOX reviendrait 

donc à permettre aux plantes de se défendre efficacement et ainsi repousser les ravageurs.  

6.3.Agir sur les protéines et les enzymes des insectes 

Dans le cas des insecticides neurotoxiques, l’action des composés organophosphorés ou 

carbamates sur l’AchE est un premier exemple afin d’agir directement sur une protéine ou 

enzyme cible. Il y a tout d’abord eu des tentatives pour perfectionner ce types de molécules, 

pour répondre à la problématique de résistance chez certaines espèces. Le groupe des 
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néonicotinoïdes s’est rapidement développé pour répondre aux demandes de l’agriculture dans 

la lutte contre les ravageurs, avec l’apparition des composés de type sulfoximines 129 (Figure 

15) classés comme un sous-groupe de la 4ème génération de néonicotinoïdes (4C selon l’IRAC).  

 

Figure 15: Structure générale d'un composé de type sulfoximine  

Les sous-groupes représentent des classes chimiques distinctes qui ont le même mode 

d’action mais dont la structure chimique ou le mode d'interaction avec la protéine cible est 

suffisamment différent pour que le risque de sélection d'une résistance métabolique ou d'une 

résistance croisée au site cible soit réduit par rapport à des analogues proches. Dans ce cas-ci, 

des études de déplacements de radioligands, électrophysiologiques ou bien de modélisation 

moléculaires mettent en évidence des différences importantes d’interactions avec les récepteurs 

nicotiniques en présence de sulfoxaflor et d’autres néonicotinoïdes130. Cependant, cette classe 

d’insecticide présente déjà certaines limites, avec des effets néfastes sur les abeilles 131 et des 

phénomènes de résistances déjà établis sur certains Hémiptères132,133. Elle est également sujette 

à débat concernant son éventuelle interdiction d’utilisation, actée par les Etats-Unis en 2015, 

tandis que la Commission Européenne restreint son application aux seules utilisations dans les 

serres permanentes selon le règlement d’exécution (UE) 2022/686. 

D’autres enzymes comme les carboxylestérases agissent comme des molécules endogènes 

capables d’emprisonner, d’inactiver des composés toxiques tels que les organophosphorés, ils 

sont alors nommés « bioscavengers stœchiométriques ». Autre catégorie, les « bioscavengers 

catalytiques » vont pouvoir dégrader les composés toxiques et à faible concentration, ce qui est 

le cas de l’OpdA (organophosphate-degrading enzyme), les phosphotriestérases ou encore les 

OPAA (organophosphorus acid anhydrolase)134.  

Certaines protéines peuvent avoir un effet insecticide direct, comme c’est le cas pour 

WsMBP1, une lectine liant le mannose isolée de feuilles de Withania somnifera, qui utilisée 

contre des individus de deux ordres différents Hyblaea puera (Lépidoptère) et Probergrothius 

sanguinolens (Hémiptère) a provoqué un retard de croissance et de métamorphose, une 

diminution de la masse corporelle des larves et une augmentation de la mortalité135.  

La physiologie des insectes comprend plusieurs systèmes biologiques importants tels que 

les systèmes digestif, circulatoire, respiratoire, musculaire, endocrinien, nerveux et 

reproducteur, qui sont régis par de nombreuses enzymes136. Inhiber celles-ci reviendrait donc à 

perturber des fonctions essentielles à la survie de l’individu. Plus de 18 enzymes jouent un rôle 

digestif afin de traiter les carbohydrates, les lipides, les protéines et acides nucléiques et peuvent 

être inhibées, particulièrement dans le cas des sérine protéinases comme la trypsine et la 

chymotrypsine ou encore les cystéines protéinases137. La chitinase est un autre exemple 

d’enzyme essentielle pour l’insecte, permettant l’hydrolyse de la cuticule des insectes durant 

l’ecdysis, un exo-squelette constitué de chitine faisant office de barrière entre l’insecte et 

l’environnement et les potentiels pathogènes138. Les chitinases d'insectes sont inhibées par des 

substrats/produits, tels que les chitooligosaccharides, qui sont des produits de l'hydrolyse de la 
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chitine par les chitinases d'insectes, à des concentrations élevées susceptibles d'être rencontrées 

au cours du processus de mue. L’allosamidine, un composé extrait des espèces Streptomyces, 

est un inhibiteur plus sélectif de la familles 18 de chitinases que de la famille 19 (classification 

CAZy)139. Une autre catégorie d’enzymes importantes sont les glycosyltransférases (GT), une 

enzyme de détoxification comme les cytochrome P450, ayant un rôle multiforme dans divers 

processus physiologiques des insectes tels que la détoxification des pesticides, la défense 

immunitaire, le développement des yeux et épithélial, l’odorat, la protection contre les UV,  ou 

encore la formation de la cuticule140.  

Dans le cadre de cette thèse, l’enzyme étudiée, la tréhalase, est essentielle pour chaque 

insecte peu importe son ordre et intervient dans le cadre du métabolisme énergétique.  

7. Le métabolisme énergétique des pucerons  : nouvelle cible potentielle 

La tréhalase (EC 3.2.1.28) est une enzyme impliquée dans le métabolisme énergétique en 

catalysant la réaction d’hydrolyse du tréhalose (α-D-glucopyranosyl-α-D-glucopyranoside), un 

diholoside non-réducteur jouant le rôle de réserve énergétique principale chez les insectes141. 

Cette enzyme a été découverte pour la toute première fois en 1893 chez Aspergillus niger142, 

avant d’être étudiée dans de nombreux autres organismes variés: chez les plantes143, les 

bactéries144, les vertébrés dont l’Homme145,146, les levures147, les champignons148 mais surtout 

les insectes149, où elle a toute son importance. Le tréhalose joue de multiples rôles dans ces 

organismes : il est un composant structurel de la paroi cellulaire des bactéries, un régulateur de 

croissance et une source de carbone chez les plantes/champignons et surtout, une source 

d'énergie chez les insectes. C’est une forme spécifique de carbohydrates stockée dans leur 

hémolymphe, tandis que d'autres organismes utilisent d'autres mécanismes tels que la 

fermentation, la respiration anaérobie, la décomposition. 

7.1. Le tréhalose, réserve énergétique spécifique des insectes 

Le tréhalose est synthétisé dans les corps gras par une voie enzymatique impliquant la 

trehalose-6-phosphate synthase (TPS, EC 2.4.1.15) et la trehalose 6-phosphate phosphatase 

(TPP, EC 3.1.3.12). La TPS catalyse le transfert du glucose de l'UDP-glucose au glucose 6-

phosphate, formant le tréhalose-6-phosphate (T6P) et l'UDP, tandis que la TPP déphosphoryle 

le T6P en tréhalose et en phosphate inorganique (Figure 16). Cette voie est également nommée 

« OtsA-OtsB pathway », OtsA et OtsB étant les gènes traduisant la TPS et la TPP150 et est 

identifiée chez les archées, les bactéries, les champignons, les plantes et les arthropodes  (dont 

font partie les insectes).  

 

Figure 16: Voie enzymatique de synthèse du tréhalose chez les insectes  
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D’autres voies de synthèses du tréhalose ont été découvertes dans d’autres organismes 

(« TreY/TreZ – TreS – TreP – TreT pathway »), avec des mécanismes qui peuvent être 

réversibles, ou non, mais aucune d’entre elles n’ont été identifiées chez un insecte, laissant donc 

« OtsA-OtsB pathway » comme la seule voie possible de production de tréhalose.  

L’hydrolyse du tréhalose est sous contrôle enzymatique de la tréhalase, une glycosidase 

appartenant à la famille des Glycoside Hydrolases (GH) selon la classification CAZy 

(Carbohydrate-Active enZymes)151. Les tréhalases sont réparties dans trois familles différentes : 

GH15, GH65 et GH37. Pour les deux premières, d’origine bactérienne ou fongique, elles 

impliquent toutes les deux un glutamate comme résidu catalytique donneur de proton, lors de 

l’hydrolyse du tréhalose, et un autre glutamate comme nucléophile pour la famille GH15 tandis 

qu’une molécule d’eau joue ce rôle dans la famille GH65. Pour la famille GH37 qui contient 

des tréhalases d’origine bactérienne, fongique, animale ou végétale, le nucléophile est  un 

glutamate et le donneur de proton, un aspartate152. Les enzymes GHs ont deux mécanismes 

catalytique: soit l’hydrolyse produit deux glucoses ayant la même configuration anomérique 

(mécanisme de rétention de conformation) ou bien il y a production de deux molécules de 

glucose qui diffèrent par la position d’un hydroxyle, l’un en position axiale (α), l’autre en 

position équatoriale (β) (mécanisme d’inversion de configuration) (Figure 17). Comme 

démontré par Zechel et al153, les tréhalases d’insectes hydrolysent le tréhalose en deux 

molécules avec une stéréochimie opposée, selon le mécanisme de Kochland154.   

 

Figure 17: Mécanisme de Kochland d'inversion de configuration après hydrolyse  

L'hydrolyse d'un glycoside avec une inversion nette de la configuration anomérique est 

généralement réalisée via un mécanisme à une étape, à déplacement unique impliquant des états 

de transition de type ion oxocarbénium.  

7.2.Tréhalase : état de l’art 

La tréhalase a été identifiée sous deux formes distinctes : la tréhalase soluble (Treh-1) et la 

membranaire (Treh-2). La Treh-1 est présente dans l’hémolymphe, la cavité des cellules 

caliciformes dans l'intestin moyen et dans les homogénats d'œufs de certains insectes155. La 

Treh-2 est située dans les muscles, les cellules folliculaires, les cellules ovariennes, les 

spermatozoïdes, l’intestin moyen, le cerveau et les ganglions thoraciques156 (Figure 18). 
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Figure 18: Localisation des deux formes de tréhalase : soluble et membranaire . Figure reproduite sur base de la revue de 
Shukla et al149 

La Treh-2 est une enzyme liée à la membrane des cellules de l’insecte par un domaine 

transmembranaire de 20 à 23 acides aminés hydrophobes situé au niveau C-terminal157, 

inexistant dans la séquence de Treh-1. Selon une étude sur Bombyx mori, Treh-2 serait orientée 

dans l’hémolymphe des insectes afin de dégrader le tréhalose extracellulaire permettant au 

glucose d’entrer dans la cellule et être utilisé dans les différentes fonctions physiologiques158. 

La comparaison de l'activité de la tréhalase à différents stades de développement dans six tissus  

chez Apolygus lucorum indique que l'activité de Treh-1 représente la majorité de l'activité totale 

de la tréhalase159. Les extractions, purifications et caractérisations rapportées des tréhalases 

d'insectes commencent généralement à partir de diverses solutions enzymatiques brutes : le 

sang pour Phormia regina160, des embryons et larves pour Artemia161, l’intestin moyen entier 

pour le ver à soie Bombyx mori162 et Spodoptera frugiperda163 et plus récemment sur des 

abeilles mellifères entières164 et des termites165. Le clonage de gènes et l'expression procaryote 

ont également été utilisés pour les tréhalases de Chironomus ramosus166, Drosophila 

melanogaster167 et Helicoverpa armigera168. Dans le cas des pucerons, des tréhalases solubles 

et membranaires ont été observées dans les formes aptères et alates d'Aphis citricola169. Plus 

récemment, la tréhalase soluble d'Aphis glycines a été décrite par Bansel et al170.  

7.2.1. Les fonctions biologiques liées à la tréhalase 

En plus d’avoir un rôle essentiel dans le métabolisme énergétique des insectes en 

hydrolysant le tréhalose en molécules de glucose, la tréhalase a d’autres rôles biologiques mis 

en évidence grâce à l’utilisation d’inhibiteurs ou par la technique d’ARN interférents  : 

l’inhibition des gènes de la tréhalase de Laodelphax striatellus n’a pas seulement causé la mort 

des individus, mais a également empêché leur développement et leur croissance normale171. Les 

larves et les pupes de Spodoptera exigua traitées avec l'ARN double brin de Treh-1 et Treh-2 

ont produit des phénotypes inhabituels et anormaux tels que des aberrations à l’abdomen, des 

ailes difformes et demi-éclosion, ce qui est dû aux interactions entre les deux formes de 

tréhalases et les chitine synthase (CHS) A et B (Lien Treh-1/CHSA dans le cuticule et Treh-

2/CHSB dans l’intestin moyen) durant la mue172. Les muscles associés aux ailes des insectes 

sont les tissus les plus gourmands en énergie, qu’ils tirent dans des molécules riches en énergie, 

comme le glucose. Lors de l’envol, la concentration en tréhalose chute drastiquement afin de 

répondre aux demandes énergétiques. L’inhibition de la tréhalase chez Locusta migratoria par 

la tréhazoline a provoqué une sévère hypoglycémie, effet annulé lorsque du glucose est 
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transféré dans l’insecte en présence de l’inhibiteur173. Enfin, la tréhalase joue un rôle de facteur 

de récupération face à un stress environnemental très important (manque d’eau ou d’oxygène, 

température trop faible ou trop élevée, présence de toxines, …), mais son mécanisme est encore 

trop peu connu à l’heure actuelle. L’inhibition de cette enzyme entraîne donc une cascade de 

conséquences souvent mortelles pour l’insecte (Figure 19).  

 

Figure 19: Conséquences de l'inhibition de la tréhalase chez les insectes  

7.2.2. Propriétés biochimiques et moléculaires 

Suite aux nombreuses purifications et caractérisations de tréhalases provenant de multiples 

sources, leurs propriétés biochimiques et leur caractérisation moléculaire sont relativement bien 

étudiées. La masse moléculaire se situe entre 60 et 140 kDa, les tréhalases membranaires étant 

plus grandes dû au domaine transmembranaire174. Pour ce qui concerne les paramètres 

cinétiques, les tréhalases ont un maximum d’activité dans une gamme de température allant de 

45°C à 65°C. Mis à part certains cas comme la tréhalase de Rhodothermus marinus (bactérie 

thermophile) qui est renommée comme étant la tréhalase la plus thermostable, avec un 

maximum d’activité à 65°C175, la plupart des tréhalases voient leur activité enzymatique chuter 

fortement à de trop hautes températures.  En ce qui concerne le pH optimum des tréhalases, la 

gamme est située entre 4 et 7, ce qui a donné lieu à une classification spécifique pour les 

tréhalases de champignons, comme Saccharomyces cerevisiae ou Mucor rouxii, en une 

tréhalase dite « acide » si son activité enzymatique est maximale à pH acide (4 < pH < 5) ou 

bien dite « neutre » si au contraire elle est maximale à pH neutre (~pH 7)176,177.  

Au niveau moléculaire, de nombreux alignements de séquences de tréhalases provenant de 

bactéries, plantes, animaux et champignons ont permis de révéler deux motifs typiques de cette 

enzyme : -PGGRFXEXYXWDXY- et -QWDXPX[G/A]W[P/A/S]P-, où X représente un acide 

aminé quelconque178. Il est également révélé la présence d’une région riche en glycine -

GGGGEY- dans la région C-terminale, formant une « boucle » catalytique, se retrouvant dans 

d’autres α-glycosidases comme les α-amylases. Plusieurs hypothèses ont suggéré différentes 

fonctions putatives de la boucle mobile riche en glycine, telles que l'aide au maintien des résidus 

glycosidiques dans une orientation optimale pendant la catalyse179, l'aide à l'état de transition 

vers différentes conformations180 ou l'induction d'un mécanisme de piégeage et de libération du 

substrat et des produits, agissant comme une passerelle pour la liaison du substrat et la libération 
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du produit181,182. Chez les Diptères, d’autres régions conservées propres à cet ordre ont été 

rapportées : DSKTFVDMK, IPNGGR[V/I]YY, RSQPP[F/L]L, GPRPESYREDI et 

ELKA[G/A]AESGMDFSSRWFV183.  

En 1983, Terra et son équipe ont réalisé des études d’inhibition sur les tréhalases et montrent 

que le Tris et le δ-glucolactone se lient au même sous-site du site actif, tandis que le dioxane se 

fixe plus près de la δ -gluconolactone que du Tris, probablement au centre du site actif, sans 

pour autant pouvoir aller plus loin dans l’analyse184. D’autres études suivent et mettent en 

évidence la présence de deux sous-sites au sein du site actif : le sous-site 1 comme le « site 

catalytique » (aussi nommé sous-site -1) et le sous-site 2 comme le « site de reconnaissance » 

(aussi nommé sous-site +1)185–188 (Figure 20).  

 

Figure 20: Schématisation des sous-sites du site actif de la tréhalase.  

En résumé, le sous-site 1 contient un groupement carboxylique (Asp ou Glu) agissant 

comme nucléophile et préférant lier les résidus glucosyl avec des hydroxyles axiaux en C2. Le 

sous-site 2 contient un groupement guanidine (Arginine) fonctionnant comme donneur de 

protons, qui possède un imidazole (Histidine) dans son voisinage diminuant sa valeur de pKa. 

Le Tris ayant une activité inhibitrice à pH = 9, mais pas à pH = 6, il est concevable qu’il soit 

déprotoné et se lie au voisinage de ce groupement guanidine. En outre, les données suggèrent 

qu'il existe une poche hydrophobe proche du sous-site 2 qui, une fois occupée, facilite la liaison 

du ligand aux sous-sites 1 et 2. Une fois que le sous-site 1 est occupé, il modifie la conformation 

de l'enzyme, ce qui permet aux groupes enfouis dans l'enzyme de devenir plus accessibles. Ce 

phénomène est illustré par la modification de la fraction imidazole voisine du sous-site 2 et par 

l'augmentation de la réactivité de la guanidine en présence de méthyl-α-glucoside. Ces 

changements de conformation sont supposés faire partie des étapes catalytiques de la 

tréhalase189. 

Bien que la structure primaire (séquence en acides aminés) des tréhalases soit relativement 

bien connue, son assemblage en structure secondaire et tertiaire l’est un peu moins.  Cette 

enzyme est tout de même connue pour avoir une structure tertiaire α-toroïdale (nommée 

structure en tonneau (α/α)6), retrouvée chez chaque tréhalase peu importe l’organisme étudié 

(Figure 21).  
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Figure 21: Modèle obtenu sur base d’une structure cristallographique d’une tréhalase provenant d’Enterobacter cloacae 
(PDB : 5Z6H). Mise en évidence de la structure α-toroïdale (α/α)6 des tréhalases 

Cette structure se retrouve dans d'autres glycosidases, telles que les chitobiose 

phosphorylases GH94190, les glucoamylases GH15191, et les maltose phosphorylases GH65192. 

Par contre, en terme de structure cristalline définie par DRX (diffraction aux rayons X), cryo-

EM (cryo-microscopie électronique) ou bien par RMN (résonance magnétique nucléaire), on 

compte uniquement 10 structures cristallographiques de tréhalase dans la Protein Data Bank 

(PDB), provenant soit de bactéries, comme Escherichia coli (4) ou Enterobacter cloacae (2), 

soit de champignon, comme la levure Saccharomyces cerevisiae (4), en complexe ou non avec 

des ligands. Très récemment, trois nouvelles structures de tréhalase ont été déposées dans la 

PDB, provenant d’Aradopsis thaliana, une plante, avec une mutation D380A et en complexe 

avec le substrat de l’enzyme, le tréhalose (résultats encore non publiés) (Figure 22). Il n’existe 

aucune structure de vertébrés ou d’invertébrés dans la PDB à l’heure actuelle.  

 

Figure 22: Récapitulatif des structures cristallines de tréhalases actuellement présentes dans la PDB en mars 2024. 
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La protection des cultures contre les insectes ravageurs demeure un enjeu crucial dans le 

domaine de l'agriculture, où les pertes de récoltes causées par ces organismes nuisibles peuvent 

avoir des répercussions économiques et alimentaires majeures au sein de notre société. Face à 

la nécessité de développer des solutions durables et respectueuses de l'environnement, l'objectif 

de cette étude vise à identifier de nouvelles molécules pouvant devenir des insecticides 

novateurs. Contrairement aux insecticides neurotoxiques conventionnels, cette approche 

privilégiera un changement de mode d'action en ciblant une fonction biochimique essentielle et 

propre aux insectes en lien avec leur métabolisme énergétique. En effet, trouver un inhibiteur 

de la tréhalase, l’enzyme responsable de l’hydrolyse du tréhalose, réserve d’hydrates de carbone 

des insectes, permettrait de provoquer une hypoglycémie des ravageurs. L'idée sous-jacente est 

d'explorer des alternatives qui permettent de contrôler les nuisibles de manière efficace tout en 

réduisant l'impact sur les écosystèmes non ciblés. Cette transition vers des insecticides agissant 

au niveau des processus biochimiques spécifiques ouvre la voie à une approche plus ciblée, 

durable et respectueuse de la biodiversité agricole.  

Ce projet est divisé en quatre chapitres principaux (Figure 23), à savoir la purification et la 

caractérisation de la tréhalase d’Acyrthosiphon pisum (chapitre 3), suivi d’une recherche 

d’inhibiteurs soit de provenance naturelle (chapitre 4), soit de provenance synthétique (chapitre 

5), pour terminer sur la mise au point d’une hypothèse de pharmacophore et des modifications 

chimiques permettant d’augmenter la spécificité des composés obtenus (Chapitre 6).   

 

Figure 23: Récapitulatif de la stratégie mise en place dans le cadre de cette thèse 

Dans le premier chapitre, les tréhalases solubles et membranaires d’Acyrthosiphon pisum 

seront extraites à partir d’une population d’insectes, purifiées, avant d’être caractérisées au 

niveau biochimique (température optimale d’activité enzymatique, pH optimum d’activité 

enzymatique, spécificité au substrat, identification des modifications post-traductionnelles), au 

niveau cinétique (Km, Vmax, …) ou bien encore au niveau moléculaire (détermination de la 

structure primaire en acide aminés par spectrométrie de masse, création d’un modèle par 

homologie, étude phylogénétique, …). Le même travail sera appliqué pour les tréhalases 

solubles et membranaires obtenues par surexpression bactérienne. Ensuite, dans les deuxième 

et troisième chapitre, des inhibiteurs potentiels de tréhalases seront identifiés, soit de 

provenance naturelle (production de métabolites inhibiteurs par des souches de Streptomyces) 

ou soit de provenance synthétique (criblage virtuel sur base de multiples banque de données de 

molécules synthétisables). Enfin, dans le dernier chapitre, les inhibiteurs prometteurs sont 

caractérisés en présence de l’enzyme par diverses techniques, avant d’identifier un 

pharmacophore.  
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Au bout de cette thèse, une ou plusieurs molécules, de provenance naturelle ou synthétique, 

seront identifiées comme inhibiteurs intéressants de la tréhalase d’Acyrthosiphon pisum en vue 

de la conception de nouveaux insecticides commerciaux. Ces molécules auront un mode 

d’action impliquant une fonction biochimique essentielle aux insectes, l’hydrolyse du tréhalose 

sous contrôle enzymatique de la tréhalase, contrairement aux insecticides actuels qui s’attaquent 

plutôt au système nerveux central.  

 



 

 

 

33 

 

 

Chapitre 3  
Purification et caractérisation d’ApTrehs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

34 

 



Chapitre 3. Purification et caractérisation d’ApTrehs 

 

 

35 

1. Mise en contexte et description du test enzymatique 

Avant même de pouvoir imaginer trouver un inhibiteur novateur de la tréhalase de A.pisum 

pour le transformer en insecticide, il faut avant tout purifier et caractériser  l’enzyme. Au-delà 

de mettre au point une méthode de purification permettant de produire en grande quantité 

l’enzyme, déterminer les propriétés physico-chimiques, cinétiques et structurales sont en effet 

essentielles à la compréhension du mécanisme d’inhibition de l’enzyme. Parmi les 

caractéristiques, on retrouve : l’effet de la température sur l’activité enzymatique, sa 

thermostabilité, l’effet du pH sur l’activité enzymatique et sur la stabilité, les constantes 

cinétiques (Km, Kcat, Kcat/Km, …), la spécificité par rapport aux substrats, la masse moléculaire, 

les effets de cofacteurs éventuels et le point isoélectrique. Cela est d’autant plus important étant 

donné que selon la littérature, aucune étude préliminaire à ce projet ne s’intéressait à cette 

enzyme et donc aucune donnée expérimentale n’était disponible. 

Un protocole de purification des tréhalases d’A.pisum (ApTrehs) a donc été mis au point en 

se basant sur la littérature, permettant d’obtenir les deux formes de tréhalases, soluble et 

membranaire. Les étapes finales de purification, sélectionnées après optimisation du procédé, 

sont représentées à la Figure 24.  

 

Figure 24: Schéma récapitulatif des procédés de purification optimisés pour ApTreh-1 et ApTreh-2 

L’optimisation des différentes étapes s’est basée sur un test enzymatique pour suivre la 

présence ou non de la tréhalase dans les échantillons. Il s’agit d’un test spectrophotométrique 

dans le domaine du visible d’une oxydoréduction entre un sucre réducteur, le glucose, et l’acide 

3,5-dinitrosalicylique (DNS) (Figure 25). Le glucose produit lors de l’hydrolyse du tréhalose 

sera oxydé en un acide gluconique, tandis que le DNS sera réduit en milieu basique et à haute 

température en acide 3-amino-5-nitrosalicylique (ANS), un composé avec une longueur d’onde 

d’absorption maximale (λmax) de 540 nm.  
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Figure 25: Réaction d'oxydo-réduction entre le glucose et l'acide 3,5-dinitrosalicylique 

Il s’agit d’un test fréquemment utilisé pour suivre l’activité enzymatique de la tréhalase lors 

d’une purification149,165,193. Bien qu’il existe d’autres procédures pour doser des sucres 

réducteurs telles que le test Somogyi-Nelson194,195 comme autre test spectrophotométrique ou 

bien l’usage de système enzymatique avec les couples glucose oxydase/peroxydase (GOX-

HRP)196,197 ou hexokinase/glucose-6-phosphate déshydrogénase198, le test au DNS comporte 

l’avantage d’être très facile à mettre en place et peu coûteux. 

Une droite d’étalonnage a été mise au point selon les conditions décrites dans le point « test 

enzymatique » du matériel et méthode afin de pouvoir doser la quantité de glucose dans les 

échantillons et ainsi réaliser des analyses quantitatives et qualitatives pour détecter la présence 

ou non de tréhalase dans les échantillons durant les différentes étapes de purification.  

 

Figure 26: Droite d'étalonnage du test au DNS utilisée pour les calculs d’activité enzymatique. 

2. Protocole de purification d’ApTreh-1 

2.1. Broyage et extraction : étape commune 

En partant d’homogénat frais de pucerons, récoltés à la faculté Agro-Bio Tech de Gembloux, 

la première étape des deux procédés de purification commence avec l’extraction des enzymes. 

Deux techniques ont été utilisées pour le broyage des pucerons : un broyage mécanique 

vibrationnel et un broyage mécanique manuel dans un mortier. La méthode vibrationnel a 

permis d’obtenir un broyat bien homogène, mais a le défaut de provoquer des pertes protéiques 

lors de la séparation des billes en métal (utilisées pour broyer l’homogénat) et du broyat 
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(Tableau 2). Le broyage manuel quant à lui permet de ne pas avoir de pertes protéiques, mais 

nécessite beaucoup plus de temps afin d’obtenir une homogénéité du broyat.  

Tableau 2: Avantages et inconvénients pour l'utilisation d'un broyeur vibrationnel 

 Broyage vibrationnel Broyage manuel 

Avantages Rapide homogénéité Pas de pertes 

Inconvénients Pertes Lente homogénéité 

 

En plus de raisons purement pratiques, le broyage manuel des pucerons est conservé comme 

toute première étape des procédés. Ensuite, le broyat est transféré dans un récipient contenant 

un tampon adéquat. Le choix du tampon d’extraction s’est retrouvé plus délicat que prévu. En 

effet, selon le pH du tampon utilisé, les pigments présents dans les échantillons sont plus ou 

moins solubles. Lorsque le pH du milieu est plus basique, une coloration brune marquée est 

observée. Au contraire, dans un milieu avec un pH acide, la coloration tend vers un vert-jaune.  

Dans le cas des populations élevées à Gembloux, A. pisum présente une pigmentation verte 

prononcée, provenant de la présence dans l’hémolymphe de caroténoïdes (α-carotène, β-

carotène ou γ-carotène) ou encore d’aphines, une catégorie de pigments polycycliques à base 

de quinone199. A pH plus basique, ces molécules semblent moins solubles et précipitent dans 

l’échantillon, ce qui pose des problèmes expérimentaux avec un encrassement notable lors de 

l’utilisation de matrices chromatographiques, menant à des pertes de rendements à court et 

moyen termes. 

 En plus de présenter moins de désagréments techniques, le tampon acétate pH=5 présente 

la meilleure activité enzymatique comparé aux tampons acétate pH=6 et phosphate pH=7 et 

pH=8, il est donc conservé comme tampon d’extraction. Après centrifugation, le culot obtenu 

avec les débris d’insectes et la tréhalase membranaire (Treh-2) est travaillé différemment du 

surnageant contenant la tréhalase soluble (Treh-1). En effet, le protocole de purification diffère 

à partir de ce point-ci, avec un travail sur le surnageant pour obtenir Treh-1 et un autre sur le 

culot, étant donné que Treh-2 n’est pas solubilisée simplement dans un tampon acétate. Séparer 

les deux tréhalases permettra de les caractériser séparément et ainsi identifier l’efficacité d’un 

inhibiteur potentiel sur l’une ou l’autre forme, augmentant les chances d’agir sur le système 

énergétique de l’insecte.  

Le protocole de purification d’ApTreh-1 consiste en 3 étapes successives après extraction, 

utilisant les propriétés de solubilité de l’enzyme (précipitation au sulfate d’ammonium), de 

charges (chromatographie échangeuse d’anions) et moléculaire (chromatographie d’affinité 

Concanavaline A). Chaque étape a été optimisée pour obtenir les conditions expérimentales 

permettant d’obtenir la plus grande activité enzymatique détectée qualitativement et 

quantitativement avec le test au DNS.  

Lors de l’étape d’extraction, comme décrit dans le point 5 du chapitre 8, un dosage protéique 

à 280nm est réalisé ainsi qu’un test au DNS pour le dosage enzymatique afin d’obtenir l’activité 

spécifique de l’enzyme, purifiée à partir de 20g d’homogénat frais de pucerons.  

2.2. Optimisation de la purification : précipitation au sulfate d’ammonium  

Régulièrement utilisée dans la littérature comme première étape de purification d’une 

tréhalase d’insecte, la précipitation au sulfate d’ammonium (NH4)2(SO4) joue sur la solubilité 
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des protéines en présence de sels, aussi connu sous le nom de « Salting-in » et « Salting-out »200. 

Le sulfate d’ammonium est choisi comme sel permettant aisément ce phénomène de 

précipitation selon la série d’Hofmeister201,202, pour sa haute solubilité dans l’eau ce qui permet 

d’obtenir des solutions avec une force ionique très élevée, mais également pour son faible prix 

et la disponibilité commerciale de produits de haute pureté. Cette technique a également 

l’avantage d’éliminer une bonne partie des pigments présents dans l’échantillon. Le 

(NH4)2(SO4) ayant une influence importante sur le test au DNS, chaque échantillon est 

préalablement passé sur une colonne de dessalage et les culots sont resolubilisés dans du tampon 

acétate pH=5203. 

 

Figure 27: Activité relative d'ApTreh-1 en fonction de la saturation en sulfate d'ammonium. Les points bleus représentent 
l’activité relative de la tréhalase présente dans le surnageant après centrifugation, les carrés oranges pour l’activité 

retrouvée dans le culot après centrifugation et resolubilisation.  

Au-delà de 35% de saturation du milieu en (NH4)2(SO4), l’activité enzymatique de la 

tréhalase présente commence à diminuer jusqu’à atteindre presque zéro à 60% de saturation, 

valeur à laquelle la tréhalase serait donc totalement précipitée. Inversement, l’activité 

enzymatique détectée dans les culots resolubilisés augmente au fur et à mesure de la 

précipitation de l’enzyme, avec une perte enzymatique inévitable dû au passage sur la colonne 

de dessalage (Figure 27). 

Selon les résultats obtenus, deux paliers de saturation en (NH4)2(SO4) sont maintenus dans 

le protocole : une première saturation du milieu est effectuée à 35%, ce qui permet d’éliminer 

les protéines interférentes non-solubles à cette concentration, mais également les pigments 

n’ayant pas bien été culotés lors de l’extraction. Le deuxième palier se situe à 60% de saturation, 

permettant ainsi de récolter dans le culot obtenu après centrifugation toute la tréhalase ayant 

précipité entre 35% et 60% et d’éliminer les protéines interférentes solubles à cette 

concentration.  

Avec cette étape, il y a une perte d’activité enzymatique de ~15%, mais un facteur de 

purification de 5 (Tableau 3), ce qui rend cette étape essentielle afin d’éliminer un maximum 

de protéines interférentes avant de passer à des techniques chromatographiques.  
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2.3. Optimisation de la purification : chromatographie échangeuse d’anions 

Une fois le culot obtenu après une saturation du milieu à 60% en (NH4)2(SO4) et 

centrifugation, celui-ci est solubilisé et passé une nouvelle fois sur une colonne de dessalage 

pour éliminer les derniers sels résiduels, un maximum de pigments et permet de filtrer 

l’échantillon avant de passer sur une colonne de chromatographie échangeuse d’ions. Encore 

une fois, cette étape de purification est régulièrement utilisée pour purifier les tréhalases 

d’insectes, mais nécessite d’avoir des informations sur le point isoélectrique de l’enzyme afin 

d’utiliser la bonne chromatographie, anionique ou cationique et travailler avec le pH adéquat.  

En s’intéressant aux tréhalases préalablement purifiées et dont les séquences primaires en 

acide aminés déterminées expérimentalement ou théoriquement sont disponibles dans des 

banques de données (ici, Uniprot), il est possible de calculer théoriquement leur point 

isoélectrique (pI) et ainsi se fixer une gamme sur laquelle travailler pour A. pisum, dont la 

séquence en acides aminés est encore inconnue. L’analyse se trouve en Annexe 1. La gamme 

des pI de tréhalases se situe donc entre 4.8 et 6.0, avec une moyenne de 5.5. Afin d’être sûr de 

pouvoir charger positivement ou négativement l’enzyme, il faut donc travailler dans une gamme 

de pH allant de 3.5 à 7.5. Les tréhalases de bactéries étant généralement plus actives à pH acide 

que les tréhalases d’insectes149, le choix de la chromatographie se tourne plutôt vers une 

chromatographie d’anions.  

Après avoir testé de nombreux paramètres (type de tampons, flux d’élution, gradient de sel, 

force ionique, …), les meilleures conditions pour purifier la tréhalase reposent sur son passage 

sur une colonne échangeuse d’anions faibles (diéthylaminoéthyle, DEAE) avec un tampon Tris-

HCl 20 mM pH=8 également utilisé pour solubiliser le culot, dans les conditions expérimentales 

décrites dans le point 3.1 du chapitre 8. Malgré quelques pertes dans les flowthroughs (FT, ce 

qui ne s’accroche pas sur la colonne), ApTreh-1 se retrouve majoritairement dans le pic 

d’élution lors du gradient en NaCl et son activité enzymatique est répartie sur quelques 

millilitres (Figure 28). 

Lors de cette étape, le facteur de purification passe à 8 (Tableau 3), pour un rendement 

protéique de l’ordre de 60% comparé à l’étape d’extraction, étant donné qu’il y a une perte 

d’enzyme dans les FTs et également dans les fractions non retenues pour la suite de la 

purification.  
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Figure 28: A gauche, chromatogramme du passage d'ApTreh-1 sur DEAE et à droite,  analyse SDS-PAGE des fractions d'élutions. En 
bleu est représenté l’absorbance à 280nm, en rouge l’activité relative de la tréhalase dans les échantillons et en vert, le g radient de 

NaCl utilisé.  
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Comme il est clairement montré en analysant les fractions d’élution contenant une activité 

enzymatique par SDS-PAGE, le passage de l’enzyme sur ce type de chromatographie élimine 

des protéines contaminantes, mais la pureté n’est pas encore suffisante pour une caractérisation 

biochimique ou cinétique, une nouvelle étape de purification est nécessaire.  

2.4.Optimisation de la purification : chromatographie d’affinité 

Une fois la quantité de protéines contaminantes réduite à l’aide de premières étapes de 

purification, de nouveaux critères comme la taille de l’enzyme ou l’affinité envers une matrice 

spécifique peuvent être envisagés204. La tréhalase est connue pour être glycosylée, avec 3 à 6 

sites de N-glycosylation au sein de la séquence en acides aminés. A cet effet, l’utilisation d’une 

matrice de type Concanavaline A (Con A) est régulièrement utilisée pour purifier les tréhalases 

d’insectes. La Con A est une lectine, une protéine végétale qui se lie spécifiquement aux sucres, 

en particulier aux résidus de mannose et de glucose présents sur les glycoprotéines. Les N-

glycosylations présentes au sein des tréhalases permettent donc une rétent ion sur ce type de 

colonne. Aucune perte n’est observée dans les FTs, ApTreh-1 se décroche correctement dans 

l’élution, mais contrairement aux autres chromatographies, une activité enzymatique 

importante est détectée dans plusieurs millilitres, malgré qu’un gradient ne soit pas appliqué 

lors de l’élution (Figure 29). 

 

Les fractions comportant une activité enzymatique sont rassemblées et concentrées, afin 

d’effectuer en même temps un changement de tampon pour éviter que l’enzyme reste en 

présence du méthyl-α-D-mannopyranoside utilisé dans le tampon d’élution, inhibiteur de 

tréhalase189. Cette étape présente néanmoins des pertes protéiques supplémentaires, diminuant 

le rendement final de la purification à 10%, mais pour un facteur de purification de 231. Au 

total, sur un échantillon d’homogénat frais de 20g de pucerons, c’est 0.3 mg d’enzyme purifiée 

qui sont récupérées. On dispose donc de seulement 3 mg de tréhalase au départ, quantité très 

faible expliquant le faible rendement au cours de la purification. Une étape de purification sur 

colonne d’exclusion stérique à la place de la Con A a été envisagée et testée, mais avec des 

résultats moins intéressants que cette dernière, (voir Annexe 2), elle a donc été mise de côté. 

Le Tableau 3 récapitule, pour chacune des différentes étapes de purification optimisées, 

l’activité spécifique, le rendement et le facteur de purification. 
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Figure 29: A gauche, chromatogramme du passage d'ApTreh-1 sur Con A et à droite,  analyse SDS-PAGE des fractions 
d'élutions. . En bleu est représenté l’absorbance à 280nm, en rouge l’activité relative de la tréhalase dans les échantillons.  
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Tableau 3: Suivi du dosage enzymatique d'ApTreh-1 de l'entièreté du procédé de purification  

Protocole Activité 

totale (U ou 

µmol/min) 

Protéines 

totales (mg) 

Activité 

spécifique 

(U/mg) 

Rendement 

(%) 

Facteur de 

purification 

Extrait brut 253.4 660.2 0.4 100.0 1 

(NH4)2(SO4) 214.3 103.1 2.1 85.0 5 

DEAE 151.3 52.3 2.9 60.0 8 

Con A 26.4 0.3 88.6 10.0 231 

 

3. Caractérisation de la tréhalase soluble 

Maintenant que la tréhalase soluble est purifiée, il est possible de réaliser sa caractérisation 

complète, à savoir biochimique (température optimale et pH optimum d’activité, spécificité par 

rapport au substrat, coefficient d’extinction molaire, présence de modifications post-

traductionnelles, masse moléculaire et point isoélectrique) cinétique (constantes cinétiques) et 

moléculaire (mise en place d’un modèle, alignement de séquence, étude phylogénétique, réseau 

d’interaction moléculaire). 

3.1. Caractérisation biochimique 

La bande protéique pure détectée sur SDS-PAGE en fin de purification a été analysée par 

spectrométrie de masse afin d’identifier sa séquence en acides aminés. Par comparaison avec 

la banque de données « Aphidoidea », deux séquences primaires ressortent: l’isoforme X1 

(référence Uniprot : A0A8R2ABU8) et l’isoforme X2 (référence Uniprot : A0A8R2A2H3) 

avec une couverture de séquence de 56% et 55%. Les séquences entières en acides aminés et 

les peptides détectés sont présentés en Annexe 3. Les isoformes sont en fait codées par le même 

gène (GenBank : 100161043) et sont très probablement le résultat d'un épissage alternatif sur 

le dernier exon codant. En effet, X1 est plus long de 17 acides aminés que X2, et X2 ne diffère 

de X1 que par 6 acides aminés à l'extrémité C-terminale (ce qui donne 97% d’identité de 

séquence). Cette présence d’isoformes n’est pas unique à A. pisum. En effet,  d’autres cas ont 

été découverts pour des tréhalases solubles chez Drosophila melanogaster167, Harmonia 

axyridis205,206, Tribolium castaneum207 ou encore chez des Hémiptères comme Diaphorina 

citri208 et Nilaparvata lugens209 où contrairement aux autres ordres d’insectes, deux uniques 

isoformes ont été découvertes. Ces études ont mis en évidence des fonctions spécifiques de ces 

isoformes, soit dans la biosynthèse de la chitine, soit dans la régulation vers un environnement 

chaud ou froid. En outre, une analyse génomique et phylogénique récente a montré que les 

gènes de tréhalase ont été plus fréquemment dupliqués chez les Hémiptères que chez les autres 

insectes178. 

Sur la base de leur séquence en acides aminés respective, les isoformes X1 et X2 présentent 

les caractéristiques biochimiques résumées dans le Tableau 4, calculées à l’aide du programme 

ExPASy. 
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Tableau 4: Caractéristiques biochimiques des isoformes d'ApTreh-1 obtenues sur base de leur séquence en acides aminés  

 Isoforme X1 Isoforme X2 

Nombre d’acides aminés 606 589 

Masse moléculaire (Da) 70423 68303 

Point isoélectrique 6.26 6.18 

Coefficient d’extinction 

molaire à 280nm (L.mol-1.cm-1) 

165130 156650 

 

3.1.1. Présence de modifications post-traductionnelles et leur influence 

Obtenir l’enzyme purifiée ainsi que sa séquence en acides aminés permet également 

d’étudier la présence des N-glycosylations sur celle-ci. Selon un prédicteur de sites de N-

glycosylation liée à des asparagines par rapport à une séquence consensus Asn-X-Ser/Thr 

(NetNGlyc 1.0), 6 sites potentiels peuvent être identifiés pour ApTreh-1 (Tableau 5), mais 

seulement 4 d’entre eux sont décrits comme probables210 (Figure 30). 

Tableau 5: Sites potentiels de N-glycosylation chez ApTreh-1 selon NetNGlyc 1.0 

Séquence Position Potentiel Fréquence 

prédiction 

Résultat N-Glyc 

NESP 124 0.1220 9/9 --- 

NRSQ 234 0.6897 9/9 ++ 

NGSD 346 0.6479 9/9 ++ 

NKSR 424 0.5168 5/9 + 

NGTP 473 0.1721 9/9 --- 

NSSQ 481 0.5998 7/9 + 

 

 

Figure 30: Prédiction de sites de N-glycosylation dans la séquence d'ApTreh-1 par NetNGlyc 1.0 

En effet, deux sites de N-glycosylation sont immédiatement omis, dû à la présence de 

proline à proximité, acide aminé connu pour provoquer un encombrement stérique si présent 

dans la vicinité du triplet N-X-S/T211. En plus de la preuve expérimentale de la présence de ces 

sites de N-glycosylation par rétention de l’enzyme lors de son passage sur une colonne avec 

une matrice de Concanavaline A, deux manipulations complémentaires sont réalisées afin 
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d’étudier un peu plus l’importance de ces modifications post-traductionnelles : le clivage de ces 

N-glycosylations et une coloration spécifique aux glycosylations, PAS (Periodic Acid Schiff). 

 

Figure 31: Analyse SDS-PAGE du clivage des N-glycosylation d'ApTreh-1 en présence de PNGase F. A droite, coloration 
d'un gel par la méthode PAS en présence d'un contrôle positif, la fetuin. Les flèches rouges désignent ApTreh-1, tandis que les 

flèches vertes désignent une protéine inconnue également N-glycosylée.  

Après une optimisation des conditions de temps d’incubation et de concentration de la 

PNGase F,  une amidase clivant toutes les liaisons N-oligosaccharidiques, un léger déplacement 

de la bande protéique correspondante à ApTreh-1 est observable sur SDS-PAGE, peu importe 

les conditions utilisées, correspondant éventuellement au clivage des 4 N-glycosylations 

présentes au sein de l’enzyme. L’effet de déglycosylation est d’autant plus marqué sur les autres 

protéines interférentes présentes dans l’échantillon. Ce même échantillon, une fois clivé, n’est 

plus observable sur un gel coloré avec la méthode PAS (Figure 31).  

 

Figure 32: Dichroïsme circulaire d'ApTreh-1 avec N-glycosylation (bleu) et après clivage par PNGase F (orange) 
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Tableau 6: Pourcentages des structures secondaires d'ApTreh-1 avec et sans N-glycosylation 

 Hélices α Feuillets β Coudes Autres 

Sans PNGase F 32.8 19.0 16.7 31.5 

Avec PNGase F 32.2 19.1 16.9 31.8 

 

Malgré ce clivage, aucun changement structurel n’est observable par dichroïsme circulaire 

(Figure 32). Etant donné que les tréhalases sont connues pour leur structure tertiaire α-toroïdale, 

il n’est pas étonnant de retrouver une majorité d’hélices α par dichroïsme circulaire, inchangée 

suite à la déglycosylation de l’enzyme (Tableau 6). C’est également le cas pour l’activité 

enzymatique, le clivage des N-glycosylations n’impacte pas la réaction enzymatique. Il s’agit 

des première données expérimentales mettant en évidence l’impact d’une déglycosylation de 

l’enzyme sur sa structure ou son activité. 

3.1.2. Spécificité de l’enzyme sur son substrat 

La spécificité enzymatique de la tréhalase de A.pisum envers son substrat, le tréhalose, a été 

étudiée. A cette fin, d’autres holosides et sucres plus complexes ont été testés par le test au DNS 

(Tableau 7). 

Tableau 7: Etude de la réactivité de différents sucres en présence de la tréhalase. * signifie que la réactivité est d ue à la 
présence d'un groupe réducteur sur les sucres, mais pas dû à l'action de la tréhalase.  

Sucres Liaison osidique Réactivité 

Trehalose Glucose α(1-1)α Glucose Oui 

Lactose Galactose β(1-4) Glucose Oui* 

Saccharose Glucose α(1-2) Fructose Non 

Cellobiose Glucose β(1-4) Glucose Oui*  

Maltose Glucose α(1-4) Glucose Oui* 

Raffinose Galactose α(1-2) Glucose α(1-6) Fructose Non 

Amidon [Glucose α(1-4) Glucose]n Non 

  

Le lactose, le cellobiose et le maltose sont des diholosides réducteurs, ils réagissent donc 

directement par oxydo-réduction avec le DNS afin de produire de l’ANS. Cependant, en 

réalisant des blancs adéquats, aucune production supplémentaire de glucose n’est detectée, 

indiquant bien que ces sucres ne sont pas hydrolysés par la tréhalase, tout comme les autres 

diholosides non-réducteurs présentés, le raffinose, un triholoside, ou encore l’amidon, un 

polyoside. Ces résultats sont cohérents avec la littérature, où de nombreux autres sucres 

similaires au substrat ont été étudiés sans présenter d’hydrolyse, indiquant que la tréhalase ne 

serait pas une α-glucosidase générale, mais bien très spécifique à la liaison osidique α(1-1)α du 

tréhalose212, bien qu’il existe quelques exceptions213.  
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3.1.3. Température optimale et pH optimum d’activité 

Une enzyme est généralement caractérisée par sa température optimale et son pH optimum 

d’activité. Pour rappel, les tréhalases ont généralement une température d’activité maximale 

située entre 45°C et 60°C et un pH optimum entre 4 et 7. Dans le cas d’ApTreh-1, on retrouve 

une activité enzymatique maximale lorsque celle-ci est placée dans un milieu acide (pH=5) et 

à une température de 60°C (Figure 33). Dans des milieux fortement alcalins (pH>9) ou bien 

fortement acide (pH<2), l’enzyme perd son activité.  ApTreh-1 ne semble pas présenter de perte 

d’activité en étant exposée à sa température optimale sur une longue période, indiquant une 

certaine thermostabilité (Annexe 4) 

3.2.Caractérisation cinétique 

D’autres éléments qui sont essentiels à la caractérisation d’une enzyme, ce sont ses 

paramètres cinétiques, permettant d’obtenir des informations essentielles à la mise en place de 

tests d’inhibition. On détermine généralement la constante de Michaelis-Menten (Km), la vitesse 

maximale (Vmax) et d’autres paramètres liés à ceux-ci comme Kcat et Kcat/Km. 

Bien que la littérature utilise régulièrement la représentation de Lineweaver-Burk pour la 

détermination des paramètres cinétiques214,215, ceux-ci ont été obtenus,  pour ApTreh-1, selon 

Hanes-Wolf, représentation qui dans ce cas-ci donne les meilleurs coefficients de régression 

comparé aux autres modèles (Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee, Cornish-Eisenthal, voir 

Annexe 5). La constante de Michaelis-Menten (Km) et la vitesse initiale maximale (Vmax) ont 

été calculées à différentes températures (Tableau 8) : 60°C, la température optimale d’activité, 

45°C, 37°C et 25°C (Figure 34). 
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Figure 33: Activité spécifique d'ApTreh-1 en fonction de la température (gauche) et du pH (droite) 
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Figure 34: Représentation d'Hanes à 25°C (losanges verts), 37°C (ronds oranges), 45°C (triangles bleus), 60°C (carrés gris)  

Tableau 8: Constantes cinétiques d'ApTreh-1 déterminées par la représentation d'Hanes à différentes températures  

 25°C 37°C 45°C 60°C 

Km (mM) 3.96 ± 1.58 3.57 ± 0.78 4.30 ± 1.05 6.78 ± 1.30 

Vmax (mM.min-1) 0.65 ± 0.11 0.74 ± 0.14 1.16 ± 0.20 2.07 ± 0.25 

kcat (s-1) 6.50 7.40 11.60 20.70 

kcat/Km (mM-1.s-1) 1.64 2.07 2.70 3.05 

 

Les constantes cinétiques d’une enzyme sont généralement établies à pH optimum et à la 

température optimale d’activité. Dans ce cas-ci, il a été décidé de travailler à une température 

de 37°C au lieu de 60°C. En traçant un diagramme d’Arrhénius (Figure 35), on peut observer 

que l’activité de l’enzyme à la température optimale ne respecte plus la tendance initiale, 

indiquant une dénaturation de l’enzyme. Une ligne droite devrait être obtenue dans la plage de 

température inférieure indiquant la zone de stabilité de l'enzyme, tandis que le début de la 

dénaturation dans la plage de température supérieure entraîne une déviation de la ligne droite. 

En se plaçant à 37°C, l’activité enzymatique est suffisante pour des mesures 

spectrophotométriques et ne comporte aucun risque de dénaturation. 25°C, une autre valeur 

classique de travail pour la température semble s’écarter de cette relation linéaire et donc n’est 

pas prise en compte pour la tréhalase.  
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Figure 35: Diagramme d'Arrhénius appliqué aux données d'ApTreh-1 

Les valeurs de Km de 3.57 ± 0.78 mM et de Vmax obtenues à 37°C sont en corrélation avec 

les Km de tréhalases renseignées dans la littérature, supérieures à quelques insectes comme  

Bombyx mori (0.46 mM)162 ou encore Apis mellifera (0.52 mM)216, dans la même gamme que 

Aphis citricola de la même famille (6.4 mM pour la forme ailée, 7.2 mM pour la forme non-

ailée)169 mais très éloignées de Helicoverpa armigera qui se démarque un peu avec un Km de 

72.8 mM168. 

3.3. Caractérisation moléculaire  

Maintenant que l’enzyme est connue au niveau biochimique et cinétique, il est possible 

d’étudier celle-ci au niveau moléculaire. Avec la séquence en acides aminés obtenue par 

spectrométrie de masse, un alignement de séquences a été réalisé sur des tréhalases connues 

d’autres insectes (Aphis glycines, Bombyx mori, Apis mellifera, Tenebrio molitor et Drosophila 

melanogaster) et montre qu'ApTreh-1 partage une similarité de séquence significative (40-81% 

d'identité) avec les autres Trehs (Tableau 9). Comme Aphis glycines et A. pisum appartiennent 

au même ordre et à la même famille, leur trehalase partagent un pourcentage d'identité de 

séquence plus élevé que les autres espèces.  

Tableau 9: Pourcentage d'identité entre la séquence d'ApTreh-1 et d'autres tréhalases d'insectes de différents ordres 

Espèce Ordre Identité (%) 

Aphis glycines Hémiptère 81.3 

Tenebrio molitor Coléoptère 43.6 

Bombyx mori Lépidoptère 39.5 

Apis mellifera Hyménoptère 40.8 

Drosophila melanogaster Diptère 39.8 
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ApTreh-1 contient les deux motifs de signature typiques des tréhalases 

(179PGGRFRELYYWDTY192 et 479QWDFPNAWPP489), une région riche en glycine 

(549GGGGEY554) hautement conservée parmi les espèces, ainsi que les résidus catalytiques 

Asp336 et Glu538 qui sont typiques de la famille des hydrolases GH37185 (Figure 36). 

 

Figure 36: Alignement de séquence pour les tréhalases d'ApTreh-1, Drosophila melanogaster, Apis mellifera, Aphis glycines, 
Tenebrio molitor et Bombyx mori. Les motifs signatures des tréhalases sont représentés par les barres bleus pleines, les 

résidus catalytiques par les flèches bleues et la région riche en glycine par la barre creuse.  

Un arbre phylogénétique a également été réalisé afin de mieux comprendre l'évolution des 

tréhalases chez différentes espèces et ainsi tenter d’expliquer leurs similitudes et différences217. 

L'arbre obtenu présente sans surprise deux branches séparant les deux types de Treh (Treh-1 et 

Treh-2) (Figure 37). Comme attendu, ApTreh-1 est très proche de ceux d'autres pucerons. Il est 

intéressant de noter qu'elle est regroupée avec celles d'autres hémiptères ravageurs bien connus, 

tels que l'aleurode de la patate douce (Bemisia tabaci), la petite cicadelle brune (Laodelphax 

striatellus), et la cicadelle brune (Nilaparvata lugens). 
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Figure 37: Arbre phylogénétique basé sur les séquences d'acides aminés de tréhalases de diverses espèces  

Enfin, la séquence en acides aminés permet d’obtenir un modèle de la structure 

tridimensionnelle de l’enzyme. Comme la banque de données PDB ne contient pas de structure 

tridimensionnelle de tréhalase animale, il a été décidé d’utiliser l’homologie pour construire un 

modèle structurel pour ApTreh-1. La structure cristalline de la tréhalase périplasmique de la 

bactérie intestinale de Plutella xylostella complexée avec la validoxylamine (PDB ID : 5Z66, 

1.8 Å) a été choisie comme modèle. ApTreh-1 présente une identité de séquence de 33% (= 

acides aminés identiques à une même position) et une couverture de séquence de 84 % (= acides 

aminés avec les mêmes propriétés physicochimiques) avec la référence. La validité du modèle 

est confirmée par un diagramme de Ramachandran montrant que 92% des résidus se trouvent 

dans les régions autorisées (Figure 38). Les 8% derniers acides aminés sont considérés comme 

défavorables, avec conformations et/ou des angles ψ et φ statistiquement non valables. 
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Figure 38: Diagramme de Ramachandran pour la validation géométrique du modèle d'ApTreh -1 

La structure α-toroïdale (α/α)6 de la tréhalase étant exclusivement composée de 12 hélices 

α (Figure 39), la plupart des résidus se trouvent dans la région des hélices α de Ramachandran. 

En outre, le modèle est en accord (39.2% d'hélices α et 10.4% de brins β) avec les données 

obtenues par dichroïsme circulaire. 

Afin de vérifier par une autre méthode si le modèle d’ApTreh-1 obtenu est valable, la 

modélisation computationnelle de l’enzyme à l’aide du système d’intelligence artificiel 

AlphaFold218 a été appliquée et comparée au modèle obtenu par homologie. En superposant les 

deux modèles obtenus (Figure 40), on obtient un RMSD de 0.985, indiquant que les deux 

modèles sont pratiquement identiques. On peut observer des différences au niveau d’une hél ice 

α en N-terminal pour le modèle AlphaFold, correspondant au peptide signal chez ApTreh-1 et 

non modélisée dans le modèle par homologie. Des différences sont également pointées au 

niveau de l’extrémité C-terminale. Les deux modèles obtenus sont de hautes qualités et peuvent 

être utilisés avec confiance. Dans le cadre de ce projet, le modèle obtenu par homologie sera 

sélectionné étant donné qu’il se base sur une structure homologue déterminée 

expérimentalement, tandis que AlphaFold se base uniquement sur la séquence en acides aminés. 

De plus, les modèles par homologie sont généralement plus performants pour modéliser les 

chaînes latérales et AlphaFold est moins efficace pour les protéines contenant des ligands, co-

facteurs ou des boucles mobiles comme dans ApTreh-1219. 
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Figure 39: Comparaison entre le modèle ApTreh-1 obtenu par homologie et avec AlphaFold 

Le modèle d’ApTreh-1 présente un RMSD de 0.2 Å par rapport à la référence 5Z66 et 

partage globalement la même structure que la tréhalase de Plutella xylostella. 24 acides aminés 

sont identifiés à moins de 5 Å du ligand (validoxylamine), dont 9 sont des aromatiques (F183, 

Y187, W189, Y232, W335, W486, W492, Y554, W562). Cette partie du site actif est conservée 

entre les tréhalases de A. pisum et des bactéries intestinales de Plutella xylostella. En analysant 

la structure modèle, nous avons identifié Asp336 et Glu538 comme les résidus catalytiques 

acides et basiques, ainsi que trois résidus arginine essentiels : Arg182, Arg235 et Arg300220.  

 

Figure 40: Structure α-toroïdale des tréhalases (droite) et modèle d'ApTreh-1 avec les composants essentiels : hood-domain 

en bleu, lid loop en rose et les sites de N-glycosylation théoriques. 

Dans la plupart des tréhalases d'insectes, la région riche en glycine fait partie d'une "lid 

loop" (ou « couvercle ») mobile identifiée comme jouant un rôle important dans la 

reconnaissance du substrat et de l'inhibiteur221. Dans ApTreh-1, cela correspond à la séquence 
548TGGGGEYTPQTGF561, représentée en magenta sur la Figure 40. Des boucles flexibles 

similaires riches en glycine sont également observées dans d'autres glycosidases telles que les 

amylases181.  
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Cette boucle est en contact étroit avec des résidus cruciaux du site actif, et les interactions 

suivantes permettent la fermeture de la boucle du couvercle vers le site actif  (Figure 41) : i) 

l'interaction électrostatique entre Glu553 et Arg300, ii) l'interaction CH...π entre Tyr554 et 

Phe183, iii) l'interaction cation-π entre Tyr554 et Arg182, et iv) la liaison H entre Tyr554 et les 

résidus catalytiques Asp336/538 (en fonction de la position de l'hydrogène du groupe OH- de 

Tyr554). Une autre région, appelée "hood-like domain" présente chez Plutella xylostella, est 

également présente dans ApTreh-1 de 44Q à K100, représentée en bleu sur la figure 40 et 41. On 

suppose qu'il ferme la poche catalytique après la liaison du ligand. La région 65DSKTFV70  

modérément conservée  interagit étroitement avec le site actif car Asp65 et Lys67 interagissent 

électrostatiquement avec Arg182 et Glu185. De plus, une liaison H est observée entre Ser66 et 

Glu306 (Figure 41). 

 

Figure 41: Résidus essentiels à l’activité au sein du site catalytique et domaines liés et zoom sur les intéractions présentes au 
niveau de  la lid loop  

Maintenant, il serait intéressant d’étudier les interactions avec un ligand dans ce site actif. 

A cet effet, une étude de docking est réalisée, le substrat est modélisé au sein de la poche 

catalytique du modèle ApTreh-1. Une étude de docking est une prédiction de l’orientation la 

plus favorable d’un ligand au sein du site actif de l’enzyme. Afin d’avoir une base de 

comparaison, le modèle ApTreh-1 est superposé à une structure cristallographique présente 

dans la PDB (7EAW, A. thaliana) en complexe avec le tréhalose (Figure 42). 
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Figure 42: Superposition des acides aminés dans un rayon de 5 Å autour du substrat pour le modèle ApTreh-1 (en vert) et le 
modèle cristallographique de A. thaliana (cyan). La lid loop est représentée en mauve.  

Les deux sites actifs sont identiques, à l’exception de la présence d’une Lys67 (faisant partie 

du hood-domain) pour le modèle d’ApTreh-1 et de la présence d’une Cys379 à la place d’un 

Trp379 chez A. pisum. Si on s’intéresse un peu plus en détail aux interactions du substrat au 

sein du site actif dans notre enzyme, on peut mettre en évidence de nombreuses liaisons H entre 

le ligand et l’enzyme (Figure 43). Le premier cycle présente une liaison H de l’hydroxyle en 

C6 avec Glu553, acide aminé présent dans la lid loop mobile, supposée se refermer sur le site 

actif lors de la liaison d’un ligand. Sur le même cycle, le groupement hydroxyle en C4 est lié à 

l’Arg300, tandis que le groupement situé en C3 est lié à l’Arg235 et Asn226. Sur le second 

cycle, l’hydroxyle en C2 possède une liaison H avec l’Asp336, l’un des résidus catalytiques. 

Le reste des hydroxyles du cycle sont en vicinité de nombreux acides aminés aromatiques 

(Tyr187, Trp189, Trp335, Trp486, Phe560).  
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Figure 43: Description des interactions du substrat (tréhalose) au sein du site actif d’ApTreh-1 

3.4. Analyse moléculaire d’ApTreh-1 par la théorie RIN 

Sur base d’un fichier .pdb contenant les coordonnées atomiques de chaque acide aminé, il 

est possible de créer ce qu’on appelle un RIN (Residue Interaction Network), qui permet 

l'identification de résidus importants dans les protéines qui peuvent être situés au cœur ou à la 

surface des protéines, seuls ou en complexe222,223, ainsi que la flexibilité de la chaîne afin de 

mettre en évidence de potentiels sites de mutagénèse. Dans ce cadre, les structures protéiques 

sont représentées comme des réseaux d’interaction de résidus, supposés transmettre des 

informations entre les acides aminés. Sur base de ce RIN, en supprimant des nœuds  (= résidus) 

du réseau protéique, on peut identifier les résidus dits « centraux », c’est-à-dire ceux cruciaux 

pour maintenir les chemins les plus courts et qui jouent ainsi un rôle clé dans les interactions à 

longue portée au sein du réseau, on parle alors d’une analyse RCA (Residue Centrality Analysis) 

Ce genre d’analyse a été réalisée sur sept familles de protéines et des études expérimentales 

confirment que bon nombre de ces résidus déterminés comme « centraux » sont bel et bien 

essentiels pour la communication allostérique (= propagation de l’information d’un site 

fonctionnel à un autre)224. L'accord entre les résidus centraux, qui sont essentiels à la 

préservation des courtes longueurs de trajet, et les résidus suggérés expérimentalement comme 

médiateurs de la signalisation, illustre en outre que la topologie joue un rôle important dans la 

communication en réseau222.  
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Figure 44: Classification des acides aminés au sein d'ApTreh-1 suivant leur Z-score. Z-score >8 (vert), entre 8 et 6 (bleu), 
entre 6 et 4 (magenta) et entre 4 et 2 (orange) 

 

Tableau 10: Z-score pour chacun des acides aminés d'ApTreh-1 après l'analyse RCA du RIN 

 Z-score > 8 8 > Z-score > 6 6 > Z-score > 4 4 > Z-score > 2 

Acides aminés Arg300 (8.203) 
Phe337 (8.076) 

Tyr304 (5.845) 
 

Trp335 (4.590) 
Trp189 (4.185) 
Tyr187 (4.001) 

Lys55 (3.979) 
Phe183 (3.663) 
Tyr188 (3.158) 
Trp272 (2.947) 

Asn572 (2.769) 
Leu53 (2.532) 
Arg235 (2.528) 
Phe176 (2.500) 
Ile178 (2.428) 
Leu115 (2.390) 

Trp439 (2.186) 
Tyr248 (2.171) 
Tyr554 (2.128) 
Gly552 (2.126) 
Phe568 (2.090) 

 

Selon ce score (Tableau 10), l’Arg300 ressort comme un acide aminé essentiel au sein de 

l’enzyme, que ça soit au niveau du site actif ou même dans la protéine en général  (Figure 44). 

D’autres acides aminés ressortent également grâce à cette analyse, que ça soit l’Arg235 avec 

un score inférieur à l’Arg300, mais >2, la limite pour laquelle un acide aminé est considéré 

comme central225. L’Arg182 ne possède qu’un score de 1.032, son rôle étant potentiellement 

limité au niveau du site actif. Parmi les 21 acides aminés identifiés comme « centraux », 14 

d’entre eux sont des aromatiques, dont 6 étant ceux ressortant avec le meilleur Z-score, avec la 

Phe337 se situant un peu plus éloigné du site actif (7.5 Å) et pareillement pour la Tyr304 (7.0 
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Å).  On peut noter la présence de la Tyr554 faisant partie de la lid loop, ou encore de la Leu53 

et la Lys55 faisant partie du hood domain. Chacun de ces acides aminés sont des cibles 

potentielles pour une mutagénèse dirigée afin d’étudier d’éventuels changements au sein de 

l’enzyme.  

La flexibilité du squelette d'une protéine dépend de sa composition en acides aminés et a un 

effet majeur sur la fonction226. Les parties rigides d'une structure seront moins sensibles aux 

changements de conformation que les parties flexibles. Même à l'intérieur des poches 

catalytiques, selon la flexibilité de la protéine, un ligand peut se lier plus ou moins efficacement. 

Des outils tels que DynaMine permettent de prédire la flexibilité d'une protéine à partir de sa 

séquence. Les équipes à l’origine du programme ont récemment exploité une grande quantité 

de données de déplacement chimique par RMN pour des protéines en solution afin d'obtenir un 

aperçu quantitatif de la relation entre la séquence d'acides aminés et la dynamique du 

squelette227. DynaMine est utilisé pour prédire la dynamique du squelette de la protéine sous la 

forme de paramètres d'ordre S2 du squelette, qui représentent le degré de restriction du 

mouvement d'un vecteur de liaison atomique par rapport au cadre de référence moléculaire. Les 

valeurs varient entre 1, pour une restriction totale (conformation rigide), et 0, pour un 

mouvement totalement aléatoire (hautement dynamique). Les prédictions de DynaMine 

représentent le potentiel statistique pour un résidu d'adopter certaines valeurs S2. 

 

Figure 45: Représentation du RIN après analyse DynaMine (gauche) et modèle d'ApTreh-1 après analyse (droite). Les 
résidus bleus sont considérés comme rigides (S² > 0.9), verts (0.9 > S² > 0.8), jaunes (0.8 > S² > 0.7) et rouges très flexibles 

(S² < .7) 

Dans le cas d’ApTreh-1 (Figure 45), parmi les acides aminés les plus flexibles (S²<0.7) on 

retrouve sans surprise une partie de la lid loop (548TGGGGE553), un segment d’acide aminés 

sans structure fixe (296SRGPRPESY304) proche du site actif et un brin du hood-domain 

(91GNNG94). La majorité de la structure est considérée comme non flexible, ce qui est logique 

étant donné la forte présence de structures secondaires ordonnées comme les hélices α, feuillets 

β et des segments reliant ceux-ci. Si l’on combine les deux analyses, on peut comprendre 

l’importance par exemple de la Tyr304 (en bleu ciel à la Figure 44) au sein de la protéine : en 

effet, elle se révèle être un acide aminé central (analyse RCA) dans la structure et est impliqué 

dans de nombreuses interactions, ce qui s’explique notamment grâce à sa grande flexibilité 

(analyse DynaMine).  
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4. Protocole de purification d’ApTreh-2 

Une fois la tréhalase soluble purifiée et caractérisée, il est intéressant de se tourner vers la 

tréhalase membranaire, présente parmi les débris cellulaires obtenu par centrifugation après 

broyage des pucerons et extraction de Treh-1 dans un tampon acétate. Réussir à purifier cette 

enzyme permettrait de pouvoir étudier l’impact de potentiels inhibiteurs sur l ’ensemble des 

tréhalases présentes au sein de l’organisme d’A.pisum. 

4.1.Optimisation de la purification : extraction de l’enzyme avec détergent 

Une fois le culot protéique lavé à plusieurs reprises avec du tampon acétate pour éliminer 

la majorité de la tréhalase soluble, l’extraction de Treh-2 est réalisée avec différents détergents 

non-ioniques et zwitterionniques (Figure 46) pour éviter la dénaturation de l’enzyme avec une 

concentration de détergent 2.5x supérieure à la concentration micellaire critique (CMC) de ce 

dernier. 

 

Figure 46: Structures des détergents non-ioniques et zwiterionniques utilisés 

Une mesure d’absorbance à 540nm selon le test d’activité au DNS est réalisé afin 

d’identifier le détergent le plus efficace, c’est-à-dire celui ayant extrait la plus grande quantité 

d’enzyme (Figure 47).  

 

Figure 47: Absorbance à 540 nm après test enzymatique en présence de DNS pour chacun des détergents  

En dehors du DDM qui ne semble n’extraire aucune tréhalase membranaire, l’efficacité 

d’extraction des autres détergents utilisés est relativement similaire, qu’il soit non-ionique ou 

zwitterionique, à l’exception du CHAPS qui ressort comme un détergent prometteur comparé 
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aux autres détergents. Celui-ci est donc conservé pour la suite de la purification. Ceci est en 

corrélation avec la littérature, où la tréhalase membranaire de Chironomus riparius a été extraite 

avec ce même détergent228.  

4.2.Optimisation de la purification : chromatographie échangeuse d’anions et 

chromatographie d’affinité 

Comme pour ApTreh-1 et avec la même quantité initiale de pucerons, la purification de 

l’enzyme a été réalisée avec une chromatographie échangeuse d’anions (DEAE) et d’affinité 

(Concanavaline A) (Figure 48), les propriétés biochimiques des tréhalases membranaires étant 

relativement similaires aux tréhalases solubles. Un test d’activité au DNS est réalisé sur les 

fractions d’élutions afin d’identifier la présence de l’enzyme. 

 

Figure 48: Chromatogrammes après passage d'ApTreh-2 sur DEAE (gauche) et sur Con A (droite) 

Une activité enzymatique est bien détectée en fin de procédé de purification, correspondant 

à l’apparition d’une couleur rouge dans les fractions analysées lors du test au DNS. Les fractions 

ainsi récoltées pour les différentes étapes de purification sont analysées en SDS-PAGE, avec un 

gel et une coloration imidazole-zinc (IZ) au lieu de la coloration au bleu de Coomassie, cette 

dernière étant moins sensible que la coloration IZ229.  

 

Figure 49: Analyse SDS-PAGE des étapes de purification d'ApTreh-2. La tréhalase membranaire est représentée par 
l'encadré rouge en pointillé. 
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En fin de purification, on observe une très légère bande protéique dans les alentours de 

75kDa, pouvant indiquer soit la présence d’ApTreh-1 n’ayant pas été lavé, soit la présence 

d’ApTreh-2 (Figure 49). On observe également d’autres bandes protéiques interférentes à des 

plus basses masses moléculaires, mais étant donné la faible intensité de ces bandes par rapport 

à la sensibilité de la coloration, la concentration protéique reste extrêmement faible.  

Les bandes protéiques sont analysées par spectrométrie de masse afin d’obtenir la séquence 

en acide aminé d’ApTreh-2, comme réalisé avec ApTreh-1.  Dans les échantillons purifiés, deux 

séquences en acides aminés correspondant à une tréhalase membranaire (sur base d’une 

prédiction de la partie transmembranaire) sont détectées, avec une couverture de séquence 

relativement faible, à savoir 5% pour la première séquence (Uniprot  : A0A8R2NN06) et 3% 

pour la seconde (Uniprot : A0A8R2JUJ7). Cependant, dans les mêmes échantillons, on retrouve 

également les deux isoformes d’ApTreh-1 identifiées précédemment (Uniprot : A0A8R2A2H3 

et A0A8R2ABU8), détectées en plus grande quantité qu’ApTreh-1 avec une couverture de 

séquence de 73% et 71% après passage sur la DEAE et 57% et 56% après passage sur Con A. 

Les étapes de lavage ne sont donc pas suffisantes pour séparer ApTreh-1 et ApTreh-2, ne 

permettant pas de pouvoir caractériser la tréhalase membranaire seule.   

4.3.Tentative de séparation d’ApTreh-1 et ApTreh-2 par ultracentrifugation 

Afin de tenter de séparer ApTreh-1 et ApTreh-2 plus efficacement, une étape 

d’ultracentrifugation est rajoutée lors des étapes de lavages, méthode souvent utilisée afin de 

séparer des protéines solubles et membranaires162,230,231. Par ailleurs, afin d’essayer de 

déterminer semi-quantitativement l’efficacité de cette technique, le procédé de comptage 

spectral est utilisé (Figure 50). Ce dernier permet de quantifier les concentrations relatives de 

protéines dans des mélanges de protéines prédigérées, analysées par chromatographie liquide 

avec spectrométrie de masse en tandem232.  

 

Figure 50: Comptage spectral pour la détermination de l'efficacité de l'étape d'ultracentrifugation. ApTreh-1 (A) et ApTreh-2 
(B) sont analysés avant ultracentrifugation (NU1) et après (U1). 

Avec cette nouvelle étape d’ultracentrifugation, on peut remarquer une diminution de la 

quantité d’ApTreh-1 présente dans les échantillons analysés, tandis que la présence d’ApTreh-

2 reste presque inchangée. Lors de l’analyse en fin de purification, on retrouve tout de même 

ApTreh-1, mais avec une couverte de séquence bien moins importante (26% de couverture pour 
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A0A8R2A2H3 et A0A8R2ABU8), tandis que les deux séquences d’ApTreh-2 préalablement 

détectées sont toujours présentes, avec une meilleure couverture (13% et 6 peptides exclusifs 

pour A0A8R2NN06 – ApTreh-2a et 10% et 4 peptides exclusifs pour A0A8R2JUJ7 – ApTreh-

2b). Contrairement à ApTreh-1, les deux formes de tréhalases membranaires proviennent de 

deux gènes différents, 100166604 pour ApTreh-2a et 100162689 pour ApTreh-2b. Ces deux 

séquences membranaires sont donc toutes les deux bien présentes dans l’échantillon dû à la 

détection de peptides exclusifs, mais les deux séquences n’ont que 34% d’identité de séquence 

entre elles. ApTreh-2a dispose d’une partie transmembranaire définie en N-terminal, tandis que 

ApTreh-2b celle-ci se trouve en C-terminal (voir Annexe 6). 

4.4.Analyse et comparaison moléculaire entre ApTreh-1 et ApTreh-2 

Maintenant que nous disposons d’une séquence en acides aminés, il est possible de 

comparer celle-ci à la séquence obtenue pour la tréhalase soluble (Figure 51). Entre la forme 

soluble et membranaire, on retrouve une couverture de séquence de l’ordre de 97%, mais avec 

40% d’identité de séquence. Par contre, si on s’intéresse uniquement aux acides aminés du site 

actif, on remarque que parmi les 24 acides aminés présents situés dans un rayons de 5 Å autour 

du ligand, 23 sont identiques à l’exception de Pro179 chez ApTreh-1 qui est remplacée par 

Ala261 dans ApTreh-2a. Les résidus catalytiques essentielles à la réaction d’hydrolyse se 

retrouvent bien dans chacune des formes, avec Asp363/Glu538 pour ApTreh-1,  Asp418/ 

Glu620 pour ApTreh-2a et Asp335/Glu532 pour ApTreh-2b. Les trois arginines sont également 

présentes, Arg264/Arg317/Arg32 pour ApTreh-2a et Arg181/Arg234/Arg299 pour ApTreh-2b. 

Une dernière différence notable est au niveau de la « lid loop », qui est identique entre ApTreh-

1 et ApTreh-2a, mais diffère dans sa séquence pour ApTreh-2b avec le remplacement d’une 

glycine par une sérine et l’absence de tryptophane en début et bout de boucle, 
542HGSGGEYE549.  
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Figure 51: Alignement de séquence entre ApTreh-1, ApTreh-2b et ApTreh-2a 

En conclusion, le protocole de purification actuel ne permet pas d’isoler suffisamment la 

tréhalase membranaire détectée, étant donné que de la tréhalase soluble est majoritaire dans 

l’échantillon, ne permettant donc pas une caractérisation biochimique et cinétique d’ApTreh-2. 

Cependant, nous avons pu mettre en évidence les ressemblances au niveau du site actif des deux 

formes de tréhalases qui sont pratiquement identiques, ce qui nous permet de supposer que si 

un composé présente une activité inhibitrice importante sur ApTreh-1, ApTreh-2 se retrouvera 

également impactée d’une manière semblable étant donné qu’elles partagent le même 
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mécanisme d’action, mais dans des compartiments biologiques différentes (dégradation du 

tréhalose extra ou intracellulaire). 

5. Production d’ApTreh-1 par surexpression hétérologue 

Bien qu’un protocole de purification ait été mis au point pour la tréhalase soluble, le 

rendement reste très faible dû à la faible quantité initiale d’enzyme, ce qui n’est pas idéal pour 

la suite des manipulations. La surexpression bactérienne dans des souches de E. coli est 

régulièrement utilisée afin de produire l’enzyme en plus grande quantité que par extraction sur 

homogénat frais d’insectes233. Cependant, ce procédé reste assez limité, avec 17 tréhalases 

surexprimées dans E. coli et seulement 5 provenant d’insectes, le reste étant d’origine 

microbienne. D’autres systèmes d’expressions (levures ou cellules d’insectes234) existent, mais 

sont encore moins étudiés avec seulement 5 cas décrits dans la littérature.  

En règle général, travailler en système bactérien permet d’obtenir de très bons rendements 

lors de la production de protéines, avec le désavantage de perdre quelques caractéristiques 

biochimiques. En effet, dû à l’absence du phénomène d’épissage dans les cellules procaryotes, 

les modifications post-traductionnelles telles que les N-glycosylation théoriquement présentes 

au sein des tréhalases ne seront pas exprimées avec l’enzyme. Cela ne pose cependant pas de 

problème dans notre cas, étant donné que nous avons démontré que même en absence de N-

glycosylation au sein de l’enzyme, celle-ci conserve sa stabilité et son activité enzymatique.  

5.1.Constructions plasmidiques 

Deux constructions plasmiques ont été utilisées sur base de la séquence en acides aminés 

analysée en spectrométrie de masse, avec un His-tag en N-terminal ou bien en C-terminal, la 

position de celui-ci pouvant influencer l’efficacité de la surexpression235. ApTreh-1 est 

surexprimée dans BL21(DE3) dans un premier temps et une lyse bactérienne classique comme 

décrit dans la partie matériel et méthodes est réalisée afin de vérifier si la tréhalase soluble se 

retrouve dans le surnageant après centrifugation, ou bien dans les corps d’inclusions (Figure 

52). 

 

Figure 52: Analyse SDS-PAGE après lyse des constructions plasmidiques avec His-Tag en C-ter ou N-ter pour ApTreh-1 dans 
BL21(DE3), induite avec 1mM IPTG pendant 18h à 18°C. 
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Peu importe la construction utilisée, on retrouve majoritairement ApTreh-1 dans les corps 

d’inclusions, malgré qu’il s’agisse d’une enzyme décrite comme soluble. Afin de voir si la 

présence de corps d’inclusion est dû à l’utilisation d’une souche BL21(DE3) spécifiquement,  

une optimisation des conditions de surexpressions est réalisée en faisant varier  plusieurs 

paramètres : la température et le temps d’incubation lors de l’induction, ou encore directement 

en changeant le type de souches bactériennes. 

5.2.Optimisation des conditions de surexpression bactérienne 

Pour la surexpression bactérienne dans des souches BL21(DE3), les conditions permettant 

l’apparition d’une bande protéique à la masse moléculaire attendue après induction à l’IPTG 

est avec une concentration de 1 mM, à 18°C pendant 18h (Figure 53). Cependant, en réalisant 

la lyse d’un culot bactérien et en déposant à nouveau le surnageant et le nouveau culot obtenu, 

la tréhalase est majoritairement présente dans les corps d’inclusions. La position du His-tag 

dans la construction plasmidique ne change rien, les gels ont une allure identique.  

 

Figure 53: Analyse SDS-PAGE pour l'optimisation de la surexpression d'ApTreh-1 en BL21(DE3) 

Pour tenter d’augmenter la production d’enzyme par ce système bactérien et pour voir s’il 

y a une influence sur la présence de la tréhalase en corps d’inclusions, un autre type de souche 

d’E. coli est utilisée, la souche TUNER(DE3). Cette dernière contient une mutation de la lactose 

perméase (ΔlacZY), qui permet à toutes les cellules de la bactérie d’être perméable à l’IPTG 

utilisé lors de l’induction et donc permettre une induction proportionnelle à la quantité d’IPTG 

utilisée236. Lors de la surexpression bactérienne d’ApTreh-1 dans TUNER, la seule différence 

notable est qu’une induction à de plus faibles concentrations (0.1 mM) produit légèrement plus 

de tréhalase qu’à de hautes concentrations (Figure 54). Cependant, peu importe la construction 

plasmidique utilisée, aucune condition ne permet d’obtenir plus de tréhalase dans le surnageant 

que les corps d’inclusions.  
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Figure 54: Analyse SDS-PAGE pour l'optimisation de la surexpression d'ApTreh-1 en TUNER(DE3) 

Une dernière tentative s’est portée sur l’utilisation d’une autre souche d’E. coli modifiée, la 

variation Lemo21. L'expression est obtenue en faisant varier le niveau de lysozyme ( lysY), 

l'inhibiteur naturel de l'ARN polymérase T7. Le niveau de lysozyme est modulé par l'ajout de 

L-rhamnose dans la culture bactérienne237. Cette souche peut être utilisée lorsque les protéines 

sont difficiles à exprimer par des méthodes classiques, notamment pour les protéines 

membranaires. Dans notre cas, exprimer ApTreh-1 avec ce système pourrait la rendre plus 

soluble et donc limiter sa présence dans les corps d’inclusions (Figure 55). 

 

Figure 55: Analyse SDS-PAGE pour l'optimisation de la surexpression d'ApTreh-1 en Lemo21 

Comme proposé par la littérature dans le cas de protéines complexes à surexprimer, la 

surexpression bactérienne s’est déroulée à 30°C avec une concentration de 0.4 mM en IPTG, 
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avec une concentration de L-rhamnose allant de 0 à 2000 µM. Cependant, aucune condition de 

surexpression n’a permis d’exprimer ApTreh-1, aucune bande protéique n’apparaît après 

induction dans la zone de masse moléculaire attendue (~70 kDa) (Figure 55).  

Aucune des autres conditions étudiées ne semble améliorer la surexpression bactérienne 

d’ApTreh-1 et celle-ci se retrouve en permanence en corps d’inclusions. Il a donc été décidé de 

conserver la souche BL21(DE3) pour la suite des manipulations, TUNER donnant un résultat 

relativement similaire peu importe la construction plasmidique utilisée, mais plus onéreuse.  

5.3.Purification d’ApTreh-1 présente dans le surnageant 

Bien que la majorité de la tréhalase se situe dans les corps d’inclusions, la purification des 

tréhalases obtenues par surexpression hétérologue dans des souches bactériennes se fait 

toujours sur le surnageant et non pas directement à partir des corps d’inclusions, malgré de 

faibles rendements166,238,239. De plus, obtenir la protéine dans le surnageant permettrait qu’elle 

soit sous sa forme native et non dénaturée, ne nécessitant donc pas une étape de renaturation 

supplémentaire. Dans un premier temps, un protocole de purification a été mis au point pour 

chacune des constructions plasmidiques afin d’isoler ApTreh-1. Sur base de la littérature, une 

étape de purification sur chromatographie d’affinité sur une colonne chargée de Ni2+ (IMAC) 

est utilisée afin de fixer le His-tag de l’enzyme, avant de réaliser un second passage sur cette 

même colonne après clivage de ce tag par une protéase, la TEV (Figure 56).  

 

Figure 56: Chromatogramme du passage d'ApTreh-1 sur IMAC avec clivage à la TEV (gauche) et analyse SDS-PAGE des 
fractions d'élutions (droite) 

Après ce double passage sur IMAC, une activité enzymatique est détectée dans le 

flowthrough lors de la 2ème chromatographie, indiquant bien que le clivage de l’enzyme a eu 

correctement lieu. Cette étape a été optimisée, étant donné que le rapport optimal protéine : 

TEV lors du clivage ainsi que les conditions opératoires sont importantes à déterminer. Le 

rapport final utilisé était de 1:100, permettant d’obtenir deux fois plus d’activité enzymatique 

dans les fractions d’élution en partant d’une même quantité initiale. Cependant, cette seule étape 

de purification n’est pas suffisante, étant donné qu’en plus d’ApTreh-1 (identifiée par la flèche 

rouge), on retrouve quelques autres bandes protéiques interférentes. Le même profil de 

chromatographie et de gel est observé peu importe la construction plasmidique. Une nouvelle 

étape de purification est rajoutée en faisant passer les échantillons sur une chromatographie 

d’exclusion stérique, étant donné que la différence de masse moléculaire entre ces bandes et 

ApTreh-1 est suffisante.  
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Figure 57: Passage d'ApTreh-1 sur SEC avec His-tag en C-ter (gauche) et N-ter (droite) 

Après cette étape, on peut observer une légère différence dans les profils 

chromatographiques (Figure 57), mais qui est due à la quantité d’enzyme présente dans les 

échantillons et qui est plus importante pour le N-ter.En effet, en partant d’une culture de 200 

mL pour les deux constructions plasmidiques, on retrouve une quantité finale d’ApTreh-1 de 

0.07 mg et 0.12 mg avec le His-tag en C-ter et en N-ter. Au final, il s’agit d’un rendement 

beaucoup trop faible pour des surexpressions bactériennes et ne permettant pas une 

caractérisation complète.  

5.4.Purification d’ApTreh-1 présente dans les corps d’inclusions 

La suite du travail se porte donc sur la présence d’ApTreh-1 en majorité dans les corps 

d’inclusion (CI), qui nécessite de travailler en conditions dénaturantes afin de solubiliser 

l’enzyme et pouvoir la purifier, avant de passer à une étape de renaturation permettant de 

retrouver la fonction de l’enzyme.  

Dans un premier temps, quelques tests ont été réalisés afin de tenter de réduire la quantité 

d’ApTreh-1 sous forme de corps d’inclusions, en rajoutant des agents stabilisateurs dans le 

tampon de lyse (différents pourcentages de glycérol, ajout de DTT, …), mais aucune condition 

n’a significativement amélioré la situation. Finalement, la solubilisation des CI dans un 

détergent anionique, le sodium dodécyl sulfate (SDS), a permis d’obtenir les résultats les plus 

intéressants (Figure 58).  
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Figure 58: Analyse SDS-PAGE d'ApTreh-1 surexprimée, solubilisation des CI dans du SDS 1% et fractions d’élutions après 
passage sur IMAC 

En effet, en présence de 1% SDS, ApTreh-1 dénaturée se lie très facilement sur colonne 

IMAC par la meilleure accessibilité du His-tag. Cependant, étant donné que l’enzyme est 

dénaturée par le SDS, il n’est pas possible de confirmer sa présence à l’aide du test d’activité 

au DNS. Après élution de l’enzyme avec un gradient imidazole, une analyse en spectrométrie 

de masse de la bande protéique permet néanmoins de confirmer qu’il s’agit bel et bien 

d’ApTreh-1.  

L’enzyme sous forme dénaturée n’est donc pas utilisable en l’état, il faut réaliser une étape 

de renaturation afin qu’elle puisse retrouver sa structure initiale et donc sa fonction d’hydrolase. 

Il n’existe cependant pas de méthode de renaturation générale convenant à chaque protéine, il 

est nécessaire d’utiliser différentes techniques afin de trouver celle correspondante à l’enzyme 

étudiée240. Pour ApTreh-1, la technique de la dilution241 du détergent (rapport 1:10 et 1:100) a 

été utilisée, sans permettre de retrouver une activité enzymatique. Même résultat en enlevant le 

SDS du milieu avec des Bio-Beads (= billes de polystyrène adsorbant les composés tels que le 

SDS), aucune activité enzymatique n’est détectée, malgré avoir confirmé l’absence de SDS 

dans l’échantillon avec une quantification spectrophotométrique du détergent avec un colorant 

« Stains All » liant le SDS242. Enfin, une dernière technique a été utilisée, celle de combiner 

l’utilisation du SDS avec un co-solvant, le 2-méthylpentane-2,4-diol (MPD) afin de permettre 

la renaturation de l’enzyme, comme prouvé sur différentes protéines243. Malgré l’optimisation 

de la technique, la renaturation de l’enzyme n’a pas eu lieu et aucune activité enzymatique n’est 

détectée.  

En conclusion, il n’a donc pas été possible d’obtenir en quantité suffisante l’ApTreh-1 par 

surexpression bactérienne. La quantité d’enzyme présente dans le surnageant après lyse 

bactérienne n’est pas suffisante pour permettre des tests de caractérisations, tandis que l’enzyme 

présente dans les corps d’inclusions n’a pas pu être renaturée. Il se pourrait que l’absence de 

modifications post-traductionnelles impacte la solubilité de l’enzyme lors de sa production 

hétérologue, d’où sa préférence à former des corps d’inclusions.   
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1. Mise en contexte 

L’ApTreh-1 étant purifiée et caractérisée, nous pouvons l’utiliser pour évaluer de potentiels 

inhibiteurs affectant A. pisum. Lorsqu'il s'agit de chercher des inhibiteurs enzymatiques, les 

chercheurs explorent souvent deux voies différentes : celle de composés d'origine naturelle ou 

d’origine synthétique. Les composés naturels pouvant provenir des plantes ou micro-

organismes ont l’avantage d’offrir une diversité chimique importante, présentent généralement 

une plus grande spécificité envers des groupes d’insectes et sont plus efficaces sur les jeunes 

stades larvaires244. Cependant, l'utilisation d'insecticides d’origine microbienne par exemple 

nécessite un suivi approfondi afin de détecter les dommages causés aux cultures par les 

ravageurs à des stades précoces et une optimisation des conditions de production du/des 

composé(s) selon la souche utilisée, ce qui peut s’avérer très fastidieux245. A l’inverse, la 

synthèse d’insecticides permet une formulation des composés souhaités avec des 

caractéristiques physico-chimiques voulues, permettant une application dans les champs plus 

aisée. Cependant, cela présente les désavantages d’agir sur un large spectre d’espèces (comme 

pour les composés neurotoxiques qui ciblent une fonction partagée des vertébrés) et est 

généralement très mal vu des citoyens, ce qui pèse dans la balance économique bien que 

scientifiquement parlant, les différences avec les composés naturels sont minces246.  

Dans le cadre de cette thèse, nous nous sommes donc intéressés aux deux alternatives 

possibles, la production d’inhibiteurs de tréhalases par des souches de Streptomyces, ou bien la 

recherche, par un criblage virtuel sur le modèle obtenu précédemment d’ApTreh-1, de 

nouveaux composés synthétiques.  

2. Analyse d’inhibiteurs commerciaux sur ApTreh-1 

Préalablement à ces études, il était intéressant d’analyser le comportement d’ApTreh-1 en 

présence d’inhibiteurs commerciaux connus de la littérature afin d’avoir une base sur laquelle 

émettre des hypothèses lors de l’étude de nouveaux inhibiteurs, soit d’origine naturel le ou 

synthétiques. L’étude de l’impact de ces composés sur les insectes est réalisée par tests de 

mortalité sur des populations d'individus contrôlés (in vivo), des tests d’inhibition sur ApTreh 

naturellement purifiée (in vitro) et également avec l’analyse de leurs interactions directes dans 

le site actif de l'enzyme par docking moléculaire (in silico). 

Les inhibiteurs commerciaux étudiés sont la validamycine A, l’amygdaline et la phloridzine, 

ainsi que la castanospermine et le 1-deoxynojirimycine, mais ces derniers n’ont pas pu être 

étudiés in vivo (Figure 59).  
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Figure 59: Structures des inhibiteurs commerciaux analysés in vivo, in vitro et in silico 

La validamycine A est un antibiotique et un fongicide produit notamment par Streptomyces 

hygroscopicus, et le premier inhibiteur de tréhalase commercialisé depuis la fin des années 

1960247. Il est actuellement l'un des inhibiteurs de tréhalase connus les plus efficaces et a été 

étudié sur divers insectes tels que Tribolium castaneum (Coléoptère)248, Nilavarpa lugens 

(Hémiptère)249, les termites (Blattoptère)165, Spodoptera litura (Lépidoptère)250 ou encore 

Drosophila melanogaster (Diptère)251. Il s’agit donc d’un composé qui n’est pas spécifique à 

un ordre d’insecte. 

Les composés β-glucosides (amygdaline et phloridzine) sont synthétisés par de nombreuses 

plantes pour les protéger contre les insectes et se sont avérés inhiber la tréhalase 252. Ils sont 

constitués d'une molécule de glucose liée à un groupement aglycone variable. L'amygdaline est 

un sucre disaccharide, connu sous le nom de gentiobiose, lié à un groupe de cyanohydrine, que 

l'on trouve notamment dans les graines d'abricots, d'amandes amères, de pommes, de pêches, 

de cerises et de prunes. Il est classé chimiquement comme un glycoside cyanogène en raison de 

sa capacité à libérer du cyanure d'hydrogène lors de l'hydrolyse enzymatique. Il s'est déjà avéré 

être une alternative intéressante aux insecticides actuels sur plusieurs insectes de différents 

ordres, tels que les larves de Musca domestica (Diptère)253, Spodoptera frugiperda 

(Lépidoptère)189, Helicoverpa armigera (Lépidoptère)254 ou Tenebrio molitor (Coléoptère)255. 

Aucune donnée expérimentale n’est disponible dans la littérature pour un éventuel effet 

inhibiteur sur un hémiptère. La phloridzine, un composé naturel présent dans les plantes comme 

les pommiers, est connue pour fonctionner comme un puissant inhibiteur du transporteur de 

glucose dépendant du sodium (SGLT1). En outre, elle inhibe l'enzyme tréhalase chez les 

espèces de ravageurs mentionnées plus haut, à l'exception de Lymantria dispar (Lépidoptère), 

dont la tréhalase n'est pas affectée par la phloridzine256.  

La castanospermine est un composé naturel extrait de diverses plantes, notamment du 

châtaignier du cheval (Castanospermum australe). La littérature décrit son effet inhibiteur sur 

de nombreuses dissacharidases d’insectes provenant d’ordres différents (Lépidoptères, 

Coléoptères, Hémiptères et Diptères), dont la tréhalase257. Par ailleurs, la castanospermine 

partage des similitudes structurales et fonctionnelles avec un autre inhibiteur de la tréhalase, le 

1-deoxynojirimycin dont l’efficacité a été démontrée sur Chironomus riparius (Diptère)258, 
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suggérant des interactions potentielles ou des mécanismes d'action similaires entre ces deux 

composés259. 

2.1.Analyses des inhibiteurs commerciaux : in vivo 

Dans le domaine de la recherche, les tests in vivo d'inhibiteurs sur des populations d'insectes 

jouent un rôle crucial dans l'évaluation de l'efficacité et de la toxicité potentielle de divers 

composés. Dans le cadre de ce projet, trois inhibiteurs (amygdaline, phloridzine et validamycine 

A) sont étudiés sur une population contrôlée d’A. pisum afin d’étudier leur mortalité sur une 

période de 72h à différentes concentrations (10 µg/mL et 25 µg/mL), face à un contrôle négatif 

(diète composée de sucrose) et un contrôle positif, la cyperméthrine, un pyréthrinoïde 

permettant de contrôler les pucerons260.  

Après 24 heures d'exposition (Figure 60), une très faible mortalité des insectes est observée 

pour le contrôle négatif, alors que la cyperméthrine présente déjà un taux de mortalité de plus 

de 20%. Concernant les trois composés testés, la mortalité est inférieure à 5% pour chaque 

concentration de chaque composé, mais déjà significative par rapport au contrôle négatif. Il n'y 

a pas de différence significative entre chaque produit en terme de taux de mortalité. 

 

Figure 60: Mortalité du puceron en individus d’Acyrthosiphon pisum après 24h d'exposition au contrôle positif 
(cyperméthrine), négatif (sucrose 15%) et aux différents inhibiteurs à 10µg/mL et 25 µg/mL. *, **,***  représentent les 

différences significatives respectivement à 0,05 – 0,01 et 0,001 

Après 48 heures d'exposition (Figure 61), le taux de mortalité du contrôle positif augmente 

drastiquement pour atteindre près de 70%. Pour les inhibiteurs, une tendance commence à se 

dessiner avec une efficacité croissante pour l'amygdaline (~20% de mortalité), la phloridzine 

(~25% de mortalité) et la validamycine A (~25% de mortalité). Pour la phloridzine et la 

validamycine A, le taux de mortalité avec la concentration de 25 µg/mL est légèrement plus 

élevé qu'avec la concentration de 10 µg/mL. 
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Figure 61: Mortalité du puceron en individus d’Acyrthosiphon pisum après 48h d'exposition au contrôle positif 
(cyperméthrine), négatif (sucrose 15%) et aux différents inhibiteurs à 10µg/mL et 25 µg/mL. *, **,***  représentent les 

différences significatives respectivement à 0,05 – 0,01 et 0,001 

C'est après 72 heures d'exposition que les résultats sont les plus intéressants (Figure 62). Le 

contrôle négatif et le contrôle positif présentent respectivement une mortalité de 20 et 100%. 

La tendance à l'augmentation de la toxicité des inhibiteurs amygdaline, phloridzine et 

validamycine A est plus marquée, la validamycine A se démarquant (~80% de mortalité pour la 

concentration de 25 µg/mL). L'amygdaline est le composé le moins efficace avec ~40% de 

mortalité pour la concentration la plus élevée, tandis que la phloridzine a une efficacité 

intermédiaire (~65 %). Pour chaque inhibiteur testé, l'effet de la concentration montre un effet 

significatif sur les individus, la concentration de 25 µg/mL montrant 5 à 10% de mortalité en 

plus que la concentration de 10 µg/mL. 
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Figure 62: Mortalité du puceron en individus d’Acyrthosiphon pisum  après 72h d'exposition au contrôle positif 
(cyperméthrine), négatif (sucrose 15%) et aux différents inhibiteurs à 10µg/mL et 25 µg/mL. *, **,***  représentent les 

différences significatives respectivement à 0,05 – 0,01 et 0,001 

Le modèle factoriel complet sur l'ensemble des données a montré un effet important de 

toutes les variables explicatives, de l'inhibiteur (X²= 110,62, df=3, p <0,001), du dosage (X²= 

178,62, df=1, p <0,001) et du temps (X²= 940,79, df=2, p <0,001) sur le nombre d'individus 

morts. Il y avait également des interactions significatives à deux voies entre l'inhibiteur et le 

dosage (X²= 242,82, df=3, p <0,001), l'inhibiteur et le temps ((X²= 35,09, df=6, p <0,001), et 

le dosage et le temps (X²= 8,4, df=2, p <0,05) (voir Annexe 7). Les résultats de la comparaison 

par paire des moyennes des moindres carrés pour chaque pas de temps ont été illustrés, les 

détails des comparaisons contrastées et corrigées avec la méthode HSD de Tukey sont 

disponibles à l’annexe 8. 

2.2.Analyses des inhibiteurs commerciaux  : in vitro 

Un inhibiteur enzymatique est caractérisé par les valeurs « IC50 » et « Ki », donnant des 

informations sur la concentration en inhibiteur requis pour inhiber 50% de la réaction et la 

concentration en inhibiteur pour laquelle la moitié des sites catalytiques sont occupés, nommé 

également constante de dissociation. L’affinité d’un inhibiteur est d’autant plus grande que le 

Ki est petit. Ces informations sont déterminées sur les trois inhibiteurs utilisés lors des tests de 

mortalité, validamycine A (VA), amygdaline (A) et phloridzine (P), avec deux autres inhibiteurs 

supplémentaires, la castanospermine (C) et le 1-deoxynojirymycin (1-DNJ). 

Les IC50 déterminés expérimentalement pour chacun des inhibiteurs sont repris dans le 

Tableau 11, en comparaison avec les valeurs retrouvées dans la littérature.  
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Tableau 11: Valeurs d'IC50 (M) déterminées expérimentalement pour A.pisum et comparaison avec la littérature  

 IC50 (M) 

Ordre et espèce VA A P C 1-DNJ 

Hémiptère 

(Acyrthosiphon pisum) 
2.2.10-7 2.1.10-2 5.2.10-3 

2.1.10-5 

2.2.10-5*257 
4.1.10-6 

Hémiptère 

(Myzus persicae)257 
n.d n.d n.d 3.8.10-5 n.d 

Lépidoptère 

(Spodoptera litura)254 
3.7.10-7 n.d n.d n.d n.d 

Lépidoptère 

(Helicoverpa armigera)250 
n.d 5.1.10-3 4.3.10-3 n.d n.d 

Diptère 

(Musca domestica)253 
4.0.10-7 3.2.10-2 n.d n.d n.d 

Diptère 

(Chironomus riparius)258 
n.d n.d n.d n.d 2.8.10-6 

*VA = validamycine A, A = amygdaline, P = phlordzine, C = castanospermine, 1 -DNJ = 1-deoxynojirimicyn 

Cette analyse a révélé une forte inhibition de la validamycine A ainsi que pour la 

castanospermine et 1-DNJ, tandis que la phloridzine et l'amygdaline semblent être de très 

faibles inhibiteurs. Il est intéressant de noter que, d'après les données disponibles dans la 

littérature, les valeurs sont relativement proches de celles obtenues pour d'autres ordres 

d'insectes, généralement dans la même gamme de concentration. Contrairement aux résultats in 

vitro obtenus pour la validamycine A, ceux générés pour la phloridzine et l'amygdaline ne 

reflètent pas l'analyse in vivo, montrant une efficacité létale significative de ces deux composés. 

Notre hypothèse est que les inhibiteurs sont hydrolysés par les glucosidases présentes au sein 

de l’insecte en des molécules ayant une efficacité inhibitrice plus importante. Celle-ci est décrite 

plus en détail dans l’analyse in silico ci-dessous. 

Cependant, l’IC50 est une donnée sujette à d’éventuelles variations en fonction des 

conditions expérimentales utilisées, la rendant moins précise pour la comparaison d’efficacité 

d’inhibiteurs entre plusieurs espèces261,262.  A cet effet, les valeurs de Ki pour les inhibiteurs 

ayant le meilleur potentiel sur ApTreh-1 sont déterminés, à savoir les validamycine A,  

castanospermine et 1-deoxynojirimycin. Les valeurs sont reprises dans le Tableau 12, en 

comparaison aux données de la littérature.  

Tableau 12: Valeurs de Ki (M) déterminées expérimentalement pour Acyrthosiphon pisum et comparaison avec la littérature 

 Ki (M) 

Ordre et espèce Validamycine A Castanospermine 1-DNJ 

Hémiptère (Acyrthosiphon pisum) 5.10-8 4.7.10-6 1.9.10-6 

Lépidoptère (Spodoptera litura)250 4.7.10-8 n.d n.d 

Blattoptère (termites -  espèce non 

précisée)165 

4.10-4 n.d n.d 

Lépidoptère 

(Helicoverpa armigera)250 

n.d 4.9.10-6 n.d 
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Dans le cas de la castanospermine, la valeur de Ki déterminée est la même que celle de la 

tréhalase d’Helicoverpa armigera. Par contre, pour la validamycine A, une nette différence est 

observée entre les hémiptères et les lépidoptères pour lesquels le Ki est proche du nM, tandis 

que celle déterminée chez les blattoptères est de l’ordre du mM, indiquant une grosse différence 

de spécificité entre ces deux ordres. 

 

Figure 63: Représentation de Lineweaver-burk pour la validamycine A 

 

Figure 64: Représentation de Lineweaver-burk pour la castanospermine 
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Figure 65: Représentation de Lineweaver-burk pour le 1-deoxynojirimycin 

La validamycine A (Figure 63), la castanospermine (Figure 64) et le 1-deoxynojirimycin 

(Figure 65) partagent le même type d’inhibition, à savoir une inhibition compétitive, avec une 

réduction du Km lorsque la concentration en inhibiteur augmente, tout en ayant une Vmax 

constante. Cela est en corrélation avec la littérature qui identifie ces composés comme 

inhibiteurs compétitifs, peu importe l’espèce étudiée.  

2.3.Analyses des inhibiteurs commerciaux  : in silico 

L’étude in silico des composés inhibiteurs de tréhalase préalablement étudiés in vivo et in 

vitro permettrait de mieux comprendre le mécanisme d’inhibition et identifier les acides aminés 

essentiels au sein du site actif et ainsi comparer ces résultats avec de nouveaux inhibiteurs. Pour 

en revenir à l’hypothèse établie précédemment, l’amygdaline et la phloridzine seraient 

hydrolysés par les glucosidases présentes au sein de l’insecte. Ce phénomène a déjà été 

mentionné à plusieurs reprises dans la littérature189,250. Par ailleurs, des bêta-glucosidases 

naturellement présentes chez les insectes ont été identifiées chez plusieurs espèces : Periplaneta 

americana263, Bombyx mori264, Nilaparvata lugens265 et Apis mellifera266. L'hydrolyse de la 

liaison glycosidique de chaque molécule permet d'obtenir la validoxylamine A, la phlorétine et 

la prunasine (Figure 66). 
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Figure 66: Hydrolyse par une β-glucosidase de la validamycine A, l'amygdaline et la phloridzine en validoxylamine A, 
prunasine et phlorétine. 

La validoxylamine A s'est révélée être un inhibiteur de la tréhalase encore plus efficace que 

la validamycine A dans divers organismes (100x plus pour Spodoptera frugiperda), des micro-

organismes aux mammifères267–269. Chez les insectes en particulier, cette activité a été mise en 

évidence chez les termites165 et le lépidoptère Spodoptera litura250. La différence d'inhibition 

de la tréhalase entre la phlorétine et la phloridzine, ainsi qu'entre l'amygdaline et la prunasine, 

n'a pas fait l'objet d'études approfondies chez les insectes. Dans le cas de Spodoptera frugiperda, 

la prunasine s'est révélée moins efficace que l'amygdaline (Ki de 0.92 mM et 0.21 mM 

respectivement)189. 

Au regard de l'hypothèse mentionnée ci-dessus, et afin de clarifier les activités observées 

des trois composés étudiés, des études de docking ont été réalisées à partir du modèle 3D, 

préalablement construit, de la structure tertiaire de l'ApTreh. Parmi les tréhalases dont la 

structure a été cristallisée, celle de la bactérie Enterobacter cloacae a été observée sous deux 

formes221, décrites comme "fermées" ou "ouvertes", c'est-à-dire avec ou sans l'inhibiteur 

validoxylamine A. Il a en effet été constaté que la « lid loop » subissait des changements de 

conformation lors de la liaison du ligand. Comme nous nous intéressons à la liaison des 

inhibiteurs, nous avons utilisé la forme fermée de notre modèle. Le docking moléculaire a 

d'abord été validé en utilisant la structure de la tréhalase d'Enterobacter cloacae complexée 

avec la validoxylamine (code PDB : 5Z66).  Un très bon accord entre la validoxylamine ancrée 
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et la validoxylamine co-cristallisée a été trouvé, ce qui confirme notre protocole de docking 

(Figure 67).   

 

Figure 67: Docking de la validoxylamine A dans le modèle d'ApTreh-1 (vert) en comparaison avec la validoxylamine A co-

cristallisée dans 5Z66 (orange) 

Le docking des trois molécules non hydrolysées dans le modèle avec boucle fermée a mis 

en évidence de nombreuses contraintes stériques, aucune pose n’étant identifiée dans le site 

actif. Au contraire, la validoxylamine A, la phlorétine et la prunasine, les inhibiteurs hydrolysés, 

ont été ancrés avec succès dans le site actif fermé. Si l'on considère la fonction de score de 

liaison, la validoxylamine A s'est liée beaucoup plus fortement (score : 101.4) à la tréhalase que 

les deux autres (Figure 68A). En effet, plus la fonction de score est élevée, plus la liaison est 

forte entre l’inhibiteur et l’enzyme. En outre, la phlorétine (Figure 68B) (score : 67.0) semble 

avoir une affinité légèrement supérieure à celle de la prunasine (Figure 68C) (score : 61.3). Ces 

résultats concordent parfaitement avec leur activité in vivo. 

 

Figure 68: Docking de la validoxylamine A (A), de la phlorétine (B) et de la prunasine (C) au sein du site actif d'ApTreh -1 et 

représentation des interactions avec les acides aminés environnants (verts). Les résidus catalytiques sont représentés en 
oranges, les arginines en cyan et les résidus de la lid loop en rouge.  

Une analyse détaillée des interactions entre les ligands et le site catalytique nous permet de 

comprendre la différence d’affinité des composés. Les hydroxyles du premier cycle de la 
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validoxylamine A forment plusieurs liaisons H avec Trp 189, Asp190, Gly334 (squelette) et 

Asp336, l'un des deux résidus catalytiques. L’amine secondaire au centre de la molécule se lie 

également à Asp336. Des liaisons H ont également été observées dans le deuxième cycle du 

sucre, impliquant Tyr187, Asn226, Glu302, Ser303,  trois des arginines essentielles (Arg182, 

Arg235, Arg300), ainsi que Glu553, faisant partie de la lid loop. L'interaction OH...Glu553 

serait responsable de la fermeture de la boucle de liaison, stabilisant le complexe 

validoxylamine A-protéine. Au total, c’est 12 liaisons H qui sont identifiées entre le ligand et 

l’enzyme. Dans le cas de la phlorétine, le groupement phénol interagit par liaison H et π-π, avec 

l’Asp190 et la Phe183. Asp336, Arg182, Tyr187 forment des liaisons H avec la partie 

trihydroxylbenzène, tandis que le groupe CO forme une liaison H avec Arg235. Un contact 

CH...π est observé entre Tyr554, qui se trouve dans la lid loop, et le trihydroxylbenzène. Au 

final, sept résidus dont cinq seulement sont impliqués par des liaisons H (stabilisent le 

complexe, bien moins en comparaison à la validoxylamine A. Cela explique le score de liaison 

plus faible de la phlorétine avec ApTreh.  En ce qui concerne le cycle de la prunasine, il est lié 

de la même manière que le deuxième cycle de la validoxylamine A avec les 4 mêmes résidus 

(Asn226, Arg235, Arg300, Glu553) qui interagissent avec lui. Le groupe cyano possède une 

liaison H avec Trp486. Le cycle phényl, qui n'est pas impliqué dans les liaisons H, interagit via 

π-π avec Phe183, de la même manière que la phlorétine. La prunasine, avec 6 résidus 

stabilisants, a une fonction de score similaire à celle de la phlorétine, bien que légèrement plus 

faible. 

 

Figure 69: Docking de 1-deoxynojirimycin (A) et de la castanospermine (B) au sein du site actif d'ApTreh-1 et et 

représentation des interactions avec les acides aminés environnants (verts). Les résidus catalytiques sont représentés en 
oranges, les arginines en cyan et les résidus de la lid loop en rouge. 

Pour la castanospermine (Figure 69A) et la 1-DNJ (Figure 69B), la fonction de score 

obtenue est semblable (score : 54 et 53 respectivement). Cette valeur étant relative et 

dépendante de la taille des molécules (189 Da pour la castanospermine et 163 pour la 1-DNJ), 

elles ne sont pas comparables aux valeurs précédentes. 1-DNJ forme exclusivement des liaisons 
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H au sein du site actif, avec des acides aminés essentiels comme Tyr554 ou encore Asp336, 

mais également Trp189, Asp190, Gln327. Contrairement aux autres composés, aucune liaison 

n’est observée avec les arginines du site actif, la molécule ne s’étendant pas jusqu’à eux (situés 

à 7-8 Å). La castanospermine a un pont salin avec son amine tertiaire et Asp336 et forme des 

liaisons H supplémentaires en comparaison avec la 1-DNJ, avec Tyr187, Asn226, Tyr232, 

Arg235, Ala331, Gly334 et Trp486.  

3. Analyse d’inhibiteurs naturels sur ApTreh-1 

Une fois les inhibiteurs commerciaux analysés, l’objectif est d’identifier de nouvelles 

molécules ayant un effet inhibiteur sur ApTreh-1. Pour les inhibiteurs dits « naturels », il est 

possible d’explorer cette éventualité avec des souches de Streptomyces. C’est une bactérie 

filamenteuse Gram positive non pathogène appartenant à l’ordre des Actinomycètes, se 

développant par germination d’un spore en milieu solide. Différentes espèces de Streptomyces 

produisent naturellement de très nombreuses molécules présentant des structures chimiques et 

des activités biologiques très diverses, à l’origine de la production de près des deux tiers des 

antibiotiques commercialisés270. De nombreuses souches ont déjà été utilisées afin de mettre au 

point un bio-insecticide, par exemple pour le contrôle des moustiques271.  L’une de ces espèces, 

Streptomyces hygroscopicus, est particulièrement intéressante dans le cadre de ce travail étant 

donné qu’elle est connue pour générer des métabolites inhibiteurs de tréhalase, comme la 

validamycine A et ses différentes formes272,273 (Figure 70).  

 

Figure 70: Liste non-exhaustive des métabolites produits par Streptomyces hygroscopicus 

Une optimisation des conditions de cultures des souches de Streptomyces est dans un 

premier temps réalisée, avant de passer à l’identification des composés potentiellement 

inhibiteurs d’ApTreh-1. 

3.1.Optimisation des conditions de cultures des souches de Streptomyces 

La culture des bactéries de types Streptomyces peut se faire de deux façons. La première est 

une culture sur milieu solide (contenant de l’agar) au cours de laquelle, après un certain temps, 

la bactérie va « sporuler » et produire certains métabolites secondaires d’intérêts. La seconde, 

une fois que la bactérie a sporulé, consiste à induire la culture en milieu liquide dans l’objectif 

d’augmenter les rendements de productions des métabolites secondaires. 

Quatre milieux avec des compositions fortement différentes ont été choisis pour cultiver les 

souches de Streptomyces et ainsi étudier les composés produits dans chacune des conditions : 
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ISP2, ISP4, ISP7 qui sont des milieux spécifiques aux Streptomyces (créées lors du projet 

« International Streptomyces Project »274) et SFM (pour Soya Flour Mannitol), milieu 

également utilisé pour cultiver des Streptomyces (Tableau 13) 

Tableau 13: Composition des différents milieux utilisés pour l'optimisation de la culture de Streptomyces hygroscopicus 

ISP2 ISP4 ISP7 SFM 

Extrait 

de 

levure 

4g Amidon 10g Glycérol 15g Farine de 

soja 

20g 

Malt 10g K2HPO4 1g L-Tyrosine 0.5g Mannitol 20g 

Glucose 4g MgSO4.7H2O 1g L-

Asparagine 

1g MgCl2.6H2O 2.023g 

Agar 20g NaCl 1g K2HPO4 0.5g Agar 20g 

  (NH4)2SO4 2g MgSO4.7H2O 0.5g   

  CaCO3 2g NaCl 0.5g   

  Traces de 

sels* 

1mL FeSO4.7H2O 0.01g   

  Agar 20g Traces de 

sels* 

1mL   

    Agar 20g   

*MnCl2.4H2O / FeSO4.7H2O / ZnSO4.7H2O 

Pour chacun des milieux, un test d’activité au DNS (voir chapitre 8.2) est réalisé pendant 

les deux semaines de culture, afin de vérifier si des métabolites inhibiteurs de tréhalase (comme 

la validamycine A) sont produits par les souches, avec des blancs pour éliminer l’interférence 

du glucose présents dans certains milieux (Figure 71).  

 

Figure 71: Pourcentage d'inhibition sur ApTreh-1 de pucerons des différents milieux en fonction des jours 
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On observe une efficacité générale croissante pour ISP7 > ISP4 > ISP2 > SFM. Ce dernier 

ressort particulièrement avec une inhibition constante de ~90% sur toute la durée des analyses, 

tout comme le ISP2 légèrement inférieur, mais avec quelques incohérences au 4ème et au 14ème 

jour. Le milieu ISP7 présente une inhibition importante au 7ème et au 10ème jour uniquement, le 

reste étant relativement faible. Pour ISP4, une inhibition moyenne de ~50% est présente pour 

les jours 5-6-7-10. La composition des métabolites produits en fonction du temps semble 

différer selon les conditions utilisées. Cependant, nous avons pu mettre en évidence le fait que 

de très faibles quantités de validamycine A, métabolite normalement produit par S. 

hygroscopicus, suffisent à inhiber totalement la réaction enzymatique (0.022 mg/L pour 50% 

d’inhibition, correspondant à l’IC50 déterminé précédemment). Il est important de déterminer 

si l’inhibition détectée ci-dessus est liée à la présence de validamycine A, ou bien à d’autres 

composés également inhibiteurs. 

3.2.Analyse des milieux  

En utilisant une technique de chromatographie ionique couplée à l’ampérométrie pulsée 

(HPAEC-DA), chaque culture contenant des métabolites inhibiteurs de tréhalase ont été 

analysés, pour les conditions de culture après 10 jours, étant donné que celle-ci présentait la 

meilleure inhibition en générale. Un échantillon de référence de validamycine A pure a d’abord 

été analysé afin de repérer à quel bande correspond le composé.  

 

Figure 72: Analyse HPAEC-DA de la validamycine A en présence de β-glucosidase 

Lors du passage de l’échantillon, deux bandes apparaissent: une première après 1.8 min 

correspondant au flowthrough de la colonne et une seconde après 2.9 minutes, correspond à la 

validamycine A (Figure 72). Ce dernier a été confirmé en incubant le composé en présence 

d’une β-glucosidase, hydrolysant le composé en glucose et en validoxylamine A, ce qui 

correspondrait à l’apparition de nouveaux pics à 2.4 et 3.9 minutes. Une fois la bande 

correspondant à la validamycine A identifiée, les échantillons contenant les métabolites 

inhibiteurs produits par Streptomyces dans les différents milieux étudiés sont analysés.  
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Figure 73: Analyse HPAEC-DA des différents milieux de cultures de Streptomyces hygroscopicus 

On observe une bande très prononcée pour les milieux ISP2 et SFM vers 180s, tandis que 

pour ISP4 et ISP7, cette même bande est beaucoup moins importante, voir presque inexistante 

(Figure 75). Etant donné la complexité des différents milieux analysés sans traitement au 

préalable, de nombreuses autres bandes peuvent être observés à différents temps de rétention. 

Il n’est pas possible de pouvoir les identifier sans références, mais ces composés ont 

probablement des ressemblances avec les sucres étant donné la rétention sur la colonne utilisée. 

L’inhibition observée par le test d’activité sur chacun des milieux proviendrait donc 

majoritairement de la validamycine A dans les milieux ISP2 et SFM, mais pas pour les milieux 

ISP4 et ISP7. Ce dernier semble être un milieu très intéressant pour trouver de nouveaux 

inhibiteurs de tréhalase, étant donné qu’il présente une inhibition de l’ordre de ~90%, tout en 

produisant la plus faible quantité de validamycine A.  

Une méthode de dosage de la validamycine A a ensuite été mise au point sur HPLC-HILIC 

afin de quantifier précisément sa concentration et ainsi établir son impact au sein des milieux 

(Figure 74). La technique HPAEC-DA ne permet pas une quantification précise d’un composé, 

plutôt utilisée pour une détermination qualitative de composés avec des références . De la 

validamycine A pure est analysée afin d’obtenir un spectre de référence et le temps d’élution du 

composé. 
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Figure 74: Analyse HPLC-HILIC de la validamycine A 

Pour la quantification de la validamycine A avec cette méthode, la LOD (Limit Of 

Detection) et la LOQ (Limit Of Quantification) sont de 4.68 mg/L et 1.40 mg/L. On se situe 

donc à des valeurs beaucoup plus hautes que celles permettant d’observer une inhibition de la 

réaction, à savoir vers 0.02 mg/L pour 50% d’inhibition.  

Une autre alternative a été de dérivatiser la validamycine A par différentes méthodes afin 

de la détecter par d’autres méthodes, comme en GC-MS avec l’utilisation de N,O-

Bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (BSTFA) afin de réduire la LOD et la LOQ, l’ajout d’un 

groupement chromophore par l’acide phénylboronique ou le nitro-4-benzoyle chlorure pour une 

détection en HPLC-UV. Le procédé est décrit en Annexe 9, mais n’a malheureusement pas 

permis de détecter plus précisément de la validamycine A et donc de pouvoir identifier d’autres 

potentiels inhibiteurs de tréhalase dans les échantillons de Streptomyces. 

3.3.Conclusion pour les inhibiteurs naturels 

En conclusion, après optimisation de la culture de S. hygroscopicus dans différents milieux 

nutritionnels, certains se démarquent de par leur capacité inhibitrice élevée sur ApTreh, comme 

le milieu ISP7 et SFM.  Le plus intéressant est ISP7 qui a le même taux d’inhibition que SFM, 

tout en ayant une quantité de validamycine A produite bien plus faible. Cela peut indiquer que 

d’autres métabolites sont présents dans les échantillons et peuvent se révéler être des composés 

intéressants en vue d’un bio-insecticide. Nos méthodes d’analyses ne permettent cependant pas 

de quantifier assez précisément la validamycine A pour confirmer cette hypothèse. Etant donné 

que l’approche pour l’identification d’un inhibiteur de provenance naturelle s’avère plus 

compliqué que prévu, l’autre approche pour l’identification de composés par criblage virtuel 

est envisagée. 
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1. Contexte 

Bien que la recherche d’inhibiteurs naturels est une possibilité très intéressante de par sa 

diversité biologique, la découverte de nouvelles molécules ayant une interaction avec une cible 

spécifique (comme une enzyme ou un récepteur), peut également se faire en réalisant un 

criblage virtuel275,276. Cette technique de prédiction in silico utilise des algorithmes 

informatiques pour simuler et prédire les interactions moléculaires entre des composés 

chimiques et leur cible biologique. Cela permet d'évaluer virtuellement un grand nombre de 

composés, souvent des millions, en utilisant des bases de données de structures moléculaires 

disponibles. Grâce à ce principe, de nombreux inhibiteurs ont pu être découverts, comme pour 

les cholinestérases impliquées dans la maladie d’Alzheimer277, pour BRD4 (BRomoDomain) 

qui sont des lecteurs épigénétiques impliqués dans de nombreuses maladies278 ou encore 

récemment afin d’identifier de potentielles molécules inhibitrices des protéases essentielles à la 

transformation protéolytique des polyprotéines virale lors de la pandémie causée par le virus 

SARS-CoV-2279. Cette méthode ne cesse de s’améliorer avec l’utilisation des intelligences 

artificielles pour augmenter l’efficacité des prédictions280 ou bien avec l’utilisation de banques 

de données plus complètes et plus performantes, permettant la manipulation aisée des propriétés 

physico-chimiques des molécules recherchées281. 

Dans le cadre de ce projet, bien qu’il existe de nombreuses banques de données de 

molécules à analyser, deux d’entre elles ont été utilisées pour leur accessibilité commerciale et 

pour leur diversité de composés : ZINC qui est l’une des plus connues et utilisées282 et Chemdiv 

qui propose des libraires de composés commercialement disponibles et prêtes à l’emploi pour 

un criblage virtuel.  

2. Criblage virtuel à partir de la banque de donnée ZINC 

Pour se créer une banque de données plus réduite que les millions de composés disponibles 

dans ZINC, quelques propriétés importantes en « drug design » sont appliquées sur les 

molécules. La masse moléculaire est définie entre 250 et 400 Da, taille permettant aux 

molécules de se glisser aisément dans le site actif et respectant l’une des règles de Lipinski 

disant que les composés doivent être d’une taille <500 Da pour faciliter le passage à travers les 

barrières biologiques283.  La validoxylamine A, qui est théoriquement le meilleur inhibiteur 

pour ApTre1 (la validamycine A est le meilleur inhibiteur déterminé expérimentalement et son 

produit d’hydrolyse est plus actif encore selon la littérature chez d’autres insectes), a une masse 

moléculaire de 335 Da, tandis que les composés de plus grande masse moléculaire comme 

l’amygdaline (457 Da) et la phloridzine (436 Da) présentent une activité inhibitrice moins 

importante. Un premier criblage virtuel a en effet montré que la presque totalité des composés 

avec une masse >450 Da ne rentrent pas dans le site actif. 

Un autre paramètre appliqué est la lipophilicité des composés, caractérisée par la valeur du 

LogP, la mesure de la solubilité différentielle d’un composé chimique dans deux solvants, l’un 

polaire et l’autre apolaire (généralement l’eau et l’octanol). Cette valeur peut aider à prévoir le 

transport probable d'un composé dans l'organisme et affecte également la formulation, le dosage 

et la toxicité. Par exemple, un médicament ciblant le système nerveux central devrait idéalement 

avoir une valeur de LogP d'environ 2. Pour l'absorption orale et intestinale, la valeur est de 1,35-

1,8, tandis qu'un médicament destiné à l'absorption sublinguale devrait avoir un LogP>5. Pour 

ce criblage virtuel, la gamme est placée de -1 à 3 afin de couvrir une large gamme de composés 

respectant l’une des règles de Lipinski.  
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Tableau 14: Récapitulatif des caractéristiques des composés ZINC pour le criblage virtuel. Les paramètres horizontaux sont 
les masses moléculaires et les paramètres verticaux sont les valeurs de LogP des molécules.  

Paramètres 
250-299 300-324 325-349 350-374 375-399 

Nombre de 

composés (LogP) 

-1- -0.01 23 62 26 19 5 135 

0-0.99 96 100 93 47 48 384 

1-1.99 425 488 357 213 224 1725 

2-2.49 790 1129 661 443 927 3950 

2.5-2.99 470 834 638 1003 1040 3985 

3 834 882 625 1333 1652 4904 

Nombre de composés 

(masse) 
2216 3495 2400 3076 3896 15083 

 

Au final, ce sont 15083 composés (Tableau 14) dont le mode de liaison dans le site actif 

d’ApTreh-1 est évalué, avec une répartition équilibrée pour les masses moléculaires étudiées, 

mais peu de composés ayant une valeur de LogP inférieur à 1. Les détails des données obtenues 

pour le criblage virtuel des 40 meilleurs composés (possédant la meilleure fonction de score) 

sont présents dans l’Annexe 10. Parmi ces derniers, seuls 6 (Figure 75) étaient réellement 

disponibles commercialement et ont donc été évalués. ZCI, ZC2, ZC3, ZC4, ZC5 et ZC6 sont 

11ème, 22ème, 21ème, 27ème, 1er et 8ème respectivement dans le classement de la fonction de score 

obtenue.  

 

 

Figure 75: Structures des molécules obtenues après criblage virtuel sur la banque de données ZINC  

Globalement, les composés possèdent une structure relativement similaires, avec la 

présence importante de cycles aromatiques, de fonctions hydroxyles et d’une fonction 

amide/amine au centre de la molécule. Pour les composés ZC4 et ZC6, on retrouve également 

une fonction acide carboxylique lié à un cycle aromatique.  Quelques atomes de soufre sont 

présents, pour former une fonction sulfonamide dans le composé ZC4 présente dans le cycle ou 

bien en extrémité de chaîne comme dans le composé ZC3.  
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3. Criblage virtuel à partir de la banque de donnée Chemdiv 

La firme Chemdiv propose des libraires de composés préétablies sur base de nombreux 

critères. Pour ce criblage virtuel, nous avons utilisé une librairie générale (« 300k 

Representative Compounds Library ») qui utilise la méthode Bemis-Murcko afin de réduire la 

complexité des 1.6M de composés proposés. C’est une approche de simplification moléculaire 

largement utilisée pour analyser et classifier les composés chimiques. Cette méthode vise à 

réduire la complexité des structures moléculaires en identifiant et en conservant uniquement les 

fragments essentiels et structurellement significatifs des molécules. En pratique, cela implique 

de décomposer les molécules en leurs sous-structures fondamentales, appelées motifs de 

Bemis-Murcko, en éliminant les substituants et les groupes fonctionnels périphériques. Cette 

simplification permet de réduire l'espace chimique à explorer lors du criblage virtuel, facilitant 

ainsi l'identification de composés prometteurs pour des activités biologiques spécifiques284. 

D’autres filtres sont appliqués sur les molécules pour supprimer les motifs trop réactifs, 

toxiques ou indésirables (REOS, MedChem, PAINS), des filtres appliquant les règles de 

Lipinski et d’autres algorithmes (Tanimoto, ECFP4, 2048 bits) pour réduire la proposition à 

300.000 composés.  

Les 300.000 composés ont été réduits à une proposition finale de 5303 molécules à utiliser 

pour le criblage sur ApTreh-1, sur base de nos propres propriétés physico-chimiques : une masse 

moléculaire située en 250 et 500 Da (comme pour la banque de données ZINC, il est intéressant 

de tout de même étudier le comportement des molécules avec une masse >400 Da), un LogP 

situé entre -7.6 et 1 (seules 7 molécules ont un LogP < -3, elles sont donc inclues étant donné 

que cela ne rallonge en rien le criblage virtuel) et une nouvelle valeur calculable théoriquement, 

le LogS qui représente la solubilité du composé dans l’eau et est mis entre -2 et 3.5. Parmi les 

110 meilleurs résultats, 61 étaient disponibles à l’achat, dont les données obtenues sont 

présentes dans l’Annexe 11. Pour une facilité de présentation, les composés sont repris ci-

dessous dans une plaque 96 puits et sont alors dénommés selon leur position dans la plaque 

(Tableau 15).  

Tableau 15: Récapitulatif de la nomenclature utilisée pour les composés obtenus après criblage virtuel de la banque de 
données Chemdiv 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

A X A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 

B X B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 

C X C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 

D X D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 

E X E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 

F X F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 X 

G X G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 X 

H X H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 X 

Où X représente un puits vide. 

4. Etude d’efficacité des inhibiteurs obtenus par criblage virtuel sur ApTreh-1 

Lors de la solubilisation des composés dans un mélange de tampon acétate 0.2M pH = 5 

(permettant de travailler au pH optimum de l’enzyme) et de DMSO, certains ont présenté une 

très bonne solubilité sans ajout au préalable de DMSO (Tableau 16, fond en vert), tandis que 

certains n’ont jamais été solubilisés entièrement malgré l’ajout progressif de DMSO ou alors 

ont précipité après conservation au frigo/congélateur (Tableau 16, fond en rouge). Selon une 

analyse des composés par SwissADME285, les neufs composés concernés (C2-G2-C3-F4-A6-
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D5-A8-H8-B9) sont théoriquement solubles dans l’eau selon trois prédicteurs (ESOL, Ali, 

SILICOS-IT), mais cela n’est pas reflété expérimentalement. Pour des raisons pratiques, chaque 

composé ayant présenté une solubilité totale dans le tampon acétate a tout de même été porté à 

50% DMSO, afin de comparer dans les mêmes conditions opératoires les différents composés. 

Le tableau suivant reprend les concentrations finales (en mM) de chacun des composés, ainsi 

que le pourcentage de DMSO présent au sein de l’échantillon. Les composés provenant du 

criblage virtuel de ZINC sont rajoutés dans la dernière colonne. 
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Tableau 16: Récapitulatif de la concentration finale d'inhibiteur des composés obtenus après criblage virtuel de la banque de données Chemdiv et le pourcentage final en DMSO de l'échantillon. 

Le fond vert représente les échantillons ayant une bonne solubilité directement dans du tampon acétate, tandis qu’un fond rouge indique un problème de solubilité lors de la 

préparation, ou bien après conservation au frigo ou au congélateur. Le reste des composés se sont solubilisés avec l’ajout progressif de DMSO. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ZINC 

A 

X 5mM 

75% 

DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

3.4mM 

83% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

3.4mM 

83% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

ZC1 

2mM 

100% DMSO 

B 

X 10mM 

50% 

DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

ZC2 

2mM 

100% DMSO 

C 

X 10mM 

50% 

DMSO 

5mM 

75% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

ZC3 

2mM 

100% DMSO 

D 

X 5mM 

75% 

DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

ZC4 

2mM 

100% DMSO 

E 

X 10mM 

50% 

DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

ZC5 

2mM 

100% DMSO 

F 

X 10mM 

50% 

DMSO 

10mM 

50% DMSO 

4mM 

80% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

X ZC6 

2mM 

100% DMSO 

G 

X 10mM 

50% 

DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

5mM 

75% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

X X 

H 

X 10mM 

50% 

DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

10mM 

50% DMSO 

X X 
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Afin d’obtenir les résultats les plus précis possibles pour l’analyse du pourcentage 

d’inhibition de chacun de ces composés, nous avons collaboré avec l’ULiège et la plateforme 

Robotein®, permettant d’automatiser le test et réduire les erreurs expérimentales classiques 

liées à l’utilisateur. Cette plateforme a déjà fait ses preuves pour de larges criblages de 

conditions de pH et de tampons dans l’environnement de protéines286. Après une optimisation 

des conditions opératoires, une forte variabilité du test enzymatique a cependant été observée 

au sein d’une même série d’analyse de 48 échantillons, à raison d’un écart type sur la moyenne 

de 0.572 ± 0.08 d’absorbance (soit 14% de la moyenne) et une plage de valeurs s’étendant de 

0.459 et 0.684. Une telle variabilité sur les résultats malgré l’utilisation d’un robot performant, 

limitant la marge d’erreur de l’expérimentateur, laisse à penser que le test enzymatique au DNS 

présenterait un problème de variabilité, notamment en travaillant dans des faibles volumes 

comme c’est le cas dans ces conditions. Lors des tests enzymatiques pour la caractérisation 

biochimique et cinétique, les volumes utilisés sont 4x plus importants, limitant potentiellement 

la variabilité du test.  

L’étude d’inhibition des composés obtenus par criblage virtuel a donc été réalisée avec 

l’utilisation d’un kit commercial permettant de doser précisément le glucose au sein d’un 

échantillon plutôt que d’utiliser la méthode DNS, afin de s’assurer d’obtenir des résultats 

exploitables. La variabilité de l’échantillon a été testé sur 16 mesures, pour un écart type sur la 

moyenne de 0.44 ± 0.02 en absorbance, soit 4x moins que le test au DNS. Il est donc possible 

de se baser sur ce test pour déterminer un pourcentage d’inhibition pour chacun des composés 

obtenus. Ceux-ci sont repris dans le Tableau 17.  

Tableau 17: Pourcentage d'inhibition des inhibiteurs synthétiques sur ApTreh-1. Le fond vert indique les 10 meilleurs 
inhibiteurs. 
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En dehors du composé ZC5 qui présente une inhibition de 39.9% pour une concentration 

de 0.2 mM, les autres composés inhibent à hauteur de 32-45% la tréhalase pour une 

concentration de 1 mM, soit 5x plus que ZC5, étant donc le meilleur inhibiteur de ces deux 

criblages virtuel. Les structures des meilleurs inhibiteurs sont représentées ci-dessous. En 

comparaison, dans les mêmes conditions opératoires et de concentration, la validamycine A, la 

castanospermine et 1-deoxynojirimycin présentent toutes les trois 100% d’inhibition. Les 

composés mis en évidence lors de cette étude peuvent donc être considérés comme des «  hits », 

des molécules avec des propriétés physico-chimiques intéressantes et montrant un caractère 

inhibiteur de l’enzyme étudiée (Figure 76). 

Le détail des interactions pour chacun des composés au sein du site actif est repris dans 

l’annexe 12. Globalement, les molécules sont composées de un ou deux cycles, permettant des 

liaisons de type π-stacking ou π-cation, de groupements hydroxyles, éthers ou acide 

carboxylique situés aux extrémités permettant la formation de nombreuses liaisons H. Mis à 

part pour le composé F2, une fonction amide (ou sulfonamide) est présente au centre de la 

molécule. Le tableau 18 résume l’ensemble des interactions de ces 10 composés. 

 

 

Figure 76: Structure des 10 meilleurs inhibiteurs d'ApTreh-1 obtenus après criblage virtuel. 
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Tableau 18: Récapitulatif des interactions des 10 hits au sein du site actif d'ApTreh-1 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin* π-stacking π-cation** 

Lys67 Arg182 Asp190 Phe183 Arg182 

Pro179 Trp189 Glu302 Tyr187  

Phe183 Asp190 Asp336   

Tyr187 Asn226 Glu553   

Tyr232 Arg235    

Glu302 Gln237    

Ala331 Arg300    

Trp492 Ser303    

Tyr554 Gly334    

Phe560 Asp336    

Trp562 Gln485    

 Trp486    

 Glu553    

 Tyr554    

* Présents uniquement pour les composés F2 et B4 

** Présent uniquement pour le composé E8 

 

Comme pour les inhibiteurs commerciaux dont l’activité inhibitrice importante a été 

démontrée expérimentalement, on retrouve des interactions essentielles chez ces composés, à 

savoir l’interaction i) avec les 3 arginines (Arg182, Arg235 et Arg300), ii) le résidu catalytique 

Asp336, iii) les acides aminés mobiles de la lid loop (Glu553 et Tyr554) iv) ainsi que de 

nombreux aromatiques interagissant avec les cycles des composés. Si l’on compare ces résultats 

avec les interactions identifiées au sein du site actif d’ApTreh-1 avec la validoxylamine A 

etZC5, on remarque de grandes ressemblances au niveau des interactions et de l’encombrement 

stérique au sein du site actif, notamment avec des liaisons présentent pour les deux ligands aux 

acides aminés Arg182, Asn226, Tyr232, Arg300, Ser303 et Tyr554 (Figure 77). 

 

 
Figure 77: Interactions au sein du site actif avec la validoxylamine A (vert) et ZC5 (bleu). Les acides aminés interagissent de 

manière commune aux deux composés sont en oranges. 

Pour aller un peu plus loin dans l’analyse expérimentale des composés ayant présentés une 

inhibition intéressante de la tréhalase, l’affinité de ces derniers pour le site actif de la tréhalase 
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a été analysé par fluorimétrie différentielle à balayage (Differential Scanning Fluorimetry). 

Dans cette méthode, les protéines sont incubées avec un colorant fluorescent (dans ce cas-ci, le 

SYPRO orange, Figure 78) qui voit sa fluorescence augmenter en se liant aux régions 

hydrophobes des protéines, lorsqu’elles sont dénaturées par la montée en température 

progressive de l’échantillon.  

 

Figure 78: Structure chimique du SYPRO Orange 

A partir des données de fluorescence récoltées en fonction de la température, une Tm 

(Melting temperature) peut être calculée au point d’inflexion de la courbe obtenue, donnant une 

indication sur la stabilité de la protéine. En présence d’un ligand, si cette valeur vient à 

diminuer, ou augmenter, le couple protéine-ligand déstabilise ou stabilise la protéine.287. Cette 

méthode est régulièrement utilisée en drug design afin de mettre en évidence une interaction 

ligand-protéine sans devoir passer par des méthodes plus contraignantes comme un titrage 

isothermique calorimétrique (ITC)288. 

Les composés sélectionnés à partir du criblage virtuel ont donc été analysés, à une 

concentration de 5 mM, ce qui équivaut au Km d’ApTreh-1 (excepté ZC5 qui est à 1 mM), afin 

de pouvoir observer une éventuelle variation du Tm de la tréhalase. Les variations de Tm sont  

déterminées en calculant la dérivée première de la courbe (Figure 79). 

 

Figure 79: Graphe DSF et Tm pour chaque hits obtenus par criblage virtuel 

La courbe DSF obtenue pour ApTreh-1 avec 25% DMSO et sans sa présence met en 

évidence l’importance du milieu environnant, pouvant impacter très fortement la valeur du Tm. 

On peut remarquer en effet une diminution de l’ordre de 10°C pour notre enzyme. Ce 

phénomène est décrit dans la littérature, où l’on retrouve  un comportement typique pour le 
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DMSO, provoquant une augmentation de l’intensité de fluorescence pour le pic de la courbeet 

une diminution de la Tm
289,290. Cette analyse donne une information supplémentaire sur la 

stabilité de la protéine, qui commence sa dénaturation à 45°C dans un milieu sans DMSO. Cela 

confirme par ailleurs que l’étude de l’enzyme à 37°C permet d’être dans des conditions non-

dénaturantes.  

Concernant les inhibiteurs, on observe pour chacun des composés, exceptés C5 et G7, une 

légère augmentation de la Tm, ce qui indique qu’il y a bien une interaction stabilisante entre 

ApTreh-1 et l’inhibiteur. Une légère diminution de la Tm est observée pour B7. Pour le composé 

ZC5, la courbe obtenue ne permet pas le calcul d’une Tm, sachant que les composés B2 à E8 

sont dans 25% DMSO, tandis que ZC5 est à 50% de DMSO, ce qui pourrait expliquer l’allure 

de sa courbe non utilisable. Malgré l’influence importante du DMSO au sein des échantillons, 

un léger déplacement du Tm reste intéressant et prouve qu’il y a bien interaction entre ApTreh-

1 et les différents composés. D8, par exemple, présente une inhibition > 40% et une ΔTm par 

rapport à ApTreh-1 la plus importante, indiquant une stabilisation plus importante du complexe 

formé entre les deux. Au contraire, C5 et G7 présentent 39 et 43% d’inhibition respectivement, 

mais aucun changement dans les valeurs de Tm n’est observé, possiblement caché par 

l’influence du DMSO présent dans le milieu. 
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1. Description du pharmacophore 

Sur base des composés ayant montré une activité inhibitrice vis-à-vis de l’ApTreh-1, il est 

intéressant de mettre en évidence les groupements fonctionnels communs à ces molécules , ce 

qu’on appelle un « pharmacophore ». Il s’agit d’une représentation géométrique de différents 

groupements présents dans les molécules qui seraient importants pour l’inhibition de la 

tréhalase. Si on analyse les hits (= molécule ayant une activité inhibitrice sur l’enzyme ciblée) 

obtenus précédemment, il est possible d’observer de nombreuses similarités (Figure 80) : i) un 

premier cycle aromatique, étant majoritairement un benzène ou bien un thiophène (C7 et G7), 

ou un groupement indoline (B2 et E8) ; ii) Un autre cycle aromatique exceptés pour B2 et F2, 

généralement un cycle imidazole à l’exception de ZC5 qui comporte un second benzène ; iii) 

Au centre des molécules, une fonction amide (ou sulfonamide) cyclique ou non, à l’exception 

de F2. Il s’agit d’un groupement accepteur et donneur de H. Enfin, sur les cycles aromatiques, 

on retrouve quelques groupements supplémentaires : des hétéroatomes (F pour B7 et E8) et 

quelques groupements polaires (-NO2 pour B2, -OH pour F2), ou bien encore des groupements 

-OH/-COOH.  

 

 

Figure 80: Groupements communs aux hits obtenus par criblage virtuel. Le premier cycle aromatique est représenté en bleu 

clair, le second cycle en bleu foncé. Le groupement donneur/accepteur de H est représenté en rouge, tandis que les 
groupements supplémentaires situés sur les cycles sont indiqués en vert.  

Sur base de ce pharmacophore, on identifie clairement les deux sous-sites décrits dans la 

littérature pour le mécanisme d’action de la tréhalase (voir point 7.2 du chapitre 1). Un premier 

cycle se lie majoritairement par des liaisons π-π à de nombreux acides aminés aromatiques 

situés dans un rayon de 5.7 Å en moyenne, ce qui constitue le « sous-site de reconnaissance ». 

Situé à une distance moyenne de 6.7 Å (5.3 à 7.6 Å), le second cycle représentant le « sous-site 

catalytique » comprend des interactions de type π-cations avec les arginines (Arg182, Arg235, 

Arg300) essentielles à l’activité enzymatique. Au centre, à 3.5 Å (2.9 à 4.7 Å) du premier cycle 

et 3.8 Å (2.8 à 5.2 Å) du second, un soufre ou un azote sous forme d’amide, ou bien inclus dans 
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un cycle, forment des liaisons hydrogènes avec des groupements polaires (Gln237, Asn226, 

Ala331) et également des résidus importants, comme Asp336 (résidu catalytique) et Tyr554, 

présent dans la lid loop mobile. On remarque également en analysant la surface des molécules 

que la presque totalité du site actif est occupé par les composés et très peu de poches libres 

subsistent après liaison (Figure 81).  

 

 

Figure 81: Pharmacophore détaillé d'un inhibiteur de tréhalase. Les pointillés bleus indiquent la surface occupée par les 

ligands au sein du site actif. 

Cependant, ce pharmacophore n’est qu’une hypothèse et ne s’applique pas strictement à 

chaque composé (Figure 82). La validoxylamine A, par exemple, n’est pas constitué de cycles 

aromatiques à ses extrémités, mais de simples cycles. Il n’y a donc pas d’interactions π-π avec 

les acides aminés aromatiques du côté du sous-site de reconnaissance, ni de π-cations dans le 

sous-site catalytique, mais de nombreux groupements -OH sont présents afin de réaliser des 

liaisons H à la place.  

 

Figure 82: Structure des inhibiteurs commerciaux étudiés dans cette thèse ne collant pas au pharmacophore établi sur base 
du criblage virtuel 

Autre observation intéressante, la castanospermine ressemble à la molécule B2 et le 1-DNJ 

quant à lui ressemble à F2, avec un seul cycle présent (et non aromatique). Ces composés ne 
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collent pas exactement à l’hypothèse pharmacophore, mais possèdent néanmoins un fort effet 

inhibiteur de tréhalase. Il est intéressant de rappeler que lors de la liaison au sein du site actif, 

il y aurait des modifications de conformation de l’enzyme, permettant éventuellement à ces plus 

petites molécules de réaliser d’autres interactions que celles observées par docking. La 

castanospermine et le 1-DNJ sont modélisés au niveau du sous-site de reconnaissance, entourés 

des acides aminés aromatiques de cette zone, tandis que les composés tels que B2 et F2 eux 

sont modélisés au sein du sous-site catalytique.  

Des études indiquent que les plus petits composés du genre dérivés glycosylés d'iminosucres 

pyrrolizidiniques présentent une meilleure sélectivité pour les tréhalases d’insectes comparés 

aux pseudo-disaccharides comme la validoxylamine A qui touche également fortement les 

tréhalases de mammifères, bien que les résultats in vivo ne corrèlent pas exactement avec les 

analyses in vitro291.  

2. Optimisation du pharmacophore et modifications chimiques 

En vue d’une étude plus complète pour améliorer l’hypothèse de pharmacophore des 

inhibiteurs de tréhalase, la surface accessible du site actif de l’enzyme est étudiée afin 

d’identifier d’éventuels cavités disponibles pour apporter des modifications chimiques aux 

molécules en vue d’augmenter les interactions ligand-protéine et ainsi augmenter leur efficacité 

et leur spécificité envers l’enzyme étudiée.  

 

Figure 83: Représentation de la cavité vide située sous la lid loop. La surface des ligands dans le site actif est représentée en 

bleu, celle des acides aminés dans un rayon de 10 Å en magenta et les acides aminés de la boucle catalytique en vert 

En visualisant la surface des molécules dockées au sein du site actif et la surface accessible 

au solvant des acides aminés dans un rayon de 10 Å autour du ligand, on observe sous la lid 

loop une petite cavité de 2-3 Å, seule zone libre dans le site actif (Figure 83). Il est donc possible 

d’imaginer apporter des modifications chimiques permettant d’augmenter le nombre 

d’interactions avec la boucle responsable de la fermeture du site actif. Cette dernière est flexible 

et pourrait permettre la liaison de composés un peu plus volumineux que ceux identifiés. La 

validamycine A est une molécule de masse moléculaire importante (497.5 Da) qui n’a pas pu 
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être modélisée dans le site actif sous sa forme fermée, alors que nous avons montré (voir 

chapitre…) qu’elle avait un bon pouvoir inhibiteur vis-à-vis de l’enzyme, sans être hydrolysée. 

Cela implique donc une mobilité importante de cette boucle, pouvant potentiellement permettre 

à des plus grosses molécules de tout de même présenter une activité inhibitrice.  

Pour appuyer cette dernière hypothèse, un modèle d’ApTreh-1 dans sa forme ouverte a été 

construit par homologie avec la tréhalase d’Enterobacter cloacae sans ligand (PDB: 5Z6H). 

Une analyse de docking de la validamycine A dans le site actif de ce modèle montre des poses 

de la molécules au niveau de la poche catalytique. L’ouverture de la poche catalytique par le 

déplacement de la lid loop semble laisser suffisamment de place à des molécules de plus hautes 

masses moléculaires (Figure 84).  

 

Figure 84: Docking de la validoxylamine A (rose) dans ApTreh-1 forme fermée et de la validamycine A (bleu foncé) dans 

ApTreh-1 forme ouverte 

Sur base de l’hypothèse de pharmacophore mis en place, des modifications chimiques 

peuvent être proposées sur les molécules obtenues par criblage virtuel afin de proposer des 

composés alternatifs, potentiellement plus intéressant que ceux testés précédemment. La 

molécule ZC5 ayant présenté la meilleure activité inhibitrice à 0.2 mM, celle-ci est légèrement 

modifiée et chaque nouvelle formule est analysée par des études de docking afin d’observer une 

augmentation, ou une diminution, de la fonction de score. Comme point de départ, le 

programme SeeSAR est utilisé afin d’identifier les groupements intéressants à modifier ou 

ajouter grâce au score HYDE (HYdrogen bond and DEhydration energies). Ce score est une 

nouvelle fonction de notation empirique pour l'évaluation des complexes protéine-ligand qui 

estime l'énergie libredu système, exprimé en kJ/mol292,293. Pour le composé ZC5, la fonction 

amine du groupe amide présente sur le premier cycle est jugée fortement défavorable (HYDE 

score positif de 13.3 kJ/mol), tout comme la fonction amide au centre de la molécule (5.3 

kJ/mol) ainsi qu’un groupement hydroxyle du deuxième cycle qui est légèrement défavorable 

(2.0 kJ/mol). Pour exemple, le carbone C3 du premier cycle dispose d’un score favorable (-4.4 

kJ/mol) (Figure 85).  
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Figure 85: HYDE score pour les atomes composant ZC5 selon SeeSAR 

A travers cette première analyse, on observe 3 cibles potentielles pour des modifications 

chimiques, correspondant aux trois groupements de l’hypothèse pharmacophore : i) la position 

para du premier cycle aromatique, qui présente également un score légèrement défavorable, 

mais également la fonction amide du cycle, ii) le groupement donneur/accepteur au centre de 

la molécule, iii) ou encore les groupements -OH présents sur le second cycle aromatique. 

2.1.Modifications chimiques du premier cycle 

Premièrement, il est intéressant de tenter d’augmenter le nombre de liaisons au sein du site 

actif. Dans la vicinité du premier cycle aromatique, on observe que ZC5 pourrait se lier au 

second résidu catalytique Glu538, si un groupement CH2OH est ajouté en position para du cycle 

afin de former une liaison H. Cependant, contrairement à ce qui est attendu, la fonction de score 

avec ce nouveau groupement est de 68.1, par rapport au score initial de 86.8, sans modifications. 

Cela serait dû à un encombrement stérique des hydrogènes du groupement CH2OH avec le 

résidu Phe560, sans pour autant observer une liaison avec Glu538 comme attendu. Selon les 

restrictions stériques liées à l’environnement autour du premier cycle aromatique, il ne serait 

donc pas réalisable de rajouter un groupement supplémentaire afin d’aller chercher de nouvelles 

interactions. 

Concernant le groupement amide du premier cycle, celui-ci a été remplacé par un 

groupement CH2OH et la fonction de score obtenue est légèrement plus faible (84.5) que 

l’originale. La fonction amide permet une interaction avec Gly334 par liaison H ainsi qu’avec 

Trp486, là où l’hydrogène de CH2OH pointe vers Gln485 et Tyr554 a une distance de 2.4 et 2.5 

Å, causant à nouveau un léger encombrement stérique, diminuant la fonction de score. Si l’on 

rajoute un point de comparaison, les fonctions -OH de 1-DNJ et de la castanospermine 

s’alignent toujours sur le C=O de cette amide.  

En conclusion, apporter des modifications chimiques sur le premier cycle aromatique 

semble présenter une diminution de la fonction de score au lieu d’une augmentation, dû à 

l’encombrement stérique important de ce sous-site. 
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2.2.Modifications chimiques du centre de la molécule 

Afin de tenter d’augmenter la fonction de score après modification chimique, le groupement 

accepteur/donneur situé au centre de la molécule est une intéresante. Etant donné que le 

fonction C=O est importante (liée au résidu Gln237) et que le N-H ne se lie à rien dans le cas 

de ZC5, différentes modifications sont testées : remplacer N-H par un groupement CH2 ou par 

un oxygène pour former une fonction ester. Au niveau des fonctions de score, celle avec le 

groupement CH2 reste pratiquement identique (86.4), tandis qu’avec l’ajout de la fonction ester, 

elle augmente (87.6). L’écart est cependant extrêmement faible et la modification de ce 

groupement du pharmacophore semble présenter peu d’influence. Les interactions du groupe 

C=O avec la protéine ne changent pas, tout comme la position des deux cycles aromatiques, on 

observe uniquement un léger déplacement de la chaîne centrale (Figure 86). 

 

Figure 86: Superposition des conformations au sein du site actif de ZC5 (jaune, initial) et de ses modifications chimiques au 
niveau du groupement pharmacophore central (Rose, CH2 et mauve, ester) 

Le groupement central du pharmacophore aurait plutôt un rôle de stabilité au sein de la 

molécule, une modification chimique n’ayant aucune influence significative sur la fonction de 

score. 

2.3.Modifications chimiques du second cycle 

Enfin, la dernière option est d’effecture des modifications au niveau du second cycle 

aromatique. Ce dernier est d’autant plus intéressant qu’il est situé dans le sous-site catalytique, 

où il est impliqué dans des interactions avec des résidus essentiels à l’hydrolyse du substrat, à 

savoir les trois arginines (Arg182, Arg235 et Arg300). Cependant, dans le cas de ZC5, il n’y a 

pas interactions avec toutes les arginines, seulement Arg235 et Arg300. Si on compare avec la 

validoxylamine A, qui interagit avec les trois arginines (Figure 68A), on remarque la présence 

d’un groupement -OH en position ortho du cycle créant une liaison H avec l’Arg182, manquante 

pour ZC5. Afin d’évaluer l’impact d’une modification de ce cycle sur l’ensemble de la molécule 

(augmentation du nombre d’interactions électrostatiques), des groupements -NO2, -COO- et -H 

ont été remplacés selon toutes les configurations possibles en position ortho, méta et para et 

dockées au sein du site actif (Figure 87).  

Le meilleur résultat, avec un score de 90.9, correspond à la molécule avec un groupement -

OH en position ortho, méta et para, soit une augmentation de 4.1 par rapport à la molécule 

initiale. De manière intéressante, on observe que 4 autres molécules possèdent un meilleur score 

que l’original, comme résumé dans le Tableau 19, toutes avec une fonction -OH présente en 

position ortho. Pour les molécules présentant un score plus faible, on retrouve une fonction -
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COO- et -NO2 en ortho, indiquant qu’il s’agit de groupements moins favorables à une liaison 

avec l’Arg182.  

Tableau 19: Fonction de score des molécules modifiées sur le second cycle aromatique  

Score Ortho Méta Para 

90,9 -OH -OH -OH 

90,18 -OH -COO- -OH 

88,58 -OH -H -OH 

87,35 -OH -COO- -H 

87,11 -OH -NO2 -OH 

86,78 -H -OH -OH 

85,36 -COO- -OH -OH 

84,33 -OH -NO2 -H 

83,92 -NO2 -OH -OH 

 

 

Figure 87: Structure de ZC5 et les sites de modifications chimiques : ortho, méta et para  

Si on observe un peu plus les conformations obtenues, malgré que la présence d’un 

groupement -COO- en ortho ne change pas la fonction de score, au niveau de la géométrie de 

la molécule une grosse différence est observée : la fonction amide centrale normalement en 

position trans est représentée cette fois-ci en position cis, impactant l’ensemble de la 

conformation de la molécule (Figure 88). Un groupement -NO2 lui va légèrement modifier la 

position du second cycle, mais ne présente pas un groupement amide centrale en position cis. 

Cela pourrait être dû à la formation d’un pont H intramoléculaire entre la fonction -COO- et 

l’hydrogène de la fonction amide, situé à une distance de 3.6 Å. 

 

Figure 88: Superposition de ZC5 initiale (jaune) et ZC5 avec -COO- en position ortho (vert clair) 
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Pour aller plus loin, si on étudie l’importance des groupements -OH en position méta et 

para, on remarque que le fait de remplacer ceux-ci par des groupements plus volumineux 

entraîne une liaison plus faible du composé, due à des encombrement stériques, comme c’était 

le cas pour le premier cycle. En effet, si un groupement -NO2 est placé en position méta ou para 

(Figure 89), le cycle change de conformation et a tendance à se rapprocher du premier sous-site 

ou bien de réaliser une torsion. Le phénomène est également observé avec un groupement -

COO-. 

 

Figure 89: Superposition de ZC5 initiale (jaune), ZC5 avec -NO2 en méta (magenta) ou para (vert) 

Enfin, pour clôturer, 384 conformations ont été étudiées, en faisant varier chacun des 

paramètres favorables précédemment appliqués : le groupement central (amide, ester ou CH2) 

avec -OH, -H, -NO2 ou -COO- en position ortho, meta et para. . La molécule ayant le plus haut 

score est celle avec une fonction amide sur le premier cycle (conservée), une fonction ester 

centrale (modifiée) et un ajout d’un groupement -OH en position ortho du second cycle (ajout) 

pour un score de 92.3, ce qui représente la proposition finale de ce travail (Figure 90).  

 

Figure 90: Proposition finale d'une molécule inhibitrice de tréhalase  
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1. Conclusions 

Dans le cadre de la lutte intégrée contre les pucerons, nécessitant de trouver de nouvelles 

alternatives à la gestion de ces Hémiptères dans nos cultures, ce travail a porté son attention sur 

la mise en place d’alternatives dans le cadre du contrôle biologique dans un premier temps avec 

la recherche de nouveaux composés issus de  S. hygroscopicus, mais également dans le cadre 

du contrôle chimique avec un criblage virtuel de molécules sur deux banques de données. L’idée 

est d’identifier dans un premier temps de nouvelles molécules permettant l’inhibition de 

l’activité enzymatique de la tréhalase, enzyme responsable du bon maintien du métabolisme 

énergétique chez les insectes. Inhiber cette enzyme reviendrait donc à provoquer la mort des 

insectes par hypoglycémie, tout en limitant l’impact sur les mammifères, dont l’Homme, étant 

donné que le tréhalose hydrolysé par la tréhalase en molécules de glucose est une réserve 

énergétique spécifique des insectes.  

A cet effet, la tréhalase soluble (Treh-1) du puceron vert du pois, A. pisum, a d’abord été 

purifiée à partir d’homogénat frais, et entièrement caractérisée, que ça soit au niveau 

biochimique (caractéristiques physico-chimiques), cinétique (Km, Vmax) ou bien au niveau 

moléculaire (élaboration d’un modèle 3-D, d’un arbre phylogénétique et comparaison avec 

d’autres tréhalases). Bien que l’autre forme de tréhalase, la membranaire (Treh-2), n’a pas pu 

être isolée, les acides aminés identifiés comme essentiels pour la réaction enzymatique au sein 

du site actif étant les mêmes, s’attaquer à une forme impactera également la seconde, ne 

nécessitant donc pas de devoir travailler sur les deux en parallèle. Bien que la Treh-1 ait été 

purifiée à partir d’homogénat frais de pucerons, sa surexpression bactérienne n’a pas pu être 

réalisée, étant donné que les modifications post-traductionnelles mises en évidence grâce à la 

caractérisation de l’enzyme naturelle semblent avoir une importance au niveau de la stabilité 

de l’enzyme lors de la production en bactérie.  

Malgré cela, l’étude complète de l’interaction de certains inhibiteurs commerciaux a pu être 

réalisée sur Treh-1, en mettant en évidence la grande efficacité in vitro de la castanospermine, 

du 1-deoxynojirimycine et surtout de la validamycine A, nous donnant des indications sur le 

comportement de ces molécules au sein du site actif. Il a également été permis de mettre en 

évidence l’efficacité de l’amygdaline et de la phloridzine in vivo, ou du moins des composés 

hydrolysés au sein des insectes lors de la diète, hypothèse étudiée par des analyses in silico. 

Tout ceci a permis de construire une base de connaissances solide afin de pouvoir se lancer dans 

la recherche de nouvelles molécules inhibitrices de tréhalase. 

Dans un premier temps, une démarche s’est faite dans le contrôle biologique, avec la mise 

en culture de souches de S. hygroscopicus dans différents milieux. Il en ressort que selon les 

milieux, la souche bactérienne semble produire des métabolites différents . Dans certaines 

conditions (ISP2), l’activité inhibitrice de tréhalase serait dû à la présence de validamycine A 

produite par la souche bactérienne, comme établi dans la littérature. Cependant, d’autres 

milieux comme ISP4 présentent de très faibles traces de validamycine A, mais une activité 

inhibitrice tout aussi importante, indiquant qu’il y aurait potentiellement d’autres molécules 

encore inconnues présentant un potentiel d’inhibiteur de tréhalases. Cependant, la validamycine 

A ayant un effet inhibiteur très fort, les techniques utilisées (HPAEC-DA et HILIC) ne 

permettent pas de quantifier la concentration exacte de cette molécule et donc pouvoir 

déterminer son impact sur les tests d’activités.   
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Concernant le contrôle chimique, deux criblages virtuels dans les banques de données ZINC 

et Chemdiv ont permis d’identifier 10 hits, des molécules présentant une inhibition de la 

tréhalase dans des gammes de concentration de l’ordre du mM. Sur la base de ces découvertes, 

une hypothèse pharmacophore a été établie, présentant les inhibiteurs de tréhalase comme des 

molécules ayant régulièrement deux cycles aromatiques interagissant respectivement dans le 

sous-site de reconnaissance et le sous-site catalytique au sein du site actif, avec un groupement 

donneur/accepteur de H en son centre et avec de nombreux groupements polaires liés aux deux 

cycles. Etant donné que des inhibiteurs présentant une activité inhibitrice dans une gamme de 

l’ordre du mM n’est pas suffisant pour en faire des insecticides, des propositions de 

modifications chimiques ont été étudiées, avec un travail sur chacun des groupements de 

l’hypothèse pharmacophore. Le résultat le plus intéressant se trouve être l’ajout d’un 

groupement -OH en position ortho du meilleur hit obtenu par criblage virtuel, permettant une 

liaison H supplémentaire avec un acide aminé essentiel à la réaction enzymatique, l’Arg182.  

Dans l’ensemble, ce travail a permis de mettre en évidence des éléments très intéressants 

par rapport aux inhibiteurs de tréhalase. Le constat initial en se référant à la  littérature était que 

les meilleurs inhibiteurs de tréhalases actuellement connus sont des bioisostères du substrat, le 

tréhalose. En effet, le meilleur recensé et validé expérimentalement est la validamycine A et son 

produit hydrolysé, la validoxylamine A. Son activité inhibitrice extrêmement importante est dû 

à sa ressemblance au substrat et les nombreuses interactions au sein du site actif, en notant tout 

de même quelques différences au niveau de la liaison O-glycosidique ainsi qu’une double 

liaison au sein d’un cycle. Lors de ce travail de recherche, cette structure idéale est fortement 

ressortie lors de la mise au point de l’hypothèse pharmacophore après étude des molécules 

obtenus par criblage virtuel.  

Cependant, bien qu’il semblerait qu’un bioisostère du tréhalose soit la solution miracle afin 

de mettre au point un inhibiteur de tréhalase, il est tout de même important de noter un point 

dont la littérature ne fait que peu mention : le site catalytique de la tréhalase est très complexe 

et offre beaucoup de possibilités étant donné que tout le mécanisme d’inhibition n’est pas 

encore connu. Il a été démontré expérimentalement que d’autres molécules plus petites que le 

tréhalose, comme le 1-deoxynojirimicyin et la castanospermine présentent une capacité 

inhibitrice importante, suffisante pour pouvoir être utilisée comme potentiel insecticide. Dès 

lors, au lieu de se focaliser uniquement sur les bioisostères comme unique solution, il serait 

possible d’étudier plus en détail le fonctionnement d’un plus petit inhibiteur au sein du site 

actif. Il est connu que ce site est sujet à de nombreux changements de conformations durant 

l’inhibition, lors de la liaison d’un substrat dans les différents sous-sites, mais également au 

travers de cette boucle catalytique jouant un rôle essentiel, mais ces changements sont bien trop 

peu étudiés. Un plus petit inhibiteur permettrait de jouer sur des molécules ayant des propriétés 

physico-chimiques différentes des bioisostères du substrat.  

Avant de pouvoir aller plus loin, la disposition d’une quantité satisfaisante pure sur laquelle 

travailler reste le plus grand défi de cette thématique. Produire l’enzyme naturellement 

directement grâce à des procédés chromatographiques sur base d’un homogénat frais est un 

idéal, mais les contraintes de temps et d’énergie ne permettent pas de pouvoir utiliser cette 

option efficacement. La quantité initiale de tréhalase présente au sein de l’insecte est 

extrêmement faible, ce qui est étonnant étant donné qu’il s’agit de l’une des enzymes 

essentielles au bon fonctionnement de l’individu. Dès lors, l’option de produire l’enzyme à 

l’aide de techniques de surexpressions bactériennes prend tout son sens, mais une nouvelle 
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difficulté fait alors son apparition avec la présence de l’enzyme sous corps d’inclusions, malgré 

un état entièrement soluble initialement. Ceci est un nouveau point qui n’est pas du tout exprimé 

dans la littérature, où les gens travaillent soit avec de très faibles quantités d’enzymes, ou bien 

passent par l’utilisation de protéines de fusion afin de solubiliser l’enzyme. La question de 

l’importance des modifications post-traductionnelles mériterait une attention toute particulière, 

étant donné qu’elles semblent avoir une grande importance dans la solubilité de l’enzyme lors 

de sa production.  

Bien que l’approche biologique afin d’identifier des molécules inhibitrices de tréhalase n’ait 

pas donné des résultats aussi probants que pour l’approche chimique et le criblage virtuel, ils 

ne sont pas non plus perdus. L’étude des molécules obtenues à l’aide de souches S. 

hygroscopicus est malheureusement contraignante à cause de l’omniprésence de la 

validamycine A produite, mais les résultats préliminaires indiquent d’autres cibles potentielles 

intéressantes. Cependant, un tel travail d’étude nécessiterait une optimisation des conditions de 

production beaucoup plus poussée que celle réalisée dans cette thèse, mais par choix stratégique 

et par faute de temps, le focus a été mis sur l’approche chimique.  

En conclusion, cette étude a mis en lumière l'importance de diversifier les stratégies de lutte 

contre les ravageurs en intégrant des approches biologiques et chimiques. L'exploration de 

nouvelles molécules, tant par la biotechnologie que par la chimie de synthèse, offre des 

perspectives prometteuses pour développer des solutions plus efficaces et durables. Les 

approches biologiques, avec l'utilisation de microorganismes, montrent un potentiel significatif 

pour réduire l'impact environnemental et les risques pour la santé humaine. Parallèlement, les 

avancées en chimie permettent de concevoir des pesticides plus ciblés et moins persistants. En 

combinant ces deux approches, il est possible de créer des stratégies intégrées de gestion des 

ravageurs, contribuant ainsi à une agriculture plus durable et résiliente face aux défis 

écologiques actuels.  

2. Perspectives 

Ce travail a mis en évidence de nombreux problèmes ralentissant la recherche, nécessitant 

plus de temps, des compétences nouvelles ou bien des études plus approfondies afin de répondre 

à la problématique initiale. On retrouve : la production de l’enzyme, le contrôle biologique et 

la recherche d’inhibiteurs par criblage virtuel.  

Afin de pouvoir avancer encore plus loin dans ce projet, il serait d’abord intéressant de se 

pencher sur la production de l’enzyme. Bien que le procédé de purification de l’enzyme à partir 

d’homogénat frais de pucerons permet d’obtenir celle-ci avec une très bonne pureté, le 

rendement de purification reste très faible (~10%) à cause de la quantité initiale d’enzyme et le 

procédé est chronophage. Afin de réaliser des analyses plus poussées (ITC, cristallographie, 

…), il serait bon de réussir à produire l’enzyme par surexpression. Pour se faire, il serait possible 

de retenter la surexpression bactérienne, mais en utilisant des souches bactériennes de type 

CLM24 ou CLM37294, des souches spécialement prévues pour produire des enzymes avec des 

N-glycosylations, élément qui semble essentiel à sa stabilité. Si cette approche ne convient pas, 

il serait toujours possible de travailler dans d’autres systèmes d’expression, comme dans Pichia 

pastoris (qui a fonctionné pour Apis mellifera) ou bien directement dans des cellules d’insectes 

de type SF9. Cela permettrait d’obtenir plus aisément des plus grandes quantités d’enzymes et 

ainsi faciliter les tests associés. Comme décrit dans la littérature pour la production de tréhalase, 

l’utilisation d’un nouveau plasmide (pCOLD) intégrant une protéine de fusion pourrait donner 



Caractérisation de la tréhalase d’A. pisum en vue de la conception de nouveaux insecticides 

 

 

 

114 

des résultats intéressants. N’importe quelle protéine de fusion ne donne cependant pas des 

résultats optimaux, comme l’a démontré les tests avec la protéine SUMO lors de l’optimisation 

de la production de tréhalase en début de thèse.  

Une autre piste de grand intérêt réside dans le contrôle biologique des pucerons, d’une part 

parce qu’il s’agit d’un palier supérieur au contrôle chimique dans la lutte intégrée, mais 

également car les premiers résultats sont encourageants. En développant une méthode d’analyse 

plus sensible de type LC-MS/MS afin de détecter les traces de validamycine A dans les milieux 

de culture contenant S. hygroscopicus, il serait possible de mettre en évidence, ou non, la 

présence de composés inhibiteurs de tréhalase autre que la validamycine A. L’identification de 

ces composés pourrait ouvrir la porte à l’optimisation de production de ce composé en grande 

quantité à l’aide de bioréacteurs et ainsi présenter un intérêt économique en plus d’être un 

biopesticide. Il serait également intéressant de se pencher sur d’autres souches de Streptomyces 

ou se placer dans des conditions ne produisant pas de validamycine A, étant donné que cette 

molécule n’est pas intéressante économiquement parlant.  

Une autre grande alternative afin de développer l’approche biologique serait de mettre au 

point un travail plus intensif autour des conditions de production de molécules. Grâce à 

l’ingénierie des gênes, il serait possible de modifier génétiquement une souche de micro-

organismes (Streptomyces, ou autre) afin de produire plus spécifiquement une molécule 

d’intérêt identifiée préalablement. Ou dans l’exemple de ce travail, avec S. hygroscopicus, il 

serait possible de contrôler la production de validamycine A et ainsi donc limiter les 

effets inhibiteurs trop importants, masquant l’effet potentiel d’autres molécules.  

Enfin, la perspective la plus intéressante serait de se baser sur l’hypothèse de 

pharmacophore obtenue lors de ce travail afin de réaliser un nouveau criblage virtuel.  

Maintenant que les groupements essentiels à une inhibition enzymatique sont identifiés, il serait 

possible de se baser sur des structures similaires à ce pharmacophore comme cela a déjà été 

testé efficacement et disponible dans la littérature295. En plus des caractéristiques classiques 

respectant les règles de Lipinski (solubilité et taille principalement), il serait également 

intéressant de placer de nouveaux filtres (PAINS, ADME, profil de toxicité, …) afin de cibler 

directement des molécules intéressantes. Comme énoncé précédemment, il serait également 

intéressant de ne pas négliger les petites molécules comme la castanospermine et le 1-

deoxynojirimicyn ayant présenté une capacité inhibitrice importante et n’étant pas corrélé 

directement à l’hypothèse pharmacophore et les bioisostères de manière générale. 

Contrairement aux perspectives liées à l’approche biologique, un travail d’étude in silico sur ce 

type de molécules ne nécessiterait pas autant de temps et d’énergie et permettrait de fournir de 

nouvelles informations essentielles à la compréhension du phénomène d’inhibition de 

l’enzyme. 

Le criblage virtuel sera également réalisé sur un nouveau modèle d’ApTreh-1, amélioré : en 

effet, la réaction d’hydrolyse nécessite une molécule d’eau, jusqu’à présent jamais utilisée dans 

la littérature en vue de réaliser des criblages virtuels sur une tréhalase. Cependant, l’analyse de 

la PDB montre que cinq clusters d’eau sont toujours présents dans les structures 

cristallographiques et des résultats préliminaires de docking avec la présence de ces molécules 

d’eau indique une augmentation de la fonction de score pour chacun des composés analysés, en 

comparaison avec le modèle ne contenant pas les molécules d’eau. Cela représente donc un 

point intéressant à analyser plus en détail afin d’améliorer la qualité du criblage virtuel.   
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1. Insectes 

Les pucerons ont été élevés dans une pièce au climat contrôlé (16h de lumière ; 22 ± 1 °C ; 

70 % d'humidité relative). Acyrthosiphon pisum Harris, clone de Gembloux, sont nourris depuis 

plusieurs années sur des fèves (Vicia faba L., variété grosse ordinaire), à Gembloux Agro Bio-

Tech, Université de Liège. 

2. Test enzymatique et détermination du pH optimum et température optimale 

L'activité tréhalase est déterminée par la réduction de l'acide 3,5-dinitrosalicylique par le 

glucose produit lors de l’hydrolyse, formant un produit (ANS) détecté à λmax = 540 nm. Le 

mélange réactionnel contient 10 µl d’enzyme (0.1 mg/mL ou 1.5 µM), 40 µl de 200 mM de 

tréhalose et 50 µl de tampon acétate 0.2 M (pH 5) pour un volume total de 100µL. Ce mélange 

est incubé à 37 °C pendant 15 minutes. Ensuite, 300 µl de DNS (10 mg/mL) sont ajoutés et la 

réaction est stoppée dans un bain bouillant. Une unité d'enzyme (U) est définie comme la 

quantité d'enzyme qui hydrolyse 1 µmol de tréhalose par minute.  

Pour évaluer l'activité de l'ApTreh-1 à la température optimale, le mélange décrit ci-dessus 

a été incubé à 4, 25, 37, 45, 50, 55, 60 et 65°C pendant 15 minutes. De même pour la 

détermination du pH optimum, il a été incubé pendant 15 minutes à 37°C tout en variant le pH 

: tampon 50 mM acide citrique-Na2HPO4 (pH 3), tampon 0.2 M CH3COOH/CH3COONa (pH 

4 ; pH 5), tampon 50 mM NaH2PO4/Na2HPO4 (pH 6 ; 7 ; 8) et tampon borate 50 mM (pH 9). 

Pour la détermination des paramètres cinétiques (Km, Vmax), la réaction s’est déroulée pendant 

15 minutes à 37°C et pH 5, avec des concentrations croissantes de tréhalose (1, 2, 5, 10, 20, 50 

et 100 mM). Les paramètres sont ensuite calculés sur base de la représentation graphique 

d’Hanes. 

Lors de l’optimisation des différents procédés de purification, la récupération de l'activité 

enzymatique (rendement) et le facteur de purification sont déterminés respectivement par les 

formules suivantes  

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝑙′é𝑡𝑎𝑝𝑒 𝑛

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖è𝑟𝑒 é𝑡𝑎𝑝𝑒
 𝑥 100 

 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑑𝑒 𝑙′é𝑡𝑎𝑝𝑒 𝑛

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑠𝑝é𝑐𝑖𝑓𝑖𝑞𝑢𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑝𝑟𝑒𝑚𝑖è𝑟𝑒 é𝑡𝑎𝑝𝑒
 

Où n représente le nombre de l’étape de purification étudié.  

3. Purification d’ApTreh-1 et ApTreh-2 

3.1. ApTreh-1 

20 g de pucerons sont broyés dans un mortier et transférés dans 20 mL de tampon 0.2 M 

CH3COOH/CH3COONa pH 5. L'extrait brut, auquel a été ajouté l'inhibiteur de protéase PMSF 

(Phénylmethylsulfonyl fluoride), est ensuite été placé sous agitation constante à 8 °C pendant 

1 h. Il est centrifugé à 12 000 g (4 °C) pendant 30 minutes et le surnageant est conservé à 4 °C 

(S1). Afin d'extraire une quantité maximale d'enzyme, le culot a été mis en suspension dans 10 

mL de tampon acétate 0.2 M pH 5, placé à nouveau sous agitation constante à 8 °C pendant 1h 

et centrifugé à 12 000 g (4 °C) pendant 30 minutes. Le second surnageant (S2) a est conservé à 

4 °C. S1 et S2 ont été rassemblés avant le fractionnement par (NH4)2SO4. Un premier taux de 

saturation de 35% de (NH4)2SO4 a permis de précipiter la plupart des protéines indésirables. Un 
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second taux de saturation de 60% (NH4)2SO4 est nécessaire pour obtenir un précipité contenant 

la tréhalase. Le culot est solubilisé dans 5 mL de tampon Tris-HCl 20 mM pH 8 et passé sur 

une colonne de dessalage Sephadex G-25 PD-10 pour éliminer le (NH4)2SO4 et la plupart des 

pigments. L'échantillon est ensuite chargé sur une colonne HiTrap™ DEAE-Sepharose Fast 

Flow équilibrée avec un tampon Tris-HCl 20 mM pH 8. Les protéines sont éluées à 1 mL/min 

pendant 30 mL dans le même tampon Tris-HCl, avec un gradient de NaCl de 0 à 1 M. Les 

fractions actives de tréhalase, identifiées par la méthode DNS, sont regroupées, diluées 10 fois 

dans un tampon de liaison (Tris-HCl pH 7.4 ; 500 mM NaCl ; 1 mM CaCl2 ; 1 mM MnCl2) et 

ensuite déposés sur une colonne d'affinité HiTrap Con A 4B équilibrée avec le tampon de 

liaison. L'élution est réalisée avec un tampon d'élution Tris-HCl pH 7.4 ; 500 mM NaCl ; 300 

mM méthyl-α-D-mannopyranoside. Pour finir, les fractions actives sont récupérées et 

centrifugée sur Amicon® Ultra 0.5 mL avec une membrane 10 kDa afin de concentrer 

l’échantillon à la concentration souhaitée.   

3.2. ApTreh-2 

Le culot obtenu après extraction d’ApTreh-1 est lavé à plusieurs reprises avec du tampon 

acétate 0.2M pH 5 afin d’enlever un maximum de restant de tréhalase soluble avant d’être 

solubilité dans une solution de Tris-HCl 20 mM ; pH 7.4 ; CHAPS 60 mM (soit 2.5x la CMC) 

et mis sous agitation pendant 1h30 à 20°C. L’échantillon est ensuite ultracentrifugé à 100 000 

g (4°C) pendant 1h. Le surnageant obtenu est déposé sur une colonne HiTrap™ DEAE-

Sepharose Fast Flow équilibrée avec un tampon Tris-HCl 20 mM pH 8. Les protéines sont 

éluées à 1 mL/min pendant 30 mL dans le même tampon Tris-HCl, avec un gradient de NaCl 

de 0 à 1 M. Les fractions actives de tréhalase, identifiées par la méthode DNS, sont regroupées, 

diluées 10 fois dans un tampon de liaison (Tris-HCl pH 7.4 ; 500 mM NaCl ; 1 mM CaCl2 ; 1 

mM MnCl2) et ensuite déposés sur une colonne d'affinité HiTrap Con A 4B équilibrée avec le 

tampon de liaison. L'élution est réalisée avec un tampon d'élution Tris-HCl pH 7.4 ; 500 mM 

NaCl ; 300 mM méthyl-α-D-mannopyranoside. Pour finir, les fractions actives sont récupérées 

et centrifugée sur Amicon® Ultra 0.5 mL avec une membrane 10 kDa afin de concentrer 

l’échantillon à la concentration souhaitée. 

4. Surexpression bactérienne d’ApTreh-1 

4.1. Transformation bactérienne 

Les constructions plasmidiques d’ApTreh-1 avec His-tag en N-ter et en C-ter dans des 

plasmides pET-28a(+) ont été transférés dans des souches bactériennes E.coli BL21(DE3), 

TUNER et Lemo21. 3µl de plasmide (concentration 250 ng/µl) ont été mis en présence de 50µl 

de chacune des souches, avant d’être incubée sur glace pendant 40 minutes. Ensuite, par une 

succession de choc thermique, le plasmide est transformé dans les souches : transfert du 

mélange dans un bain d’eau à 42°C pendant 45 secondes, avant d’être déposé sur glace pendant 

3 minutes, avec ajout de 450µl de milieu LB (Lysogeny Broth) et incubation à 37°C pendant 1h 

sous agitation constante. Le milieu est déposé sur une boîte de LB agar solide, en présence 

d’ampiciline comme antibiotique (et 30 µg/mL de chloramphénicole pour les souches Lemo21). 

Celle-ci est ensuite incubée à 37°C pendant 18h. Enfin, une colonie unique est prélevée sur la 

boîte, mise en culture dans 10 mL de LB avec 10µl d’ampicilline (Amp) 100µg/µl pendant 18h 

à 37°C et 500µl de la prolifération bactérienne dans le milieu est dilué avec une solution de 

60% glycérol pour former un stock glycérol, stocké à -80°C et réutilisable pour de nouvelles 

cultures.  
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4.2. Surexpression bactérienne 

Pour la surexpression bactérienne, une préculture de 50 mL de LB avec 50 µl d’Amp 

100µg/µl (et 30 µg/mL de chloramphénicole pour Lemo21) est réalisée à partir d’un stock 

glycérol de la souche bactérienne choisie et incubée à 37°C pendant 18h. De cette préculture, 5 

mL sont ajoutés à 250 mL de LB et 250 µl d’Amp 100 µg/µl dans des erlenmeyers à chicanes 

pour l’oxygénation du milieu et celui-ci est placé à 37°C sous légère agitation. La croissance 

bactérienne est suivie par la mesure de la densité optique (D.O) à 600 nm jusqu’à obtenir une 

valeur située entre 0.6 et 0.8, suivi d’une induction de la protéine d’intérêt avec l’ajout de 250 

µl d’IsoPropyl β-D-1-ThioGalactopyranoside (IPTG) pour une concentration finale de 1 mM. 

La culture est ensuite placée à 37°C pendant 3h ou bien à 18°C pendant 18h. Le culot bactérien 

est récupéré par centrifugation pendant 30 minutes à 4°C, 4000 RPM et conservé à -80°C.  

4.3. Purification sur chromatographie d’affinité métallique IMAC 

En vue d’une purification de la protéine d’intérêt, le culot est solubilisé dans dans un tampon 

PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4 ; pH 7.4) avec 0.5% 

Triton X-100 et lysé par sonicateur pendant 6 cycles de 30 secondes sur glace. Le nouveau culot 

(corps d’inclusions et débris cellulaires) et le surnageant sont séparés par centrifugation à 4°C 

pendant 30 mins, 4000 RPM. Le surnageant est filtré sur une membrane de 0.45 µm avant 

application sur colonne de chromatographie. La tréhalase His-Tag est purifiée sur IMAC 

(HiTrap FF IMAC) préalablement équilibrée avec un tampon A (tampon phosphate 

Na2HPO4/NaH2PO4 20 mM, 100 mM NaCl, 5 mM imidazole, pH 7.4) à un débit de 1 mL/min. 

L’enzyme d’intérêt est décrochée avec un gradient linéaire pendant 30 minutes avec le tampon 

B (tampon phosphate Na2HPO4/NaH2PO4 20 mM, 100 mM NaCl, 500 mM imidazole, pH 7.4).  

4.4. Clivage du His-Tag 

Le His-Tag présent sur la protéine d’intérêt est clivée par la protéase TEV dans un ratio 

protéine:TEV optimisé (1:100), dans un boudin de dialyse avec une membrane de 7 kDa dans 

un tampon C (Tris-HCl 50 mM, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, pH 8) pendant 18h à 4°C, sous 

agitation constante. La solution contenant la protéine d’intérêt clivée est ensuite repassé sur la 

colonne IMAC précédente, équilibrée avec le tampon A. Le tampon B est utilisé pour décrocher 

les protéines interférentes de la colonne, tandis que la protéine d’intérêt n’ayant plus de His-

Tag élue dans le flowthrough avec le tampon A.  

5. Dosage protéique et analyse SDS-PAGE 

La concentration en protéine est mesurée par absorbance à 280 nm à l'aide d'un 

spectrophotomètre UV-6300PC de VWR. Pour l'électrophorèse 1-D, les protéines et les 

standards de poids moléculaire sont chargées sur un « stacking gel » (acrylamide 4%, tampon 

Tris-HCl 0.5 M pH 6.8). L'électrophorèse est réalisée dans un tampon de migration Tris (0.25 

M Tris, 1.9 M glycine, 1% SDS) avec une différence de potentiel de 200 V pendant 1h15. Les 

protéines sont ensuite séparées dans un gel (12 % d'acrylamide, tampon Tris-HCl 1.5 M pH 

8.8). Les protéines sont soit colorées par la technique de coloration au bleu de Coomassie, soit 

par la coloration imidazole-zinc. Le standard de poids moléculaire « Precision Plus Protein™ 

Standards Unstained » lors de l’électrophorèse (dix protéines recombinantes étiquetées Strep : 

10, 15, 20, 25, 37, 50, 75, 100, 150 et 250 kDa). 

6. Analyse en spectrométrie de masse 

Les protéines sont digérées à la trypsine selon le protocole Filter-Aid Sample Preparation 

(FASP)296. Les peptides sont analysés à l'aide d'un nano-LC-ESI-MS/MS maXis Impact UHR-
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TOF (Bruker, Bremen, Allemagne) couplé à un nanoLC UltiMate 3000 (Thermo). Les 

digestions sont séparées par chromatographie liquide en phase inverse à l'aide d'une colonne 

Thermo en phase inverse de 75 µm X 250 mm (Acclaim PepMap 100 C18) dans un système de 

chromatographie liquide Ultimate 3000. La phase mobile A est composée de 95% d'eau/5% 

d'acétonitrile avec 0.1% d'acide formique, tandis que la phase mobile B est composée de 20% 

d'eau/80% d'acétonitrile avec 0.1% d'acide formique. 18 µl d’échantillon est injecté, et le 

contenu organique de la phase mobile a été augmenté linéairement pendant 90 minutes de 5% 

B à 40% B, et de 40% B à 100% B en 10 minutes supplémentaires. L'effluent de la colonne est 

connecté à un Captive Spray (Bruker). Les listes de pics sont créées à l'aide de DataAnalysis 

4.2 (Bruker) et comparées à la base de données Aphidoidea (de NCBInr). Scaffold 4.8 

(Proteome Software) est utilisé pour valider l'identification des protéines par MS/MS sur la base 

des peptides. 

7. Analyse de la séquence en acide aminés 

Le point isoélectrique, le poids moléculaire et le coefficient d'extinction d’ApTreh-1 sont 

estimés par l'outil ProtParam d'ExPASy. Les séquences de tréhalases connues d'Aphis glycines, 

Bombyx mori, Apis mellifera, Tenebrio molitor et Drosophila melanogaster (isoforme C) ont 

été alignées en utilisant l'alignement de séquences multiples T-Coffee suivi de Box- Shade 3.21. 

Toutes les régions conservées sont comparées. Pour l'arbre phylogénétique, 38 Trehs identifiés 

de divers ordres d'insectes ont été obtenus à partir d'Uniprot, soit sous forme soluble, soit sous 

forme membranaire. Les séquences sont alignées en utilisant le programme Multiple Sequence 

Comparison by Log-Expectation (MUSCLE) et sont assemblées en un arbre de (type 

neighbour-joining) en utilisant Mega X. La prédiction des sites de N-glycosylation dans la 

séquence d’ApTreh-1 est réalisée selon le programme NetNGlyc 1.0. 

8. Modélisation par homologie et validation géométrique 

La prédiction de la structure tridimensionnelle d'ApTreh-1 a été basée sur une méthode de 

modélisation par homologie grâce au programme SwissMODEL297. Avec 33 % d'identité de 

séquence, la référence utilisée est la structure cristalline de la tréhalase d’Enterobacter cloacae 

complexée avec la validoxylamine (forme fermée) (PDB ID : 5z66.1, résolution 1.8 Å) ou sans 

ligand (forme ouverte) (PDB ID : 5z6h, résolution 2.3 Å). La qualité du modèle est vérifiée et 

confirmée par validation géométrique de Ramachandran selon le programme MolProbity298. 

9. Mesures de dichroïsme circulaire et calculs de structures secondaires 

Le spectre de dichroïsme circulaire (CD) dans l'ultraviolet lointain est enregistré avec un 

spectropolarimètre MOS-500 à 20 °C dans un tampon phosphate 20 mM pH 7, en utilisant une 

cellule Suprasil en quartz de 1 mm de longueur d'onde (Hellma) et une concentration protéique 

de ~ 0.1 mg/mL (1.5 µM). Quatre balayages (20 nm/min, largeur de bande de 1 nm, data pitch 

de 0.1 nm et temps d'intégration numérique de 2s) sont moyennés, les lignes de base sont 

soustraites et aucun lissage n’est appliqué. Les données sont présentées sous forme d'ellipticité 

molaire des résidus ([Ɵ]MRE) calculée à partir de la concentration molaire de la protéine et du 

nombre de résidus. Des analyses de structure secondaire utilisant les algorithmes 

CDSSTR299,300, CONTINLL301,302 et SELCON3300 sont  effectuées sur les données CD avec le 

logiciel Dichroweb303. Une analyse plus poussée est également effectuée à l'aide de l'algorithme 

BeStSel disponible sur le serveur BeStSel304.  
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10. Analyses in vivo 

Les tests in vivo sont réalisés avec 50 individus adultes pour chaque condition testée 

(10µg/mL et 25µg/mL de chaque inhibiteur, amygdaline, phloridzine ou validamycine A). Un 

relevé des individus morts est effectué après 24, 48 et 72 heures, en comptant les individus qui 

ne bougeaient plus du tout ou qui avaient perdu leur coloration verte (lorsqu'un puceron meurt, 

les bactéries symbiotiques des mycétocytes meurent également, ce qui entraîne l'arrêt de la 

production de pigments caroténoïdes). Le saccharose 15% est utilisé comme contrôle négatif et 

la cyperméthrine 25 µg/mL comme contrôle positif. Les inhibiteurs sont dissous dans l'eau et 

incorporés dans un régime alimentaire artificiel (saccharose 15 %), puis placé sur du parafilm 

afin que l'insecte puisse se nourrir et absorber l'inhibiteur. La solution est renouvelée 

quotidiennement afin de maintenir la concentration d'inhibiteur constante. Les données ont été 

analysées à l'aide du logiciel R (version 4.2.2, R Core Team, 2022). Un modèle linéaire 

généralisé (famille binomiale, lien logit) a été utilisé avec le nombre d'individus morts (sur un 

total de n=50) comme variable réponse, "nombre total - nombre d'individus morts". La variable 

réponse dépendait de l'inhibiteur (y compris les contrôles), du temps et du dosage et un modèle 

factoriel complet a été utilisé. Les effets de chaque variable ont été analysés au moyen d'une 

analyse de la déviance (paquets "Car" et "lme4" ; https://www.john-

fox.ca/Companion/index.html305). L'ensemble des données a ensuite été divisé en trois sous-

ensembles de temps (24 h, 48 h, 72 h) afin d'étudier plus en détail les effets des autres variables. 

En outre, les différences entre les inhibiteurs (y compris les témoins) et les dosages ont été 

analysées par paire en comparant les moyennes des moindres carrés (ou les moyennes 

marginales estimées) à l'aide des packages "emmeans" (https://cran.r-

project.org/web/packages/emmeans/index.html) et "multcomp"306, et les valeurs p ont été 

corrigées pour les tests multiples à l'aide de la méthode HSD de Tukey. 

11. Analyses in vitro 

Pour les analyses in vitro, l'amygdaline et la phloridzine sont dissouts dans du DMSO, tandis 

que la validamycine A, la castanospermine et le 1-deoxynojirimycin sont dissouts dans un 

tampon acétate 0.2 M (pH 5). Le milieu réactionnel est le même que celui décrit dans le point 

du test enzymatique, à l'exception du volume contenant une concentration finale de 0 à 200 mM 

d'amygdaline, de 0 à 100 mM de phloridzine, de 0.1 à 63 µM de castanospermine et de 1 à 100 

µM de 1-deoxynojirimycin et de 0 à 20 µM de validamycine A. Le volume réactionnel final 

(100 µl) est complété avec du tampon acétate 0.2 M (pH 5) et incubé à 37 °C pendant 15 minutes 

; 300 µl de DNS (10 mg/mL) sont ensuite ajoutés, et la réaction est arrêtée dans un bain 

bouillant. Les concentrations inhibant 50 % de l'activité de la tréhalase (IC50) ont été calculées 

à partir du point d’inflexion obtenu graphiquement à partir du log de la concentration en 

inhibiteur sur son efficacité. Pour déterminer la valeur Ki de l'ApTreh en présence de 

castanospermine, 1-deoxynojirimycin et de la validamycine A, l'enzyme purifiée est incubée 

avec deux concentrations d'inhibiteur avec des concentrations de substrat allant de 1 mM à 100 

mM. La valeur Ki a été déterminée à partir des tracés des pentes et/ou des ordonnées des courbes 

de Lineweaver-Burk en fonction de la concentration de l'inhibiteur en utilisant la formule ci -

dessous. 

𝐾𝑖 =
[𝐼]

(𝛼 − 1)
 

Où [I] est la concentration de l'inhibiteur et α est le rapport des pentes obtenues avec le tracé 

de Lineweaver-Burk en présence ou en absence de l'inhibiteur. 

https://www.john-fox.ca/Companion/index.html
https://www.john-fox.ca/Companion/index.html
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12. Criblage virtuel 

Pour la banque de données ZINC, la sélection des composés était basée sur les molécules 

disponibles commercialement directement (option « In-Stock »), avec une représentation 3D, le 

pH placé en « Ref Mid » et les charges (-2 -1 0 +1 +2). Les fichiers sont sauvegardés sous le 

format .sdf.gz avant d’être décompressé en .sdf pour docking dans GOLD. Pour la banque de 

données Chemdiv, la librairie «  300k Representative Compounds Library (Bemis-Murcko 

Clustering Algorithm) » est utilisée. Le programme DataWarrior est utilisé pour visualiser le 

contenu du fichier .sdf obtenu et pour réduire le nombre de composés à 5303 molécules. Un 

programme python « RDKitGenerate conformers.py » disponible en ligne permet de générer un 

conformère 3D pour chacune des molécules avant docking dans GOLD. 

13. Analyse de la stabilité par DSF 

Pour évaluer la stabilité d’ApTreh-1 en présence des inhibiteurs obtenus par criblage virtuel, 

des analyses DSF sont effectuées. 17.5 µL d’enzyme (~ 1.3 mg/mL) est mise en présence de 

17.5 µL d’inhibiteur pour une concentration finale de 5 mM. L’enzyme est dilué dans 25% 

DMSO pour obtenir la même concentration que pour les inhibiteurs testés. 5µL de SYPRO 

Orange (solution stock concentrée 5000x, dilué 625x au préalable pour une concentration finale 

de 1x dans l’échantillon) sont ajoutés pour compléter le volume réactionnel à 40µL. L’analyse 

est effectuée sur StepOnePlus d’Applied Biosystems. La température du système augmente de 

25°C à 99°C à une vitesse de 1°C/min et le SYPRO Orange est excité à 570nm pour émettre à 

623nm. Chaque condition est analysée en triplicat. La valeur de Tm est déterminée en calculant 

la dérivée première des points obtenus, correspondant au point d’inflection de la courbe.  

14. Culture des Streptomyces 

Les souches de Streptomyces hygroscopicus sont mises en culture et incubé à 28°C pendant 

une durée variant de 1 à 14 jours, dans différents milieux de cultures (ISP2, ISP4, ISP7 et SFM). 

Chaque jour, un morceau d’agar est découpé et congelé à -20°C. Afin de récupérer les 

métabolites produits par la bactérie, les échantillons sont centrifugés à haute vitesse (30 000 g) 

et le surnageant liquide est récupéré et passés sur des filtres PES de 0.2 µm. Après 14 jours de 

cultures sur milieu solide, la bactérie a « sporulé » et il devient possible de réaliser une culture 

en milieu liquide. Pour se faire, la boite de pétri comportant la culture solide est recouverte 

d’une solution Tween 80 (1.2g/L) NaCl 8.5 g/L (entre 5 et 10 mL) qui est ensuite récupérée 

dans un falcon et centrifugée . Le culot obtenu est solubilisé dans 1 mL de milieu LB (Lysogeny 

Broth). Les spores sont ensuite comptés sur Bürker afin de s’assurer d’avoir une concentration 

sporale de 106 spores. Enfin, 100 µL de suspension sporale sont inoculés dans un erlen de 250 

mL contenant 50 mL de milieu LB. Cet erlen est mis à sous légère agitation à 30°C. Après 24h, 

5mL de préculture sont prélevé et ajouté à 100 mL de milieu dans un erlen d’1 L. L’incubation 

dure ensuite 5 jours à 37°C sous légère agitation.   

15. Modifications chimiques sur SeeSAR 

Les modifications chimiques des composés d’intérêts établis par criblage virtuel sont 

modifiés avec le programme SeeSAR. Les ligands sont modifiés manuellement dans le 

« Molecule Editor ». Pour la création de nouveaux groupements, la fonction « Growing » du 

mode Inspirator est appliquée après avoir sélectionné les groupements à modifier. Le choix se 

base sur une librairie de fragments FastGrow. L’affinité de liaison et le HYDE score est calculé 

à partir du logiciel.  
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16. Création du pharmacophore sur Maestro 

L’hypothèse pharmacophore est générée sur le logiciel Maestro, sur base des 10 meilleurs 

ligands obtenus par criblage virtuel et ayant présenté une activité inhibitrice. L’hypothèse 

correspond à 50% au minimum des composés analysés sur base de la fonction de score Phase 

Hypo Score. 50 conformères pour chaque ligand sont testés. Pour chaque groupement, une 

sphère de tolérance de 2 Å est appliquée 

17. Docking moléculaire – analyses in silico 

Les structures 3D des différents ligands utilisés (inhibiteurs commerciaux ou bien provenant 

du criblage virtuel) sont construits avec le logiciel ChemDraw Pro, sauvegardés en fichier .sdf 

avant optimisation de la géométrie dans le logiciel Avogadro307 avant d’être finalement 

sauvegardés en fichier .mol2. La poche catalytique est définie comme une maille de dimension 

intérieure 10*10*10 Å, centrée sur l'atome 2279 CZ correspondant à la Phe183, l'un des résidus 

du site actif. Les ligands optimisés sont intégrés dans le modèle 3D ApTreh à l'aide du logiciel 

GOLD308. L'énergie libre de liaison est estimée à l'aide d'une fonction de notation empirique 

appelée score ChemPLP, qui inclut les contacts hydrophobe-hydrophobe, les liaisons 

hydrogène, la flexibilité du ligand et de multiples potentiels linéaires pour modéliser les termes 

de van der Waals et de répulsion. Sur la base du score ChemPLP, les meilleurs complexes 

obtenus après docking sont sélectionnés et visualisés avec PyMOL 4.6.0.  
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Annexes 

Annexe 1 
Tableau 20: pI et masse moléculaire théorique calculé à partir des séquences de tréhalases disponibles sur Uniprot  

Tréhalase provenant de 

l’organisme suivant 

Identification de la séquence pI 

calculé 

Masse 

moléculaire (Da) 

Apis mellifera (A8J4S9) Preuve expérimentale au 

niveau de la protéine 

5.36 72820 

Drosophila melanogaster 

(Q9W2M2) 

Preuve expérimentale au 

niveau de la protéine 

4.87 67690 

Pimpla hypochondriaca 

(Q8MMG9) 

Preuve expérimentale au 

niveau de la protéine 

5.75 66460 

Bombyx mori (P32358) Preuve expérimentale au 

niveau de la protéine 

4.89 66540 

Tenebrio molitor (P32359) Preuve expérimentale au 

niveau de la transcription 

5.08 64460 

Schizaphis graminum 

(A0A2S2P0U2) 

Protéine déduite par 

homologie 

5.69 68487 

Clastoptera arizonana 

(A0A1B6EEF7) 

Protéine déduite par 

homologie 

5.36 75342 

Cuerna arida 

(A0A1B6FTE3) 

Protéine déduite par 

homologie 

5.68 67033 

 

La valeur "Preuve expérimentale au niveau de la protéine" (Tableau 20) indique qu'il existe 

une preuve expérimentale claire de l'existence de la protéine (séquençage Edman partiel ou 

complet, résultats de spectrométrie de masse, par rayons X ou RMN, interactions protéine-

protéine ou bien détection par un anticorps. La valeur "Preuve expérimentale au niveau de la 

transcription" indique que l'existence d'une protéine n'a pas été strictement prouvée mais que 

des données d'expression (telles que l'existence d'ADNc, de RT-PCR ou de Northern blots) 

indiquent l'existence d'une transcription. La valeur "Protéine déduite par homologie" indique 

que l'existence d'une protéine est probable car des orthologues clairs existent chez des espèces 

étroitement apparentées. 
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Annexe 2 

Avant d’appliquer l’étape de purification sur Concanavaline A, plusieurs tentatives de 

purification sur des colonnes d’exclusion stérique (SEC) ont été réalisées, étant donné que 

certaines tréhalases d’insectes sont purifiées avec le critère de taille comme moyen de 

séparation. A cet effet, deux colonnes SEC sont utilisées, avec des matrices différentes 

(Sephacryl S-200 HR 16/60 et Superdex 200pg 16/60), différents flowrate et différentes 

compositions de tampons.  

 

 

Figure 91: Chromatogramme du passage d'ApTreh-1 sur colonne Sephacryl S-200 HR 16/60 et analyse SDS-PAGE avec 
coloration imidazole-zinc des fractions d’élutions.  

En analysant les fractions possédant une activité enzymatique sur SDS-PAGE, on remarque 

que les échantillons ne sont pas purs et qu’il existe plusieurs populations de protéines avec des 

masses moléculaires différentes dans une même fraction (Figure 91). De plus, la tréhalase est 

diluée dans de multiples échantillons, nécessitant de sélectionner les plus purs et donc une perte 

protéique est inévitable. En fin de procédé, la tréhalase n’est pas assez pure et n’est pas présente 

en forte quantité, la colonne Sephacryl S-200 HR 16/60 est donc abandonnée.  
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Figure 92: Chromatogramme du passage d'ApTreh-1 sur colonne Sephadex 200pg 16/60 et analyse SDS-PAGE avec 
coloration imidazole-zinc des fractions d’élutions 

Pour la colonne Sephadex 200pg 16/60 (Figure 92), le profil chromatographique est 

totalement différent et les fractions actives contenant la tréhalase sont moins diluées. Après 

analyse sur SDS-PAGE, on observe que l’enzyme est plus pure en comparaison à l’autre 

colonne, avec quelques protéines interférentes tout de même. Bien que ce protocole incluant 

cette étape de purification suffit à purifier l’enzyme de manière satisfaisante (a permis 

l’identification de l’enzyme par spectrométrie de masse), le rendement protéique et le facteur 

de purification reste nettement supérieur lors de l’utilisation d’une colonne d’affinité avec 

matrice Concanavaline A.  
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Annexe 3 

 

Figure 93: Séquences en acides aminés de l'isoforme X1 et X2 d'ApTreh-1. Les peptides détectés par spectrométrie de masse 
sont indiqués en jaune pour X2 et en vert pour X1.  

On retrouve en jaune la couverture de séquence (peptides détectés après analyse par 

spectrométrie de masse) pour l’isoforme X2 (référence Uniprot : A0A8R2A2H3) et en vert pour 

l’isoforme X1 (référence Uniprot : A0A8R2ABU8) (Figure 93). 

Annexe 4 

 

Figure 94: Hydrolyse du tréhalose au cours du temps à une concentration de 5 mM (bleu) et 80 mM (orange) à 60°C  

ApTreh-1 présente une vitesse initiale constante pendant 30’ à 60°C (Figure 94), avant 

d’avoir hydrolysé l’entièreté du substrat (5 mM en bleu) après 60’ ou bien en atteignant une 

saturation du signal d’absorbance à 540nm avec une plus grande quantité de tréhalose (80 mM). 

Il n’y a pas de perte d’activité en fonction du temps, l’enzyme est donc thermorésistante.  
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Annexe 5 
  

 
Figure 95: Représentation graphique de Lineweaver-Burk (A), Eadie-Hofstee (B), Hanes (C) et Eisenthal et Cornish-

Bowden (D) 

 

Les différentes représentations graphiques pour la détermination des constantes cinétiques d’une 

enzyme (Figure 95). La représentation d’Hanes étant celle donnant le meilleur coefficient de corrélation, 

cette dernière a été gardée pour le calcul des paramètres Km et Vmax. 
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Annexe 6 

 

Figure 96: Alignement de séquence entre ApTreh-2a (A0A8R2JUJ7) et ApTreh-2b (A0AR2NN06). Les résidus catalytiques 

sont surlignés en mauve, les arginines en orange. Les domaines transmembranaires sont encadrés en orange, tandis que la 
lid loop est en vert et les motifs tréhalase récurrents en rouge.  

Alignement de séquences entre les deux formes d’ApTreh-2 détectée par spectrométrie de masse 

après purification (Figure 96). Les deux formes différent de deux gènes différents, d’où la forte disparité 

d’identité de séquence.  
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Annexe 7 
 

Tableau 21: Résultats de l'analyse de la variance pour chaque sous-ensemble (inhibiteur, dosage et inhibiteur:dosage) à 
chaque étape pour les résultats in vivo  

  24h 48h 72h 

 df X² p-value X² p-value X² p-value 

Inhibiteur 3 21.12 9.903e-05 *** 36.76 5.153e-08 *** 112.0 < 2.2e-16 *** 

Dose 1 34.65 3.944e-09 *** 45.64 1.419e-11 *** 103.7 < 2.2e-16 *** 

Inhibiteur:Dose 3 19.48 0.0002174 *** 86.33 < 2.2e-16 *** 145.0 < 2.2e-16 *** 

 

## Table d’analyse de déviation (Tests de Type II) 

## Codes :  0 '***' 0.001 '**' 0.01 '*' 0.05 '.' 0.1 ' ' 1 

 

  



Annexes 

 

 

133 

Annexe 8 
Observations après 24h de diète 

Tableau 22: Significations des comparaisons par paires à 24 heures lors des tests in vivo (comparaison des moyennes par 
moindres carrés corrigée pour les tests multiples avec la méthode HSD de Tukey).  

contrast  estimate SE z.ratio p.value  

Control - Sucrose 15% Amygdalin 10µg/mL -1.636 1.102 -1.485 0.8156  

Control - Sucrose 15% Amygdalin 25µg/mL -2.251 1.060 -2.123 0.3999  

Control - Sucrose 15% Control - Cypermethrin 
25µg/mL 

-3.917 1.021 -3.838 0.0031 ** 

Control - Sucrose 15% Phloridzin 10µg/mL -1.406 1.124 -1.251 0.9164  

Control - Sucrose 15% Phloridzin 25µg/mL -2.251 1.060 -2.123 0.3999  

Control - Sucrose 15% Validamycin 10µg/mL -1.986 1.075 -1.847 0.5876  

Control - Sucrose 15% Validamycin 25µg/mL -2.466 1.051 -2.346 0.2684  

Amygdalin 10µg/mL Amygdalin 25µg/mL -0.615 0.570 -1.079 0.9612  

Amygdalin 10µg/mL Control - Cypermethrin 
25µg/mL 

-2.280 0.492 -4.638 0.0001 *** 

Amygdalin 10µg/mL Phloridzin 10µg/mL 0.230 0.681 0.338 1.0000  

Amygdalin 10µg/mL Phloridzin 25µg/mL -0.615 0.570 -1.079 0.9612  

Amygdalin 10µg/mL Validamycin 10µg/mL -0.350 0.597 -0.586 0.9990  

Amygdalin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.830 0.552 -1.503 0.8060  

Amygdalin 25µg/mL Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

-1.665 0.391 -4.256 0.0005 *** 

Amygdalin 25µg/mL Phloridzin 10µg/mL 0.845 0.612 1.380 0.8665  

Amygdalin 25µg/mL Phloridzin 25µg/mL 0.000 0.486 0.000 1.0000  

Amygdalin 25µg/mL Validamycin 10µg/mL 0.265 0.517 0.512 0.9996  

Amygdalin 25µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.215 0.465 -0.462 0.9998  

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Phloridzin 10µg/mL 2.510 0.540 4.648 0.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Phloridzin 25µg/mL 1.665 0.391 4.256 0.0005 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Validamycin 10µg/mL 1.930 0.430 4.491 0.0002 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Validamycin 25µg/mL 1.451 0.365 3.978 0.0018 ** 

Phloridzin 10µg/mL Phloridzin 25µg/mL -0.845 0.612 -1.380 0.8665  

Phloridzin 10µg/mL Validamycin 10µg/mL -0.580 0.638 -0.910 0.9852  

Phloridzin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -1.060 0.596 -1.779 0.6342  

Phloridzin 25µg/mL Validamycin 10µg/mL 0.265 0.517 0.512 0.9996  

Phloridzin 25µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.215 0.465 -0.462 0.9998  

Validamycin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.480 0.498 -0.964 0.9794  
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Observations après 48h de diète 

Tableau 23: Significations des comparaisons par paires à 48 heures lors des tests in vivo (comparaison des moyennes par 
moindres carrés corrigée pour les tests multiples avec la méthode HSD de Tukey).  

contrast  estimate SE z.ratio p.value  

Control - Sucrose 15% Amygdalin 10µg/mL -0.8806 0.357 -2.463 0.2113  

Control - Sucrose 15% Amygdalin 25µg/mL -0.8806 0.357 -2.463 0.2113  

Control - Sucrose 15% Control - Cypermethrin 
25µg/mL 

-3.1900 0.339 -9.416 <.0001 *** 

Control - Sucrose 15% Phloridzin 10µg/mL -1.1239 0.349 -3.219 0.0281 * 

Control - Sucrose 15% Phloridzin 25µg/mL -1.2693 0.345 -3.678 0.0057 ** 

Control - Sucrose 15% Validamycin 10µg/mL -1.1980 0.347 -3.453 0.0129 * 

Control - Sucrose 15% Validamycin 25µg/mL -1.3718 0.343 -4.004 0.0016 ** 

Amygdalin 10µg/mL Amygdalin 25µg/mL 0.0000 0.296 0.000 1.0000  

Amygdalin 10µg/mL Control - Cypermethrin 
25µg/mL 

-2.3094 0.273 -8.465 <.0001 *** 

Amygdalin 10µg/mL Phloridzin 10µg/mL -0.2433 0.286 -0.852 0.9900  

Amygdalin 10µg/mL Phloridzin 25µg/mL -0.3888 0.281 -1.386 0.8642  

Amygdalin 10µg/mL Validamycin 10µg/mL -0.3175 0.283 -1.122 0.9522  

Amygdalin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.4912 0.278 -1.770 0.6408  

Amygdalin 25µg/mL Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

-2.3094 0.273 -8.465 <.0001 *** 

Amygdalin 25µg/mL Phloridzin 10µg/mL -0.2433 0.286 -0.852 0.9900  

Amygdalin 25µg/mL Phloridzin 25µg/mL -0.3888 0.281 -1.386 0.8642  

Amygdalin 25µg/mL Validamycin 10µg/mL -0.3175 0.283 -1.122 0.9522  

Amygdalin 25µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.4912 0.278 -1.770 0.6408  

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Phloridzin 10µg/mL 2.0661 0.262 7.893 <.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Phloridzin 25µg/mL 1.9206 0.256 7.492 <.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Validamycin 10µg/mL 1.9919 0.259 7.694 <.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Validamycin 25µg/mL 1.8182 0.253 7.185 <.0001 *** 

Phloridzin 10µg/mL Phloridzin 25µg/mL -0.1454 0.270 -0.539 0.9994  

Phloridzin 10µg/mL Validamycin 10µg/mL -0.0741 0.272 -0.272 1.0000  

Phloridzin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.2478 0.267 -0.929 0.9833  

Phloridzin 25µg/mL Validamycin 10µg/mL 0.0713 0.267 0.267 1.0000  

Phloridzin 25µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.1024 0.261 -0.392 0.9999  

Validamycin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.1737 0.264 -0.658 0.9980  
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Observations après 72h de diète 

Tableau 24: Significations des comparaisons par paires à 48 heures lors des tests in vivo (comparaison des moyennes par 
moindres carrés corrigée pour les tests multiples avec la méthode HSD de Tukey). 

contrast  estimate SE z.ratio p.value  

Control - Sucrose 15% Amygdalin 10µg/mL estimate SE z.ratio p.value  

Control - Sucrose 15% Amygdalin 25µg/mL -0.700 0.269 -2.600 0.1557  

Control - Sucrose 15% Control - Cypermethrin 
25µg/mL 

-1.069 0.264 -4.051 0.0013 ** 

Control - Sucrose 15% Phloridzin 10µg/mL -5.365 0.619 -8.674 <.0001 *** 

Control - Sucrose 15% Phloridzin 25µg/mL -1.650 0.263 -6.283 <.0001 *** 

Control - Sucrose 15% Validamycin 10µg/mL -2.031 0.266 -7.624 <.0001 *** 

Control - Sucrose 15% Validamycin 25µg/mL -2.297 0.271 -8.466 <.0001 *** 

Amygdalin 10µg/mL Amygdalin 25µg/mL -2.993 0.296 -10.118 <.0001 *** 

Amygdalin 10µg/mL Control - Cypermethrin 
25µg/mL 

-0.369 0.239 -1.543 0.7840  

Amygdalin 10µg/mL Phloridzin 10µg/mL -4.665 0.608 -7.668 <.0001 *** 

Amygdalin 10µg/mL Phloridzin 25µg/mL -0.949 0.238 -3.996 0.0017 ** 

Amygdalin 10µg/mL Validamycin 10µg/mL -1.330 0.242 -5.504 <.0001 *** 

Amygdalin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -1.597 0.247 -6.459 <.0001 *** 

Amygdalin 25µg/mL Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

-2.293 0.274 -8.373 <.0001 *** 

Amygdalin 25µg/mL Phloridzin 10µg/mL -4.296 0.606 -7.090 <.0001 *** 

Amygdalin 25µg/mL Phloridzin 25µg/mL -0.580 0.231 -2.509 0.1914  

Amygdalin 25µg/mL Validamycin 10µg/mL -0.961 0.236 -4.081 0.0012 ** 

Amygdalin 25µg/mL Validamycin 25µg/mL -1.228 0.241 -5.090 <.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Phloridzin 10µg/mL -1.924 0.268 -7.166 <.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Phloridzin 25µg/mL 3.715 0.605 6.138 <.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Validamycin 10µg/mL 3.334 0.607 5.494 <.0001 *** 

Control - Cypermethrin 

25µg/mL 

Validamycin 25µg/mL 3.068 0.609 5.036 <.0001 *** 

Phloridzin 10µg/mL Phloridzin 25µg/mL 2.372 0.620 3.822 0.0033 ** 

Phloridzin 10µg/mL Validamycin 10µg/mL -0.381 0.234 -1.627 0.7337  

Phloridzin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.647 0.240 -2.701 0.1223  

Phloridzin 25µg/mL Validamycin 10µg/mL -1.344 0.267 -5.030 <.0001 *** 

Phloridzin 25µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.267 0.244 -1.093 0.9585  

Validamycin 10µg/mL Validamycin 25µg/mL -0.963 0.271 -3.555 0.0090 ** 
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Annexe 9 
Dérivatisation et analyse par GC-MS de la validamycine A 

 

Aucun signal observé par FID ou via le module MS 

Dérivatisation et analyse par HPLC-UV 

Avec l’acide phénylboronique 

 

 

Différents sites de réactions possibles sur la validamycine A, cycles à 6C plus favorables que cycle à 

5C 
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Pas de différence dans les temps de rétention entre la validamycine A dérivatisée et la non-dérivatisée. 

Avec le nitro-4-benzoyle chlorure 

 

 

Pas de différence dans les temps de rétention entre la validamycine A dérivatisée et la non-dérivatisée. 

Annexe 10 
Résultats docking de la banque de données ZINC 

Score S(PLP) S(hbond) S(cho) S(metal) DE(clash) DE(tors) intcor 
81,38 -69,89 4,91 0 0 0 3,38 3,53 

76,63 -60,26 5,12 1 0 0 1,06 0,12 

76,55 -67,39 3,78 0 0 1,48 0,92 1,14 

76,27 -62,57 5,33 0 0 0 1,15 0,03 

75,58 -61,82 5,17 0 0 0 0,9 0,04 

75,4 -58,48 4,97 1 0 0 0,53 0,01 

75,33 -59,97 5,96 0 0 0 1,35 0,09 

75,21 -62,91 4,72 0,21 0 0,02 2,69 2,93 
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75,02 -61,33 5,21 0 0 0 1,03 0,12 

74,78 -66,98 3,03 0 0 0 1,58 1,85 

74,72 -59,06 6,1 0 0 1,94 0,37 0,02 

74,66 -60,88 2 2,73 0 0 0,89 1,36 

74,54 -65,48 3,53 0 0 0 0,79 0,01 

74,52 -69,97 2,03 0 0 0 0,9 0,25 

74,49 -58,18 2,08 3,65 0 0 1,21 1,19 

74,34 -56,68 6,28 0 0 0 1,11 0,17 

74,21 -59,25 5,21 0 0 0,18 0,36 0,08 

74,12 -55,65 6,26 0 0 0 0,16 0 

73,97 -59,44 5,39 0 0 0 0,97 0,12 

73,78 -64,13 4,06 0 0 1,44 0,7 0,3 

73,56 -59,46 5,01 0 0 0 0,48 0,01 

73,56 -58,49 6,08 0 0 0 2,17 1,17 

73,43 -57,53 6,55 0 0 0,37 1,89 0,39 

73,39 -63,56 4,32 0 0 23,62 1,25 23,01 

73,29 -58,95 5,44 0 0 0 1,13 0,21 

73,28 -62,66 3,99 0 0 0 0,71 0,07 

73,17 -60,74 4,69 0 0 0 2,22 2,41 

73,09 -58,78 4,79 0,66 0 0 1,14 0,23 

72,82 -58,44 5,21 0 0 0 0,63 0,01 

72,77 -59,3 4,38 0,97 0 0 1,33 0,09 

72,75 -59,9 4,99 0 0 0 1,15 0,12 

72,74 -58,27 2,11 3,42 0 0 1,75 1,1 

72,56 -56,88 4,62 1 0 0 0,63 0,08 

72,36 -59,5 5,17 0 0 51,55 2,59 54,08 

72,25 -56,39 2,2 3,52 0 0 1,22 1,01 

72,18 -58,65 4,9 0 0 0 0,58 0 

72,15 -65,14 2,73 0 0 0 1,77 2,3 

72,15 -60,07 4,5 0 0 0,51 0,98 1,03 

72,07 -56,72 5,65 0 0 0,35 0,9 0,19 

71,9 -55,18 6,47 0 0 1,66 1,71 2,41 

 

Annexe 11 

Score S(PLP) S(hbond) S(cho) S(metal) DE(clash) DE(tors) intcor N°plaque 
79,51 -63,5 4,53 2 0 0,78 1,78 0,75 E9 

75,96 -57,27 6,83 0 0 0,06 0,96 0,2 E2 

73,63 -54,65 5,99 1 0 0 1,68 1,36 C8 

72,6 -59,91 1 3,78 0 0 0,92 0,14 E8 

72,51 -67,76 2,21 0 0 0 2,27 2,3 G3 

72,4 -62,47 4,02 0 0 0 1,11 0,06 H4 

72,38 -67,56 1,94 0 0 0 0,75 0,34  

72,1 -62,04 3,9 0 0 0 1,3 0,95 H6 

71,98 -59,38 3,14 1,86 0 1,12 0,75 0,2 E6 

69,81 -60,22 3,48 0 0 0 0,8 0,76 C7 

69,2 -60,99 2,62 1,5 0 0,73 1,74 0,07  

68,99 -64,77 2,03 0 0 0 1,1 0,32  

68,82 -57,35 3,3 1 0 0 1,91 1,88  

68,73 -59,51 3,65 0,98 0 0,81 2,37 0,86  

68,69 -52,42 5,83 0 0 0 0,67 0,11 C2 

68,45 -55,84 3,94 0,99 0 0 1,7 1,23  

68,1 -61,06 3,41 0 0 0 1,9 0,23  

67,99 -59,18 0,53 2,92 0 0 1,38 1,21 F6 

67,4 -57,91 4,59 0 0 0 2,38 0,49 A9 
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67,24 -56,59 4,07 0 0 0 0,82 0,08  

67,11 -64,45 0 1 0 0 0,33 0,31  

66,97 -69,57 0 0 0 0 1,36 0,09  

66,91 -55,36 3,39 1,05 0 0 1,27 0,42  

66,68 -65,89 0 1 0 0 1,71 1,22  

66,63 -62,09 1,74 0,89 0 0,19 1,86 0,56  

66,45 -52,56 2,8 2,26 0 0,24 0,53 0,01 A8 

66,42 -57,58 3,48 0 0 0 0,83 0,03  

66,4 -53,13 3,56 0,94 0 0 1,12 2,01  

66,31 -67,6 0 0 0 0 1,46 1,53  

66,24 -59,56 3,04 0 0 0 2,03 1,63 B7 

66,21 -51,6 3,33 2,72 0 0 2,27 0,93 A6 

66,19 -50,84 5,35 0 0 0 0,51 0,31 F2 

66,16 -66 1,14 0 0 0 2,11 0,87  

66,13 -57,55 2,89 1 0 0 1,61 0,14 G7 

66,1 -54,39 3,46 1,32 0 0 2,09 1,54 B4 

66,01 -60,81 2,5 0,99 0 0 2,67 0,09 D6 

66 -60,97 2,5 0 0 0 1,25 0,05 B3 

65,97 -61,25 2,83 0 0 0 2,01 0,25 D2 

65,88 -64,32 0 0,82 0 0 0,77 0,56  

65,86 -54,26 4,25 0,01 0 0 0,64 0,04 E3 

65,78 -47,8 6,1 0 0 0 0,2 0,09 A2 

65,77 -63,2 1,99 0 0 0 1,97 0,55  

65,68 -61,23 1,02 1 0 0 0,85 0,1 D9 

65,62 -61,2 1,99 0,6 0 0,01 1,75 0,15 F5 

65,6 -63,8 0,95 0 0 0 0,63 0,2  

65,52 -56,71 4,78 0 0 0 4,52 3,52  

65,51 -53,32 3,29 1,42 0 0 1,07 0,19 E7 

65,46 -50,04 0,63 5,21 0 0 1,52 0,92  

65,46 -57,67 3 0 0 0 0,72 0,22 A5 

65,45 -61,91 1,52 1 0 0 2,71 0,79  

65,39 -53,96 2,2 2,42 0 0 1,27 0,1 F3 

65,36 -59,39 2,81 0 0 0 2 1,53  

65,32 -62,86 1,56 0 0 0,59 0,85 0,08 C5 

65,23 -54,41 3 1,99 0 0 2,18 0,23  

65,22 -47,83 3,99 2,97 0 0 1,78 0,07 C6 

65,2 -58,61 3,12 0 0 0 1,51 0,24 H3 

65,18 -53,73 2,24 1,92 0 0 0,56 0,07 A4 

65,14 -55,95 3,84 0 0 0 1,94 1,34 B6 

65,12 -65,62 0 0 0 0 0,99 1,47  

65,12 -53,36 3,54 0,89 0 0 1,23 0,93 A7 

65,12 -61,49 2,29 0 0 0,69 1,95 1,35 G5 

65,09 -54,48 3,08 0,84 0 0 1,62 2,03 A3 

65,08 -55,24 4,43 1 0 3,44 1,91 0,73 D4 

65,01 -62,45 0 1 0 0 0,35 0,09  

65 -70,42 0 0 0 1,44 2,2 0,42  

64,99 -60,98 0 1,9 0 0 0,96 0,25  

64,97 -53,7 2,59 2,34 0 0,03 1,97 0,39  

64,96 -62,92 1,48 0 0 0,61 1,12 0,39  

64,92 -62,75 1,79 0 0 0,4 2,24 1,67 B8 

64,78 -52,44 2,99 1,86 0 0 1,14 0,08 H8 

64,76 -58,05 2,77 0 0 0 0,83 0,06 B9 

64,73 -60,02 2 0 0 0 1,6 1,91  

64,6 -64,88 0,6 0,44 0 0 2,03 0,68  

64,6 -54,42 3,81 0 0 0 0,69 0,05  
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64,57 -65,27 0 0,93 0 0 2,2 0,93  

64,55 -51,31 1,98 2,71 0 0 0,52 0,15 B5 

64,49 -58,68 0 2 0 0 0,32 0,45  

64,43 -53,62 3,87 0,44 0 0,47 0,95 0,25 C4 

64,39 -57,25 3,48 0 0 0 1,67 0,02 E4 

64,35 -52,46 4,35 0 0 0 0,61 0,07 B2 

64,31 -57,7 2,71 0 0 0 0,99 0,46 E5 

64,3 -62,3 1 0 0 0 0,71 0,39  

64,19 -57,69 1,47 1,77 0 0,36 2,81 2,72 C9 

64,17 -61,32 1,43 0 0 0 0,73 0,03 G8 

64,12 -57,85 0,96 1,85 0 0 1,58 0,96  

64,09 -49,74 3,82 1,99 0 0 1,56 0,06 F8 

64,08 -55,4 3,25 0 0 0 2,02 2,97 H5 

64,02 -61,87 0,85 0,99 0 0 2,6 1,83  

63,96 -54,9 3,45 0 0 0 0,69 0,05 F7 

63,92 -54,79 3,4 0,02 0 0 0,7 0,2 F4 

63,85 -58,88 1 1,5 0 0 2,28 0,58 D7 

63,83 -56,51 2,04 1 0 0 0,95 0,06  

63,82 -46,94 2,91 2,98 0 0 0,49 0,17 C3 

63,79 -57,55 2,35 0 0 0 0,41 0,01 D5 

63,79 -60,5 0,37 1,8 0 0,01 1,94 0,48  

63,76 -61,64 0 1 0 0 0,71 0,54  

63,76 -59,19 2 0,47 0 0,65 2,45 2,67  

63,75 -58,34 0,86 1,22 0 0 1,17 1,4  

63,71 -50,34 4,46 0,73 0 0,31 1 0,12 G4 

63,7 -52,61 1,66 2,45 0 0 0,63 0,01 D3 

63,67 -55,88 2,18 1 0 0 0,9 0,05 D8 

63,67 -54,6 3,03 1 0 0 1,65 0,27 H7 

63,66 -59,34 1,75 0 0 0 0,5 0,07 H2 

63,56 -62,39 0,98 0 0 0 0,95 0,14 G6 

63,54 -51,68 2,19 2,83 0 0,74 1,34 0,11  

63,54 -53,93 2,12 1,73 0 0 1,03 0,13  

63,54 -60,07 0,88 0,44 0 0 0,43 0,16  

63,5 -54,98 1,27 1,81 0 0 0,36 0,01  

63,49 -58,69 1,98 0 0 0 2,07 2,94  

63,48 -56,6 1,9 0,76 0 0 2,55 4,02 G2 
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Annexe 12 

Interactions ApTreh-B2 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Phe183 Arg182  Tyr187  

Tyr554 Arg300    

Trp562 Ser303    

 Asp336    

 Gln485    

 Trp486    

 Tyr554    

 

Interactions ApTreh-F2 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Phe183 Trp189 Asp190   

Tyr187 Asp190 Asp336   

Tyr554 Asn226    

 Arg235    

 Gln237    

 Arg300    

 Ser303    

 Asp336    

 Glu553    

 

Interactions ApTreh-B4 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Tyr187 Trp189 Glu302   

 Asn226 Asp336   

 Arg235 Glu553   

 Gln237    

 Arg300    

 Gly334    

 Trp486    

 Tyr554    

 

Interactions ApTreh-C5 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Lys67 Asn226  Phe183  

Pro179 Gln237  Tyr187  

Tyr187     

Trp492     

Phe560     

Trp562     

     

 

Interactions ApTreh-B7 
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Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Trp492 Arg182  Phe183  

Phe560 Trp189  Tyr187  

Trp562 Gln237    

 Glu553    

     

     

     

 

Interactions ApTreh-C7 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Trp492 Arg182  Tyr187  

Trp562 Trp189    

 Gln237    

 Glu553    

     

     

     

 

Interactions ApTreh-G7 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Phe183 Arg182  Tyr187  

Tyr232 Trp189    

Glu302 Gln237    

Trp562 Asp336    

     

     

     

 

Interactions ApTreh-D8 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Pro179 Arg182  Phe183  

Ala331 Asn226  Tyr187  

Phe560 Ser303    

Trp562 Asp336    

 Gln485    

 Glu553    

     

 

 

Interactions ApTreh-E8 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Phe183 Arg182  Tyr187 Arg182 

Trp486 Asn226  Trp562  
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Phe560 Gln237    

 Arg300    

 Glu553    

     

     

 

Interactions ApTreh-ZC5 

Interactions 

hydrophobes 

Liaisons 

hydrogènes 
Pont salin π-stacking π-cation 

Pro179 Arg182  Phe183  

Phe183 Asn226  Tyr187  

Tyr187 Arg300    

Tyr232 Ser303    

Glu302 Gly334    

Trp492 Gln485    

Phe560 Trp486    

Trp562 Glu553    

 Tyr554    
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