N
N

N

HAL

open science

Etude des mécanismes d’accumulation de ’iode chez
I’algue brune Laminaria digitata et chez les mammiferes
Elodie Verhaeghe

» To cite this version:

Elodie Verhaeghe. Etude des mécanismes d’accumulation de l'iode chez l'algue brune Laminaria
digitata et chez les mammiferes. Chimie. Université Paris Sud - Paris XI, 2007. Francais.

tel-00351112

HAL Id: tel-00351112
https://theses.hal.science/tel-00351112
Submitted on 8 Jan 2009

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

NNT: .


https://theses.hal.science/tel-00351112
https://hal.archives-ouvertes.fr

N° D’ORDRE : 8849

§ UNIVERSITE PARIS-SUD XI s

Faculté des Sciences d’Orsay

THESE DE DOCTORAT

SPECIALITE : CHIMIE

Ecole Doctorale de Chimie de Paris-Sud

Présentée par :

Elodie VERHAEGHE

Etude des mécanismes d’accumulation de l'iode

chez I'algue brune Laminaria digitata et chez lasammiféres

Thése soutenue le 23 novembre 2007 devant la caiomid’examen :

Pr. Jean Cros Rapporteur

Dr. Bernard Kloareg Rapporteur

Pr. David Bonnaffé Président du jury
Dr. Bernard Rousseau Directeur de these
Dr. Philippe Potin Examinateur

Dr. Yves Ambroise Examinateur






Résumé :

Ce travail s’inscrit dans le projet iode du prognaeninter-organismes de Toxicologie
Nucléaire Environnementale (TOXNUC-E) qui vise aewmi comprendre les voies
biologiques de transferts et de concentration fipéess a I'iode qui sont directement liées a
sa dissémination dans la biosphere et a la toxdsté&es isotopes. Dans ce contexte, nous
avons étudié, par des stratégies de génétique aqunemie mécanisme d’accumulation de
I'iode chez deux modeles biologiques : les alguesds (et plus précisément les laminaires)

et les mammiféres.

Chez les algues brunes, les halopéroxydases aaten@HPO) seraient des enzymes
clés du métabolisme iodé : elles assureraient paatian de I'iode et participeraient a la
biosynthése de composés volatils iodés. Pour géfis hypothéses, nous avons mis en place
une stratégie de génétique chimique inverse dansuted’étudierin vivo les effets de
linvalidation des vHPO. A cette fin, nous avonalig un test de criblage a haut-débit sur la
bromopéroxydase a vanadatédsicophyllum nodosumpour identifier des inhibiteurs de cette
enzyme. Les tests secondaires ont montré quetkeséiectionnés ne sont pas des inhibiteurs
mais qu’is sont trés réactifs envers les especgdéms de 'iode générées par I'enzyme. Un
testin vivoa permis de montrer que ces molécules inhiberftukx des iodures pdraminaria
digitata, ce qui corrobore I'implication d’'une vHPO dansmécanisme. De plus, nous avons
étudié la distribution tissulaire et subcellulaite I'iode chezL. digitata par microsonde
nucléaire et par microsonde SIMS. Cette étude a ems évidence que liode est
principalement stocké au niveau du tissu périph@ridans le compartiment apoplastique et
non au sein de structures intra-cellulaires. Cdéeouverte remet en cause le modéle de
captation des iodures proposé dans la littératireuere de nouvelles perspectives de

recherche.

En ce qui concerne le modele mammifere, nous avomasuivi les travaux
concernant les inhibiteurs de la captation desreslochez des modeéles cellulaires exprimant
le symporteur N4l thyroidien en mettant au point leur synthése, aitant leur activité et

en initiant la recherche de leur protéines ciblsghotomarquage d’affinité.

Mots clés : lode, Laminaria digitata halopéroxydase a vanadate, criblage a haut-débit,

microsonde SIMS, microsonde nucléaire, symporteifiNinhibiteur.
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Introduction générale

1. Le cycle biogéochimigue de I'iode

Découvert par Courtois en 1811 a partir du vardghljode est un micro-nutriment
essentiel a I'homme et aux autres mammiferes paur synthese des hormones
thyroidiennes T3 et T4. Ces hormones jouent un céleial dans le développement et la
maturation du systéme nerveux ainsi que dans ldatgn du métabolisme de la plupart des
tissus [2]. Dans une population, un déficit en iq@evoque un ensemble de désordres
physiologiques (hypothyroidie, goitre endémiqueands de développement physique et
mental séveres) que l'on regroupe sous le nom tleubles dus a la carence en iode »
(TDCI). Ces troubles ont été essentiellement olésechez les populations éloignées des
zones cotieres qui n'avaient pas acces a une dhtn@m d’'origine marine. Le TDCI est
toujours un probléme de santé mondial malgré |l2&gdisation de I'enrichissement du sel

alimentaire en iode [2-4].

L’espace océanique constitue le compartiment mapirréserve en iode bio-
disponible, avec une teneur de 45-60 pg/l, esskemient sous forme iodate et iodure [5]. Les
sédiments marins renferment, quant a eux, plusée de I'iode de la crodte terrestre [6]. Le
cycle biogéochimique de l'iode est basé sur d’isesnéchanges du compartiment océanique
vers I'atmosphere (Fig.1). Ces échanges reposertigeilement sur I'émission de composés
volatils iodés (CHI, CHyl, ...) et d'iode moléculaire £) par le phytoplancton mais aussi par
les macro-algues présentes en zones cotieres. dimedéns I'atmosphére, les composés
volatils iodés (CVIs) et I'lode moléculaire sonssibciés par photolyse en radicaux I°. Ces
radicaux 1° sont impliqués dans une chimie atmogghé complexe conduisant, par réaction
avec l'ozone, a la formation d'un pool d’espéceyddes (IO, 4O, OIO...). Ces especes
oxydées participent ensuite a la formation d’adest a la condensation des nuages [7-9].
L’iode est, par conséquent, déposé a la surfaceatgments par les précipitations ou par les
aérosols secs, ce qui permet son incorporation lddimsentation humaine [5]. Une partie de
I'iode est aussi re-émise sous forme de CVIs pabbctéries du sol [6]. Enfin, les eaux de
ruissellement et les cours d’eau permettent lacerporation de I'iode dans le compartiment

océanique.
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Fig.1 : Cycle biogéochimique de l'iode simplifié diprés Leblancet al[10]
VHPO : halopéroxydase a vanadate, tri-iodothyrofilt8, L-Thyronine (T4)

Les principaux radio-isotopes de I'iode généréslgaactivités humaines (centrales et
essais nucléaires) sont I'iode 131 (demi-vie del §gurs) et l'iode 129 (demi-vie de 15,7
millions d’années). Compte tenu de leur durée dei-die, ils sont susceptibles d’intégrer le
cycle géochimique de l'iode et, par conséquentyel@sseminés sur des territoires étendus et
d’incorporer la chaine alimentaire humaine. Leudliodoxicité est liée a leur incorporation au
niveau de la thyroide, ce qui induit une augmematie l'incidence des cancers de cette
glande comme observé a la suite de I'accident éerhobyl [11, 12].

Par conséquent, la compréhension des mécanismexjiies qui contrélent la
dissémination de l'iode dans la biosphére est yaueanvironnemental, radio-écologique et
de santé publigue. Dans ce contexte, le projet iddeprogramme inter-organisme de
Toxicologie Nucléaire Environnementale (TOXNUC-Hgns lequel s’inscrit ce travail de
these, s’intéresse a deux modeles biologiques margedes mécanismes d’accumulation de

l'iode tres différents : les algues brunes et lesrmmiféeres.
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Les algues brunes

Les algues brunes, en particulier les laminairest sin modéle d’étude unique et
particulierement intéressant. Les laminaires s@# accumulateurs exceptionnels de l'iode
puisque leur teneur moyenne peut atteindre jusduw& de leur poids sec (soit un taux
d’enrichissement par rapport & I'eau de mer d'wtefar de 18-10%) [13]. Leur réle dans le
cycle biogéochimique de l'iode a été tres récemmerdvalué : Il a été mis en évidence
gu’elles sont des acteurs clés des transfertdatielen zone coétiere par 'émission de CVIs et
aussi, en bien plus grande quantité, d’iode moééa(L). Cette émission d’iode moléculaire
serait impliquée dans la formation d’aérosols [B}-@t aurait une incidence directe sur la
couche d'ozone. La iodovolatilisation par les laames fait donc actuellement I'objet de
nombreuses études en chimie environnementale, cafillm&re un numéro spécial de la
revueEnvironmental Chemistryf17]. Cependant, les mécanismes biochimiques@ant |la
captation et I'’émission de l'iode chez les lamiesin’ont pas été entierement élucidés. Il est
actuellement fortement suggéré gue les enzymestappat a la famille des halopéroxydases
a vanadate (VHPO) sont les principaux effecteurcate mécanismes (pour revue : [10]).
Démontrer clairement le réle physiologique de cetéines est crucial pour la poursuite des
études physiologiques. Par ailleurs, les distrdngitissulaire et sub-cellulaire de 'iode sont,
a I'heure actuelle, inconnues alors que ces donsées des éléments essentiels a la
compréhension des transferts de 'iode chez cen@mqes.

Les mammiféres

Chez les mammiferes, la glande thyroide est I'ogggui accumule le plus liode.
Cette accumulation est nécessaire a la synthesbade®nes iodées T3 et T4. Bien que la
biosynthése de ces hormones ait été élucidéefféadarirs impliqués dans les mécanismes de
transport de l'iode au niveau des thyrocytes njoasé €té entierement caractérisés. Depuis
quelques années, notre groupe s'intéresse au stgupdid/I” (NIS) qui est responsable de la
captation des iodures plasmatiques par les thyeecyflalgré de trées nombreuses études, les
mécanismes de régulation de cette protéine nepsmnéentierement élucidés. De plus, aucun
inhibiteur spécifique et puissant de la protéin& Mla été identifie. Or, de telles molécules
constitueraient des outils pharmacologiques peanetle mieux caractériser le transport de
'iode au niveau thyroidien. Elles pourraient aupsrmettre de développer de nouvelles
solutions plus efficaces que l'administration duoe froid, en cas de contamination
accidentelle a I'iode radioactif [12] ainsi que deuvelles approches thérapeutiques contre
certaines pathologies thyroidiennes (maladie deésoa thyroxicoses).
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2. La génétigue chimique

Pour apporter des éléments de réponse a ces démmatiques de recherche, nous
avons mis en place des stratégies de génétiqueiqiemLa génétique chimique est une
alternative aux méthodes classiques de génomidles cénsiste a étudier la fonction d’'un
géne en modulant l'activité de la protéine dontahtrble I'expression, grace a de petites
molécules organiques. On distingue deux approcHasgenétique chimique directe et la

géneétique chimique inverse (pour revues : [18,.19])

La génétique chimique directe consiste a rechenchermolécule capable de générer
un phénotype particulier sur un systéme cellulaive un organisme. Cette molécule est
ensuite utilisée comme outil moléculaire pour idfert sa protéine cible et comprendre la
fonction de cette protéine dans le contexte cetkil&ette stratégie permet donc d’identifier
les effecteurs protéiques du mécanisme biochimigoeyent complexe, responsable du
phénotype étudié. La génétique chimique inversesista) quant a elle, a identifier des
molécules modulant I'activité d’'une protéine p@éi Ces molécules sont ensuite testées sur
un systeme cellulaire ou un organisme pour étddiphénotype induit par la modulation de

la protéine. Cette approche permet d’'identifidiolaction de la protéine d’étude.

Génétique Chimique Directe

/Recher'che d'une molécule\
générant un phénotype donné

=
=

0

Identification de la

Génétique Chimique Inverse

/Recher'che d'une molécule qui\
module l'activité d'une protéine

=
=

0

Etude du phénotype

\ induit par la molécule /

\ protéine-cible /

Du phénotype au génotype

Du génotype au phénotype

Fig. 2 : Principe de la génétique chimique directet indirecte

La génétique chimigue est indissociable des testscriblage a haut-débit qui
permettent d’identifier rapidement et efficacemimst petites molécules organiques d’intérét
pharmacologique. Elle connait un essor grandisseptiis une dizaine d’années, aussi bien
dans le domaine académique que pharmaceutiques gré& mise au point des plateformes
entierement automatisées, au développement deif@echombinatoire et a la mise sur le

marché de bibliothéques de molécules.
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Obijectifs et stratégies

Dans le cadre du projet de recherche dédié auxeslduunes, une stratégie de
génétique chimique inverse a été mise en place antifier le réle physiologique des
halopéroxydases a vanadate. Nous avons chercleati#igr des inhibiteurs spécifiques d’'une
vHPO modele, la bromopéroxydase a vanadate (vBR@Oend’Ascophyllum nodosunpar
un test de criblage a haut débit. Ces inhibitearsstitueront des outils pharmacologiques
puissants. Leur évaluatian vivo permettra d’étudier les réponses induites pavdlidation
des VHPOs et donc de montrer I'implication de aesymes dans la captation des iodures et
dans la iodovolatilisation chez les algues bruResallelement, nous nous sommes intéresses
a l'algueLaminaria digitataqui présente les plus fortes teneurs en iode pl@sriaminaires.
Nous avons étudié la distribution tissulaire et-salulaire de I'iode chez cette espece. A
cette fin, nous avons mis en place une approcheatfait originale basée sur I'utilisation de
deux techniques d’'imagerie chimique hautement uések et sensibles : la microsonde par
spectrométrie de masse d’ions secondaires (SIMi&)reicrosonde nucléaire. L’ensemble de
ces travaux a été effectué dans le cadre d’'unabmmthtion avec P. Potin et C. Leblanc (UMR
7139 CNRS-UPMC, Station Biologique de Roscoff).

Dans le cadre du projet de recherche concernantatesport de I'iode chez les
mammiféres, une stratégie de génétique chimiqetgira été engagée par N. Lecat-Guillet,
sous I'encadrement de Y. Ambroise. Le test de agibla haut-débit effectué au cours de ses
travaux de these a permis d’identifier des inhibgede I'accumulation des iodures chez un
modeéle cellulaire exprimant le symporteur'Niahumain [20, 21]. Nous avons poursuivi cette
étude en mettant au point la synthése de ces iahikj en validant leur activité biologique
ainsi gu’en initiant l'identification de leurs p#nhes cibles par photomarquage d'affinité.
Nous espérons mettre en évidence que certainsiteuni® ont une action directe sur la
protéine NIS alors que d’autres agissent sur detipes impliquées dans la régulation de

I'activité de ce transporteur.
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Plan du mémoire

Le présent mémoire est divisé en trois partiespreaniere partie est dédiée au projet
de recherche concernant les algues brunes. Apeemtraduction bibliographique concernant
I'iode chez les laminaires et les halopéroxydasesnadate (Chapitre 1), nous présenterons la
mise au point et la réalisation du test de criblagbaut-débit sur la vBPO nativeAd’
nodosumainsi que les résultats obtenus (Chapitre 2). Ni@iterons ensuite des résultats des
étudesin vivo d’inhibition de la captation des iodures chez digitata (Chapitre 3).
Finalement, nous décrirons les expériences d'imaghimique qui nous ont permis d’établir
les distributions tissulaire et sub-cellulaire dede sur des échantillons de digitata
(Chapitre 4). La deuxieme partie du mémoire essaoree a la thématique mammifere. Apres
une description des stratégies utilisées pourntifieation des protéines cibles en génétique
chimique directe et une présentation du contexdique de notre étude (Chapitre 1), nous
présenterons la mise au point de la synthese dhisiteurs et de leurs analogues photo-
activables ainsi que leurs évaluations biologigsas deux lignées cellulaires modeles
(Chapitre 2). Finalement, la troisieme partie dumuoige est dédiée a la description des

protocoles expérimentaux utilisés a travers legidintes études.
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Partie 1

Thématique Algue Brune

|dentification d’inhibiteurs de la vBPO d’A. nodosn
Etude du mécanisme de captation de l'iode par Lgitita

Etude de la distribution tissulaire et sub-cellulai
de l'iode chez L. digitata
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Chapitre 1 : Introduction bibliographique

Ce chapitre bibliographique est divisé en troigipar

La premiere partie présente des notions sur la Inodwgie et I'histologie de
Laminaria digitata.Ces éléments peuvent aider a la compréhensioa decbnde partie du
présent chapitre ainsi qu’a celle du Chapitre diedéd’étude de la distribution tissulaire et

sub-cellulaire de I'lode chdz digitata

La seconde partie de ce chapitre dresse un bilan cdanaissances concernant
I'accumulation de l'iode chez les laminaires. Elaorde différents aspects tels que la teneur,
la distribution tissulaire et la spéciation en iodgle décrit, de plus, les mécanismes
biochimiques actuellement proposés pour expligaecdptation et I'efflux d’'iode chek.
digitata. Ce chapitre présente les éléments bibliograpbiaéeessaires a la discussion des
résultats présentés dans le Chapitre 3 concerearies$tsn vivo chezL. digitata et dans le
Chapitre 4.

La troisieme partie est dédiée a la présentatian ldopéroxydases a vanadium
(VHPO). ChezL. digitata, ces enzymes jouent, fort probablement, un rétéraedans les
meécanismes de transfert de l'iode. Cette partidi@stau Chapitre 2 concernant la recherche

d’inhibiteurs de la vBPO &scophyllum nodosum.
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1. Notions sur la morphologie et I'histologie dd.aminaria digitata

Laminaria digitataest une macro-algue faisant parti de la classePtesophyceae
(signifiant algues brunes) et de I'ordre des Lamates. Elle présente un cycle de vie haplo-
diplophasique caractérisé par un gamétophyte nuopmgue filamenteux et par un
sporophyte macroscopique pouvant atteindre plusiegtres de long (Fig. 3.A et Fig. 3.B).
Cette espece est principalement distribuée en tasmpérée froide nord et est localisée dans

la zone de balancement des marées, dans le hbétagde infralittoral [1-3].

Le thalle deL. digitata est composé d’'un crampon muni d’haptéres qui pesae
fixation au substrat, d’'un stipe souple et cylinde et d’une lame découpée en laniéres. Sa
croissance est intercalaire et s’effectue a pditin méristeme situé au niveau de la zone
stipo-frondale (Fig. 3.B et Fig. 3.C). L'extrémiti® sa lame correspond donc aux tissus les

plus agés [1, 3].

Du point de vue histologique, trois tissus sonteosbles au niveau du stipe et de la
lame. Le tissu le plus externe est le méristodetowe épiderme meéristématique) : il est
constitué d’'une assise de petites cellules cubitpgssiches en plastes et a trés forte activité
photosynthétique, qui est recouverte par une épaissiche protectrice de mucilage. Le
méristoderme est prolongé par le cortex, tissunuémgnateux constitué de cellules plus
grosses comportant de larges vacuoles [3]. Le tsiral correspond a la medulla (ou
moelle) (Fig. 4.A et Fig. 4.B). La medulla est casge d’'un enchevétrement de filaments
cellulaires appelés hyphes, baignant dans une gmainucilagineuse. Ces filaments sont
constitués de cellules allongées, aux extrémités/ga étre élargies en pavillon (on parle
alors d’hyphes en trompette) (Fig. 4.B). Ces cefluprésentent des cloisons transversales
perforées permettant la continuité de leur cytopigl, 3]. Ces cellules seraient responsables
du transport a longue distance de solutés (encpéeii d’anions) mis en évidence par tracage
avec des radioéléments [4, 5].

Les parois cellulaires sont composées d’'un sqe€iittillaire de cellulose supportant
une matrice amorphe mucilagineuse. Cette dernigsrerncipalement composée d’acides
alginiques ainsi qu’en proportion plus faible, delysaccharides sulfatés (Fig. 4.C). Les
acides alginiques sont aussi présents dans le agecéxterne et les espaces inter-cellulaires.
lIs peuvent représenter jusqu’a 40 % du poids selathue [6]. Les acides alginiques sont
des polymeéres linéaires composés de blocs d’'aciBemannuronique (bloc MM), de blocs

d’acide-L-guluronique (bloc GG) ainsi que de blocs mixaternés (MG). L’alternance des
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différents types de blocs ainsi que le rapport @ldB/M sont responsables des propriétés
mécaniques des différentes parties du thallophigdame, souple, est riche en acod-
mannuronique alors que le crampon, rigide, esterieh acidef-L-guluronique. Au pH
physiologique, les acides alginiques et les fucaoes sous forme anionique, ce qui confére a
I'apoplaste, sa capacité a complexer les cationpadticulier divalents [7, 8].
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Fig. 4 : Histologie del. digitata

A. Coupe transversale d'un stipe. D’aprés de Re\idr

B. & gauche Coupe transversale de la lamelLdeéligitata. mr : méristoderme, cx : cortex, me : medudla.
droite : gros plan sur la medulla au niveau d’'une coupesiversale de stipe. hy : hyphe, th : hyphe en
trompettes. D'aprés Lee [3]

C. Alginate et fucane : composants principaux dpdplasme et des parois cellulaires. D’aprés Detvés [7]
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2. L'iode chez les laminaires

2.1. Richesse et distributions en iode

2.1.1 Teneur et distribution tissulaires

Les Laminarialesen particulier les laminaires telle guejaponica, L. saccharinat
L. digitata constituent a I'heure actuelle les plus puissantu@ulateurs d’'iode du monde
vivant avec une teneur moyenne de 0.5-1% de leudspsec, ce qui correspond a un
enrichissement d’un facteur 200" par rapport & I'eau de mer 68 pg.1) [9, 10]. Chez
I'espéceL. digitata il a été montré que la teneur en iode varie ewction des saisons ainsi
gu'avec I'age des sporophytes. Ainsi, les sporaghyte petite taille (lame de moins de 20
cm) contiennent jusqu’a 5% de leur poids sec ee mmhtre environ 1% seulement pour les
sporophytes adultes. Annuellement, les teneurgplles faibles sont observées en été ou les
sporophytes sont les plus exposés a des stresguleitet abiotiques (émersion, température

élevée), ce qui entraine une augmentation de lealuption de composés volatils iodés [10].

Au sein d'un thallophyte adulte, la distribution Idede est hétérogéne. La teneur en
iode augmente nettement depuis la zone méristémeatiocorrespondant aux tissus les plus

jeunes — jusqu’aux parties distales de la lamesefy’'au crampon [10] (Fig. 5).

Cependant, le réle des différents tissus — mémstod, cortex et medulla — dans le
stockage de l'iode n’a pas été clairement étabétude la plus récente concernant ce sujet
semble dater de 1960. Par le dosage des tissis/@séh partir de coupes de stipesLde
hyperborea Larsen et Haug ont montré que le tissu périphérigerait le compartiment
principal de stockage de l'iode puisque sa tenaupée ¢ 4 % en poids sec) est jusqu’a 30
fois supérieure a celle du cortex interme @,08 %) et de la medullax (0,1 %) [11].
Cependant, cette étude ne permet pas d'évalueermatt le gradient tissulaire de
concentration en iode. Elle est, de plus, quelqueimprécise compte tenu de la difficulté a

séparer les tissus par dissection (en particidiendristoderme du cortex externe).

A notre connaissance, la distribution tissulairel’'dmle au niveau de la lame n'a

jamais été étudiée.
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Fig. 5 : Répartitions de I'iode chez des sporophysedelL.digitata d’aprées Kipper et al [12]

Chez les sporophytes adultes, les teneurs le®fg@uses sont détectées dans les parties distaladrdaede.
Chez les sporophytes de moins de 15 cm, la temeiode est d’environ 4.7 % du poids sec.

2.1.2 Distribution sub-cellulaire

Tres peu de données sont actuellement connues dacdlisation sub-cellulaire de
I'iode chez les laminaires. De ses observation®loigiques, Dangeard a déduit I'absence de
structures cellulaires spécialisées dans le stacllad’iode telles que les cellules glandulaires
de certaines rhodophycées [13]. D’aprés les étuds®logiques de Mangeneot et des
hypothéses mécanistiques (cf. paragraphe 2.3.1),piB@st actuellement admis par la
communauté scientifigue que l'iode serait stockésdée compartiment intra-cellulaire,
probablement au sein de physodes (vésicules remeslyphénols) et/ou au sein de vacuoles

non spécialisées [10].

Toutefois, par des analyses par micro-sonde X dpe® chimiguement fixées de
stipes delL. digitata L. saccharina(récemment renommé8accharina latissimaet L.
hyperborea, Pedersenet al. ont montré que l'iode est présent dans le commpartt
apoplastique c’est-a-dire au niveau des paroisilegks, du mucilage externe et des espaces
intercellulaires alors qu'il n’est pas détecté dlssvacuoles. De plus, les physodes ne sont
pas forcément observables dans les sections aas)ystélorsqu’ils le sont, ils ne contiennent

pas systématiquement de l'iode. Cependant, Pédetsah ne remettent pas en cause les
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hypothéses précédemment citées car lors de la rptépa des échantillons par fixation
chimique, les nombreux lavages aqueux ont pu erdiextraction des espéces labiles. Par
conséquent, l'iode observé — correspondant fobgdsement a I'iode fixé sur des structures
insolubles — ne représente qu’une tres faible ptapode I'iode initialement présent [14] (cf.

paragraphe 2.2 ci-dessous).

2.2. Spéciation de I'iode chez les laminaires

Il a été depuis longtemps établi qu'au sein desusisdes laminaires l'iode est
principalement stocké sous une forme labile. En219%&s études de Roche et Yagi — par
tracage avec le radionucléifé” — suggérérent que l'iode est séquestré & plu©dé 8ous
forme d’iodure chez.. digitata [15]. L'iode restant serait, quant a lui, principalent
incorporé sur des résidus tyrosines protéiques.éliedes de Tong et Chaikoff aboutirent a
une spéciation analogue pour l'algue bruvereocystis luetkeanfil6]. Récemment, ces
résultats ont été confortés par deux études repesades méthodologies différentes. Saah
al. ont analysé des extraits d’algues commerciale$ipaC-ICP-MS et SEC-ICP-MS[17].
Les travaux de Hoat al. ont, quant a eux, consisté a séparer les differ@mnposés iodés —
dérivés organiques iodés solubles et insolublest 105" — contenus dans des échantillons
d’algues par des méthodes chimiques et a les dieaqar analyse par activation neutronique
[18]. Ces deux études ont montré que, dhe@mponica(renommée récemmeaccharina
japonica, 90 % de l'iode stocké est sous une forme indogananalysée étre de l'iodure. La
proportion d’'iodate est, quant a elle, négligegkle %) dans ces mémes échantillons [17,
18].

Cependant, nous pouvons émettre des doutes satugerexacte de I'espece de l'iode
stockée au sein des tissus des laminaires. En kféeprotocoles expérimentaux utilisés lors
des études citées ci-dessus ont comporté une @yeaction. Or, compte tenu de la chimie
de l'iode en solution (cf. Fig. 16 p.53), il peuteéraisonnablement proposé que lors de ces
étapes d’extraction, la dilution et une variatian gH et/ou du potentiel redox (par rapport
aux conditionsn vivo) ont modifié la spéciation de I'iode initialememésent dans les tissus
[19]. Par conséquent, bien que l'iode soit tresbpbbement séquestré sous une forme
inorganique, aucune étude effectuée jusqu’a présemirouve de maniére irréfutable que

I'espéce stockée soit I'iodure.

! HPLC-ICP-MS : High Pressure Liquid Chromatographinductively Coupled Plasma — Mass Spectrometry
2 SEC-ICP-MS : Size Exclusion Chromatography — Initety Coupled Plasma — Mass Spectrometry
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2.3. Physiologie des transferts de lI'iode chelzaminaria digitata

2.3.1 Mécanisme de captation de l'iode : historique

En 1929, Kylin proposa que la captation de l'iode p. digitata reposait sur un
mécanisme oxydatif mettant en jeu une iodure oxgdemiétale [20]. Cette hypothéese fut
reconsidérée dans les années 1950 grace a la ligatém de I'utilisation du radionucléide
134", Grace a ce radionucléide, les premiéres étudedigies de captation de I'iode chez
diverses algues brunes furent réalisées [15, 2dily Bt Kelly prouverent ainsi que l'iodure,
et non l'iodate, était I'espéce captée chasrophyllum nodosufi22]. Par la suite, Shaw mit
en évidence, entre autre, que des agents réduttdsigue le métabisulfite et le thiocyanate
ou facilement halogénables tels que la tyrosinébaibnt la captation des iodures cHez
digitata. Il déduisit que les iodures devaient étre oxyp@sr étre transportés. A partir du
modeéle de Kylin [20], des études de Roche et Ya§i fet de la spéciation de I'iode en
solution, Shaw proposa un mécanisme selon leqislule serait oxydé par une iodure-
oxydase apoplastique en acide hypoiodeux (IOH).,I&tdnt une espéce lipophile, pourrait
diffuser a travers les membranes. Pour conservgraotient électrochimique favorable, IOH
serait nécessairement réduit dans le compartinmrat-cellulaire pour étre ensuite séquestré
sous forme d’iodure [23]. Un tel mécanisme estglési par certains auteurs, sous le terme de

transport par diffusion facilitée [12].

Ce modele fut affiné par Tong et Chaikoff qui pre@@nt que FD, et non Q était
impliqué dans I'oxydation des iodures, suggéramsidiintervention d’'une iodure-péroxydase
plutét que celle d'une iodure-oxydase [16]. Cety@dihese fut confortée par E'’hOcha et
Murphy qui montrerent I'existence d’'une activitédapéroxydase dans des extraits non
cellulaires dd.. digitata[24].

Au cours des années 1980, des bromopéroxydasesnadata (vBPO) furent
découvertes et isolées chez différentes alguesbri@b] et en particulier chez les espéces du
genreLaminaria [26, 27]. Comme nous le verrons dans le sous-tieaBi en présence de
H.O,, ces enzymes oxydent spécifiquement les iodurkes diromures en une entité suggérée
étre I'acide hypohalogéneux correspondant. Il acd&t@ proposé que cette classe d’enzymes
serait impliguée dans la captation des ioduresi @ajne dans la formation de composés

volatils iodés chez les laminaires.

Plus réecemment, Kippeat al. entreprirent une étude globale pour confirmer ces

hypotheses et vérifier I'implication des vBPO ddaasmécanisme de captation [12]. Il fut,
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entre autre, montré que lI'accumulation des iodwlesz L. saccharinasuivait la loi de
Michaelis-Menten, qu’elle était inhibée par desgpidrs des espéces activées de I'oxygene
(EAO) et qu’elle n'était pas directement ATP-dépamie. Des expériences menées sur des
protoplaste$ de L. saccharinaconfirmérent I'implication d’'un mécanisme oxydatié a
H.O,. Ces résultats suggerent, de plus, qu@.t$erait généré par une oxydase apoplastique.
Klpperet al. réussirent aussi a augmenter la captation desdsdinez des gamétophytes de
L. digitata— qui présentent initialement de trés faibles #égvhalopéroxydases et une tres
faible teneur en iode — en les incubant avec l&sys vBPO/HO,/I. Un tel résultat montre
gue les membranes sont plus perméables aux esprgedes (IOH ou,) qu’a l'iodure
confortant I'idée de I'intervention d’'une vBPO ddasnécanisme de captation [12].

Par la suite, Almeidat al. puis Colinet al.isolérent des iodopéroxydases a vanadate
(c'est-a-dire des VHPO oxydant sélectivement I're)lichezL. hyperborea, L. ochroleuca
[28] et L. digitata [29, 30]. Ces auteurs montrérent que les actiyi&®xydases les plus
intenses sont localisées au niveau du tissu pértplee(méristoderme et cortex externeg
plus, les travaux de Colin concernant les protaptadel. digitata suggerent trés fortement

que les vIPO sont apoplastiques [30].

La découverte d'une vIPO périphériqgue et potemtieint apoplastique chdz
digitata conforte donc le modele de Shaw et de Kugpex. car elle permet d’expliquer a la
fois la formation apoplastique d'une espece oxydéeliode ainsi que la tres grande
sélectivité du mécanisme de captation pour l'iochloes que sa concentration dans I'eau de

mer (0,3 uM) est beaucoup plus faible que cellerdmure (0,8 mM) et du chlorure (0,5 M).

A partir de I'ensemble de ces hypothéses et delaasées, le mécanisme de captation

suivant peut étre propose (Fig. 6).

® Les protoplastes sont des cellules (végétalesaoiébennes) obtenues par digestion enzymatiqleud@aroi
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Fig. 6 : Mécanisme de captation putatif de I'iodurechez I'algue bruneL. digitata. Adapté de Shaw et de
Kipper et al.[12, 23]

La captation de I'iodure est un mécanisme de dofufacilitée. La vIPO oxyde spécifiquemeneh présence
de HO, en une espéce lox. lox étant lipophile, diffuseamers les membranes. Au sein du compartimera-intr
cellulaire, lox est réduit en iodure et séquestissette forme. vIPO : iodopéroxydase a vanattate,espéce
oxydée de liode

2.3.2 Commentaires sur le mécanisme de captation

Le mécanisme de captation des iodures proposé @epos un certain nombre
d’éléments qui n'ont pas été jusqu’a présent démasntl suppose, en particulier, que l'iode
soit stocké sous forme d’iodure. Or, a I'heure eldd) aucune étude de spéciation ne le
démontre de maniere irréfutable (cf. paragraphep238). De méme, la localisation intra-
cellulaire de liode chez.. digitata est un postulat et n'a fait I'objet d’aucune étude
d’'imagerie chimique, a I'exception de celle de Reeeet al. invalidée par la méthode de
préparation des échantillons (cf. paragraphe 2132). Finalement, bien que l'intervention
d’'un mécanisme oxydatif ait été établie, I'implicait d’'une vHPO, certes fort probable, n’a
pas été clairement démontrée. L'expérience effechat Klppeket al. sur les gamétophytes
montre que la paroi est plus perméable a I'espageée lox (3} ou IOH) qu'a I'iodure.
Cependant, il faut souligner que le systeme garhgtefyBPO/HO,/I" ne reproduit pas
fidelement le comportement des tissus du sporoplite effet, on peut raisonnablement
penser que I'organisation cellulaire du gamétoplegtedifferente de celle du sporophyte, ce

qui pourrait expliquer sa faible capacité a accemlilode. Par ailleurs, les influx déterminés
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pour les gamétophytes sont plus faibles que cewerabs pour les tissus des sporophytes
[12].

Nous pouvons remarquer que le stockage de liodas gorme iodure, dans le
compartiment intracellulaire, nécessiterait unesgiraperméabilité des membranes. En effet,
la concentration intra-cellulaire en iodure sedaitl’'ordre de 10 mM soit plus de 30 000 fois
supérieure a celle de I'eau de meagitriori a celle de I'apoplasme, a moins que ce dernier ne
joue le réle de zone tampon, en établissant unerade concentration entre le compartiment
intra-cellulaire et le milieu extérieur. De pluspuyp que le systéme soit équilibré, il est
nécessaire que le processus de réduction intralaied! de lox soit trés puissant pour
maintenir le gradient électrochimique favorablér#lux et empécher 'accumulation de lox,
qui, par sa réactivité chimique, est cytotoxique.pfocessus de réduction intracellulaire est a

I'heure actuelle, inconnu [31].

2.3.3 Mécanisme d’efflux et réle physiologique de l'loddez L. digitata

En condition basale, on observe un efflux congdaatiures de telle sorte que le bilan
net des échanges soit favorable pour le compartiaigone (Fieveet al, résultat non publi€).
Cet efflux pourrait étre dii & de la simple diffusi®ar tracage pari’, cet efflux ne peut pas
étre quantifié car le facteur de dilution isotoqians le compartiment intra-cellulaire n’est
pas précisément connu [31].

Dans certaines conditions de stress, on observaamebilisation de l'iode stocké
dans les tissus de digitata par des mécanismes biochimiques qui sont, a heatuelle,
inconnus. Il a été montré que de fortes concentratexogenes de,8, augmentent I'efflux
de radioactivité¢ chez des plantules dedigitata préalablement incubés avéti™ [12].
L’élicitation par des oligoguluronates — qui minlaltération des parois par des micro-
organismes — provoquent un burst oxydant accompatjne efflux net diodure (et
d’iodate) correspondant a une perte d’environ 1 Westbck total [32]. Ce phénoméne est
transitoire. De plus, Fieveet al. ont observé un phénomene de désensibilisatios, lor
d’expositions répétées du sporophyte aux oligogulates (Fievett al, résultat non publié).
En supposant que I'iode soit effectivement stoakésdorme d’iodure dans le compartiment
intra-cellulaire, ces données suggerent la présetioa transporteur membranaire, en

particulier d’'un canal anionique, qui assureratdéflux transitoires observés.

Par ailleurs, ces conditions de stress c’est-at@ixposition aux oligoguluronates (E.

Tessieret al, résultats non publiés) ainsi qu’aux UV et a ¢ioe [33, 34], provoquent aussi
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chez les sporophytes de digitataune émission accrue de composés volatils iodéd) (&V

d’iode moléculaire.

L’ensemble de ces données suggere donc que l'iccleraulé patk. digitata pourrait
participer a des mécanismes de défense ainsi @u'eédulation du stress oxydant. La
libération d’iodures dans le compartiment apoplasti pourrait permettre la production par
les vHPO, de CVI et d’'iode moléculaire connus péue biocides et/ou répulsifs [31, 35].
Les iodures apoplastiques pourraient, de plusicgzet a la détoxication des especes activées

de I'oxygene et en particulier,B,, par une action directe ou avec I'appui des VHPO.

En tenant compte des mécanismes de captation eestéafion précédents (Fig. 6)
nous pouvons proposer le schéma ci-dessous podirereompte des différents mécanismes
d’efflux de l'iode (Fig. 7).

' Pool I"endogéne
\ (~ 10 mM) y

Canal ?E% Diffusion ?
Apoplaste  syress oxydant l

v v
RN,

Detoxication Enzyme ?
H,0, EAO, H,0,
10X (_RH +RH
v
1, cvi
— L | —_— — —_— — —_— _— — _— L ] — _— —
Défense contre Eau
les pathogénes v de mer
I 10, cvi I
iodovolatilisation efflux

Fig. 7 : Mécanismes d'efflux de I'iode compte tendu mécanisme de captation de I'iodure proposé par
Kipper et al (Fig. 6)

Certaines conditions de stress engendrent un affitix'iodure ainsi gu’une augmentation de I'éntissiie CVI
et .. La biosynthése de ces espéces aurait lieu damsripartiment apoplastique et pourrait impliquerdelPO
apoplastiques. CVI : composé volatil iodé, EAOpéxs activée de 'oxygéne, RH : précurseur de CVI
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Comme présenté précédemment, les mécanismes rédeseransferts de l'iode chez
L. digitatane sont pas entierement élucidés. Cependantiffésedtes études menées jusqu’a
présent suggerent tres fortement que les vHPOustgsécisément les vIPO, jouent un réle
clé dans ces mécanismes en facilitant la captateriodure et en participant a la re-
mobilisation de l'iode stocké par l'algue a travees production des CVI et de l'iode
moléculaire. Dans la suite de ce chapitre, noumaldonc présenter, un peu plus en détail,

cette classe d’enzymes présente chez un grand eatebnacro-algues.

3. Les halopéroxydases a vanadate

Les halopéroxydases (HPO) regroupent les enzymesagalysent I'oxydation des
halogénures en utilisant comme co-substrat le péexdhydrogene. Elles sont
particulierement étudiées car elles facilitent Idggnation, dans certains cas de maniere
régio- et/ou stéréo-sélective, et I'oxydation d’'grand nombre de substrats organiques
d’intérét pour I'industrie pharmaceutique (pourues : [36-38])

Les HPO sont définies selon I'halogénure le plestébnégatif qu’elles sont capables
d’oxyder : les chloropéroxydases (CPO) oxydent Bi et . Les bromopéroxydases (BPO)

oxydent | et Br. Les iodopéroxydases (IPO) oxydent sélectivenient |
On distingue plusieurs types de HPO selon la natedeur co-facteur :

» les HPO sans co-facteur métallique qui sont pradeiment présentes chez les

bactéries, telles que la CPORgeudomonas pyrrocini@9]

» les HPO a héme. Elles sont prédominantes chezdesismes terrestres et mettent
en jeu des oxydations par transfert mono-électtani®n peut citer par exemple la
CPO deCaldariomyces fumag@40] ou encore la myélopéroxydase (CPO) et la

lactopéroxydase (BPO) des mammiferes (pour rey4it]}.

» les HPO a vanadate (VHPO). Elles ont été principaté détectées chez les algues
marines et chez quelques champignons terrestries €talysent I'oxydation des

halogénures par transfert diélectronique [42].

Dans la suite du chapitre, nous nous intéresseroxnsyHPO, seule famille d’enzymes

détectée chez les laminaires.
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3.1. Généralités

3.1.1 Occurrence et réles putatifs des vHPO

La premiere activit¢ VHPO — plus précisément vBP@ été caractérisée par Vilter
chez Ascophyllum nodosuran 1984 [25]. Depuis, de nhombreuses activités vRIROEte
découvertes aussi bien chez les chlorophycéeseilgertes) que chez les rhodophycées et
les phaeophycées (pour revue :[43]). QuelquesitagiviPO strictes ont été détectées chez
des algues brunes, principalement chez des larem§#8, 29, 44]. En revanche, aucune
activité réelle vCPO n’'a été isolée chez des ewtasymarins. En ce qui concerne les
organismes terrestres, des activittss vCPO ont ééhtifices chez des champignons
hyphomycetes [45, 46] ainsi qu’une activité vBP@zle lichenXanthoria parieting47].

Chez les algues marines, les VHPO seraient redplessale la production de
composés halogénés en particulier bromés allamha@écules complexes (indoles, terpenes
ou polyphénols) a des molécules aliphatiques deatepetailles. Ces composés sont
susceptibles d’avoir de nombreuses activités biglegs, notamment anti-bactériennes (par
exemple, par inhibition de la formation du biofiloactérien [48]) et anti-herbivores (pour
revue : [35]). La production de composeés volatdtohéenés (CVH) est tres courante chez les
macro-algues [49] et constitue, fort probablememte stratégie développée par ces
organismes pour combattre les épiph{tg5, 50, 51]. Par exemple, la production de
bromoforme (CHBg) par l'algue rougeCorallina pilulifera empéche la prolifération de

diatomées microscopiques a sa surface [52].

Il a été observé que I'exposition a de fortes temale HO, [53, 54] ou a d'autres
stress oxydant (UV, £ [33, 34] provoque une augmentation de la prodactie CVH. Dans
ce contexte, il a été proposé que les VHPO pagtigipnt aussi a une activité anti-oxydante

par détoxication de #D, a travers la synthese de CVH [35, 53].

Les VHPO sont aussi impliquées dans d’autres &&sitelles que la polymérisation
des polyphénols pariétaux pour le renforcementpdesis et la synthése d’adhésifs destinés a
la fixation du crampon au substrat [55, 56]. Chezdigitata les VHPO seraient aussi

impliquées dans le mécanisme de captation desaedaf. partie 2.3.1) [12, 29].

* Les épiphytes sont des végétaux qui poussersirfiace d’autres plantes qui leur servent de suippor
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En ce qui concernent les champignons hyphomycetegjtieCurvularia inaequalis
la production de composés organiques halogénépasaété mise en évidence. Puisque ces
champignons sont des phytopathogenes etGjueaequalissécrete la vCPO dans le milieu
de culture, il a été proposé que le role de la v&e€it la production exogene d’acide
hypochloreux, un oxydant puissant, dans le butagatier la paroi de la future cellule héte
[57].

3.1.2 Clonage et expression des activités vHPO

Les genes codant pour la vCPO du champignon tezi€stinaequalisainsi que pour
plusieurs vBPO d’algues rouges et d’algues brunégt@ clonées et séquencées (pour revue :
[31]). Trés récemment, Coliat al. ont déterminé la séquence d’'un ADNCc correspondant
une vIPO chet.. digitata[58]. Contrairement aux vBPO des especes du dearallina [59,

60] et a la vCPO d€. inaequalig61], I'expression de vVHPO actives d’algues brudesz
des systemes hétérologu&sg¢herichia colou Saccharomyces cerevisiagn pas été décrite.
Ces enzymes sont donc actuellement obtenues & ghasttraits algaux, en particulier par le

protocole d’extraction par partition de phase naisgoint par Vilter et coll. [27].

3.2. Données structurales concernant les vHPO

3.2.1 Structures des vHPO

Les VHPO natives (autres que les vCPO) correspandgénéralement a des
assemblages homo-dimériques de taille variant @ekDa jusqu’a 800 kDa. Les monomeres
ont une taille d’environ 65 kDa et sont associés ges interactions hydrophobes et, dans
certains cas, par des ponts disulfures [31]. Getaenzymes — telles la vBPQAdhodosum
et la vIPO dd.. digitata— sont de simples homodiméres [29, 62] alors daetres résultent
de I'association de plusieurs entités dimériquésseue les vBPO d€orallina pilulifera et
Corallina officinalis dont les formes natives sont des dodécameressfg3En solution, la
vBPO de L. digitata s’associe spontanément pour former un complexehalg poids
moléculaire [29]. La résistance des vVHPO a desitiond drastiques (solvants, température,
conditions dénaturantes [65-67]) pourrait résutterce phénomene d’oligomérisation ainsi
gue des grandes surfaces d’interaction existant égrs monomeres constitutifs (46 % de la
surface des monomeres chez la vBPA. diodosur)) ce qui stabilise et rigidifie leur structure
quaternaire [62]. Les études cristallographiques PO natives dé. nodosunj62] et de
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C. officinalis [63] ont aussi mis en évidence que les monomem® sonstitués
essentiellement d’hélicea et de quelques courts feuilles La structure ternaire des
monomeres est dominée par deux motifs a quatreeséli(Fig. 8). Ces éléments structuraux
se retrouvent chez la vCPO @e inaequalis- bien que cette derniére soit monomérique [68]
— et pourraient constituer des caractéristique®mgdes des vVHPO, malgré des identités de

séquence relativement faibles [62].

Fig. 8 : Structure dimérique de la vBPO dA. nodosumd’apres Weyandet al. [62]

Monomere 1 : hélices en rouge et feuillet® en vert. Monomére 2 : en gris

3.2.2 Le site actif des vHPO

Les études cristallographiques de la vCPO Qleinaequaliset des vBPO @&.
nodosumgeC. officinaliset deC. pilulifera ont révélé que ces enzymes présentent un site de
fixation du vanadium similaire malgré quelques déiénces notoires [62, 63, 68]. Son
architecture est fort probablement généralisabtBaatres VHPO puisque les analyses des
séquences protéiqgues ont montré que le motif dsitee(HP-S/A-Y-P/G-S/A-GHA) est

relativement bien conserve [31].

On dénombre un motif vanadium pour chaque soug-uninomérique. Le vanadium
est fixé au niveau des motifs a quatre hélioesau fond d'une large poche composée
essentiellement par des résidus hydrophobes efuyegues résidus polaires. Ces résidus —
autres que ceux impliqués dans la coordinatiorctdirdu vanadium — sont trés peu conserves

entre les différentes vHPO [63] mais constituenennronnement relativement rigide [69].

Au sein du site actif, le vanadium est complexéssfmime de vanadate anionique
(H2VOy). Il posséde une géométrie bipyramidale trigonale groupement hydroxyle est en

position apicale alors que les trois oxygenes nést@eux oxo et un hydroxyle) constituent le
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plan équatorial. Sur la seconde position apicaejanadate est en interaction avec I'atome
d’azote (N2) d’'un résidu histidine [62, 63, 68, 70]. Le vaatlest stabilisé par un réseau de
liaisons hydrogenes impliquant six acides aminé@mgda premiere sphere de coordination) :
un résidu histidine interagit avec I'hydroxyle adialors que deux arginines, une lysine, une
glycine et une sérine stabilisent les oxygenes lda pquatorial (Fig. 9) [62, 68, 71]. Des
études de mutagénese dirigée sur la vCPQ.deraequalisont mis en évidence I'importance
de ces acides aminés dans la fixation du vanatiatens I'activité de I'enzyme [61]. La seule
VHPO identifiée qui présente une modification ateau de ces six acides aminés est la vIPO

delL. digitata: la sérine est remplacée par une alanine [31].

Fig. 9 : Site actif des vCPO de€. inaequalis(PDB ID : 1 IDQ) d’aprés Tanakaet al.[72]

Le vanadate a une géométrie bipyramidale trigon2lgroupements oxo et un groupement hydroxyle
définissent la base alors qu’un second groupemgaitbRyle est en position apicale. Sa sphére dedoation
comporte six acides aminés qui sont conservéstolzs les VHPO séquencées a I'exception de la d&lO
digitata[31].

3.3. Réaction enzymatique et cycle catalytique des vHPO

3.3.1 Cycle catalytique des vHPO

En présence de péroxyde d’hydrogéne, les VHPO mtytkalogénure X par
transfert diélectronique, en une espéce correspofiolamellement & X Cette espéce ne peut
pas étre isolée ou détectée directement [73]. e lfbérée dans le milieu, elle rentre
immédiatement en équilibre avec d'autres especd3H(XX3, X,...). La spéciation en
solution dépend a la fois des conditions du migéede la nature de I'halogéne (cf. paragraphe
3.4 p.51). Ces espéces peuvent réagir avec un aegoivsupplémentaire de,®, ce qui

amene a la formation de’ ¥t d’oxygéne singulet. Cette réaction correspofal dismutation
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assistée de #D,. Ces espéces peuvent aussi halogéner ou oxydsuhstrat organique
présent dans le milieu (Fig. 10).

En solution

vHPO
[X*] =———= XOH, Xp, X" ...

H,O, + X
2=2 - 2H,0

H,0, RH : substrat organique

10, +X- RX ou Rox

Fig. 10 : Bilan de la réaction enzymatique et devéndes especes en solution

Le cycle catalytigue des vVHPO actuellement admislegésultat de nombreuses
études effectuées sur trois enzymes modeles : v8ROnodosumde C. officinalis et la
vCPO deC. inaequalisCes études ont eu recours a des techniques tréiselivallant de la
cristallographie par diffraction de rayons X, declaétique enzymatique & la RMN dtv

ainsi qu’a la spectroscopie d’absorption de raydns

Les études de cinétique enzymatique ont clairermemitré que le mécanisme mis en
jeu est de type bi-bi ping-pong : le péroxyde ditoggbne est le premier substrat a réagir avec
I'enzyme pour former un intermédiaire capable ddeyensuite X[74, 75]. Les expériences
de cristallographie par rayons X ont démontré cueéhaction de O, avec le vanadate
génere un complexe peroxovanadium possédant urmégée tétragonale distordue [76]
(Fig. 11). La base de ce complexe est occupéesfayand péroxo, ainsi que par un oxygene

et I'azote (N2) de I'histidine alors qu’un groupement oxo espdisé selon I'axe apical.

La suite du mécanisme du cycle catalytique estcpaire, sujette a controverse. Il est
généralement proposé queaftaquerait directement le ligand peroxo induisaroupure de
la liaison O-0 et la formation d’'un ligand -OX pdisalement, la libération par hydrolyse de
I'espéce X qui correspondrait donc a I'acide hypohalogénexi®Hl) [62, 77] (Fig. 11).
Cependant, de récentes études théoriqgues (mod#isatoléculaire et théorie de la
fonctionnelle de densité) suggérent ques¥ coordonnerait au centre métallique avant de
réagir avec le groupement peroxo [78]. Pour cex deadeles, l'attaque de I'halogénure

serait facilitée par le résidu lysine qui polara&ela liaison O-O par liaison hydrogene.
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Fig. 11 : Cycle catalytique des vHPO simplifié, géralement proposé d'aprés Zampellat al [77]

La premiere étape est la coordination g¢&4pour donner I'intermédiaire peroxovanadium.ataque ensuite
axialement la liaison peroxo polarisée par la lgsiOH est libérée apres hydrolyse.
Les acides aminés participant & la coordinatiomahadate ne sont pas mentionnés a I'exception lgsifee.

On peut observer que le vanadium demeure a I'ébaiydation (+V) durant tout le
processus [79, 80]. Les transferts sont di-éleaju@s et non mono-électroniques comme
dans le cas des péroxydases a heme pour lesqdelesntermédiaires radicalaires sont
observés [81]. Comme proposé par Vikercoll., le centre métallique des vHPO joue | rol
d’acide de Lewis en activant,8, pour faciliter I'attaque nucléophile de [80]. Compte tenu
de la forte conservation du site de fixation duadate et des relations phylogénétiques, ce

cycle catalytique est pourrait étre commun a I'emsle des vHPO [31].

3.3.2 Sélectivité des VHPO envers les halogénures

Pour expliquer la différence de sélectivité des @iPhypothése la plus ‘naturelle’
est de proposer l'existence d'un site de fixatip@cifique a I'halogénure. Il est souvent
évoqué que ce site pourrait se situer dans la pochtenant le site de actif, au niveau des
résidus hydrophobes puisque ces derniers sontefaéit conservés entre les différentes
VvHPO [38, 42]. Mais aucune étude n’a pu validetechypothése. Aucun co-cristal vVHPO-X
n'a été décrit dans la littérature. De plus, Weyah@l n’ont pas pu identifier une région
pouvant correspondre a un site spécifique de @ratie X, au niveau de la structure de la

vBPOd'A. nodosunobtenue par cristallographie par rayons X [62].
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Or, les études de XANESle la raie de K du vanadium et d’EXAFSe la raie K du
brome effectuées sur la vBPOAd' nodosunont clairement montré que le bromure ne se

coordonne pas sur le vanadate en I'absence0g H

Par ailleurs, Daet al. ont suggéré la coordination de Bur la sérine du site actif par
attaque nucléophile [82]. Ce résultat est contgatda récente étude de Feitetsl.[83]. Ces
derniers ont clairement montré que le site de btimmaest présent sur la vBPO native, en
'absence d’ajout de bromure. Par conséquent, tmasi observé correspond a une
modification post-traductionnelle de 'enzyme einn& la coordination de Bisur un site
spécifique, en vue de la réaction enzymatique. dedyses par spectrométrie de masse ont
mis en évidence que les résidus bromés correspbadhss tyrosines situées hors du site actif
[83].

En considérant les résultats des expériences dagéngse dirigée [61, 84, 85], les
résultats d’EXAFS et les potentiels redox des ces{OH/X (Fig. 12.A), une hypothese
plus consensuelle émerge : la sélectivité des vidR@rs I'halogénure pourrait s’expliquer
par une difféerence de pouvoir oxydant du peroxosiama résultant d’'une modification de sa
densité électronique [31]. En effet, la densitetétmique sur les atomes du vanadate et du
peroxovanadium est contrélée par le réseau detiaifydrogenes, en particulier au niveau
de la premiére et de la seconde sphere de coddofinaPour illustration, lors de la
comparaison des structures de la vCPOCdenaequaliset de la vBPO &. nodosum
Weyandet al. ont observé que I'histidine (His411) chez la vBR@place la phénylalanine
(Phe397) chez la vCPO. Cette modification est qigiie de diminuer le potentiel rédox du
peroxovanadium car elle altere la polarisation adidison peroxo (Fig. 12.B) [62]. Cette
analyse a été récemment confortée par les étudeddhes de Zampelkt al. (par la théorie

de la fonctionnelle de densité) [77].

Par ailleurs, il peut étre remarqué que chez I[©ulleL. digitata la substitution de la
sérine par un résidu d’alanine dans la premier@rgptie coordination du vanadate pourrait

étre a I'origine de sa stricte sélectivité poundire [58].

> XANES : X-ray Absorption Near Edge Structure
® EXAFS : Extended X-ray Absorption Fine Structure
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Fig. 12 : Eléments expliquant la sélectivité des VPO envers les halogénures

A. Potentiels rédox des couples XOH¢4lculés par I'équation de Nernst a pH = 7,8

B. Modulation du potentiel redox par le réseauigisdns hydrogénes, comparaison vCPO et vBPO dsapre
Hasaret al.[84]. Chez la vBPO, I'His411 établit une liaisoydnogéne avec la Lys341 ce qui diminue la
polarisation et donc la réactivité de la liaisongqxe vis-a-vis de X

3.3.3 Halogénation de substrats organiques

Par la génération de l'espéce diffusible, Xes VHPO catalysent indirectement
I'halogénation de nombreux substrats organiques.r€actions ne sont ni énantiosélectives ni

énantiospécifiques et induisent des régioséleét\analogues a la voie purement chimique.

Cependant, Butler et coll. ont montré que le systerBPO/HO./Br induit la
bromation et la cyclisation énantiospécifique deates sesquiterpenes, ce qui laisse suggérer
I'intervention des vBPO dans la biogénese des pit®daturels bromés d’origine marine
[86]. Ce méme systéme semble induire une bromatginsélective de certains indoles
(Fig. 13.B) [87, 88]. Pour expliquer ces résultdtest proposé l'intervention d’une espéce X
non diffusible (c’est-a-dire liée a 'enzyme) eddistence d’'un site de fixation des substrats
organiques, a proximité du site actif, probablermsnniveau des résidus hydrophobes (pour
revue [89]) (Fig. 13.A).

Un tel site de fixation reste, a I'heure actueliedémontrer. Aucune étude de co-
cristallisation substrat-enzyme ou de docking né&ade&crite dans la littérature. Weyagidal
n'ont pas identifié une région pouvant correspondrein site de fixation des substrats
organiques sur la structure de la vBP@.dlodosunj62]. De plus, la diversité structurale des
substrats ne corréle pas avec I'existence d’'undateeconnaissance et de fixation. On peut
plutbt suggérer que, par des interactions non gees, I'environnement du site actif induit

des positionnements particuliers du substrat wisadu complexe métallique, favorisant
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certaines régiosélectivités. L'enzyme se compadttassi comme un simple catalyseur
chiral. Cette hypothése pourrait expliquer ausskydation énantiosélective des sulfures
organiques par le systeme vBPQIH (Fig. 13.C) [90-92] pour laquelle Wevet coll.

evoquent I'idée d’une fixation de faible affinit@¢d].

A
H,0, Br
N & - Enz
Enz Enz-Br —— Br* BrOH, Br,, Brs™ ...
N J
4
+ H202 + RH
leatlon Régiosélectivité
Enantiospécificité
l0,+Br R-Br
B O
Br S'
N VBPO/H,0,/Br { VBPO (C. officinalis) @E)
—_— —>
N H20;
H H ee:89%

(O]

Brt ©/\j VvBPO (C. officinalis) ©/\Sj
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%
3
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Fig. 13 : Exemples de réactions régiosélectivesértantiosélectives catalysées par les vBPO

A. Mécanisme incluant la fixation du substrat oigae a I'enzyme. Butler et coll. proposent le pgsspar un
intermédiaire Enz-Brsur lequel peut se fixer le substrat RH pour exi les régiosélectivités et les
énantiospécificités observées lors de la cyclisadi® certains terpenes et la bromation des indDlagrées
Butler et coll. [86-88].

B. Exemples de réactions régiosélectives catalyséek vBPO dA. nodosumLa bromation du 2-méthyl-
indole s’effectue régiosélectivement en positique8 le systeme vBPO/B.,/Br". Le 1,3-di-tert-butyl-1H-indole
réagit en présence du systeme vBPQUBr pour donner un produit unique : 1,3-di-tert-butgiblin-2-one. La
méme réaction réalisée avec une solution acidebdrgpmeux aqueux donne plusieurs produits de bromatio
d’'apres Butler et coll. [87, 88].

C.Oxydation énantiosélective par le systéeme vBROjes sulfures organiques. De fort excés énantiouesi
sont observés si la solution dg@d est rajoutée trés lentement pour éviter I'oxydatiodecte par kD, [90, 91].
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Etrangement, l'activité iodopéroxydase des vBPOtéa s§stématiquement occultée
dans les études de Butler et coll. A notre conaaiss, aucune étude d’halogénation

approfondie, a partir d’'un systéme VHPQ@OA1", n'est décrite dans la littérature.

3.4. Méthodes de suivi des activités des vHPO et chinge@ solution.

Le suivi des activités VHPO ne peut pas étre affeqiar la détection directe du
produit de réaction X Dés sa libération dans le milieu; ¥ntre en équilibre avec différentes
especes oxydées dont la spéciation dépend dedioosdiu milieu [75]. En condition acide,
ces espeéces correspondent principalement a XQldt X;. Les seules méthodes de détection
et de suivi des activités VHPO sont donc des méthaddirectes. Elles reposent sur la
réactivité et, plus précisément, sur la capacitéaldgénation des especes oxydées de

I’'halogene présentes en solution.

Les activités bromo- et chloro-péroxydases sonégdement suivies par la méthode
spectrophotométrique mise au point par Hager [BH4é¢. est basée sur l'utilisation d'une 1,3-
dicétone : le monochlorodimédone (MCD). Puisqueodlefficient d’extinction du MCD a 290
nm est de 2,0.fav ™ .cmi* alors que celui de son dérivé dihalogéné n’estdgu2. 16 M™.cm
! la méthode consiste & suivre la DO(290 nm) auscdu temps (Fig. 14.A). Le MCD
présente I'avantage d'étre trés réactif envefseK de ne posséder qu’'une seule position
d’halogénation. Le MCD a été largement utilisé pdéterminer les paramétres cinétiques des
VHPO [74, 75]. Pour des études qualitatives ouaepetition avec des substrats organiques
aromatiques, le rouge de phénol lui est préférd’'agparition de son produit d’halogénation
est suivie & 592 nne = 6,7.10 Mt.cm?) [65, 95]. Cependant, le rouge de phénol est moins
réactif que le MCD et posséde quatre positions ldg@nation, ce qui ne permet pas son
utilisation pour la détermination des parameétregtijues. De plus, il s’agit d’'un indicateur

pH, ce qui limite son utilisation a une plage dergktreinte (6-7) (Fig. 14.B).
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Cl, x

VHPO/H,0,/X O O
X =Br’, CI

MCD, £(290 nm) = 2,0.10* Mt.cm™ Dérivé dihalogéné
€290 nm) = 2.10° M1 cm?

VHPO/H,0,/X
X =Br, CI
Rouge de phénol dérivé tétrahalogéné
Amax =433 nm Amax= 592 nm
£=2,0.10*Mtem? €=6,7.10*MLcm?

Fig. 14 : Méthodes de suivi des activités bromo- ehloro-péroxydase

A. par le MCD : méthode mise au point par Hagej [94
B. par le rouge de phénol. Cette méthode est sudttmrite pour le suivi de I'activité bromopéroxgead’apres
Fransseret al [65]

En ce qui concerne l'activité iodopéroxydase, laleseméthode décrite dans la
littérature consiste & suivre la formationsthlia I'absorbance & 353 nre € 2,5.1¢ M™.cm?)
[43] (Fig. 15). k résulte de la complexation deekcédentaire présent dans le milieu etxde |
I, est formée de maniére quasi-immédiate a partiredpéce 1 générée par la vVHPO (K
1,4.13° M?[96]) (Fig. 16.(1) et (2)).

VHPO/HOo/I' triiodure
> I3 £(353 nm) = 2,5.10* ML.cm®

Fig. 15 : Suivi de l'activité iodopéroxydase par ldormation de I3

Il faut cependant noter que [utilisation de cesthmées pour caractériser les
propriétés cinétiques des VHPO est délicate corgrte des équilibres chimiques rapides
contrélant la spéciation des halogenes ainsi quéadéaction de dismutation assistée de
H.O,. Ceci pourrait expliquer les grandes différencestd/ité spécifique observées pour les
vBPO [31]. Le MCD est utilisé généralement en cbadilégérement acide car a pH neutre,
les especes oxydées du brome deviennent tréesvesaetnvers kD, entrainant la formation
d’oxygéne singulet au détriment de la réaction eniation [73, 75, 81, 97]. C’est d’ailleurs

pour cette raison que le suivi de I'activité broramxydase est impossiblé Brz (268 nm.g
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= 4,3.10 Mt.cm?) [74]. En ce qui concerne le suivi de I'activitédopéroxydase, la
formation de 4§ est conditionnée par le pH et la concentratiorioglure. A pH < 7 et en
présence d’'une certaine concentration initiale ded especes prédominantes en solution sont
I, I, et k. Les iodates sont généralement négligeables carféemation est lente (Fig.
16.(3)). Pour un pH > 7;3'lest dissocié au profit de 1{19] et comme pour Br les espéces |
deviennent plus réactives envergOh[97]. Par conséquent, les pHs optimaux des activité
iodopéroxydase (obtenus autour de pH = 5,5-6) pant s’expliquer par la stabilité accrue

de k" et non par la simple augmentation de I'activité d&O [29].

IOH+I+H* = I, +H,0 1)
L+l =—m—— g )

IOH —==—= |0 +H"* ®3)

3IOH ———~ |057+2+3H" (4)

IOH+H0, ——  t1+0,+H +H,0 ()

Fig. 16 : Chimie de I'iode en solution : principauxéquilibres

Si la formation delest trés favorisée ¢ 1,4.16° M), le complexed présente une
faible constante d’association (K 7.1¢ M™) (Fig. 16.(1) et (2)). Huwileet al. ont montré
gue pour que 90% des moléculgsdntenues dans une solution a 30 uM soit compiegsét
nécessaire que la concentration ‘esolt supérieure a 10 mM [98]. Par conséquentuaecde
la faible constante d’association du complexe fori@ méthode de suivi par lest
susceptible d’entrainer une sur-évaluation de hhapFK(I'f des activités iodopéroxydases car
elle ne peut étre pas étre mise en place a urle fabcentration d’iodure. On peut remarquer
que les Kiapp (I)) sont évaluées aux alentours du mM pour les vEo@,une valeur 10fois

supérieure a la concentration en iodure de I'eamele[28, 44].

Nous pouvons de plus souligner que la stabilitéamplexe § est influencée par la
présence d’autres anions (@r) qui peuvent se complexer avec lla présence de solvant
dans le milieu peut aussi fortement stabiligser par exemple, la constante d’association K
est de 2,5.10M™ dans un mélange 2-propanol/eau. Elle influence ialess propriétés
spectrophotométriques dg (déplacement dan.x et variation du coefficient d’extinction)
[99].

" Kuapp : COnstante de Michaelis apparente
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Dans ce contexte, I'étude de I'effet des solvangmoiques sur I'activité des vHPO en
utilisant le suivi pard est donc problématique. Compte tenu de la chimieaution de
I'iode, cette méthode est donc délicate a mettresseivre pour déterminer les parametres

cinétiques des activités iodopéroxydases.
4. Conclusion

Par leur production de composeés volatils iodésietiel moléculaire ainsi que par leur
teneur en iode tres élevée (0,5-1% de leur poidy $es Laminariales, en particulier les

laminaires, sont des acteurs clés du cycle géoghienile I'iode.

Cependant, les mécanismes biochimiques controtmnttransferts d’iode chez ces
algues brunes n’ont pas été entierement élucidesffet, bien qu’il soit fort probable que les
laminaires stockent I'iode sous une forme inorgaejdes études de spéciation entreprises
jusqu’a présent ne permettent pas de démontrerasiene irréfutable gu'il s’agit de l'iodure.

Le rble des différents tissus — méristoderme, goee medulla — dans I'accumulation de
I'iode n’a pas été clairement identifié. Par aitgua localisation sub-cellulaire de l'iode est
inconnue et n’'a fait I'objet d’aucune étude utitisaune technique d’'imagerie moderne.
Cependant, les études physiologigues ont mis ateBee que les halopéroxydase a vanadate
(VHPO) sont fort probablement des enzymes clés ansiécanismes de transfert de I'iode.
ChezL. digitata une vIPO serait responsable de la captationiddufe en permettant sa
diffusion facilitée par la production d’'une espéngdée de l'iode (lox). lox, plus lipophile
que l'iodure, pourrait diffuser a travers les meantas pour étre accumulée, aprés réduction,
dans le compartiment intra-cellulaire. Il est phénéralement proposé que les vVHPO seraient

impliquées dans la biosynthése de composés halgpgémarticulier de CVHSs.

Découvertes par Vilter en 1984 ch&znodosumles VHPO sont des enzymes que I'on
retrouve chez diverses macro-algues marines. Cegmas catalysent |'oxydation des
halogénures en présence deOk en une espéce supposée étre I'acide hypohalogéneux
correspondant. Elles ont fait I'objet de tres noeulses études, ce qui a permis de caractériser
leurs structures ternaires et quaternaires, léeiastif et leur cyclique catalytique. Cependant,
un certain nombre de points reste a élucider : élésnents structuraux contrélant leur
sélectivité envers halogénure n’ont pas été clardgratablis. L'existence d’un site de fixation
des substrats organiques — suggérée par les traleaBuytler et coll. — n’a jamais été mise en

évidence.

54



A ce jour, les réles physiologiques de l'iode es d#lPO n’ont pas été clairement
démontrés. Chez les laminaires, il est fortemeggére qu'ils participent conjointement a des
mécanismes de défense contre le stress oxydames giathogénes. Dans ce contexte, des
inhibiteurs spécifiques des VHPO constitueraierst al¢tils pharmacologiques puissants pour
démontrer leur implicationn vivo dans le mécanisme d’accumulation de l'iode cheaz le

laminaires et pour comprendre leur role dans lalyetion des composés volatils halogénés.
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Chapitre 2 : Inhibiteurs de la vBPO d’Ascophyllum nodosum

1. Introduction

Les halopéroxydases a vanadate (VHPO) sont trémiplement des enzymes clés du
métabolisme halogéné des algues brunes. Elleseseranpliquées dans la production de
composés volatils halogénés et d’'iode moléculajte,ont un impact direct sur la chimie
atmosphérique en zone cotiere (cf. Introductiorégae). De plus, chdz digitata une vIPO
interviendrait dans un mécanisme tres efficac&lectf de captation des iodures (cf Chapitre
1 paragraphe 2.3.2.). Cependant, ces différentastibms sont, a I'heure actuelle, des
conjectures. Dans ce contexte, des inhibiteursifigguées des vHPO constitueraient des outils
puissants pour explorér vivo I'implication de ces enzymes dans les mécanisradsatisfert

de l'iode (et du brome) chez les algues brunes.

Dans le cadre de ce projet de recherche, nous almwisi de mettre en ceuvre une
stratégie de génétique chimique inverse : Graaetast de criblage a haut-débit (pour revue :
[1, 2]), nous cherchons a identifier des inhibisediune vHPO modele. Ces inhibiteurs seront
ensuite testém vivo pour étudier le phénotype induit par I'invalidatide cette vHPO. Ceci
permettra de préciser les fonctions physiologiqiesette enzyme. L’enzyme modéle choisie
est la vBP® native dAscophyllum nodosuf(frucale). Cette enzyme a été obtenue en quantité
suffisante par extraction, pour pouvoir effectuette étude contrairement a la viPO lde
digitata.

Puisque la vBPO &. nodosunprésente une double activité, deux tests de cebéag
haut-débit — I'un en activité iodo- et le secondaetivité bromo-péroxydase — ont été mis au
point et réalisés dans le but d’identifier des litieurs spécifiques a chaque activité. De tels
inhibiteurs seraient particulierement intéressgmsir des études physiologiques et pour
comprendre les bases de spécificitte des VHPO erlesrshalogénures. De plus, cette
démarche offre 'avantage de développer un testribdage qui pourra étre, par la suite,
appligué a la recherche d’inhibiteurs spécifiquese vIPO.

Les inhibiteurs de la vBPO A nodosunprésentent plusieurs domaines d’application.
Comme évoqué précédemment, ils permettront d’egplas mécanismes de transfert des

halogénes cheZA. nodosum.Par ailleurs, ils pourraient étre utilisés dans d#sdes

8 fournie par le Dr. P. Potin (UMR 7139 CNRS-UPM@at®n Biologique de Roscoff)
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structurales sur la vBPO par co-cristallisation.tBlees études sont susceptibles de conduire a
I'identification du putatif site de fixation deslsitrats organiques.

De plus, nous envisageons d’évaluer ces moléculed’autres vHPO, en particulier
sur la vIPO deL. digitata En effet, d’aprés les alignements de séquenceape et la
modélisation de la structure 3D, Coéhal ont suggeéré que la vIPO Hedigitataet la vBPO
d’A. nodosunpossédent un site actif en partie conservé [3¢e8ains inhibiteurs se révéelent
actifs sur la vIPO, des étudesvivo surL. digitata pourront étre menées pour valider le role
central de la vIPO dans le mécanisme de captatem iddures [4, 5]. Finalement, ces
inhibiteurs pourraient permettre de développer nm¢hode de purification des vHPO par
chromatographie d’affinite.

Dans ce chapitre, sont présentées les différensge® nécessaires a I'identification

d’inhibiteurs de la vBPO &. nodosum

» La mise au point et la validation d’'une méthodess#a et robuste de suivi des
activités iodo- et bromo-péroxydases des VHPO,iegile a un test de criblage a
haut-débit

= La mise au point, la validation et la réalisatian dbuble test de criblage a haut-

débit ainsi que la sélection, la confirmation etdéidation des hits.

Dans ce qui suit, nous appellerons « inhibiteur® mmolécule qui diminue I'activité de
la vBPO par fixation réversible (interaction proeiigand). « Substrat » désignera une
molécule organique qui se fixe a la vBPO pour Bal®génée ou oxydée. Hésigne dans le
contexte de notre étude, l'iodure et le bromuré.eXt une notation formelle qui désigne
I'espéce générée a partir dé pér le systeme vBPO#B; et libérée en solution. Par abus de
langage, X désignera aussi I'ensemble des espéces oxydées ¢¥OH, X, Xs...)

présentes en solution a la suite de la spéciation.
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2. Suivi des activités de la vBPO

2.1. Introduction

Pour réaliser les tests de criblage a haut-dél@stinécessaire de mettre au point une
méthode de suivi des activités bromo- et iodo-p@tazes qui soit simple a mettre en ceuvre,

sensible et robuste.

Pour rappel, la vBPO 4. nodosunoxyde les halogénures ¥8r, ') en une entité X

qui n'est pas détectable directement et qui reatreéquilibre, une fois libérée en solution,
avec d'autres espéces (Fig. 17). Jusqu’a ce jogyrasubstrat organiquees deux activités
de la vBPO n’'a été identifie. Dans ce contextesilgvi des activités iodo- et bromo-
péroxydases ne peut étre qu’indirect et basé suédativité des espéces’ Xibérées en
solution. En nous inspirant des méthodes décrites da littérature, nous voulons utiliser,
pour le test de criblage a haut-débit, une métlspaetrophotométrique basée sur I'utilisation
d’'une molécule-sonde qui, aprés réaction avécaX ses propriétés d’absorbance modifiées
(Fig. 17). Nous pensons qu’'un suivi par spectropmmétrie est plus adapté que par
fluorescence en raison des phénomenes de quengh@ngeuvent induire la présence de

I'halogénure [6].

X"+ H505 X =1"ouBr

vBPO

("x* =" X, Xg, XOH ...

Sonde Sonde-X ou Sonde-Ox —— Sui\\//iér;oclgrect
Halogénation ou Amax OU € modifiés
Oxydation

Fig. 17 : Principe de suivi des activités de la vBP

Pour que la méthode spectrophotométrique soisalile dans le cadre de notre test de

criblage, la molécule-sonde doit :

° Butler et coll. ont proposé que certains indoleegénes puissent étre substrats de la vVBPOtiiitéac
bromopéroxydase sans évoquer l'activité iodopéraggdcf. Chapitre 1 paragraphe 3.3.3).
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= Etre trés réactive envers les espétes B’
= Générer un produit stable donc un signal d’absadéinal stable
= Si possible, ne générer qu’un seul produit aprastién avec X

= Permettre de suivre l'activité de I'enzyme au codustemps par la mesure de
I'absorbance (DO) a une longueur d’onde élevéediéniter les interférences avec

les molécules aromatiques de la chimiothéque.

= Etre utilisable aussi bien pour le suivi de l'attéviodopéroxydase que pour celui

de l'activité bromopéroxydase

Les méthodes de suivi spectrophotométrique déalides la littérature ne répondent
pas a ces critéres. Le suivi de I'activité bromoggdase par le MCD s’effectue a une
longueur d’onde trop faibleA(= 290 nm) pour pouvoir étre utilisé en présencendécules
organiques (en particulier aromatiques) [7]. Il est de méme pour le suivi de I'activité
iodopéroxydase par le triiodurk € 350 nm) qui souffre, de plus, de la génératiom gignal
final instable a cause de la réaction de dismutadi® HO, assistée par I[8]. De plus, nous
avons observé que l'allure et la stabilité du pdial des courbes DO(350 nm) = f(t) peut
étre tres influencée par la nature du tampon ptéaence de solvant organique (Fig. 18). La
méthode de suivi de l'activité bromopéroxydaselpaouge de phénol parait mieux adaptée
car elle s’effectue & = 592 nm [9]. Cependant, elle présente le désagante générer
plusieurs intermédiaires (mono-, di-, et tri-brondent les contributions a la DO(592 nm)
n'ont pas été déterminées. De plus, cette méth@dpas été décrite pour le suivi de I'activité

iodopéroxydase (cf Chapitre 1 paragraphe 3.4.).
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Fig. 18 : Suivi de 'activité iodopéroxydase de laBPO par la formation d’l 5

A. Effet de la nature du tampon.
B. Effet de la présence d’un solvant : EtOH ou DM&B00 % en volume

Conditions : Tampon = 100 mM, pH = 6,5, [vBPO] 1d/ml, [I1 = 2,5 mM, [HO,] = 0,5 mM

Dans ce contexte, il est donc nécessaire d’identifine nouvelle molécule-sonde
permettant la mise au point d’'une méthode de siésiactivités de la vBPO applicable a un
test de criblage a haut-débit. Dans ce qui suisralons présenter la démarche que nous
avons utilisée pour identifier une telle moléculest a noter que les expériences décrites ci-

dessous ont été réalisées en activité iodopéroryetasn activité bromopéroxydase.
2.2. ldentification d’une nouvelle sonde

2.2.1 Etudes préliminaires

Pour identifier une nouvelle molécule-sonde, nougna effectué une série de tests sur
une dizaine de molécules commerciales (cf. Annexeéd3 molécules ont été sélectionnées en
considérant leur propriété d’absorbangae. élevée), leur réactivité (groupement oxydable
ou position d’halogénation) et leur solubilité.dsllappartiennent essentiellement a la famille
des colorants diazoiques aromatiques et a celleswéme-phtaléines. L’'évaluation de ces

molécules s’est effectuée en deux temps :

Dans un premier temps, nous avons évalué si leuirggsultant de la réaction entre la
molécule testée et les systemes vBPOUWK™ présentent des caractéristiques d’absorbance

modifiées c'est-a-dire une forte variation du doefht d’extinction §,) ou de la longueur
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d’onde maximale d’absorbanck.fy. Si la modification n’est pas sensible, la molécest
éliminée. Pour les molécules retenues, cette giaps a permis de déterminer la longueur
d’'onde d’intérét Xin:) (qui correspond a lAmax du produit formé ou a celle de la molécule

testée) a laquelle pourrait étre réalisé le sudiaktivité enzymatique.

Dans un second temps, pour chaque molécule sé&lrétp 'absorbance (DO)Na: a
été suivie au cours du temps, en présence desresiEBPO/HO,/X". Les courbes DQ)

= f(t) obtenues ont été analysées en considém@intdriteres :

= L’allure de la courbe : ce critere permet, entréregude révéler si plusieurs

intermédiaires réactionnels sont formés.

= La stabilité du signal final c’est-a-dire I'existan d’'un palier : ceci permet de
mettre en évidence la stabilité du produit forméan@le cas Ol = Amax du

produit formé)

= |La différence entre I'absorbance initiale et I'afttmoce finale : ceci traduit la

sensibilité de la méthode de suivi (rapport sigualbruit de fond)

A l'issue de cette série de tests, les moléculegsugue les sulfone-phtaléines ont été
éliminées car leurs caractéristiqgues d’absorbahgg 0u Exmay SONt trop similaires a celles
de leurs produits de réaction. En revanche, ldsrgedphtaléines (rouge de phénol et violet de
m-crésol) se sont révélées intéressantes pouivedas activités de la vBPO. Leur réaction
avec les systemes vBPQ®Y/ X entraine un décalage important deAjax de 430 nm a
environ 600 nm (Fig. 19.A). De plus, le suivi dabsorbance a 600 nm au cours du temps
(DO(Amay = f(t)) se caractérise par une courbe réguli¢ésgntant un palier final stable et

fournissant un bon rapport signal/bruit (Fig. 19.B)

Cette étude montre donc que le rouge de phénatiésable pour le suivi qualitatif de
I'activité iodopéroxydase, ce qui n'a jamais éténtn® dans la littérature alors que son
utilisation est décrite en activité bromopéroxyd@deEn ce qui concerne le rouge de phénol,
Fransseret al ont montré en activité bromopéroxydase, que haemgtation de I'absorbance a

600 nm est corrélée a la formation de son dériva-tirome [9].
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Fig. 19 : Suivi des activités iodo- et bromo-péroxases de la vBPO par les sulfone-phtaléines

A. Spectre d'absorbance du violet de m-crésol agaapres réaction avec vBPQ®4/I". Le violet de m-crésol
absorbe a 430 nm alors que le(s) produit(s) ddiodaabsorbe(nt) a 620 nm

B. Suivi des activités iodo- et bromo-péroxydas@sréaction du rouge de phénol ou du violet de ésaravec
le systeme vBPO/JD,/X™ induit une augmentation de I'absorbance a 600Ri: rouge de phénol, VmC :

Violet de m-crésol
Conditions : Tampon MES 100 mM, pH = 6,5, [Sond&0uM, [HO,] = 0,5 mM, [vBPO]= 1 pug/ml, 10%
EtOH, [I1=1 mM ou [Bf] =10 mM

Compte tenu de ces résultats, nous avons décigutsuivre notre étude en nous

intéressant a la famille des sulfone-phtaléines.

2.2.2 Etude de la famille des sulfone-phtaléines

Compte tenu des résultats précédents, nous avamadisth notre étude sur quatre
sulfone-phtaléines : le rouge de phénol, le videtm-crésol, le bleu de thymol et le bleu de

xylenol dans le but d’identifier la sonde la pla&ptée pour le suivi des activités de la vBPO.

Rouge de phénol : R1 =Ry =H
Violet de m-crésol: R; = H, R, = Me
Bleu de xylénol : R; =R, = Me

Bleu de thymol : R; =iPr, R, = Me

Fig. 20 : Sulphone-phtaléines étudiées

Pour chaque molécule, IAn.x de leurs produits de réaction avec les systémes
VBPO/HO./X" a été déterminée. Nous avons ensuite effectuésdess cinétiques des
activités iodo- et bromo-péroxydases, axgs et sur une gamme de pH (5,5-7,1) dans le but

de déterminer le pH optimal (gk) pour chaque sonde. pidest le pH pour lequel la courbe
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DO(\may = f(t) présente la pente initiale et 'absorbafinale les plus élevées (Tab. 1). Pour
chaque activité, les molécules ont été testéesdakmesonditions similaires sauf dans le cas du
bleu de thymol et du bleu de xylenol, en activitérbopéroxydase, ou la concentration en
H.O, a été fixée a 0,1 mM contre 0,5 mM pour les autne¢ecules. Les courbes de suivi
DO(Amay = f(t) obtenues aux pg ont été comparées entre elles pour les activitds-iet
bromo-péroxydases respectivement, selon deux pa&esnela durée d’atteinte du palier et

I'existence d’un point d’inflexion.

En effet, pour étre une sonde efficace, il est s&miee que la sulfone-phtaléine testée
soit trés réactive envers les espéces oxydéés X®H, X,, X3...). De plus, le produit
responsable de I'absorbance aux environs de 608ain&tre formé tres rapidement et dans
I'idéal, plus rapidement que la génération de BespX par 'enzyme. Ces conditions évitent
I'accumulation de X dans le milieu et assurent un suivi fidéle detiai@ enzymatique. Au
niveau des courbes DR}, = f(t), ces conditions se traduisent par I'ateinapide d’un
palier et par I'absence de palier initial ou denpal’inflexion (ce qui signifie que la vitesse a

I'origine est la vitesse maximale observée au cdarka cinétique).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tabletessous (Tab. 1). Le bleu de
thymol et le bleu de xylénol apparaissent étrenheéécules les plus adaptées au suivi des
activités iodo- et bromo-péroxydases. Leurs coulD@Amna.) = f(t) possédent une allure
similaire : Elles se caractérisent par I'absence@aiat d’inflexion et par I'atteinte rapide du
palier (300-400s) (Fig. 21). Pour comparaison,dabers obtenus dans le cas du rouge de
phénol et du violet de m-cresol sont plus tardf30(1200 s). En activité iodopéroxydase, les
courbes du rouge de phénol et du violet de m-crpsedentent un point d’inflexion tres

marqué ce qui témoigne d’'un manque de réactivitg ¢4, Tab. 1).
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Activité bromopéroxydase Activité iodopéroxydase

Molécules PHpt Amax Inflexion Palier pHope Amax Inflexion Palier

Rouge de phénol 5,5 590 Non 500s 5,5 590 Oui>1200 s
violet de m-crésol 6,1 620 Oui 800s 6,1 620 Oui 500 s
Bleu de thymol 7,1 620 Non 400s 7,1 620 Non300 s

Bleu de xylenol 7,1 620 Non 300s 7,1 620 Non300 s

Tab. 1 : Conditions optimales et caractéristiques s courbes de suivi cinétique obtenues pour les fule-
phtaléines.

Conditions : tampon phosphate 110 mM, [Sonde] #80 [Br] =10 mM ou [I[] = 1 mM, [vBPO] =1 pg/ml
[H20,] = 0,5 mM sauf en activité BPO pour le bleu dentioy et le bleu de xylenol [}D,] = 0,1 mM,

/

0,8 1

0,6 1

DO

0,4

Rouge de phénol, 590 nm, pH=5,5

Violet de m-crésol, 620 nm, pH= 6,1
Bleu de thymol, 620 nm, pH=7,1
Bleu de xylénol, 620 nm, pH=7,1

0,2 1

0 200 400 600 800 1000 1200
Temps (s)

Fig. 21: Suivi spectrophotométrique de l'activité ddopéroxydase par les sulfone-phtaléines
Conditions : Tampon phosphate 110 mM, [Sonde] B0 [I'] =1 mM, [H,O,] = 0,5 mM, [vBPO] =1 ug/ml.

Les caractéristiques des courbes obtenues polguede thymol et le bleu de xylenol
s’expliquent fort probablement par leur plus graméactivité envers les espéces. i la
réaction mise en jeu est une halogénation en pogititho des groupements hydroxyles, les
groupements alkyles présents sur ces structurabtefaic cette substitution électrophile

aromatique grace a leur effet électro-donneur.
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Par ailleurs, le bleu de thymol et le bleu de xgleme présentent que deux positions
d’halogénation contre quatre pour le rouge de phénie violet de m-crésol ce qui implique

un nombre plus faible de produits ou d’'intermédisiréactionnels formés par halogénation.

De plus, il est a noter que les suivis par le deuxylenol et le bleu de thymol
s'effectuent a un pH proche du pH physiologiqudajgplasme des laminaires et de I'eau de
mer (pH= 7-8), ce qui peut étre un avantage pour l'idecdtion d’'inhibiteurs actifs vivo.

Les caractéristiques des courbes B = f(t), la valeur du pk}; ainsi que le
nombre de produits halogénés attendus nous ontuitandélectionner le bleu de thymol et le
bleu de xylenol pour le suivi des activités iodb-beomo-péroxydases. Puisque les courbes
DO(Amay = f(t) ne permettent pas de discriminer ces deo¥écules, nous avons finalement
choisi d’utiliser le bleu de thymol car la pureté produit commercial (90% en CLHP/SM)

est supérieure a celle du bleu de xylenol blue (88%LHP/SM).

2.3. Optimisation de la méthode de suivi par le bleu déhymol

Pour pouvoir étre transposées a un test de cribdapaut-débit sur la vBPO, les
méthodes de suivi des activités iodo- et bromo pétases par le bleu de thymol doivent étre
optimisées. Dans cette optique, il est nécessarald@erminer l'influence des différents
parameéetres — pH, concentrations énH,O, et en enzyme — et d’ajuster au mieux leurs
valeurs pour obtenir une réponse (courbe DO(620 ani)X)) la plus sensible et la plus
reproductible possible. Compte tenu du fait que resdécules de la chimiothéque sont
conservées dans le DMSO, nous allons, de plusé&vkéffet de ce solvant.

2.3.1 Principe

Les différents paramétres de la réaction du bleuthdenol avec les systemes
vBPO/HO./X" ont été modifiés pour déterminer les conditionsnogles de suivi cinétique
des activités de la vBPO. Les expériences ontfégéteées sur microplaque 96 puits ce qui a
permis de modifier simultanément deux parametrissfais (un sur chaque dimension). Les
concentrations en phosphate,et en bleu de thynmioEwnfixées a 110 mM et a 100 uM,
respectivement. Celles de I'enzyme a 0,5 et 1,0muglur lactivité iodo- et bromo-
péroxydase, respectivement. Les gammes de contbiensrae HO, et de X ont été choisies
compte tenu des \Kppdecrits dans la littérature pour les activités ioeiobromopéroxydase
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de la VBPO dA. nodosurr(ordre de grandeur : Wapdl) = 10° M, Ky apH207) = 10¢ M,
Kwm.apeBr) = 10° M [10-12]).

Parametre Gamme testée

pH du tampon phosphate (110 mM) 7a8

Concentration X I":0,5a46 mM, Br: 1a40 mM
Concentration kD, 0,05a3 mM

%de DMSO 0ad4%

Bleu de thymol Fixée a 100 uM

vBPO Fixée a 1,0 pg/ml (BPO)

Fixée a 0,5 ug/ml (IPO)

Tab. 2 : Paramétres testés pour I'optimisation deméthodes de suivi par le bleu de thymol

Une fois ces parametres déterminés, en raison d&aotes techniques liées a
I'utilisation du robot pour le test de criblage.(pfrtie 3.1.3), la concentration en vBPO a été
diminuée de maniére a ce que le palier final d@@4620 nm) soit atteint au bout d’environ
600 s.

2.3.2 Résultats

Les pH optimaux pour le suivi des activités iodbbemo-péroxydases sont 7,2 et
7,8, respectivement. En activité iodopéroxydaseyr pmme concentration fixée en iodure,
'augmentation de la concentration dedd entraine une augmentation de la vitesse initiale
(Vi) et de l'absorbance finale. Cependant, au-dBléne certaine concentration de®4, le
phénomene s’inverse : la réaction de dismutation A& (assistée pap,|IOH ...) se produit
au détriment de la réaction d’halogénation (Fig.A22t Fig. 22.C). Pour [lactivité
bromopéroxydase, une concentration e®@tsupérieure a 0,1 mM induit une courbe DO =
f(t) en forme de cloche ce qui suggere la dégradatu produit formé (Fig. 22.B). Au-dessus
d’'une concentration en iodure de 2 mM (Fig. 22.D)em bromure de 15 mM (non montré)
respectivement, le systeme est saturé. L'introdaatie DMSO dans le milieu n’a pas d’effet

sur les activités enzymatiques jusqu’a un pourcgntke 4% en volume.
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Fig. 22 : Influence de la concentration en kD, et en halogénure sur le suivi par le bleu de thynho

A. Influence de la concentration en®4 sur la iodation du bleu de thymol par le syste®BE®/H,O,/I".

B. Influence de la concentration ep® sur la bromation du bleu de thymol par le systeBIRO/H,O,/Br".
C. Influence de la concentration de(d sur la Vi en activité iodopéroxydase pouf f 0,5 mM

D. Influence de la concentration en iodure surilevactivité iodopéroxydase pour une@H = 0,25 mM.

Conditions générales : tampon phosphate 110 mM; @2 (IPO) ou 7,8 (BPO), [vBPO] =1 ug/ml (BPO) ou

0,5 pg/ml (IPO), [Bleu de thymol] = 100 pM.
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Les résultats précédents mettent donc en évidareéagoncentration en,B, est un
parametre crucial pour le suivi des activités deBRO. Elle doit étre fixée précisément car
une faible variation de sa valeur va entrainerediess forts sur les cinétiques d’halogénation
du bleu de thymol. En revanche, pour une valeuiissumiment élevée, une variation de la
concentration en halogénure n’a pas d’'incidencéesucinétiques. A l'issue de ces études, les
conditions optimales de suivi des activités broetoiodo-péroxydases par le bleu de thymol

ont été déterminées pour le test de criblage adéhit (Tab. 3).

Conditions expérimentales Activité IPO Activité BPO
Tampon phosphate 110 mM, pH=7,2 110 mM, pH =7,8
Halogénure X 1,5mM (I 10 mM (Br)

Bleu de thymol 100 puM 100 uM

vBPO 0,25 pg/ml 0,6 pg/ml

H,0; 0,35 mM 0,1 mM

DMSO 4 % en volume 4 % en volume

Tab. 3 : Conditions mises au point pour le suivi pale bleu de thymol des activités de la vBPO

Ces conditions offrent une réponse sensible etstebgomme le mettent en évidence
les résultats obtenus sur une série de 80 expésagalisées en microplaque (Fig. 23). Les
expériences témoins (c’est-a-dire en l'absence BEQ) montrent que la réaction non
catalysée entre le bleu de thymol eO)IX™ est négligeable durant le temps de I'expérience
(Fig. 23). Grace a ces expériences, nous avonmuateles parametres moyens de la courbe
DO(620 nm) = f(t). Ces données nous permettrontédigier, lors du test de criblage a haut-
débit, la conformité des conditions expérimentales particulier le titre des solutions

préparées) avant chaque série d’évaluations (Tab. 4

Paramétres cinétiques Activité iodopéroxydase  vitétBromopéroxydase

Vitesse initiale (3)* 1,4.10°+0,1.10° 1,5.10°+0,1.10°
Atteinte du palier (s) ~ 660 ~ 660
Absorbance initiale 0,083+ 0,003 0,2Gt 0,01
Absorbance finale 1,11+ 0,02 1,03t 0,02

Tab. 4 ;: Parametres cinétiques moyens de la court@O(620 nm) = f(t)

Parametres calculés a partir de 80 expériencescdéulée par régression linéaire sur l'intervéllel00s)
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Fig. 23 : Courbes moyennes DO(620 nm) = f(t) obtera pour 80 expériences
en activité iododopéroxydase (A) et bromopéroxydag@). Témoin : sans vBPO

2.4. Validation des méthodes de suivi des activités da VBPO

par le bleu de thymol

Pour valider ces méthodes de suivi, il convientrdmtrer que 'augmentation de la
DO(620 nm) correspond a l'apparition d’'un produit action entre le bleu de thymol et
I'espéce X générée par le systéme vVBPQIIX . Similairement aux résultats de Franssen

al. concernant le rouge de phénol [9], nous nous @ddiena observer la formation de dérivés
halogénés du bleu de thymol.

Dans ce qui suit, aprés quelques vérificationsimpigaires, nous identifierons les
produits de réaction du bleu de thymol avec lestégyss vBPO/BLD,/X™ puis nous
expliquerons la raison de la forte différencedgy existant entre le bleu de thymol et ses

produits de réaction.

2.4.1 Vérifications préliminaires

Les expériences témoins (en I'absence d’enzyme)odtrant que la présence de la
vBPO est nécessaire pour induire une variatiorad®®(620 nm) pendant la durée de notre
expérience (Fig. 23). L'augmentation de la DO(620) m’'est donc pas due a une réaction

directe entre le bleu de thymol et®3/X"
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Puisque le bleu de thymol est traditionnellemeiisetcomme indicateur de pH (pKa
= 8,9), un suivi du pH du milieu réactionnel a d&fectué au cours de la réaction
enzymatique. Suite a I'ajout des différents réactié pH pour I'activité iodo- et bromo-
péroxydase est de 7,44 et de 7,84 respectivemest.pH des milieux réactionnels sont
stabilisés a ces valeurs (x 0,02), qui sont nettérimdérieures au pKa du bleu de thymol,
pendant toute la durée de suivi des activitts3Q min) (données non montrées). Ceci
démontre que l'augmentation de la DO(620 nm) njest liee a I'apparition de la forme

basique du bleu de thymol résultant d’'une variatiorpH du milieu réactionnel.

2.4.2 ldentification des produits de réaction du bleu teymol

Pour chaque activité (iodo- et bromo-péroxydaseyatvn les conditions décrites
précédemment (Tab. 3), la réaction entre le bletihg®ol et le systeme vBPOB./X™ a été
suivie au cours du temps par analyse CLHP-SM. R&aient, I'évolution de la DO(620 nm)
a été enregistrée. Ces analyses mettent en éviderdéaugmentation de la DO(620 nm) est
corrélée a la disparition du bleu de thymol au iprdé I'apparition de produits de masse

correspondant au bleu de thymol mono- et di-halédéig. 24).

A B 1600
2800 { —o— bleu de thymol —3— mono-iodé —0— bleu de thymol —&— mono-brome
—e— di-iodé —»— DO(620 nm) —e— di-bromé —»— DO(620 nm)
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Fig. 24 : Suivi cinétique par analyse CLHP-SM de #pparition des produits halogénés et de la dispaidn
du bleu de thymol, comparaison avec I'évolution d&a DO(620 nm) au cours du temps.

A. En activité iodopéroxydase. Conditions : Tampbiosphate 110 mM, pH = 7,2, [vBPO] = 0,25 pug/m], 3l
1,5 mM, [Bleu de thymol] = 0,1 mM, [}©,] = 0,35 mM, DMSO : 1% en volume

B. En activité bromopéroxydase, en défaut d@41Conditions : Tampon phosphate 110 mM, pH = #BPO]
= 0,60 pg/ml, [Bil = 10 mM, [Bleu de thymol] = 0,1 mM, [}®,] = 0,1 mM, DMSO : 1% en volume
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Comme attendu, la formation du produit mono-haléggrécede lIégérement celle du
produit di-halogéné. La comparaison des courbegpdition des produits avec celle de la
DO(620 nm) = f(t) suggeére que les produits monddidtalogénés participent a I'absorbance
a 620 nm mais que la contribution du produit dielgéhé est plus importante. Ceci est
particulierement observable en activité iodopérasglpour laquelle la courbe DO(620 nm) =
f(t) présente un point d’inflexion semblant étrerété a I'apparition du produit di-iodé (Fig.
24).

Ces résultats montrent donc que l'augmentation adleDO(620 nm) est due a
I'apparition des produits d’halogénation du bleutkigmol par les systémes vBPOM®}/X".
Compte tenu de la réactivité des phénols, il edt foobable que le bleu de thymol soit

halogéné en position ortho des groupements hydeexyl

Pour l'activité iodo-péroxydase, malgreé l'utilisati de 1 (7,5 eq) et de ¥, (1,75 eq)
en exces, le bleu de thymol n'est pas entieremamarti en composé di-iodé : il reste une
quantité non négligeable de dérivé mono-iodé eddiméaction. Ceci suggére qu’une fraction
de I'espéce’l s’accumule en solution ou participe a la réactiendismutation de .. La
méthode de suivi au bleu de thymol n’est donc pemtitative. De plus, la formation des
produits di-halogénés n’est pas immédiate et cuestiétape limitante du systeme. Ces
éléments montrent que la méthode au bleu de thperohet de suivi qualitatif des activités
de la vBPO. Cependant, elle ne peut pas étre adiligour déterminer les parametres

cinétiques de I'enzyme {Ket Vnax de HO; et X).

2.4.3 Explication de la modification du spectre d’absonhee

Le bleu de thymol est un indicateur pH trés utiliése caractérise par deux
constantes d’acidité se référant a ses fonctioeaqih pKa = 1,6 et pKa = 8,9. Les formes
acido-basiques du bleu de thymol ont fait I'objetdifférentes études. En solution aqueuse,
pour un pH < pKg le bleu de thymol serait sous une forme zwittedeA max = 550 nm [13].
Pour un pH compris entre pKat pKa, il est essentiellement sous une forme quinone
monoanionique dmax = 430 nm. Pour un pH > pKases deux fonctions phénols sont
déprotonées, il est essentiellement sous forme weowes dianioniques, en équilibre
mésomere, dama = 600 nm (Fig. 25) [13-15]. La forme tautomériquarespondant a la
sulfone (cycle fermé) n’est pas observée en saolugueuse méme a un pH acide [13]. Ces
formes acido-basiques sont générales a la famdlte suilfone-phtaléines. Les pKas de ces

molécules dépendent des groupements présentssycles phénoliques [16].
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Fig. 25 : Equilibres acido-basiques du bleu de thyoi

D’aprés ces éléments, I'hypothése suivante pew @toposée pour expliquer le
changement d’absorbance consécutif a I’halogénaliobleu de thymol. Dans nos conditions
réactionnelles (pH = 7,2 ou 7,8), le bleu de thyrest initialement sous forme quinone
monoanionique absorbant a 430 nm (jaune). Le systeBPO/HO./X™ provoque son
halogénation, fort probablement, en position ortthes groupements hydroxyles. Les
substituants halogénes introduits exercent un éftattro-attracteur (-1). Ceci provoque une
diminution du pKa qui devient inférieur ou proche du pH du milieactonnel : la seconde
fonction phénol est alors déprotonée entrainantfdanation des especes quinones
dianioniques absorbant a 620 nm (bleu) (Fig. 28tteChypothese est confortée par les
propriétés d’absorbance et le pK@,3) du bleu de bromothymol, dérivé commerciakoiné
du bleu de thymol.

503 OH
| vH PO/H202/X-
‘ Diminution pKa,
o
Bleu de thymol Dérivé halogéné
Forme quinone Forme quinone-dianionique
monoanionique majoritaire absorbe a 620 nm

absorbe a 430 nm

Fig. 26 : Hypothése expliquant I'apparition de la (620 nm) lors du suivi par le bleu de thymol.

Pour vérifier cette hypothese, nous avons réaisyhthese des produits mono- et di-
halogénés du bleu de thymol par réaction avecylgemes vBPO/FD,/Br et vBPO/HO,/I'.
Le pKa de chacun de ces composés a ensuite été détegrated aux spectres d’absorbance

obtenus sur une gamme de pH, comme décrit darsstia pxpérimentale.
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pKa Bleu de thymol Mono-halogéné Di-halogéné
Activité IPO 8,9 8,3 7,3
Activité BPO 8,9 8,3 7,2

Tab. 5 : pKas déterminés expérimentalement a partides produits synthétisés par voie enzymatique

Les résultats obtenus montrent qu’effectivemeriptrbduction des groupements
halogenes induit une baisse significative des pKab(5). Les valeurs obtenues corroborent
donc le mécanisme proposé (Fig. 26) et le réle gréérant des dérivés di-halogénés dans
'augmentation de la DO(620 nm). Les spectres aidience, obtenus a pH = 7,4 et a pH =
7,8 pour les dérivés iodés et bromés respectivemeeitent en évidence la faible absorbance
du dérivé monohalogéné a 620 nm par rapport awéélithalogéné (Fig. 27). Il peut étre
remarquer qu’aux pH des milieux réactionnels, lesmposés di-halogénés ne sont pas

entierement sous forme quinone-dianionique, conaseigigére le pic d’absorbance a 400 nm

(correspondant a la forme quinone mono-anionique).

A

—e— Mono-iodé

—o— Di-iodé
0,8 -
—— Thymol blue

300 400 500 600 700
longueur d'onde (nm)
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DO
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0,6 4

—e— Mono-bromé

—o— Di-bromé

—— Thymol blue
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Fig. 27 : Spectres d’absorbance des dérivés iodépld = 7,4 (A) et des dérivés bromés a pH = 7,8 (Bl

bleu de thymol.

Conditions : tampon phosphate 100 mM, [Composéx) gM, EtOH 2,5 % en volume.
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A travers les études présentées dans cette partias avons montré que
'augmentation de la DO(620 nm) traduit I'apparitides produits halogénés (principalement
di-halogénés) résultant de la réaction du bleuhgentl avec les systemes vBPQG/X".
Ces réactions ne sont pas observées en 'absesceydie. Nous avons mis en évidence que
I'hnalogénation induit une diminution du pKau bleu de thymol: au pH réactionnel, les
composés dihalogénés sont principalement sous fquim®ne dianionique ce qui explique le
déplacement dknax a une valeur plus élevée (620 nm). Un tel mécamisst extrapolable au
suivi de l'activité bromopéroxydase par le rougeptiénol, ce qui n'a jamais été clairement

établi dans la littérature.

2.5. Application a la recherche d’inhibiteurs de la vBFO

Nous avons précédemment montré et validé que lésités iodo- et bromo-
péroxydases peuvent étre suivies en présence dudbléhymolvia la DO(620 nm). Il nous
faut a présent déterminer l'influence d’un inhibitesur la courbe DO(620 nm) = f(t) et

sélectionner un critére d’étude.

Quel que soit le type d’inhibition, si les conceatitns en substrats ne sont pas
saturantes (c’est-a-dire][et [H,O,] inférieures ou de I'ordre de 10 %upp), un inhibiteur de
la vBPO diminuera la vitesse de formation de I'esp&’ et par conséquent, la vitesse
d’halogénation du bleu de thymol : Ceci se tradpaaune diminution de la pente a l'origine
(ou vitesse initiale Vi) de la courbe DO(620 nmi(tF (Fig. 28.A).

Cependant, dans le cadre de notre étude, le pasNie’est pas assez discriminant
a cause de la libération dans le milieu de I'esp&cdrés réactive. X peut réagir avec la
molécule M testée. Lors de I'évaluation d’'une moléaV, I'allure de la DO(620 nm) = f(t)
va donc étre conditionnée par la réactivité du euthymol pour X (R) et celle de la
molécule M pour X (Rw). Plusieurs cas de figure sont donc envisagealzss le cas ou M

n'est pas inhibiteur (Fig. 28.B) :
» Si R >> Ry alors la courbe DO(620 nm) = f(t) est identigua aourbe témoin.

» Si R~ Ry, la vitesse d’apparition de la DO(620 nm) est diunde. Comme D,
est introduit en défaut (0,5 eq en activité BPO)epufaible exces (1,75 eq en

activité IPO), le palier final s’observe a une walde DO plus faible.

* Si R << Ry, la réaction entre M et Xse produit avant I'nalogénation du bleu de
thymol et un retard (ou lag phase) a l'apparitian ld DO(620 nm) est donc
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observé. Si M présente plusieurs groupements feadtaugmentation de la
DO(620 nm) peut étre blogquée apres ce retard, seadella consommation totale de
H.O,. D’aprés les travaux de Butler et coll. concernBinfluence de dérivés
indoliques sur la cinétiqgue de bromation du rougeglénol [17], une courbe avec

retard serait aussi observée si M est substraéaeyime.

Ces points illustrent I'importance du choix de &nde qui doit étre la plus réactive

possible envers Xpour faciliter le traitement de données.

Ces cas de figures ont été vérifies expérimentalempar I'évaluation de molécules
connues pour réagir avec le$ ¥éducteurs ou molécules halogénables) ou déaritasne
substrat de la vBPO. A titre illustratif, nous mtons les courbes obtenues en présence de 2-

méthylindole [17] et du MCD pour I'activité bromapé&ydase (Fig. 28.B).

A titre indicatif, la molécule pourrait aussi réadirectement avec 1®,. Les allures
possibles de la courbe DO(620 nm) =f(t) seraiemticajues a celles présentées ci-dessous

(Fig. 28.B)

—o— Témoin —o— Témoin
—— Inhibiteur puissant —— MCD (RM~Rt)
134 —a— inhibiteur 1,3 { —a— 2-méthylindole (RM>>Rt ou M substrat)
g E Diminution
o 09 g 0.9 DO finale
S © o9
o Q € Diminution
a N e vitesse
Diminution 7 N e A v
05 | vitesse I 05 | A
R et B Retard
01 ‘ ‘ 0,1 - : :
0 500 1000 0 500 1000
Temps (s)

Temps (s)
Fig. 28 : Les différentes courbes possibles DO(62tn) = f(t). Exemples en activité bromopéroxydase.

A. Courbes prédites pour des inhibiteurs de la vER@ctivité bromopéroxydase

B. Courbes expérimentales obtenues en présenceCie(Malogénable) et de 2-méthylindole (supposé étre
substrat). Conditions : tampon phosphate 110 mMz=phB, [vBPO] = 0,6 pg/ml, [Bleu de thymol] = 1M,
[Molécule] = 50 uM, [Bff = 10 mM, [HO,] = 0,1 mM.
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Pour caractériser le mode d’action d’'une molécule I$halogénation du bleu de
thymol par le systeme vBPOJB,/X", il est donc nécessaire de déterminer trois paraséde
la courbe DO(620 nm) = f(t) : la vitesse maximalepg@arition de la DO (V) (et non Vi), le
retard (R) et la valeur de I'absorbance du palfer), s'il est observable. V et R sont les
paramétres les plus discriminants. Pour un inhibjta vitesse maximale (V) est égale a la
vitesse initiale. La courbe DO(620 nm) = f(t) quribuit se caractérise soit par une V faible et
un retard (R) nul (inhibiteur de moyenne activiéjt par une \& 0 s* et un retard « infini »
(inhibiteur de forte activité) (Fig. 28).

2.6. Conclusion

Ce travail a permis de mettre en évidence que tdéaules de la famille des sulfone-
phthaleines peuvent étre utilisées pour le suigiaivités de la vBPO 4. nodosumParmi
ces molécules, le bleu de thymol permet de suiseaktivités iodo- et bromo-péroxydases
par la mesure de la DO(620 nm) au cours du tempss [dvons montré par suivi CLHP-SM
que, sous l'action des systémes vBP{OMX", le bleu de thymol est converti en composés
mono- et di-halogénés et que I'apparition de cespmsés est corrélée a 'augmentation de la
DO(620 nm). Ce résultat a été corroboré par I'is@et des dérivés halogénés du bleu de
thymol. La détermination de leurs pKa permis de vérifier I'nypothese selon laquellg le
dérivés di-halogénés sont sous forme dibasiquest(@<@lire sous forme quinone di-
anionigue) aux pH réactionnels et qu’ils sont gpatement responsables de I'absorbance a
620 nm.

La détermination de l'influence des différents pag¢res réactionnels nous a permis
de développer des méthodes de suivi des actiitls iet bromo-péroxydases par le bleu de
thymol qui sont trés sensibles et reproductiblespedant, bien que le bleu de thymol soit
trés réactif envers les espéces ées méthodes ne peuvent pas étre utilisées poartériser
avec rigueur les paramétres cinétiques des VBP@Q, fuax) car la réaction entre
vBPO/HO,/X" et le bleu de thymol n’est pas stoéchiométriqueagson de la de dismutation

assistée de JD-.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence que &rdétation des parametres (R, V et
Asn) de la courbe DO(620 nm) = f(t) permet de car@smérle mode d’action de toute
molécule perturbant I'halogénation du bleu de thyrBimmme nous le verrons dans la suite
de ce chapitre, les tests de criblage a haut-débiint faciles a mettre en ceuvre grace a ces

méthodes de suivi par le bleu de thymol. Cependardjscrimination des inhibiteurs de la
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vBPO et des molécules présentant une trés fortgiviédd envers X nécessitera la mise en
place d’'une stratégie de validation basée, enqudigr, sur des études d’effet dose-réponse et
sur des analyses CLHP-SM (cf. partie 3.6).

3. Tests de criblage a haut-débit

Dans ce sous-chapitre, nous allons décrire la eniggoint, la validation, la réalisation
et les résultats obtenus pour les deux tests tiaged a haut-débit — 'un en activité iodo-,
l'autre en activité bromopéroxydase — effectuéslawmBPO dA. nodosumA cette fin, nous
avons utilisé les méthodes de suivi par le blethgienol décrites précédemment. Le principe
de ces tests de criblage est basé sur I'étuddardieiénce des molécules d’'une chimiotheque
commerciale « drug-like » (Diverset, Chembridge) Ifwalogénation du bleu de thymol par
les systemes BPO/D,/X" via le suivi de la DO(620 nm) au cours du temps. Lasxdests
de criblage que nous avons réalisés sont tresasiasl Les différences concernent la nature
des réactifs et les titres des solutions utilisé&s1semble des expériences décrites ci-apres a
éte réalisé sur la plateforme de criblage a habit dé Service de Chimie Bioorganique et de

Marquage (iBiTec-S/CEA) en collaboration avec Rpébp et G. Merer.

3.1. Mise au point du test de criblage a haut-débit

La mise au point du test de criblage a consisticralement a déterminer la séquence
des taches a accomplir ainsi qu’a définir ou aéfnad certains parametres compte tenu des
contraintes techniques imposées par le robot. L&thades de suivi par le bleu de thymol
n'ont été que légerement modifiées. En particulies, points détaillés ci-dessous ont été

traités.

3.1.1 Séquence du test de criblage a haut-débit

Cette étape consiste a déterminer la séquencectiessaa réaliser par le robot pour
I'exécution du test de criblage. Dans le cadreateerétude, le processus a mettre en place est
relativement simple puisque les différents réaddat ajoutés successivement, sans période
d’'incubation. A chaque microplaque de la chimioti@gorrespond une microplaque de
lecture dans laquelle est réalisé le test enzymatia séquence d’action que nous avons
choisie est la suivante (Fig. 29) :
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= Le robot prend en charge une microplague de laiokivque — contenant dans
chacun de ses puits 5 pl d’'une solution a 10 mkh demposé dans le DMSO — et
y ajoute la solution de dilution (95 ul) (tamponrolothéque).

= Le robot prend ensuite en charge une microplagueledaure et y ajoute
successivement la solution de tampon phosphatesrwant I’halogénure puis la
solution de bleu de thymol.

= Une fraction (20 pl) du contenu de chaque puit demnlicroplaque de la

chimiothéque est transférée dans la microplagueatiere.

= La solution de vBPO puis finalement la solution gD, sont ajoutées dans la
microplaque de lecture.

= La microplague de lecture est transférée dansckeue d’absorbance UV-visible

pour le suivi de la DO(620 nm).

L’ensemble du processus est effectué sur des ntéxyoes 96 puits.

Tampon
chimiotheque
Microplaque ﬂ] Microplaque
chimiothéque > chimiotheque
10 mM en composés 500 UM en composés
96 puits 96 puits
Tampon Transfert
phosphate,X- Bleu de thymol vBPO H,0,
= = = =
Microplaque de J_L J_L J_L J_L > Mesure DO(620 nm)
lecture, 96 puits Pendant 20 min
5

{

Traitement des données
V,R, A

fin

Fig. 29 : Séquences des actions réalisées par leablors du test de criblage a haut-débit.

V : vitesse maximale, R : retard; A absorbance finale

Nous avons choisi d’incorporer I'halogénure au tamgphosphate pour réduire la
durée de préparation de la microplague de lectut@out de HO, initie la réaction
enzymatique et doit étre immédiatement suivi parldeture de la DO(620 nm). La

concentration de chaque solution de réactif a dapteée pour permettre I'obtention d’un
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volume optimal a distribuer. En effet, un volumeptifaible (< 10 pl) implique un pipetage
approximatif alors qu’un volume trop important (80Lpl) implique un remplissage de la
microplaque en deux temps. Ce dernier cas de figstr& proscrire absolument pour 'ajout

de la solution de D, qui initie la réaction enzymatique.

3.1.2 Concentration des composés de la chimiothéque

Compte tenu des réactions potentielles avec lescespX, les composés de la
chimiothéque doivent étre évalués a une conceotratiferieure a celle du bleu de thymol.
Les courbes DO(620 nm) = f(t) que nous avons oleerors de I'évaluation de molécules
connues pour réagir ave¢ Xcf. paragraphe 2.5), nous en conduit & choisir aoncentration
de 50 pM.

3.1.3 Parametres cinétiques et de suivi de la DO(620 nm)

La distribution de la solution de,B, puis le transfert de la microplaque de lecture
vers le lecteur nécessite 100 s. Cette contraioies ma conduit a diminuer la vitesse
d’apparition de la DO(620 nm) et donc a rallongedurée d’atteinte du palier a 660 s. A

cette fin, la concentration en enzyme a été dimanué

Nous avons décidé de suivre la DO(620 nm) pend20® 5 a raison d’'une mesure
toutes les 20 s. Cette durée de lecture est swotifisaar elle permet de distinguer les
différentes courbes DO(620 nm) = f(t). De pluse ebrrespond a la durée nécessaire a I'ajout
des différents réactifs dans la microplague daitectPar conséquent, pendant la lecture d’'une
microplaque, la microplaque suivante est prépar@eqai permet d’optimiser la durée

d’exécution du test de criblage.

3.1.4 Choix des témoins et schéma de plaques

Puisque nous ne possédons pas d’inhibiteurs deBROy nous avons défini les
expériences témoins de la maniéere suivante, eemapt la définition présentée par Inglese
al. [18] :

= Expérience témoin positif (sans vBPO et sans m#éda la chimiotheque) : elle
correspond a la réaction d’halogénation du blethgimol par le systeme J@,/X"
(en l'absence d’enzyme) c’est-a-dire a la réaction catalysée. Elle reproduit la

réponse attendue pour un inhibiteur trés puissaud &¢BPO.
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= Expérience témoin négatif (sans molécule de la ichimaque) : elle correspond a la

réponse obtenue en I'absence d’élément perturbateur

Les expériences témoins sont introduites au seinhdgue microplaque de lecture,
comme présenté ci-dessous. Elles nous permetieantoés, de contrdler le bon déroulement

du test de criblage a haut-débit et de normaleserédsultats bruts obtenus par microplaque.

00000000000 e

:8888888888: ® Témoins négatifs
888888888888 O Témoins positifs
888888888888 O Molécules chimiotheque
O0000000O000O

Fig. 30 : Organisation de la microplaque de lecture

3.1.5 Parametres d’étude et méthode d’analyse des données

bY

Le test de criblage a haut-débit permet d'identifiles molécules perturbant
I'halogénation du bleu de thymol par les systemBBQ@/H,O,/X". Parmi ces molécules, il
nous sera nécessaire de discerner trois groupEssinkdibiteurs de la vBPO, des substrats de
la vBPO ou des molécules réagissant avéc X chaque groupe correspond des allures
DO(620 nm) = f(t) spécifiques (cf. Fig. 28 p.82huP permettre une pré-discrimination, des
la premiére phase du test de criblage, il est séesde déterminer, pour chague molécule
testée, les parameétres : Vitesse maximale (V) (&s¥e maximale normaliséq)V Retard
(R) et Absorbance finale .

Pour gérer les données du test de criblage a lidnitt-et déterminer ces parameétres,
un programme codé en Matlab a été mis au point Baiele du Dr J. Bect (Département
Signhaux et Systémes Electroniques, Supélec). Cgrarone prend en charge les fichiers
générés par le lecteur de microplaque et effeaitm@atiquement le traitement de données. Il
donne donc acces pour chaque molécule testéeprksentation de sa courbe DO(620 nm) =
f(t) et a ses paramétres cinétiques (Fig. 31).elhpet, de plus, de visualiser les résultats
globaux pour pouvoir effectuer la sélection des.Hitous présentons ci-dessous, de maniere
tres simplifiée, le principe de détermination dasametres cinétiques. Les microplaques sont
traitées indépendamment les unes des autres peliggutontiennent leurs propres témoins

positifs et négatifs.
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Détermination de # et A,

Pour chaque courbe DO(620 nm) = f(t) obtenue, Odisnce finale (f,) est
déterminée comme la moyenne des absorbances dekersibers points de mesure de la
cinétique. On définit, de plus, I'absorbance imi&;, comme la valeur de I'absorbance au

premier temps de mesure.

Détermination du retard R

Pour chaque microplaque, les grandeurs caractgrestiA . et Ay . sont

déterminées, a partir des données des huit expései@moins positifs et des expériences

témoins négatifs A ., correspond a la moyenne des valeurs maximale&ksorbance

fin.moy

des témoins positifs ef\ est la moyenne des valeurs finales de I'absorbaoce les
témoins négatifs.

Pour chaque molécule évaluée, le retard (R) estidédmme l'instant pour lequel

I'absorbance dépasse le sefj] = A, o, + 002(Aq, o, ~ Avaxmoy) -

Mesure de la vitesse maximale V et normalisation

Pour chaque molécule évaluée, la vitesse maximadst\éterminée par régression
cubique sur un intervalle de tempsgtfl ou t; correspond a R e} torrespond au dernier

instant pour lequel I'absorbance est inférieursewil A, + 09(A;, — A,) -

Un coefficient de normalisation est déduit du chida la moyenne des vitesses

maximales des témoins négatifg (). Pour chague molécule, on définit alors la vigess

o \
normalisée pa\, = v

moy
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Fig. 31 : Cinétique de l'activité IPO en présence’dne molécule de la chimiothéque (ID5404737)
et détermination des paramétres cinétiques.

Criteres d’identification des hits et des inhibiteule la vBPO

Lors du traitement des résultats des tests deageb& haut-débit, une molécule sera
considérée comme active (ou hit) si elle dimingmigicativement la vitesse d’halogénation
du bleu de thymol. Parmi ces hits, un inhibiteuryproou de faible activité se caractérisera
par une Y faible accompagnée nécessairement d’'un retardefdi®~ 0 s). Cependant,
d’apres notre méthode de calcul du retard, un itehib puissant se caractérisera par upe V

trés faible (\{ = 0) accompagnée d’un retard variable.

3.2. Validation du test de criblage a haut-débit

Suite a sa mise au point, il est nécessaire delerale test de criblage a haut-débit
c’est-a-dire d’évaluer sa robustesse, sa sensilalitsa justesse pour chaque activité de la
vBPO. Cette étape expérimentale va nous perme#trdétderminer le degré de confiance
attribuable au test de criblage a haut-débit. Di@nbut, nous avons déterminé les parametres
statistiques Z et Z’ introduits par Zhaegal. pour I'évaluation des tests de criblage a haut-
débit [19].
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3.2.1 Définition des paramétres statistiques Z’ et Z

La détermination des parametres statistiques Z ééfinis par Zhangt al. [19] est
actuellement la méthode la plus fiable pour validertest de criblage a haut-débit [2]. Le
parameétre Z' permet de déterminer si la méthodmesure d’activité choisie est sensible et
reproductible. Il est calculé a partir d’expériend¢émoins positifs et négatifs réalisées dans
les conditions du futur test de criblage a hautitde rend compte a la fois de la variabilité
du signal des témoins (négatifs et positifs) etralport signal sur bruit (c’est-a-dire de la

dynamique de la réponse). Il est défini de la nrarséivante :

30" +30

z'=1-
s

( ~307)-{u +30°)
M- i

soitendéveloppan(dande cadredenotreétude) Z'=

ou u* et y~ correspondent aux moyennes du signal étudié pmitédmoins positifs et

négatifs respectivement, ef et 0 aux écarts-types correspondants. La valeur des?Z’ e

comprise entreos et 1.

Comme illustré sur la figure ci-apres (Fig. 32)dEnominateur souligne la sensibilité
de la méthode alors que le numérateur rend congpta dariabilité des réponses. En effet en

statistique, il est défini que si la répartition dignal d’étude est gaussienngy £ 30)

correspond a l'intervalle de confiance comprena®7® % des réponses observées . Cet
intervalle est d'autant plus large que le signalseshé est peu reproductif. Or, la
reproductibilité des réponses témoins négatifositifs est un élément-clé contrdlant le degré
de confiance du test de criblage. En effet, leshod#s illustrées par la figure ci-aprés (Fig.
32) présentent une sensibilité équivalente (rapgigrtal/bruit). Cependant, pour la méthode
ou Z'= 0,3, la variabilité des réponses des expéds témoins est tres importante ce qui
réduit la fenétre d’étude. Le test de criblage at ltbit sera peu discriminant. A I'opposé,
pour la méthode ou Z'= 0,8, la variabilité des mégpes des expériences témoins est faible ce
qui offre une grande fenétre d’étude. Une telleéfen d’étude permet de prévoir que la
proportion de faux-positifs et de faux-négatifsastaible et que le test de criblage sera tres

discriminant.

Zhanget al. définissent que la méthode est valide si le pate?’ est supérieur a 0,5

et optimale si Z' = 1 [19].
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Fig. 32 : Simulation des réponses induites selonValeur de Z'.

Chaqgue point correspond a une expérience. Comnelelaadre de notre étude, le signal « haut » spored
aux témoins négatifs, le signal bas aux témoingifsos

Le paramétre Z permet d’évaluer si la méthode deume d’activité est juste et non
biaisée, lorsqu’elle est effectuée en présenceodgposés. Le parameétre Z est basé sur le
principe que, lors d’un test de criblage a hautigdlp la chimiotheque n’est pas biaisée, la
trées grande majorité des molécules évaluées n'adjasivité biologique et engendre, par
conséguent, une réponse analogue a celle du téragatif. Le paramétre Z est donc calculé

de maniére analogue a Z’ en remplacant et o~ par " et o qui correspondent a la

valeur moyenne et a I'écart-type du signal d’étpder un sous-ensemble de la chimiothéque.

En général, Z est déterminé grace a I'évaluatioh #ea 10 % de la chimiothéque.

De méme que Z', on considére que Z doit étre sapér 0,5 pour que le test de
criblage soit valide. Si Z est trés inférieur a, 0gbprobabilité que les touches (ou hits) soient
en réalité des faux positifs est trop importantarpgue le test de criblage a haut-débit soit

mené (par évaluation unique de chaque compose).

Un test de criblage a haut-débit est d’autant ppbsiste et fiable que ses parameétres Z
et Z’' sont proches de 1.
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3.2.2 Détermination des parameétres Z’ et Z

Dans le cadre de notre étude, la déterminationaganpétre Z est cruciale pour valider
notre protocole compte tenu des réactions potéegietntre X et les molécules de la
chimiothéque. Ces réactions sont susceptibles delraele test de criblage peu

discriminatoire, ce qui se traduira par une vatBZ faible (< 0,5).

Le calcul de Z et Z' a été effectué, pour chaqueviée, en utilisant le paramétre le
plus discriminant : la vitesse maximale (V). Legpénences ont été effectuées dans les
conditions du test de criblage a haut-débit sypld@eforme robotisée. Le parametre Z' a été
calculé a partir des parameétre$ &t V obtenus lors de I'évaluation de 20 microplaques ne
contenant que des expériences témoins positif$gatiis (soit 1600 expériences témoins

négatifs et 320 expériences témoins positifs). imetre Z a été déterminé a partir wes

et V™ obtenues pour 15 microplagues de la chimiothecw@sies aléatoirement (1200

composes soit 7 % de la chimiotheque).

Z V4
Activité IPO 0,84 0,72
Activité¢ BPO 0,89 0,51

Tab. 6 : Détermination des parameétres Z' et Z

Les parametres Z' déterminés pour les activitéo-ioet bromo-péroxydases sont
excellents (0,84 et 0,89, respectivement). Cesuvslmettent en évidence que les méthodes
de suivi sont sensibles et robustes. De plus, glédent I'exécution ‘technique’ du test de
criblage c’est-a-dire la séquence des actions gue avons choisie ainsi que les différents

réglages que nous avons effectués.

En activité iodopéroxydase, la valeur du paramg&t(@®,72) met en évidence que le
test de criblage sera trés discriminant. En aétibitomopéroxydase, la valeur de Z est plus
faible (0,51) mais reste acceptable. Dans le comtele notre étude, ces valeurs de Z
confirment aussi que notre choix de sonde est ipuhkc. le bleu de thymol est trés
généralement plus réactif enversque la molécule de la chimiothéque testée.
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3.3. Réalisation des tests de criblage a haut-débit

Nous avons réalisé deux tests de criblage a hdut-dar la vBPO purifice @&.
nodosuml’un en activité iodopéroxydase, le second eiviaétbromopéroxydase, en utilisant
les tests de suivi au bleu de thymol. Chaque testridhlage a été réalisé en cing jours ce qui
correspond a une moyenne de 3200 composés testfmipaAu total, 16720 composés ont
été testés sur chaque activité de la vBPO. Le tirmnt des tests de criblage ainsi que
différents aspects techniques sont décrits dar@Ghbgpitre 1 de la Partie expérimentale. Le
tableau de I'annexe 2 résume les caractéristiquies @arametres du test de criblage a haut-
débit.

3.4. Résultats des tests de criblage a haut-débit

3.4.1 Remarques générales

Nous avons observé une déviation de la réponséédesins négatifs au cours d’'une
journée de criblage (Fig. 33). Cette déviationdest a une perte d’activité de la solution de
vBPO et de la solution de ;B,. Cet élément nous a conduit a traiter les résultat
indépendamment pour chaque microplaque et a effietaunormalisation en interne comme

présentée dans le paragraphe 3.1.5.

x10°
20

—
o

Témoins
B négatifs

10

Journée N1 Journée N2

Vitesse non nommalisée V (sec™)

Témoins
positifs

1 1 1 1 1 1
10 20 30040 50 60 70 30 90 100
N® plagues

Fig. 33 : lllustration de la déviation de la répone des témoins négatifs, en activité bromopéroxydase

Au cours de deux journées consécutives du testildlage (2 x 55 plaques). Chaque point correspoundea
expérience. Sur chaque microplaque, sont réalBéepériences témoins positifs et 8 témoins négatif
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3.4.2 Résultats globaux

Les résultats obtenus a partir des expériencesinénpmsitifs et négatifs nous ont
permis de valider I'ensemble des deux tests déag@ba haut-débit : aucune microplaque de

la chimiotheque n’a du étre re-évaluée.

Sur I'ensemble du test de criblage, le paraméten Activité iodopéroxydase est de
0,68 ce qui permet de prédire que le test estidisw@nt et que la majorité des hits sera
confirmée. En revanche, en activité bromopéroxyd@se’est que de 0,40, ce qui laisse
suggérer une moins bonne discrimination avec wqueotentiel de faux positifs (Tab. 7).
Pour améliorer le parameétre Z, il aurait fallu dioér la concentration des molécules de la

chimiothéque.

Z
Activité lodopéroxydase 0,68

Activité Bromopéroxydase 0,40

Tab. 7 : Paramétres Z sur 'ensemble des tests daliages, calculés a partir de

Les résultats globaux des tests de criblage s@septés dans la figure Fig. 34. Les
graphiques Fig. 34.A et Fig. 34.B représententy gbaque molécule, la valeur du parametre
V (vitesse maximale normalisée). Une molécule essidénée comme un hit siy\est faible
c'est-a-dire si elle diminue de maniére significatila vitesse d’halogénation du bleu de
thymol. En prenant en compte la définition de Zhahgl. [19], les molécules sont définies
comme actives si leur\est inférieure au seuil\Mnoy- 30 0U Vn.moy€St la valeur moyenne
de la vitesse normalisée calculée pour I'ensembke rdolécules évaluées @tl'écart-type
correspondant. Ce seuil est calculé a 0,4 poutiVige bromopéroxydase et a 0,7 l'activité
iodopéroxydase. Les composeés ‘actifs’, définis ’dipae ces seuils, représentent 3,2 % et 2,7

% de la chimiothéque, pour les activités iodopédasge et bromopéroxydase, respectivement.
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Fig. 34 : Résultats globaux des tests de criblagehaut-débit (16 720 composés)

A. Représentation du parametrg &h activité iodopéroxydase. Chaque point corred@onne molécule testée.
Les molécules actives se situent au-dessous dilseui,-3 o (0,7).

B. Représentation du paramétrg & activité bromopéroxydase. Chaque point cormes@oune molécule
testée. Les molécules actives se situent au-dessosesuil \( mey-3 0 (0,3)

En activité bromopéroxydase, leg Wes molécules actives sont beaucoup plus faibles
que celles observées en activité iodopéroxydases Bacas d’'inhibiteurs de la vBPO, ceci
pourrait s’expliquer par une modulation de leurivd&t selon I'halogénure présent (par
compétition avec I'halogénure, par exemple). Dasss dutres cas (substrat ou molécules
réagissant avec™, les différences observées s’expliquent par tecentration plus faible de
H,O, utilisée en activité bromopéroxydase. On peutiaustire en avant que les espéces Br
sont beaucoup plus réactives que les espéoesnipte tenu de leur pouvoir oxydant. Pour
illustration, le couple BfBr a un potentiel rédox standard (E° = 1,07 V) suqéra celui du
couple p/I" (E° = 0,54 V). Nous verrons, par ailleurs, danpdeagraphe 3.6, que les réactions
mises en jeu entre les espécéseX les hits non inhibiteurs de la vBPO sont destiéns

d’oxydation.

Sur les graphiques de la figure ci-aprés (Fig. ¥blque molécule évaluée est
représentée par un point dont les coordonnéesdgdinies par ses parameétres R @t Ces
graphiques montrent clairement que les moléculagesc(Vy < 0,4 et 0,7 pour les activités
BPO et IPO, respectivement) ne sont pas forcémestirthibiteurs de la vBPO. En effet,
comme énoncé dans le paragraphe 3.1.5, des inlibjpetentiels de la vBPO se caractérisent

soit par une ¥\ trés faible (\{ < 0,2) soit par une ¥ plus élevée (0,2 < ¥< Vnseui) Mais
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avec un retard trés faible (R < 30 s). Compte tdauces seuils, les molécules actives
potentiellement inhibitrices de la vBPO ne représeinplus que 0,9 % et 2,2 % des composés
de la chimiothéque en activité iodo- et bromo-pgdase, respectivement. Pour I'activité

iodopéroxydase, seules deux molécules sont subtepti’étre des inhibiteurs puissants.

A Activité iodopéroxydase B Activité bromopéroxydase
18

Seuil V=07

Vitesse normalisee Vn
Witesse normalisée Wn

Seuil V,=0,4

200 400 600 30 1000 1200 1200
Retard R (s) Retard (5]

Fig. 35 : Représentation Y, = f(R) des résultats des deux tests de criblagehaut-débit

Chaque molécule testée est représentée par undomntes coordonnées sont données par le couple (R
V). Au-dessous du seuill\Mes molécules sont actives. Parmi ces molécuédigsccomprises dans la
zone délimitée en bleu pointillé sont susceptibfésre des inhibiteurs de la vBPO.

3.4.3 Sélection des hits

Compte tenu du faible nombre de molécules actimess avons décidé de ne pas
discriminer, a ce niveau, les molécules potentiadliet inhibitrices de la vBPO des molécules
substrats ou réagissant avet. Xa sélection des hits a donc été effectuée esidérant

uniquement le parametre,V

En activité iodopéroxydase, nous avons fixé lelseni< 0,6 ce qui a conduit a la
sélection de 120 composés. En activité bromopémasg/de seuil a été fixé a,\« 0,3 ce qui
a conduit a la sélection de 327 composés a laquelles avons rajouté trois molécules
supplémentaires se caractérisant par un retardisup@& 500 s et unenvsupérieure a 0,6.
Aprés regroupement de ces deux sélections, élimmates doublons et des redondances
structurales triviales, un total de 400 hits asétéctionné.

Bien qu'il soit difficile a ce niveau d’effectuema étude structure-activité, on peut

tout de méme remarquer que certaines familles déaules sont fortement représentées :
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hydrazine, hydrazide, imino-hydrazides, imino-thigrazides, thiourées, imines et 1,3-
dicétones (Tab. 8). Certaines de ces familles sonhues pour étre facilement oxydées ou
réagir avec X, ce qui confirme que certains hits ont été sé@eciés pour leur réactivité
chimique et non pour leur structure. On peut ai@siarquer que 46 hydrazides sont présentes
parmi les molécules les plus actives alors quehimiothéque n’en comporte que 69, de
structures tres diverses. Il en est de méme paut,Rdicétones : 12 molécules parmi les 19

de la chimiotheque ont été sélectionnées.

Familles Structures
Hydrazine H
" NH,
Immino-hydrazide j\
~Na_R3
R NN
CONTRY
R
Hydrazide j\
R~ N N2
H
Thio hydrazide )SJ\
~Na_Rj3
R N
TN
R2
Thiourées j\
Ris ™ S R2
H H
Imines r-NXRo
1

1,3-dicétones M
Ry R

Tab. 8 : Familles de composés les plus présentéesmi les 400 hits

2

Il peut étre remarqué que certaines de ces fandiesiolécules ont déja été décrites
pour étre des pseudo-inhibiteurs des péroxydadesrae. En particulier, les dérivés de la
thiourée tels que le 6-propylthiouracile (PTU) etl-methyl-2-mercapto-imidazole (MMI)
sont des inhibiteurs de la synthése des hormongsidiennes iodées (T3 et T4) par la
thyropéroxydase (TPO) et sont utilisés dans letetmant symptomatique de certaines
pathologies thyroidiennes telles que la maladi&dere [20]. Dans certaines conditions, il a
été montré que ces composeés inactivent de manigneeisible différentes péroxydases a

héme telles que la TPO et la lactopéroxydaseohs alors considérés comme des inhibiteurs
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suicides [21, 22]. De méme, les arylhydrazinesest drylhydrazides sont des inhibiteurs
métaboliguement activés des péroxydases a hémdoméyéxydase, horseradish peroxidase)

et ont été utilisés pour I'étude du site actif ds enzymes [23, 24] .

Si l'activité des composés appartenant a la fandidle hydrazides et des thiourées est
confirmée, il sera donc intéressant de déterminkrus mode d’action est identique dans le
cadre des péroxydases a vanadate et dans le emdpémxydases a héme.

3.5. Tests de confirmation des hits et sélection des ndoliles les plus actives

Aprés I'étape de Hit Picking qui permet de prépararjeu de cing microplaques
contenant les 400 hits a partir des microplaquesnte la chimiotheque, des tests
secondaires ont été effectués pour confirmer Viétides hits et identifier les molécules les

plus actives. Deux tests ont été effectués pouguahactivité de la vBPO A. nodosum

= Un test de confirmation : ce test se déroule dassdnditions utilisées lors du test
de criblage a haut-débit. I permet de confirmeactivit¢ des molécules

sélectionnées et d’éliminer les éventuels fauxtpgesi

= Un test secondaire : Puisque@d est le réactif introduit en défaut (ou en faible
exces), une solution de,8, est rajoutée a la fin du test de confirmation afin
d’'observer si cet ajout est capable de provoqueraugmentation de la DO(620
nm). Aprés l'ajout de bD,, la DO(620 nm) est donc suivie pendant 20 min
supplémentaires. On détermine sur cette nouvebeeplde lecture, la vitesse
maximale d’apparition de la DO(620 nm) consécutviajout de HO; :Vyo02 Si
Voo €St €levée, cela signifiera que le hit n’est pagbibiteur mais une molécule
réagissant avec X(ou H0,). Si la 20, demeure faible, cela signifiera que la

molécule active peut étre un inhibiteur de la vBPO.

3.5.1 Test de confirmation : Comparaison avec le testadblage a haut-débit

Pour 95 % et 72 % des composés, en activité iodo-bremo-péroxydase
respectivement, la différence absolue entre lawale \{, obtenue lors du test de criblage et
celle obtenue lors du test de confirmation estriaefge a 0,20 (Fig. 36). Un tel résultat met en
évidence une bonne reproductibilité entre les danes d’expérience. Le pourcentage plus
faible de hits confirmés en activité bromopéroxyast en accord avec la valeur de Z (0,40)
gue nous avons calculée a partir des résultatssdulé criblage a haut-débit (Tab. 7)
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Fig. 36 : Comparaison : test de confirmation et tésle criblage a haut débit.

Le pourcentage cumulé de composés est reporténetido de la valeur absolue de la différence
(V\ criblage — \{ confirmation) pour les activités iodo- (IPO) ebbro-péroxydase (BPO).

3.5.2 Sélection des molécules les plus actives

Notre objectif principal est de sélectionner dedémles pouvant étre potentiellement
des inhibiteurs de la vBPO. Cependant, des moléayueé seraient substrats de I'enzyme ou
trés réactives envers*Xpourraient avoir des applications intéressantass de contexte
d’étudesin vivo. Ce point sera illustré dans le Chapitre 3 ci-spMous avons donc décidé
d’inclure dans notre sélection de telles moléculessélection s’est faite indépendamment
pour chaque activité, en appliquant successivemifétrents filtres sur les paramétreg,\R

et Voo, puis en effectuant un tri manuel dans le butiahiéler les redondances structurales.

Sélection en activité iodopéroxydase

Compte tenu de la faible activité générale des cubds, la sélection a été effectuée a
partir des parametresy\et R. En fixant un seuil ¥< 0,5 indépendamment de R et un autre
seuil a R= 400 s indépendamment de;, V24 molécules ont été sélectionnées (Fig. 37). Le
nombre de molécules a été réduit, en considérametiondances structurales, a 12 molécules

qui constituent la sélection IPO.

99



Vitesse normalisée

02

0 200 400 600 800 1000 1200
Retard R (s)

Fig. 37 : Représentation des résultats du test demfirmation pour les 400 hits en activité iodopéroydase

Chaque molécule est représentée par un point dda@urées (\,R). La zone délimitée par le trait rouge en
pointillé correspond a la sélection IPO obtenueg@ux seuils ¥< 0,5 ou R > 400s

Sélection en activité bromopéroxydase

Pour l'activité bromopéroxydase, la sélection & m compte ¥ et R mais aussi le
parametre Moo En établissant un seuil &% 0,3, 167 molécules ont été retenues (Fig. 38).
Le test secondaire d’ajout de,® a permis, ensuite, de comparer efficacement ces
molécules. Pour certaines molécules, I'ajout d@itentraine une forte augmentation de la
DO(620 nm) et donne une cinétiqgue analogue a deBeémoins négatifs : elles ne sont donc
pas des inhibiteurs. Nous avons appliqué un seseni Vioz < 0,001 & qui a permis de
sélectionner 50 molécules parmi les 167 précédebtedri manuel consistant a éliminer les
redondances structurales a permis de réduire séliéetion a 27 molécules. Nous avons, de
plus, considéré les molécules pour lesquellgs>V0,3 et R> 400 s, ce qui a conduit a
I'identification de cing nouvelles molécules (F8B). La sélection BPO comporte donc au

final 32 molécules
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Fig. 38 : Représentation des résultats du test demformation
pour les 400 hits en activité bromopéroxydase

Chaque molécule est représentée par un point dda@ueées (\,R).La zone délimitée par
le trait rouge en pointillé correspond a la sétattbtenue grace aux seuilg ¥ 0,3 ou R > 400s.

Sélection finale

Aprés regroupement des composés de la sélection(1PCet BPO (32), nous avons
éliminé les doublons et les redondances structurdimus avons volontairement écarté
(EV21), un dérivé du benzene-1,3,5-triol communénagpelé phloroglucinol car il est tres
probablement halogéné par les espécesX effet, il a été montré que le phloroglucinst e
iodé en trois positions par le systeme vBPOM™ [25]. Cependant, nous conservons cette

structure pour les tesis vivo (cf. Chapitre 3)

OH O O

HO OH
Fig. 39 : Dérivé benzéne-1,3,5-triole (EV21)

Une sélection finale de 20 composés a éteé finalewteenue (Tab. 9). L'ensemble du

processus de sélection est rappelé en annexe 3.

Cette sélection comprend des composés appartenant familles chimiques
précédemment remarquées parmi les 400 hits, eicydest, les dérivés de la thiourée et les
hydrazides. De maniere remarquable, 12 moléculegpodent un soufre principalement sous
forme C=S. Comme souhaité, les molécules séleatEmimduisent des effets sur la courbe
DO(620 nm) = f(t) relativement différents, commementrent les valeurs dey\et R (Tab.
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9). On peut remarquer que certaines moléculesasxives en activité bromopéroxydase alors
gu’elles ne le sont pas ou trés faiblement en iaétiodopéroxydase. En revanche, des

molécules spécifiques a I'activité iodopéeroxydasmnpas été identifiées.

En faisant abstraction des structures chimiquesalyse détaillée des courbes
DO(620 nm) = f(t) obtenues lors du test de conftiamg met en évidence que seuls EVO1 et
EVO5 pourraient exercer une inhibition de I'enzyemeactivités iodo- et bromo-péroxydases.
Trois autres molécules (EV02, EV13 et EV17) indoisges réponses compatibles avec une
inhibition de la vBPO en activité bromopéroxydak®saqu’elles n’ont pas d’incidence sur la
courbe DO(620 nm) = f(t) en activité iodopéroxydagse pourraient donc s’agir d'inhibiteurs
spécifiqgues de l'activité bromopéroxydase. Les geaimits restants induisent des courbes
DO(620 nm) = f(t) qui sont caractéristiques de roolés réagissant avec Xu de substrats
de I'enzyme : ces courbes présentent un retard etie A, faible (c’est-a-dire une atteinte

précoce du paliefy (Tab. 9).

10 Pour illustration, se référer a la figure Fig.®82 qui présente les différentes courbes DOM@RD= f(t) selon la nature de la molécule

évaluée.
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o Bromopéroxydase lodopéroxydase
N Structure Vn | RGS) | mh?2| ¥ | R()| Inh?
EVO1 ¢ 0,00 | 1200 O | 006 470 0
T\
N?\‘gN\Q
J (0]
EVO02 jvgio 0,10 | 324 O | 094 46 N*
S
s, N=
EV03 e 0,06 407 O 042| 76 N
OH
EV04 Qofs 0 | 1200 O | 090 169 N
Cl /\\ ’
N_o
N
EV05 @»\NQJ QN—Q 0,10 6 O 015 O O
) 6]
HO%@\S
EV06 HNbO ° 0,78 64 N 032| 8 N
EVO7 O=”'}—Qu 0,06 | 251 o 04| 553 N
HO
EV08 Q_}L 0,84 | 830 N 097| 36 N
N.N s
-N
EV09 )@ﬁ N 0,22 10 O | 034 599 N
o O
(6]
Oo— N=NH;
EV10 @Nﬁo 0,11 10 O | 031 730 N
EV11 ©\Nﬁfs 0,06 | 383 N | 083 10 N
X~
EV12 % N 0,20 | 132 N 059 O N
20
[¢]
H2N,
EV13 VOY@QS 0,04 | 303 0 091 O N
(6]
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o Bromopéroxydase lodopéroxydase
N Structure VN | RGS) | mh?2| ¥ | R()| Inh?
EV14 Ig_NrQB' 0,17 4 N | 059| 15 N
S
EV15 \@N N-NH 0,32 0 N 0,38 499 N
o):>_<\O
)
EV16 X Jf_émz 0,08 | 392 o | os81 161 N
SAS
X
N” NH2
EV17 ¢ 0,05 | 477 0 088 8 N*
| O/\
OH
EV18 (\N/\n/NNj\N/@ 0,03 | 421 0 09| 118 N
S\) o}
F
7po
EV19 N\_g 0,59 10 N 046| 30 N
S. N O
o
EV20 by 009 | 274 0 091 74 N
(@]

Tab. 9 : Les hits les plus actifs et paramétres afiques.

La colonne inhibiteur mentionne si la courbe DO(62%) = f(t) peut correspondre a la courbe induéeynm
inhibiteur oui (O) ou non (N). N* souligne que lerasposé n’a pas d’effet significatif sur la courb®®20 nm)
=f(t). N signifie que la cinétique obtenue est cé&estique d’'une molécule réagissant avéoX d’un substrat
de I'enzyme.
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3.6. Validation et étude du mode d’action des 20 hits

A la suite des tests de criblage a haut-débit etcaefirmation, 20 molécules
perturbant tres fortement I'’halogénation du bleutldgnol par les systemes vBPQMGH/ X"
ont été sélectionnées. Au sein de cette séledtésnallures des courbes DO(620 nm) = f(t)
obtenues lors du test de confirmation suggérentpemiere approximation que cinq
molécules pourraient étre des inhibiteurs de la @Bour au moins une activité. Les
molécules restantes sont susceptibles de réagir)Xaveu d'étre substrats de I'enzyme. Une
série d’expériences a donc été réalisée dans ldebuérifier ces hypotheses. Pour effectuer
ces études, 5 mg de chaque composé ont été comsnah@z le fournisseur de la

chimiothéque (Chembridge), a I'exception du com@®ge9 qui n’était plus disponible.

3.6.1 Conformité et stabilité des composeés

La conformité et la pureté des 19 produits commaepciont été évaluées par CLHP-
SM. A l'issue de cette analyse, seuls 13 compos&septent une pureté satisfaisante (> 80 %
en absorbance UV) et un spectre de masse corexsik composeés restant sont dégradés ou
comportent des produits secondaires en quantité négligeable. Ces résultats ont été
confirmés par des analyses supplémentaires (CLHPeBMH RMN) effectuées par le
fournisseur. Parmi les 13 produits validés, dewdpits se sont révélés instables dans le
tampon phosphate a 100 mM et a pH = 7,2. A l'isheieette étude, les composés appartenant

a la famille des imines et des hydroxy-imidazoleséié éliminés.

Catégorie de molécules Références
Molécules validées et stables en tampoikV02, EV03, EV08, EV10, EV11, EV12, EV13,
phosphate EV15, EV16, EV17, EV18

Molécules validées mais instables en EV06, EV19
tampon phosphate

Molécules dégradées EVO01, EV04, EVO05, EV20
(masse non détectée)

Molécules a la pureté trés insuffisante EV07, EV14

Tab. 10 : Résultats des analyses CLHP-SM et des das de stabilité dans le tampon phosphate
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3.6.2 Effet doses-réponses

Malgré les résultats des analyses CLHP-SM, leseétutieffet dose-réponse ont été
effectuées en activité iodo- et bromo-péroxydasedes 19 molécules. Ces études ont été
réalisées dans les mémes conditions que le testidage a haut-débit. Seule la concentration
finale des hits a été modifiée (gamme : 10, 3088Ct 100 uM).

Les expériences menées a 50 uM ont donné des sod¥620 nm) = f(t)
équivalentes a celles obtenues lors du test deiroc@tfon pour tous les composés a
'exception de EV14. Ce résultat suggere que I'@at conservation des composés est
similaire dans les microplagues de la chimiothégfugans les lots de produits envoyés par le
fournisseur. Le composé EV14 se révele inactif ptms deux activités a toutes les
concentrations testées. Compte tenu de son aatelétvement moyenne détectée pendant le

test de validation, aucune étude supplémentaiser@emenée sur ce cCompose.

En ce qui concerne les résultats des effets dgemsé, lorsque la concentration en
composé est augmentée, on peut s'attendre a obsgueére types d’évolution pour les
courbes DO(620 nm) = f(t) (Fig. 40) :

= Type 1: les courbes sont similaires a celles deergences témoin. Le composé

n’a pas ou peu d'effet.

= Type 2 : Le retard (R) augmente ef,Aliminue. Le composé réagit aveé du est

un substrat de 'enzyme.

= Type 3: L’absorbance finale {4 et la vitesse maximale (V) diminuent. Le

composé réagit avec Xibéré en solution

= Type 4:V est diminuée. Les courbes n'ont pasealard et la valeur de sA est

conservée. Le composé est susceptible d’étre ulitedr de la vBPO.
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Fig. 40 : Les différents effets dose-réponse obsésset réponses induites par le composé EV05

A. Effet de type 2 : Exemple du composé EV01, diviée iodopéroxydase
B. Effet de type 3 : Exemple du composé EV03, giviseiodopéroxydase
C. Effet de type 4 : Exemple du composé EVO05, ¢ivitciodopéroxydase
D. Réponse induite par le composé EV05 en activibdnopéroxydase

Les molécules ont donc été classées selon le tgfetddose-réponse observé (Tab.
11). Le compose EVO05 induit un effet dose-réponsea€tivité iodopéroxydase qui peut
suggérer une inhibition de la vBPO. Cependant, @ivigd bromopéroxydase, les courbes
DO(620 nm) = f(t) obtenues lorsque EVO05 est intibdul0 uM et a 30 uM, se caractérisent
par un palier final nettement inférieur au palierld courbe témoin. Ceci suggere donc que
EV05 blogue I'augmentation de la DO(620 nm) plysat réaction avec les espécesdie

par inhibition de I'enzyme. De méme, bien que Egsonses d’'EVO07, EV10 et EV15 puissent
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évoquer une inhibition de la vBPO en activité brpgmxydase, les réponses obtenues en
activité iodopéroxydase suggerent fortement querss#écules sont trés réactives envefs X

Activité Type 1 Type 2 Type 3 Type 4

lodopéroxydase EV11, EV13, EVO01, EVO02, EVO03, EVO06, EV0O5
EV14, EV17 EV04, EVO7, EV12, EV19
EVO08, EV10,
EV15, EV16,
EV18, EV20

Bromopéroxydase EV14 EVO01, EVO04, EV02, EVO03, EVO5, EVO07,
EVO06, EVO08, EV11, EV12, EV10, EV15

EV19, EV20 EV13, EV16,

EV17, EV18

Tab. 11 : Résultats des études dose-réponse

Cette étude suggere trés fortement que les commasdéstionnés ne sont pas des
inhibiteurs de la vBPO. Nous allons a présent essag déterminer le mode d’action exact de
ces molécules. En raison des testgivo que nous voulons mener grace a ces molécules (cf.

Chapitre 3), seule I'activité iodopéroxydase sarprésent, considérée.

3.6.3 Perturbation de la iodation chimique du bleu de tmypl

Pour conforter les résultats des études d'effete-dléponse et préciser le mode
d’action de ces 19 molécules, nous avons évaluéelget sur la iodation par voie chimique
du bleu de thymol (c’est-a-dire en I'absence d’'emay. Si ces molécules perturbent cette
réaction, ceci confortera qu’elles sont capablesédgir avec les espécéset qu’elles ne sont
pas, par conséquent, des inhibiteurs réels de ROvB

La iodation chimique du bleu de thymol a été réalidans des conditions analogues a
la réaction enzymatique, mais sans vVBPO eD;H Cette expérience consiste a suivre
I'évolution de la DO(620 nm) (bleu de thymol iodg)ite a des ajouts successifs d’'une
solution aqueuse de'.l Les ajouts successifs d¢ mmiment « trés approximativement » la

génération de’lpar le systéme vBPO/B,/I".

On observe que la DO(620 nm) augmente consécutivieaux ajouts de la solution
de k" jusqu’a l'atteinte d’un palier. Le palier est atteau bout de 15 ajouts ce qui correspond
a 3 équivalents de’]l Consécutivement a l'atteinte du palier de la XD(&im), la DO(350

nm) augmente suggérant I'accumulation flelans le milieu (Fig. 41.A).
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L’influence de chaque composé, introduit a 50 pi, I®volution de la DO(620 nm)
a été évaluée. Les composés induisent soit urdretar une diminution de la vitesse initiale
(Tab. 12, Fig. 41.B). Deux composeés ne perturbastla cinétique d’halogénation : il s'agit
de EV14 (décelé inactif lors de I'étude dose-répdres de EV13. Cependant, le suivi de la
DO(350 nm) — longueur d’onde a laquelle absorbe EV¥YXkuggere que ce produit réagit au
cours de I'expérience. Il est intéressant de ngpaer EVO5 induit une diminution de la vitesse
initiale d’environ 50 % (Fig. 41.B). Bien que cdtet puisse sembler faible, il confirme que
EVO5 n’est pas un inhibiteur de la vBPO, méme divite iodopéroxydase, car il réagit avec
I5” aqueux. Compte tenu de ces résultats et des apaBisHP-SM efH RMN qui montrent
gue EVO05 correspond a un mélange de produits deadétpn, il ne nous a pas semblé

intéressant d’approfondir son étude.

A, B,

—e— DO(350 nm) —0— Témoin
| —o0— DO(620 nm)

251 —e—EV05
—&—EV10
—%—EV01

0 10 20 30

0 4 8 12 16 .
Temps (min)

Temps (min)

Fig. 41 : lodation chimique du bleu de thymol

A. Suivi spectrophotométrique dg (350 nm) et de la iodation du bleu de thymol (62f)

B. lllustration de I'effet des hits sur la iodatida bleu de thymol

Conditions : Volume total = 2 ml, Tampon phosphed® mM, pH = 7,2, [ = 1,5 mM, [Bleu de thymol] = 100
UM, DMSO = 4% en volume, Ajout de 10 pl d'une smatde b a 4 mM toutes les min. [Hit] = 50 uM
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Effet Références

Molécules sans effet EV13, EV14

Molécules diminuant la vitesse initiale EV04 (82), EV06 (70), EV17 (66), EV11 (62),
(% de diminution de la vitesse initiale) EV19 (57) EVO05 (49), EV12 (33)
Molécules impliquant un retard EVO1 (21), EVO3 (15), EV18 (15), EV16 (10),

(Retard en min) EV10 (10), EVO7 (7), EV15 (6), EV20 (6),
EV08 (4), EV02 (4)

Tab. 12 : Effet des hits sur la iodation chimique d bleu de thymol

Entre parenthéses est indiqué le pourcentage dawtion de la vitesse initiale par rapport a I'esipace
témoin ou le retard en minutes, selon I'effet eggyar la molécule sur la iodation chimique du ldeuhymol

Ces expériences confirment que ces composés n@asmtes inhibiteurs de la vBPO
car ils perturbent de maniére significative la tbolachimique du bleu de thymol. De maniére
remarquable, les molécules perturbant fortementiotdation du bleu de thymol par
vBPO/HO,/I" induisent les perturbations les plus fortes suriddation chimique (a
I'exception d’EV05). De tels résultats suggeremstfortement que les hits sélectionnés ne
sont pas des substrats de I'enzyme (c’est-a-dilits que réagissent pas apres fixation sur la
vBPO avec l'espéce « E- proposées par Butler et coll. [26-28]). Ils réagint donc fort

probablement avec les espécédidérées en solution par la vBPO.

Compte tenu de ces résultats, il n'‘est pas nécessbapprofondir I'étude des
composés révélés non-conformes par les analysesPM (cf. paragraphe 3.6.1) ni de
déterminer leur composition exacte. Nous allonscd@streindre notre étude aux onze hits
validés par les analyses CLHP-SM (cf. Tab. 10 p.105

3.6.4 Comparaison des systemes VBPO/HO,/I" et vBPO/HO;

Pour confirmer I'hypothése que les hits sélectienné sont ni des inhibiteurs ni des
substrats de la VBPO et qu'ils réagissent avee$speces’|libérées dans le milieu, nous
avons caractérisé les produits obtenus par réadtsrhits avec les trois systéemes suivants :
I3, vBPO/HO, et vBPO/HO,/I'. Compte tenu de la faible quantité de produit doods
disposons pour chaque hit, ces études sont mea¢esplyses CLHP et CLHP-SM. Parmi
les onze hits validés, quatre molécules représeesaet un produit commercial (I'hydrazide
naphthoique) ont été sélectionnés pour cette éNmigs avons choisi le composé EV08 pour

son analogie structurale avec le MMI (Fig. 42).
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EV10 Hydrazide naphthoique (HN)

Fig. 42 : Molécules sélectionnées pour les étudesP et CLHP-SM

Réaction avec le systeme vBPgibb

Pour vérifier que les hits ne réagissent pas direent avec le systéme vBPQ4
(ce qui a été observé pour des dérivés sulfuremaigues [29-31]) ou avec.B,, nous

avons suivi leur disparition en présence de ceesyes par analyse CLHP.

Ces analyses mettent en évidence que EV10, EVIbyetazide naphthoique (HN)
sont stables en présence du systeme vBR®/bl de HO,. A l'inverse, EV18 et EV08 sont
lentement dégradés en présence ge,ldu du systeme vBPO,. Cependant, ces réactions
sont beaucoup plus lentes que la réaction d’hakiggndu bleu de thymol par le systeme
vBPO/H,O./I" (Fig. 43). Par conséquent, les hits ne bloquest lpaiodation du bleu de
thymol par réaction directe avee®} ou avec vBPO/BDs.
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Fig. 43 : Analyses CLHP : Suivi de I'aire sous pide chaque hit en présence du systéeme vBPQ®}.
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Réactions avec les systemes VBROM et ks

Pour conforter le mécanisme d’action des hits, reesis déterminé leurs produits de
réaction avec le systeme vBPQ®D4/I". Les produits des hits aveg bnt aussi été analysés
dans le but de pouvoir comparer les réactions pi&r enzymatique et par voie chimique. Les
expériences des hits avec les systemes vBR®D/Het i ont été étudiées par suivi cinétique
par CLHP puis analysées par CLHP-SM. Les suivistajues suggérent qu’a I'exception du
composé EV18, les systemes vBP&bl et b génerent les mémes produits dans le méme
ordre de temps. En ce qui concerne EV18, on obskrviermation d’'un intermédiaire
commun qui est ensuite converti en un autre propait” mais dégradé en présence du
systéme vBPO/pD,/I".

Les analyses des bruts réactionnels par CLHP-SMirowent ces résultats. D’apres
les spectres de masse, les hydrazides (EV15, ENM),donnent, par réaction aveg &t
vBPO/HO,/I', les acides carboxyliques correspondants. Cedtetioh classique est décrite
avec de nombreux oxydants et a été utilisée poayhghése d’esters ou d’amides [32, 33].
Ces acides carboxyliques résulteraient de la foomad’un intermédiaire acyl-diimide par
une réaction d’oxydation avet [Cet intermédiaire subirait ensuite une attaqueéaphile de
H,O. L’acide carboxyliqgue généré a partir de EV10iestable et est lentement converti en

dérivé aniline par déacétylation (Fig. 44).

o o

’NHZ |3> ou BPO/H202/I'
N OH
I O
Hydrazide Naphthoique (HN) t=7,0min, 171 (M-1])

t=5,3 min, 187 ((M+1]%)

O i\j\f s~ ou BPO/H,0 /I <:> z\j\f

EV15 . t=5,9 min, 218 (M-1])
t=5,1 min, 234 ((M+1]")

~N
) 0
H NH
N\)szNHz 5" ou BPO/H,0 /I \)k et ©/ 2
H [ j

EV10 t = 5,8 min, 180 ((M-1]) t=3,5 min, 124 (M+1]*)
t= 4,7 min, 196 (M+1]")

Fig. 44 : Proposition de réaction des composés EV,15V10 et HN
avec les systemes BPOM,/I” et |5 d’'apres les analyses CLHP-SM
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EVO08 réagit identiquement en présence des deugragst pour donner un mélange
contenant le produit de dimérisation et son anaodasoufré (Fig. 45). Des réactivités
similaires ont été décrites avec le systeme TROJMH (dans certaines conditions) en
présence de MMI [34] et d’analogues du MMI [35].

H N N
N BPO/H,0,/I" ou I \N/>/S /12\1\\(\@ . ©/\(N/>
m =S NSy ST N N~N

N=NH
EV08 Majoritaire, Minoritaitre,
t= 4,7 min, 192 ([M+1]") t= 6,80 min, 381 ((M+1]*) t=5,0min, 160 (M+1]%)

Fig. 45: Proposition de réaction de EV08 avec legstémes BPO/HO,/I" et |5 et résultats CLHP-SM

Les intermédiaires réactionnels observés a pasdirE®/18 sont susceptibles de
correspondre aux produits de cyclisation c’estr@-dau thiadiazole et a I'oxadiazole
correspondants. Cette réaction est une fois erommeue : la cyclisation de dérivés similaires
a EV18 par ] constitue une voie de synthese des oxadiazolas (fpostration : [36]). En
présence de vBPO#B./I" ou d’'un excés d'un fort exces gllces intermédiaires cycliques

sont dégradés par des mécanismes que nous n'aasidemtifiés.

0
,H H S H H
N bl \© BPO/H,0,/I ou I3 (\N/\( N /\«o/ N
N s \) NN + (\N _
() . s W
s

EV18 Co-élution, t = 5,3 min
t= 4,7 min, 311 ((M+1]) 293 (IM+1]"), 277 (IM+1]")
Excés de I3 ]
Réaction lente BPO/HZ0,/I
Autre produit Dégradation
non identifié

Fig. 46 : Proposition de réaction de EV18 avec laystemes BPO/HO,/I™ et |5 et résultats CLHP-SM

Les réactions des hits avec les systemes vBR®/Het k” conduisent a la formation
des mémes produits, dans des ordres de temps isdil®ar ailleurs, ces réactions sont
décrites dans la littérature. Ces résultats mettent en évidence que les hits n'agissent pas
par une voie spécifique en présence de vBPO, ceanfirme qu’ils ne sont pas substrats de
I'enzyme. Leurs mécanismes d’action reposent dortgpfobablement, sur une réaction avec

les espéces Xprésentes dans le milieu.
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Comparaison des effets des dérivés hydrazidesoetréies sur les péroxydases a héme et a

vanadate

Nous avons évoqué dans le paragraphe 3.4.3 queéélags de la thiourée et les
hydrazides sont connus pour étre des inhibiteuts diétaboliquement activées des
péroxydases a heme. Il a été montré que lI'oxydalien hydrazides et des dérivés de la
thiourée (tels que le PTU et le MMI) est catalypée les systémes péroxydase a hen@esH
(en I'absence d’halogénure) et génere des entiédsréactives qui désactivent ces enzymes

par formation d’adduit avec leur centre prosthegifga, 24].

Ces mécanismes d’inactivation ne sont pas obsevés la vBPO. En effet, nous
avons montré qu’en absence d’halogénure, le systBREO/HO, est incapable de catalyser
I'oxydation de EV10, EV15, EV08, EV18 et de la hgzide naphtoique (Fig. 43). De plus, la
vBPO n’est pas désactivée par incubation avec cegpasés en présence deCd (donnée
non montrée). L'incubation a aussi été réalisée ales inhibiteurs des péroxydases a héme
décrits dans la littérature (MMI, PTU [21], isoni@de [37], 4-aminobenzohydrazide [24]) et a
conduit au méme résultat (données non montréesj.lR@BPO, les hits n'agissent donc que

par réaction avec Xet n’'induisent pas d’'inactivation de I'enzyme.

E . \¢ % O)L

isoniazide 4-aminobenzohydrazide

Fig. 47 : Inhibiteurs activés métaboliquement de péxydases a heme

Cependant, il existe des homologies « réactionmellentre les deux groupes de
péroxydases. Il a été montré que l'iodure a unt @ifetecteur contre l'inactivation de la TPO
par le MMI en présence de,B,. Tauroget al ont mis en évidence que l'iodure est
préférentiellement oxydé, générant une espé¢iée a I'enzyme ou libérée dans le milieu)
qui réagit ensuite avec le MMI. Par réaction avedel MMI est transformé en produit dimére
puis en 1-methylimidazole [34] et la TPO n’est pissactivée. Dans ces conditions, le
mécanisme « d’inhibition » exercé par le MMI suackivité de la TPO est tout & fait analogue

a ce que nous avons observeé pour le composé EVY0adivité de vBPO (Fig. 45).
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3.6.5 Conclusion

Les résultats obtenus démontrent que les hitsta@eés ne sont pas des inhibiteurs
de la vBPO. Les expériences ont montré qu'’ils peemt la iodation chimique du bleu de
thymol. Les analyses CLHP-SM ont révélé que les énérent, en présence des systemes
vBPO/HO,/I" et k', les mémes produits de réaction. Par ailleurscoagposés ne réagissent
pas avec les systemes VvBP@IH et HO, Ces résultats confirment que les hits
n’interagissent pas directement avec la vVBPO n&ggissent spécifiquement avec les espéces
X" libérées dans le milieu. Lors du test de criblagéaut-débit, les hits ont donc été
sélectionnés pour leur réactivité chimique envesselspécesXce qui explique leur diversité
structurale ainsi que la présence récurrente dainsrgroupements fonctionnels tels que les

hydrazides ou les groupements C=S.

Cependant, on observe une grande disparité d'sciaur des composés comportant
le méme groupement fonctionnel. Ces différencesqrais’expliquer par I'existence d’autres
groupements réactifs sur les structures mais pasda présence de produits secondaires non
détectés par les analyses CLHP-SM (dans les lotsnewciaux et les solutions de composés
de la chimiothéque). Par exemple, les hydrazidas/gye étre obtenus par réaction de
I'hydrazine (NH-NH,) sur I'ester méthylique ou éthylique correspond@nt I'oxydation de
I'hydrazine par l'iode aqueux est connue pour ésde et compléte a nos pH d’étude [38].
Par conséquent, des quantités résiduelles d’hydrapourraient étre a l'origine des

différences d’activité observées entre les hydexike la chimiotheque.

3.7. ldentification d’inhibiteurs : discussion et perspetives

A la suite du test de criblage a haut-débit etétapes de validation, aucun inhibiteur
de la vBPO n’a été identifié. Plusieurs hypothgsesvent étre avancées pour expliquer ce

résultat.

3.7.1 La chimiothéeque

La chimiothéque que nous avons évaluée ne comppike16480 composeés, bien
moins que les chimiothéques des grands groupesnpbautiques. De plus, les composés de
cette chimiotheque «drug-like » ont été sélectisnigrace aux descripteurs consensuels
(régle de Lipinski) et par confrontation avec uresd de pharmacophore 3D déduite de
I'étude de cibles protéiques essentiellement maaresf Or, les VHPO sont exclusivement
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exprimées chez des organismes thallophytes et pastd’homologie structurale forte avec
des protéines exprimées chez les mammiféres. tigunc étre supposé que le nombre limité
de composeés et le mode de construction de la ctiiggae soient responsables de I'absence
d’inhibiteurs de la vBPO.

3.7.2 La méthode de suivi des activités de la vBPO

La méthode de suivi des activités de la vBPO edirdnte et aurait pu se révéler
problématique en raison des réactions potentieltse les espéces’ %t les composés de la
chimiothéque. Cependant, le nombre de hits détpctésles deux activités s’est révélé tout a
fait gérable et les résultats bruts ont pu étrdyaga de maniere efficace grace a notre
programme de traitement de données. Il peut é&firenaf gu’aucun inhibiteur actif — dans les

conditions utilisées — n’a pu étre écarté involoataent.

Les conditions que nous avons utilisées dans mestede criblage ([FD2], [X]) sont
cohérentes avec les valeurs dg.d de la littérature. Cependant, comme évoqué dans le
Chapitre 1 (cf. paragraphe 3.4.), il est possibie g Ku.app de la vVBPO pour 'iodure soit sur-
évalué. Si tel est le cas, nous aurions effectuéesd de criblage a haut-débit a une
concentration trop élevée en iodure impliquant seteration du site de fixation de I'iodure ce

qui rend difficile la détection d’inhibiteurs contjiés.

3.7.3 Structure des vHPO

Jusqu’a présent, malgré les efforts de différerdgaipes de recherche, aucune
structure de co-cristallisation vVHPO-Ku vHPO-substrat organique n’a été décrite dans la
littérature. Compte tenu des résultats d’EXAFSaleaie K du brome obtenus pour la vBPO
en présence de BB9], I'existence d’'un site de reconnaissance deeut étre contestée et
par la-méme, la possibilité d’une inhibition de VPO par compétition vis-a-vis de

I'halogénure.

Les VHPO présentent des propriétés structuralesarcprables : elles demeurent
actives méme aprés une exposition prolongée a aeditions dénaturantes (températures
élevées, stockage en présence d'un fort pourcemtagmlvant, agent chaotropique ...) [9,
11]. Leur structure quaternaire est stabiliséeeyeex grandes surfaces d’interaction existant
entre les monomeéres [40]. De plus, les expériedeasiutagénese dirigée ont montré que la

structure du site actif est tres rigide [41]. Pansgquent, il peut se révéler impossible de

116



déplacer la vBPO vers une conformation inactiveipgraction (au niveau ou hors de son
site actif) avec une petite molécule telle queesafirésentes dans la chimiothéque.

3.7.4 D’autres voies pour identifier des inhibiteurs da VBPO ?

Puisqu’aucun site de reconnaissance des substgarigues ou de I'halogénure n’a
pour I'heure été clairement identifi€, il est impite d’envisager des études de screeiing

silico ou de docking.

On pourrait envisager de tester des chimiothequiesa que celles drug like en
particulier celles constituées de produits natugeispourraient contenir des structures plus

originales et plus volumineuses.

Une autre solution serait la mise au point d'inteibi suicide ou métaboliquement
activé. Dans ce but, une étude approfondie du oyatalytigue des VHPO est a réaliser.
Cependant, cette tache pourrait se révéler arddéaléser puisque les VHPO présentent un

turn-over élevé suggérant qu’elles sont peu sessiulix entités qu’elles générent [42].
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4. Conclusion

Dans le cadre de cette étude, nous avons mis au pbivalidé une méthode
spectrophotométrique de suivi des activité ioddaretno-péroxydase applicable & n'importe
guelle vHPO. Cette méthode s’est révélée robustesilsle et plus adaptée que les méthodes
décrites dans la littérature pour la réalisatiaamdiest de criblage a haut-débit. Elle consiste a
suivre, au cours du temps, la DO(620 nm) qui reochpte de I'apparition des produits
d’halogénation du bleu de thymol par les systemBBQ/HO,/X". Nous avons exploré
I'application de cette méthode pour l'identificati@’inhibiteurs de la vBPO. Nous avons
déterminé les types de molécules pouvant modifiecihétique d’halogénation du bleu de
thymol et caractérisé les parameétres (V, Rp)Ade la courbe DO(620 nm) = f(t) afin

d’effectuer leur discrimination et d’identifier, @articulier, les inhibiteurs.

A partir de la méthode de suivi au bleu de thymolls avons mis au point et validé
un double test de criblage robuste (Z' > 0,8) dendut d’identifier des inhibiteurs des
activités iodo- et bromo-péroxydases de la vBPOveal’A. nodosum La réalisation du
double test de criblage a partir d’'une chimiothegoenmerciale de 16480 composés a
conduit a la sélection de 400 hits c’est-a-direaasélection de 400 molécules perturbant
fortement 'halogénation du bleu de thymol. Lesgescondaires ont permis de confirmer 80
% des hits et d’identifier les 20 molécules lesspatives. A ce stade, seulement 5 molécules
se sont révélées susceptibles d’étre des inhikitgeda vBPO, d’aprés I'analyse des courbes

DO(620 nm) = f(t).

Une stratégie de validation a été ensuite dévéeppour caractériser le mode
d’action de ces 20 molécules. Grace a des étuddfetddose-réponse, a une expérience de
perturbation de la iodation chimique du bleu dartblet a des études CLHP-SM, nous avons
montré que les hits ne sont pas des inhibiteuta #BPO : ils réagissent avec les espéces X
libérés dans le milieu et bloquent de maniéreieigife I'action de I'enzyme. Un tel effet est
analogue a celui exercé par le MMI sur le syster®/FH,0, en présence d'un exces
d’'iodure. De maniére remarquable, les arylhydrazideles dérivés de la thiourée, connus
pour étre des inhibiteurs métaboliguement activeés geroxydases a héme, sont largement
représentés parmi les hits de la vBPO. Cependanis avons veérifié que ces molécules
n’inactivent pas la vBPO en présence d@Het en I'absence d’halogénure) contrairement a

ce qui a été observeé pour les péroxydases a heme.
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Puisque nous avons montré qu'ils réagissent aecettains hits seront néanmoins
évaluésin vivo pour conforter I'intervention des vHPO dans le amdsme de captation des
iodures chet.. digitata (cf. Chapitre 3).

Le diagramme ci-dessous résume les différentegei@dptest de criblage a haut-débit.

Les caractéristiques et les paramétres du tesilnage sont résumés dans I'annexe 2.

16 480 Composeés Test de criblage & haut-débit
Parameétre V

Confirmation & Sélection
Parametre V|, R, V,;,0,

: Validation
20 hits 1. Conformité
2. Effet-dose réponse
3. lodation chimique
4. Etudes CLHP-SM

Aucun inhibiteur de la vBPO
Mode d’action : réaction avec X *

Fig. 48 : Etapes du test de criblage a haut-débit eésultats
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Chapitre 3 : Etude du mécanisme de captation de bde

1. Introduction

Comme nous l'avons présenté dans le Chapitre froduaction bibliographique, la
captation de l'iodure par l'algue brune digitata repose sur un mécanisme oxydatif. Les
travaux de Shaw puis ceux de Kiuppéeral ont suggéré que I'oxydation de l'iodure en une
forme oxydée lox par une VHPO apoplastique estssaie a sa captation. Il est en effet
supposé que l'espéce lox, étant plus lipophile,r@audiffuser a travers les membranes

teindre le compartiment intracellulaire ou elleaseaccumulée, apres réduction [1, 2].

A la suite du test de criblage a haut-débit (Clmap®), nous n'avons pas identifié
d’inhibiteurs spécifiqgues de la vBPOAd'nodosumCependant, il a été mis en évidence que
les hits sélectionnés bloquent indirectement Natgti iodopéroxydase par réaction avec
'espece lox générée par le systeme VBROM . De plus, nous avons Vérifieé que ces

molécules sont trés peu réactives envers le sysi8Re/HO, et HO.,.

Dans ce contexte, nous nous proposons d’évaldes siits du test de criblage a haut-
deébit inhibent la captation de l'iodure phr digitata Si un tel résultat est obtenu, nous
pourrons conforter I'intervention de lox et dondimectement, I'implication d’'une vHPO

dans le mécanisme de captation de I'iode thetigitata

2. Principe d’évaluation

2.1. Description

L'influence de chaque hit sur la captation de lliogl parL. digitataa été étudiée par

tracage avec le radionucléitfd".

Le mode opératoire consiste a incuber un échamtillolame (0,5 cm de diamétre, 20
mg), dans de I'eau de mer artificielle en présetet molécule a tester et du trackdr et &
suivre au cours du temps, I'appauvrissement emaatlvité du surnageant. La concentration
en iodure dans I'eau de mer artificielle a été métece a 1,4 0,2 UM (soit environ 4 fois la
concentration de I'eau de mer naturelle) par unéhoae basée sur la réaction de Sandell-
Kolthoff [3]. Il est généralement proposé qu’'aunsees tissus de. digitata la concentration

en iodure est d’environ 10 mM. Par conséquent, ¢errgmu du facteur de dilution isotopique
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au sein du tissu d’algue par rapport a celui deu’de mer artificielle, on peut supposer qu’en
début d’expérience, le suivi de I'appauvrissementadioactivité du surnageant permet de

suivre I'influx d’iodure et non le flux net des &uiges.

L’expérience témoin correspond a I'expérience mesré€absence d’inhibiteur. Pour
chaque condition expérimentale, a partir de la lm®umoyenne d’appauvrissement du
surnageant, la vitesse de l'influx est détermingerggression linéaire sur I'intervalle 10-100
min. Pour chague molécule, le pourcentage d’inioibisur la vitesse d’influx Inh(V) est

déterminé de la maniéere suivante.

T

Inh(V) =100x v avecV :Vitessedel'influx enprésenceemolécule

VT

et V' :Vitessedel'influx pourl'expérienceéémoin

2.2. Vérifications préliminaires

Avant d'effectuer I'évaluation des molécules, noasons voulu vérifier que
'appauvrissement du surnageant se traduit bienupa augmentation quantitative de la
radioactivité au sein de l'algue. A cette fin, Eriation du taux de radioactivité présente dans
I’échantillon et dans le surnageant a été suivieaus du temps. Comme nous ne disposons
pas de compteur de radioactiwtda détermination de la radioactivité au seinidsit d’algue
a été effectuée par scintillation liquide. A chagquoent de la cinétique correspond donc un
échantillon particulier d’algue. Comme présentéladigure Fig. 49.A, I'appauvrissement du
surnageant se traduit bien par une augmentatida dalioactivité dans I'algue. Le bilan des
échanges est quasiment constant ce qui montreegpédnomeéne d’iodovolatilisation est

négligeable sur la durée de I'expérience.

Par ailleurs, I'’évaluation des hits et de leursl@mzes nécessite I'introduction dans le
milieu de DMSO. Nous avons donc Vérifié qu'un faildourcentage de ce solvant n'a pas

d’incidence sur la cinétique d’influx d’'iodure (Fig9.B).

Lors de ces études, nous avons observé gque laeritegyenne d'influx et le taux final
d’accumulation de radioactivité peuvent varier danent selon la zone de prélevement de
I'échantillon de lame et I'Age du sporophyte préle\De telles observations ont été

précédemment rapportées par Ar @alal [4].
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Fig. 49 : Suivi de la captation des iodures pak. digitata par un tracage par*?1-

A. Suivi de I'activité dans le surnageant et am skd I'échantillon de lame de digitata
Condition : 0,05 puCi/ml, 2 ml de surnageant, toati

B. Effet du DMSO sur la cinétique de captation dearL. digitata

Condition : 6,5 pCi/ml, 2 ml de surnageant, trigtic

3. Evaluation des hits du test de criblage a haut-débi

3.1. Molécules évaluées

Nous avons choisi d’évaluer les hits qui ont étééemment caractérisés, lors des
études de validation du test de criblage a hauit-dést-a-dire EV08, EV10, EV15 et EV18
(cf. Chapitre 2 paragraphe 3.6.). De plus, nousnswvajouté a cette liste : I'hydrazide
naphtoique (HN), deux hits analogues a EV18 (EM@B\.7) et un dérivé du phloroglucinol
(EV21). Il a été montré que le phloroglucinol paitrrétre un substrat endogene ou plus
exactement « un acccepteur » des espetegxérées par les activités bromopéroxydases [5,

6] et qu'il est halogéné par le systeme vBPLOM [7].

Nous avons aussi sélectionné un inhibiteur de &oification de I'iode au niveau de la
thyroide : le MML. Il a été montré que cette moléagagit avec les especes lox générées par
le systéeme TPO/MD,/I".
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Fig. 50 : Liste des molécules évaluées

Ces molécules ont été évaluées a une concentrdéobtO0 pM et en présence de
0,7 % de DMSO, en triplicat et lors de deux sédiesests indépendantes.

3.2. Résultats

Les molécules testées exercent un effet inhilgiteur la captation des iodures chez
des échantillons de lame Hedigitata La molécule la plus efficace est le dérivé phignea
EV21 qui bloque totalement l'influx en début d’exigéice (Fig. 51.A, Fig. 51.D). Un tel effet
d’'un dérivé phénolique a déja été observé par Shlaw de I'évaluation de la tyrosine dans
des conditions expérimentales analogues [2]. Lalllardes thiocarbamides (EV03, EV08,
EV17, EV18, MMI) diminue la vitesse d’influx d’eman 50 % a 70 % (Fig. 51.B, Fig. 51.D).
Les dérivés hydrazides (EV10, EV15, hydrazide naipfoie) sont les composés les moins
actifs avec des inhibitions comprises entre 20 @0e¥% (Fig. 51.D). Cependant, I'hydrazide
naphtoique exerce une inhibition équivalente aecelks thiocarbamides lorsqu’elle est
introduite & 1 mM (Fig. 51.C, Fig. 51.D).
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Fig. 51 : Suivi de l'influx d'iodure chezL. digitata
A. Effet de I'analogue du phloroglucinol EV21. Catiwh : 8 pCi/ml, triplicat.
B. Effet des analogues de la thiourée : Exemple&&tIEV08. Conditions : 6,5 uCi/ml, triplicat.
C. Effet de I'hydrazide naphthoique. Conditionss gCi/ml, triplicat.
D. Pourcentage d’inhibition des hits sur la vited%eflux d'iodure chez.. digitata
Les composés sont testés a 100 uM. * Inh(V) obt@auwe une concentration de HN de 1 mM

Il est intéressant de noter que les molécules cdaole méme groupement
fonctionnel exercent des niveaux d’inhibition é@uénts et ceci indépendamment de leur
structure chimique globale. Ce résultat suggerel’'quebition exercée par ces molécules est
due a une réaction chimique (aveg plutdt qu’a une modulation de I'activité d’'uneofgine
impliquée dans le mécanisme d’influx. Cependantn@oint de vue purement chimique, on
aurait pu s’attendre a ce que les molécules pemdire plus fortement la iodation du bleu de
thymol par les systemes vBPQ®}/I™ et/ou k constituent les inhibiteurs les plus puissants.

Cette hypothese n’est pas vérifiee expérimentalenpeisque, bien qu’elles soient les
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molécules plus actives sur I'activité iodopéroxyelaEV10 et EV15 exercent les effets
d’inhibition les plus faibles. Ce résultat pourrgaiexpliquer par des problémes de solubilité

ou de diffusion de ces molécules au sein de |'axipl
4. Conclusion

Les hits sélectionnés a la suite du test de criblaghaut-débit sur la vBPO
d’Ascophyllum nodosurmt pour lesquels il a été montré qu’ils sont téactifs envers lox
inhibent la captation de l'iodure chéz digitata Ce résultat confirme que le mécanisme de
captation de l'iodure met en jeu la formation d'uespéce oxydée lox et conforte par

conséquent, I'intervention d’une vHPO apoplastique.
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Chapitre 4 Distributions tissulaire et sub-cellulare de l'iode chez

L. digitata

1. Introduction

Comme présenté dans le Chapitre 1 (cf. paragraghg @& répartition tissulaire et la
localisation subcellulaire de l'iode chez les laaiias demeurent, a I'heure actuelle,
inconnues. Cependant, de telles données sont edlesntpour comprendre le role

physiologique et élucider le mécanisme de captateoet élément chez ces algues brunes.

Dans le cadre de cette thématique et de la cobdibor avec P. Potin (UMR 7139
CNRCS-UPMC), nous avons eu recours a deux techmigdémagerie chimique
complémentaires : la microsonde nucléaire et lasaande de spectrométrie de masse d’ions
secondaires (SIMS). La microsonde nucléaire a tliéée pour déterminer la distribution
quantitative de 'iode au niveau de coupes trarsales de stipe et de lameldaligitataalors
que la microsonde SIMS nous a permis d’explorelistribution subcellulaire de cet élément.
Ces deux techniques étant multi-élémentaires, avoss étudié en paralléle la distribution

du second halogene d'intérét chez les algues bruedsome.

Les expériences de microsonde nucléaire ont étis@ésa en collaboration avec R.
Ortega, G. Deves et A. Fraysse (Groupe d’Imagetemue Cellulaire et Spéciation,
CNAB, UMR 5084, CNRS/Bordeaux 1). Celles de micra SIMS ont été réalisées en
collaboration avec J.-L. Guerquin-Kern et T.-D. {Rlateforme de Microscopie lonique,
Institut Curie/INSERM U759).

Ce travail fait d'un artict& publié dans la revudournal of Biological Inorganic
Chemistry Le présent chapitre reprend donc en grande pétiehainement de cet article
ainsi que les résultats qui y sont décrits. Cepetdartains points comme la présentation des

techniques ou la discussion des résultats sonigppiofondis.

Dans ce qui suit, nous présenterons le principe disx techniques d’imagerie
chimique utilisées puis nous décrirons la prépamnaties échantillons qui constitue le point
crucial de notre étude. Les distributions tissekiet sub-cellulaires seront ensuite présentées

et commentées. Nous discuterons, en particulierledes implications physiologiques et

! verhaeghe EF, Fraysse A, Guerquin-Kern JL, Wu D&yés G, Mioskowski C, Leblanc C, Ortega R,
Ambroise Y, Potin P., J Biol Inorg Chein,press(DOI : 10.1007/s00775-007-0319-6)
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proposerons de nouveaux mécanismes de captatidiode chezL. digitata compatibles

avec ces nouvelles données.

2. Présentations des techniques d’'imagerie

2.1. Microsonde nucléaire

La microsonde nucléaire regroupe plusieurs teclesiglianalyse multi-élementaires.
En biologie, elle est essentiellement utilisée mierminer les distributions quantitatives des
éléments traces. Elle offre une résolution latédad’ordre du micrometre et une sensibilité
comprise entre 1 et 10 pg/g. Les analyses peuventBectuées a I'échelle tissulaire ou sur
cellules isolées. Cependant, a cause de sa résylldi microsonde nucléaire ne permet pas
d’accéder aux distributions sub-cellulaires finesl@ distinguer l'ultra-structure des cellules.
Les applications de la microsonde nucléaire sonttiples et concernent aussi bien la
physiologie végétale que la pharmacologie [1, 2}titée illustratif, nous pouvons citer les
travaux de Isauret al concernant la distribution tissulaire du césiunezArabidopsis
thaliana et son influence sur ’lhoméostasie du potassiuym}8 méme, a partir de I'analyse
de sections artérielles de lapins, Pinheiral. ont mis en évidence une teneur anormale en fer
au niveau des lésions d'arthérosclérose. Cettervdisen a permis de suggérer que le fer
participe a la formation de ces lésions en géné@asiradicaux libres cytotoxiques [4]. Ortega
et al ont étudié, au niveau de cellules isolées, ltaidigion de I'anti-cancéreux 4’-iodo-4'-
deoxy-doxorubicine : ils ont montré que cette molé@st principalement localisée au niveau
du noyau et qu’elle entraine une redistribution fdu cytosolique vers ce compartiment,

certainement par un mécanisme de chélation [5].

Les analyses par microsonde nucléaire consistedgpéacer, point par point, a la
surface de I'échantillon, un micro-faisceau d’idéxgers (Hé ou H) d’'une énergie de I'ordre
du MeV qui est généré par un accélérateur de patic Ce faisceau de particules est en
interaction électronique et nucléaire avec les a®ute la cible, ce qui induit 'émission de
particules et de rayonnements dont I'énergie esactéristique de la composition de
I'échantillon [6]. En biologie, trois techniques dtection de ces particules et de ces
rayonnements sont généralement utilisées conjoariefg, 6] :

PIXE (Particle Induced X-ray Emission)Elle repose sur la détection des raies X
émises a la suite de I'excitation des atomes dehdgtillon par le faisceau d’'ions incidents.

L’énergie de chaque raie (K ou L) détectée estiigge d’'un élément donné et son intensité
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est proportionnelle & la teneur locale de cet égndans la zone analysée. L'analyse PIXE
est utilisable pour les éléments de masse supéréecelle du sodium (Z > 11).

RBS (Rutherford Backscattering Spectrometiigle consiste a mesurer I'énergie des
ions incidents apres rétro-diffusion sur les noyaiotes (de I'échantillon). Cette énergie est
caractéristique de la masse du noyau diffuseuartatyse biologique, elle permet d’accéder a
la teneur en éléments légers et majeurs de I'éitloanfcarbone, azote, oxygene) et donc a sa

masse locale.

STIM (Scanning Transmission lon Microscopylle consiste a mesurer a I'aide d’'un
détecteur de particules placé derriere I'échamtjldans I'axe du faisceau, la perte d’énergie
des particules incidentes aprés leur traversée dible. Cette techniqgue donne acces a la
densité locale de I'échantillon (pug/cm?2) et perrdetfournir son image densimétrique qui

révéle ses structures tissulaires ou cellulaires.

Les analyses RBS et STIM permettent de normalesesignaux de PIXE. Ceci donne
accés, pour chaque élément détecté (Z > 11), demesrs locales exprimées en [igde

poids sec et par la méme, a sa distribution qivit [2].

En raison du vide régnant dans la chambre d’analgseanalyses par sonde nucléaire
s'effectuent généralement sur des échantillons ydiéatés. Les échantillons peuvent étre
préparés par un processus couplant cryofixatios lyophilisation a basse température.

2.2. Microsonde SIMS

La microsonde de spectrométrie de masse d’ionsndages (microsonde SIMS) est
une technique d’imagerie chimique de surface, maetg résolutive (< 100 nm) et tres
sensible (< 0,1 pg/g). Grace a ces caractéristigalls constitue une technique trés
performante en biologie pour I'étude de la disttidau sub-cellulaire de molécules d’intérét
telles que les éléments traces, les isotopes ouwddegues (pour revue : [7, 8]). Pour
illustration, par cette technique, Guerquin-Ketnal. ont mis en évidence, par détection de
lion secondaire'*’l’, que la N-(2-diethylaminoethyl)-4-iodobenzamide, nouvel agent de
diagnostic du mélanome, est accumulée essentiellerpar les mélanosomes, ce qui

démontre son affinité pour la mélanine [9].

La techniqgue SIMS consiste a bombarder avec uneostnde d’ions primaires
énergétique la surface de I'échantillon. Sous laetpdu faisceau, les liaisons chimiques sont

brisées, provoquant une ionisation partielle denddiere (sur 1 a 2 nm de profondeur). Les
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ions secondaires générés sont collectés par urensgstoptigue et analysés par un
spectrométre de masse, en fonction de leur rappo#. Pour I'étude d’éléments
électronégatifs (c’est-a-dire s’ionisant préférelteiment sous forme d’anion), on utilise des
sources primaires d’argon (Ar de césium (C3 ou de gallium (G3. Dans le cas d’éléments
électropositifs, il s’agit généralement d’'une seudions primaires d’oxygene (. Dans le
mode dit microsonde, la détection des ions secoeglast effectuée en synchronisme avec le
balayage du faisceau d’ions primaires : le sigéd¢cté a un instant donné correspond donc a
une position du faisceau primaire focalisé sunudase de I'échantillon (en un pixel donné)
[7,10].

Les dispositifs microsondes permettent de détesiteultanément plusieurs espéeces
ioniques a partir d'un méme micro-volume. En plas dléments d’étude, on détecte des ions
d’intérét biologique qui vont apporter des inforroas structurales sur I'échantillon analyseé.
Par exemple, avec une source primaire cationi@seinhages chimique$C*N™ et 3P sont
enregistrées : elles donnent la distribution dedéoutes riches en liaisons amidiques
(essentiellement des protéines) et en polyphosph@esentiellement 'ADN et I'ARN)
respectivement, ce qui permet de localiser lesstres cellulaires, les organites et les noyaux
[9]. Trés récemment, Quintama al. ont montré qu'il est possible d’effectuer sucoesaent
sur la méme coupe d’échantillon, les analyses parostopie électronique par transmission
et par microsonde SIMS, ce qui permet d’identipegcisément les structures sub-cellulaires
et donc de déterminer sans ambiguité les compartsmae localisation de I'élément étudié
[11].

Pour étre analysés par microsonde SIMS, en raisonidke poussé régnant dans la
chambre d’ionisation, les échantillons de tissuveoi étre déshydratés. De plus, ils sont
généralement inclus dans une résine. L'inclusiampé de limiter I'effet de matrice c’est-a-
dire la variation du taux d’ionisation de I'élémeatétecté, en fonction de son environnement
chimique. Ceci permet d’accéder a sa distribution quantité relative, au sein d’'un
échantillon. Contrairement a la microsonde nuatgda quantification absolue des éléments
au sein d’échantillons biologiques complexes et tlifficile a réaliser en microsonde SIMS

a cause de cet effet de matrice et nécessiteddntition d’'un étalon interne [7].
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2.3. Comparaison des deux techniques

Le tableau ci-dessous résume les caractéristiggesddux techniques d'imagerie
chimique présentées précédemment [2]. La micros@IS est une technique hautement
résolutive et sensiblex( 0,05 um et 0,1 pg/g, respectivement). Cependdig, est
difficilement utilisable pour accéder a la quactfion absolue des éléments détectés. A
I'inverse, la microsonde nucléaire est 100 foismsaiésolutive et au moins 10000 fois moins
sensiblé? mais elle permet d’accéder facilement & la quiaatibn des éléments détectés car
il n'existe pas d’effet de matrice sur les signam&surés. Par conséquent, dans le cadre de
notre étude sut. digitata la microsonde SIMS a été utilisée pour la déteatidon de la
localisation subcellulaire de I'iode alors que lecmsonde nucléaire a été privilégiée pour la

détermination de sa distribution tissulaire quatitie.

Parametres Microsonde SIMS Microsonde Nucléaire

Limite de détection (ng/g) 0,1 1-10

Résolution spatiale (um) 0,05-0,1 2-5

Détection Multi-élémentaire (5 massesMulti-élémentaire
Isotopique

Quantification Relative Absolue

Epaisseur analysée 1-2 nm 10-100 pm

Nature des échantillons Déshydraté, infiltré Désatg

Tab. 13 : Récapitulatifs des caractéristiques desiotosondes SIMS et nucléaire
compte tenu des appareillages a notre disposition

3. Préparation des échantillons

Les échantillons ont été prélevés au niveau denteelet du stipe de sporophytes.de
digitata. Pour chaque technique d’analyse, a partir d&cleantillons, nous avons préparé des
coupes transversales pour étudier la distributienl'dbde au niveau des trois tissus:

méristoderme, cortex et medulla.

Au sein des tissus de digitata I'iode est principalement séquestré sous une dorm

labile que est facilement extraite par des solstiagueuses ou par I'éthanol (cf. Chapitre 1

2 En raison de la limite de détection couplée adigpeur d’analyse.
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paragraphe 2.2.). Or, les méthodes classiqueséganation d’échantillon telles que celles par
fixation chimique utilisent des bains de solutioagueuses et d’éthanol, pour fixer et
déshydrater les échantillons. Elles sont donc qddes de provoquer une redistribution et
une perte massive de l'iode contenu dans les étthastde L. digitata Pour limiter ces

phénomenes et pouvoir observer la distribution’iddd total, nous avons eu recours a deux
procédures originales alliant cryo-fixation et déhtatation par lyophilisation. Dans le cadre
de la campagne d’expériences par microsonde SIM&s avons aussi utilisé une méthode
par fixation chimique pour évaluer I'influence @etéchnique de fixation et de déshydratation

sur la distribution et la teneur en iode ainsi guel’aspect histologique des échantillons.

3.1. Echantillons pour I'analyse par microsonde nucléaie

Pour les analyses par microsonde nucléaire, dgsesduansversales épaisses de stipe
et de lame (0,3-0,5 mm) ont été cryofixées dars®pentane refroidi par de I'azote liquide
puis lyophilisées a basse température (-35°C) dansryostat, pendant cing jours (méthode
adaptée de Ortegat al [12] ). Cette méthode permet de conserver l'intégle I'édifice

cellulaire, ce qui est suffisant pour une étudautare.

3.2. Echantillons pour I'analyse par microsonde SIMS

Dans le cadre de la campagne d'expérience par soiode SIMS, deux séries

d’échantillons ont été préparées.

La premiere série d’échantillons a été préparéeupar procédure de cryofixation
différente de celle utilisée pour les échantillaigsliés a I'analyse par microsonde nucléaire.
En effet, la procédure précédemment décrite estapige pour I'obtention d’échantillons
analysables par microsonde SIMS car elle est stibeed’induire la formation de cristaux de
glace qui peuvent détruire ou déformer la strucfume des cellules [7]. Nous avons donc eu
recours a une technique de cryofixation ultra-raglidle slamming qui consiste a congeler les
coupes de tissus (0,3 mm d’épaisseur) au contantrdiroir de platine préalablement refroidi
a l'azote liquide. Cette procédure permet d’obtame solidification de I'eau sous forme
vitreuse sur une épaisseur de 15 um [7]. Les étloastont eété ensuite lyophilisés sous vide
(2.10° mBar) en augmentant progressivement la températerel10°C & -10°C (sur une
période de trois semaines) puis ils ont été igfltkentement par de la résine Spurr, a basse

température (- 10°C), pour limiter la redistributides espéces diffusibles. Finalement, la
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polymérisation de la résine a été effectuée a g5i€hode adaptée de Guerquin-Ketral.
[9]). A partir de ces inclusions, des coupes fitransversales (0,5 um) ont été réalisées a
l'ultramicrotome pour l'observation au microscopgtique et pour les analyses par

microsonde SIMS.

La seconde série d’échantillons a été préparédiyaion chimique. Le protocole a
consisté a fixer chimiquement des coupes transesrgpaisses (2 mm) dans de I'eau de mer
contenant 3% en volume de glutaraldéhyde puis déesl’'eau de mer a 1,5% de
formaldéhyde. La déshydratation a ensuite été tekecpar des rincages avec des meélanges
eau de mer/éthanol, la proportion d’éthanol étargnaentée a chaque étape de 25 %. Les
échantillons ont ensuite été infiltrés par de laim& Spurr pendant quatre jours puis
polymérisés. Des coupes fines (0,5 um d’épaisserite réalisées a I'ultramicrotome pour

I'observation au microscope optique et I'analyserp&rosonde SIMS.

Pour pouvoir évaluer la perte d'iode induite pafixation chimique, des échantillons
cryofixés et des échantillons chimiquement fixés imclus dans la résine, ont été analysés

par activation neutronique par «le Départementndifse Elémentaire » du CNRS a

Vernaison.

3.3. Résultats de la préparation des échantillons

3.3.1 Echantillons pour I'analyse par microsonde nucléar

Par microscopie optique, malgré I'épaisseur dearédlons, nous avons observé que
l'intégrité de [I'édifice cellulaire des coupes cfixges est conservée : les tissus sont

homogenes et les contours cellulaires sont biehlegs(donnée non montrée).

3.3.2 Echantillons pour I'analyse par microsonde SIMS

Les coupes transversales obtenues par fixation ighénprésentent un aspect
histologique satisfaisant quelle que soit la zoeepdélevement de I'échantillon (lame ou
stipe) et 'dge du sporophyte. Nous présentonsire itlustratif, les images obtenues, en
microscopie optique pour des coupes transversalesipge provenant d’un sporophyte jeune
(Fig. 52.A) et d’'un sporophyte plus agé (Fig. 52.B3 coupe présentée dans la figure Fig.
52.A permet d’observer les différents tissus : stéderme, cortex et medulla. La bande

fortement colorée qui recouvre les cellules médistmiques correspond au mucilage externe.
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Les coupes représentées par ces deux images aptipieété analysées par microsonde
SIMS.

Fig. 52 : Observations par microscopie optique deotipes transversales de stipe destinées a I'analyse
microsonde SIMS. Préparation par fixation chimique.

A. Echantillon prélevé sur un sporophyte jeune.
B. Echantillon prélevé sur un sporophyte plus agé.
Mu : Mucilage, Me : Méristoderme, Md : Medulla, C&ortex. Coloration : Bleu de toluidine

La préparation des échantillons par cryofixatioast'révélée problématique. Nous
n'avons pas réussi a infiltrer les échantillongidsus prélevés sur des sporophytes agés (les
échantillons «flottaient» au-dessus de la résib@clusion des échantillons provenant de
sporophytes jeunes (moins de 40 cm de long) alégsatisfaisante. Cependant, les coupes
obtenues présentent des défauts, en particuligripsweoupes de stipe. Comme illustré par la
figure suivante (Fig. 53), le tissu interne ne prés pas une histologie satisfaisante. En
particulier, on observe une atrophie des cellules cdrtex interne accompagnée d’un
élargissement des espaces intercellulaires. De lg@sisoupes obtenues sont trés friables ce
qui ne permet pas leur analyse par microsonde S@©ASobserve un détachement du contenu
intra-cellulaire résultant certainement du gonflaimaes alginates pariétaux, suite a la coupe a
l'ultramicrotome ou a l'exposition de I'échantilloa I'humidité ambiante. Cependant,

I'histologie du tissu périphérique est satisfaisant
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Fig. 53 : Exemple de coupe transversale de stipetebue par la procédure de cryofixation

1 : Cellules corticales atrophiées. 2 : Cortex mddriable. En raison de sa friabilité, cette aufa pas pu étre
analysée par microsonde SIMS. Coloration : Bletotiedine

Ces défauts d'infiltration de la résine sont sp§ais aux échantillons de digitata:
iIs ne sont pas observés sur des tissus mammitaresystématiguement sur des tissus
végétaux (Guerquin-Kern, communication personngieltilisant cette méme procédure de
cryofixation. Cette observation laisse suggérer lgusomposition particuliére de I'apoplaste
des algues brunes, en patrticulier sa richessegimatd, perturbe l'infiltration de la résine et
pourrait étre aussi a I'origine d’une déshydratatitccompléte des échantillons.

A la suite de différentes tentatives de préparatiéchantillon, nous avons finalement
réussi a obtenir des coupes cryofixées de lamefnatries, possédant une histologie et une
infiltration satisfaisante au niveau du tissu péé¢ipque. Cependant, les zones correspondant a
la medulla et au cortex interne ne présentent passtructure satisfaisante (données non
montrées). Les analyses par microsonde SIMS ont d@bé réalisées au niveau du tissu

périphérique de ces coupes cryofixées.
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4. Reésultats

4.1. Analyses par microsonde nucléaire

La campagne d’expérience a été réalisée sur lafptate AIFIRA (Gradignan,
France) sur une durée de quatre jours, en colliboravec R. Ortega et G. Deves. Les
échantillons de lame et de stipe ont été analyséaa@yen d’'un faisceau incident de protons
offrant une résolution spatiale de 5 um ou de 2 pandétection de la fluorescence X a été
effectuée pour les éléments suivants : Cl, K, |, B8 Zn, As et Br. Les analyses RBS ont
concerné C, N et O. Le traitement des donnéesdalttenues par les analyses RBS et PIXE
a eté effectué par A. Fraysse. A I'exception diwioah, les cartographies chimiques des
éléments (Z > 11), obtenues a partir des résuitaties de PIXE, sont fournies ainsi que les
teneurs locales en mggde poids sec. L'erreur standard associée a chsneur est
mentionnée : elle est déduite des caractéristigadsappareil et du bruit de fond. En ce qui
concerne le calcium, les cartographies chimiquesmtnpas pu étre obtenues a cause des
interférences de sa raie d’émissiog (4,01 KeV) avec la raie £de l'iode (3,93 KeV) et de
sa raie K (3,69 KeV) avec la raie Kdu potassium (3,59 KeV). Il est a noter qu’enaais
d’interférences spectrales, les cartographies chies et le traitement des données pour
I'iode ont été effectués a partir de la contribotie sa raie 3.(4,22 KeV). Dans le cadre de
nos échantillons, les limites de détection obsengeanalyse PIXE varient entre 2 |ihey
165 pg.d, selon I'élément étudié (Tab. 14). La limite deedéion de I'iode est relativement
élevée (165 pgh en raison des interférences spectrales. Cepentampte tenu des fortes
teneurs en iode présentes chetligitata cette limite de détection n’a pas eu d’incidesge

la quantification de I'élément.

K Fe Zn As Br [ Cl Ca

Limite de détection (ng/g) 70 2 2 2 2 165 80 220

Tab. 14 : Limite de détection des éléments détectpar microsonde nucléaire chez L.digitata

4.1.1 Analyse de sections transversales de stipe

L’analyse compléete d’une coupe transversale crgafide stipe de. digitata— depuis
le méristoderme jusqu’au centre de la medulla -€ avee résolution spatiale de 5 um révele
clairement une distribution hétérogene de l'iodex Gbserve un tres fort gradient de

répartition depuis le tissu périphérique jusqu’antee de la médulla. La teneur en iode
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diminue de 53 1,6 mg.g" dans le tissu périphérique & 8,2 mg.g dans le cortex interne
et & 0,6+ 0,2 mg.¢ au sein de la medulla (Fig. 5.A). A partir de o&sultats, nous pouvons
déduire que 80 % de liode contenu dans la sectioalysée est localisé dans le tissu

périphérigue, sur une zone qui ne représente qdé @6 la superficie totale de la section.

De maniére remarquable, le brome, le second hadogkintérét chez les algues
brunes, est aussi préférentiellement localisé aeani du tissu périphérique avec une teneur
locale moyenne de 42 0,1 mg.g". Cependant, sa répartition est relativement homege
sein du cortex et de la medulla avec des teneuiantal,65+ 0,05 mg.g a 1,02+ 0,02
mg. g* (Fig. 5.B).
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Fig. 54 : Distribution quantitative a travers une @upe transversale cryofixée de stipe de digitata

A. De l'iode (mg/g de poids sec).

B. Du brome (mg/g de poids sec).

D’apres les analyses PIXE et RBS effectuées sufamédre de 683 x 2049 pum avec une résolutionapale 5
pm. Traitement des données par les logiciels Gif@ket SIMNRA [14]

L’'analyse du tissu périphérique avec une résolutiérale de 2 um (Fig. 55) met en
évidence l'importance du gradient en iode au niveiaicouches cellulaires les plus externes.
Les teneurs locales en iode et en brome dans lstoggrme sont extrémement élevées et

atteignent 19% 5 mg.g' et 15,4+ 0,3 mg.g, respectivement.

Malgré ces différences notoires de concentratiors datissu périphérique, les teneurs
moyenne en iode et en brome sur 'ensemble deupeceont relativement proches : 4,2,2

mg.g* et 1,50+ 0,02 mg.d, respectivement.
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Les métaux traces, a savoir Fe, As et Zn, sont rrgmritairement séquestrés au
niveau du méristoderme. Les teneurs de ces éléndeantsuent tres fortement a travers le
cortex (données non montrées). Ces résultats sb@trents avec la capacité de I'apoplasme a
complexer les cations divalents. Le chlore et leaggium présentent une distribution tres
différente de celle de I'iode puisque les teneassdlus faibles sont détectées au sein du tissu
périphérique (2% 1,5 mg.g' et 52+ 2,2 mg.g', respectivement) alors que leur répartition est
relativement homogéne dans le cortex et la medehairon 109+ 2,6 mg.gt et 120+ 2,6
mg.g*, respectivement) (Fig. 55). A cause des trés $aeaeurs en iode et des interférences
spectrales qui en résultent, les teneurs en caldams le tissu périphérique n’ont pas pu étre
déterminées correctement. Il semblerait cependamicqs teneurs soient plus élevées dans le
méristoderme et que la distribution du calcium seiitivement homogéne dans les autres

tissus (7,6 0,4 & 10,8 0,6 mg.4', respectivement).

Les cartographies RBS de C et de N suggerent gligslepériphérique est plus dense

que le cortex et la medulla (Fig. 55).

Fig. 55 : Cartographies RBS et PIXE du tissu péripirique pour une coupe transversale de stipe de
digitata

Obtenues a partir des données brutes RBS et PWé&at aormalisation, par le logiciel SupaVisio [15]
Résolution : 2 um. Temps d’acquisition : 12 h. Fené235 x 235 umz. Echelle : 25 um.
L’échelle de couleur Min-Max est linéaire et proprehaque élément
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4.1.2 Analyse de sections transversales de lame

L’analyse par microsonde nucléaire d’une sectiandversale cryofixée de lame, avec
une résolution spatiale de 2 um, révele un gradéentconcentration en iode depuis le
méristoderme jusqu'au sein de la medulla (Fig. 5&®AFig. 56.B). Ce gradient de
concentration est beaucoup moins important que obkervé pour la coupe de stipe puisque
les teneurs ne varient que de %40,6 mg.g" & la limite de détection~(0,2 mg.d").
Cependant, la teneur moyenne en iode de la settidame est de 10,2 mg.g, ce qui est

proche de celle déterminée pour la section de #iget 0,2 mg.d).

La distribution du brome est quant a elle, relatieat homogéne. On note que les
teneurs les plus élevées sont détectées danstéx externe et non au sein du méristoderme.
Un léger gradient de concentration est observadybeiid le cortex externe (1,#20,07 mg.g
! jusqu'au centre de la medulla (&®,03 mg.d) (Fig. 56 et Fig. 56.C). La teneur moyenne
en brome sur la section est de 1420,01 mg.g, ce qui est proche de celle déterminée pour la

coupe de stipe (1,500,02 mg.d).

Les distributions quantitatives des métaux traca, (Ee, As) et du chlore sont
identiques & celles observées pour la sectioniple. 4ta teneur en chlore est de#3 mg.g"
dans le méristoderme alors qu’elle varie de #3mg.g-a 177+ 5 mg.g* dans le cortex et
la medulla (Fig. 56.A). De maniére remarquablepiefil de répartition du potassium est
relativement hétérogene avec des teneurs pluseli@ans le cortex que dans les autres tissus
(Fig. 56.A). Sa teneur moyenne au sein de la sed®lame (42 1 mg.g") est beaucoup
plus faible que celle observée pour le stipe (275 mg.g'). A I'opposé, la distribution du
calcium est homogéne sur toute la section, avedeatesurs variant de 124.0,6 mg.¢* a

14,8+ 0,8 mg.4".
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Fig. 56 : Cartographies et distributions quantitatives au sein d’'une coupe transversale cyofixée derla de
L. digitata

A. Cartographies RBS et PIXE obtenues a partirdidemées brutes RBS et PIXE, avant normalisationiepa
logiciel SupaVisio [15]. Résolution : 2 um. Tempaddjuisition : 12 h. Fenétre : 500 x 500 um2. Eleheb0
pm. L'échelle de couleur Min-Max est linéaire evpre a chaque élément.

B. Distribution quantitative de I'iode (mg/g de gsisec)

C. Distribution quantitative du brome (mg/g de posec)

Obtenues par le traitement des données brutes ®1RBS par les logiciels Gupix [13] et SIMNRA [14]
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4.2. Analyses par microsonde SIMS

Les expériences ont été effectuées en collaboratien J-.L. Guerquin-Kern et T-D.
Wu, sur la plateforme de microscopie ionique destitut Curie (Orsay, France), avec le
dispositif Nanosims-5¢' (CAMECA, France). Les échantillons cryofixés etntiqguement
fixés (infiltrés) ont été analysés avec une résmuspatiale de 0,1 um, sur des fenétres de
130 x 130 urha 8 x 8 prA Les anions secondaires collectés sdAt*N, 3%s, 3P0,
81Br et **I". Pour chaque anion, une image de 256 x 256 pestl®btenue. L'intensité de
chaque pixel correspond a la mesure directe du facal des ions secondaires. Les
cartographies obtenues révelent donc, pour chagpére détectée, sa distribution en quantité
relative. Comme mentionné dans le paragraphe 8<2cartographies d¥C“N’, %S et
31pl%0,  permettent de visualiser les caractéristiques ichies et morphologiques des
cellules. Dans le cas particulier de digitata le signal *S se référe aussi aux
polysaccharides sulfatés pariétaux.

4.2.1 Dosage de l'iode par analyse par activation neutigue

D’aprés les analyses par activation neutroniquetdaeurs en iode détectées dans des
échantillons de lame et de stipe cryofixés sonfdng.g* et 19,1 mg.g, respectivement.
Ces valeurs sont proches de celles données déitterature [16, 17] (cf. chapitre 1, Fig. 5
p.18). Dans les échantillons chimiqguement fixésaegpondants, on ne mesure plus que 0,50
mg.g* et 1,14 mg.g d'iode, respectivement. Par conséquent, la praeégar fixation
chimique entraine la perte d’au moins 95 % de é&ioprésent initialement dans les
échantillons dd.. digitata Ce résultat met donc en évidence que l'iode ¢hedigitata est
essentiellement sous une forme labile, ce qui ekErent avec les études de spéciation

menées par d’autres groupes de recherche suredifé& laminaires [18-20].

Les analyses des sections obtenues par cryofixidioniront la distribution de I'iode
total au sein des échantillons de L. digitata. ¢@spes chimiquement fixées pourraient, quant
a elles, permettre d'étudier l'iode dit «insolublec’est-a-dire fixé de maniére covalente

principalement a des macromolécules (cf. paragraphe
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4.2.2 Analyse de coupes chimiqguement fixées par micro&dMS

Les analyses par microsonde SIMS ont été effectusies plusieurs coupes
transversales chimiquement fixées provenant d’édlwanrs prélevés au niveau de la lame et
du stipe de différents sporophytes. L'ensemble de analyses conduit a des résultats

similaires.

Les cartographies des ions secondairesefl$ permettent de visualiser nettement les
structures cellulaires en délimitant I'apoplastes dempartiments intra-cellulaires. Certains

organites tels que les plastes sont nettementifidétes (Fig. 57).

A I'échelle tissulaire, l'iode et le brome sont @&eés principalement au niveau du
tissu périphérique : leurs signaux sont tres failviare indétectables dans les tissus internes
(cortex et medulla) (données non montrées) aloes dpifortes intensités sont détectées au

niveau des couches cellulaires les plus exterrigs §F).

En ce qui concerne la distribution sub-cellulairest Br sont trés majoritairement
localisés dans I'apoplaste (Fig. 57). Le mucilageme, c’est-a-dire la couche de mucus
protectrice qui recouvre les cellules épidermiqess,le principal compartiment de stockage.
Ce fait est clairement illustré sur la figure crep (Fig. 58) qui présente I'évolution de
I'intensité du signal de | et Br en fonction dediatance au bord externe du mucilage. De ces
résultats, nous pouvons déduire que plus de 70 %ighal total de Br et de | sur la zone

d’analyse sont détectés dans le mucilage.
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Fig. 57 : Cartographies des ions secondaires au Biau du tissu périphérique d’une section transversalde
stipe chimiquement fixée provenant d’un sporophytele L. digitata jeune

m : mucilage, me : méristoderme, c : cortex. Fen&b0 x 50 um2. Comptage : 5 ms/pixel
Chaqgue image est présentée dans une échelle logayite sur 256 niveaux qui lui est propre.
Traitement des données avec le logiciel libre Inddgé]. Microscopie optique : cf. Fig. 52.A
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Fig. 58 : Profil du signal moyen détecté pour Bret I en fonction de la distance au bord externe du
mucilage.

Profil obtenu a partir des cartographies présertiéagant (Fig. 57) par traitement avec Image J.[21
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En dehors du mucilage, | et Br sont préférentiedlen localisés dans les
compartiments extra-cellulaires des premiéres cemicellulaires (Fig. 57). Les signaux de
'iode et du brome sont tres faibles voire indébtgs dans les compartiments intra-
cellulaires (Fig. 57). Néanmoins, au sein de ceemicoupes chimiquement-fixées obtenues a
partir de sporophytes plus agés, on peut obsepisodiquement la présence de structures
intra-cellulaires présentant un signal erfCIN et S(non montré€). Pour certaines structures, on

observe aussi une réponse en REig. 59).
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Fig. 59 : Cartographies des ions secondaires auseiu cortex externe d’une section de stipe
chimiquement fixée provenant d'un sporophyte de.. digitata agé

Fenétre : 30 x 30 um2. Comptage : 15 ms/pixel. Gbamage est présentée dans une échelle logaritkemiq
particuliere sur 256 niveaux qui lui est propreaifament des données avec le logiciel libre Im§g&]
Microscopie optique : cf. Fig. 52.B.

L’analyse par microsonde SIMS du mucilage sur @méfre de 8 um met en évidence
gue le brome et I'iode ne sont pas strictemenbcaldisés : le brome est détecté dans la partie
la plus externe du mucilage alors que 'iode esi@diérement détecté dans sa partie interne,
juste au-dessus des cellules méristodermiquegsull §tre observé que le signal du soufre est
relativement homogene alors que des spots intemsesspondant a CNont corrélés a ceux
de l'iode et du brome (Fig. 60).
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Fig. 60 : Cartographies des ions secondaires au ei@au du mucilage externe d’une section transversatie
stipe chimiquement fixée provenant d’un sporophytele L. digitata jeune

m : mucilage, me : cellule méristodermique. Fené&e& 8 pm2. Comptage : 30 ms/pixel
Chaqgue image est présentée dans une échelle logayite sur 256 niveaux qui lui est propre. Traitetres
données avec le logiciel libre ImageJ [21]. Micagsie optique : cf. Fig. 52.A.

4.2.3 Analyse de coupes cryofixées par microsonde SIMS

Comme décrit dans le paragraphe 3.3, les analyaesngrosonde SIMS ont été
effectuées sur des coupes cryofixées d’'une lamespemt d’un sporophyte jeune. Les études
ont été restreintes au tissu périphérique (mérstod et premiéres couches cellulaires du
cortex externe) car le cortex interne et la medualtant pas été infiltrés par la résine de

maniére satisfaisante.

Comme précédemment, les images obtenues par letidatdes ions secondaires TN
S et PQ permettent de révéler les structures cellulaiFég. 61). Cependant, la distinction
du cytosol et des vacuoles n’est pas évidente pe@shistologique des coupes cryofixées est
comparable a celui des coupes chimiquement fixBEmanmoins, les coupes cryofixées
présentent une structure supplémentaire recouMenminucilage. Cette structure, bien
délimitée, présente une composition hétérogéne y atécéle de nombreuses particules
présentant des signaux intenses en CN, S, Br &gl 61). Ces particules pourraient

correspondre a des vésicules de sécrétions etuletlse globale a une cuticule. D’apres la
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cartographie de PQ on peut aussi suggérer que cette structure gameg a un film
bactérien (Fig. 64).

Alors que I'on s’attendait a identifier des compagnts de stockage intra-cellulaire,
les cartographies révélent que | et Br sont maweinent localisés dans I'apoplaste dans
lequel est détecté environ 60 % du signal totdhdgection analysée (Fig. 61). Cependant, la
distribution fine de ces éléments est clairemefiédinte de celle observée pour les coupes
chimiquement fixées. En effet, le mucilage extemest pas le compartiment principal de
stockage de | et Br et des signaux de plus fortensités sont aussi détectés dans les parois
cellulaires et les espaces intercellulaires du stederme et du cortex externe (Fig. 61,
Fig. 62).

Fig. 61 : Cartographies des ions secondaires au eau du tissu périphérique d’une section de lame
cryofixée provenant d’'un sporophyte dd.. digitata jeune

Tissu périphérique. m : mucilage, me : méristodemmecortex. Fenétre : 30 x 30 um2. Comptage méfpixel.
Chaque image est présentée dans une échelle logayite sur 256 niveaux qui lui est propre. Traitetravec
ImageJ [21]
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Fig. 62 : Profil du signal moyen détecté pour Bret I" en fonction de la distance au bord externe du
mucilage.

Profil obtenu a partir des cartographies de Figo&dtraitement par Image J. A comparer avec Fg. 5

L’'analyse d'un espace inter-cellulaire avec uneéfende 8 um montre une trés nette
corrélation des signaux de I, Br, CN et S (Fig.. @) ce qui concerne les compartiments
intracellulaires, de nettes différences sont ols@es entre les cellules méristodermiques
(c’est-a-dire la couche cellulaire la plus exteree)les cellules corticales. L'analyse des
cellules méristodermiques avec une fenétre de 8rg¢male I'existence de structures trés
nettement délimitées. Ces structures semblentidtra-cellulaires et se situent juste au-
dessous du mucilage. Elles présentent d’'intengesusx en | et Br mais répondent aussi en S
et CN (Fig. 64). De maniere remarquable, de tedtesctures ne sont pas observées sur les
coupes chimiquement fixées, ce qui suggere quecktenu est labile. En ce qui concerne
les cellules corticales, le signal en iode dans tstioplasme est tres faible et diffus et ne
permet pas d’identifier des structures de stockaiya-cellulaire telles que des vacuoles (Fig.
61, Fig. 63). Au niveau des sections analyséesigeal relatif au brome est d’intensité

équivalente au bruit de fond au sein des cellubesoales.
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Fig. 63 : Cartographies des ions secondaires au eiau d’un espace inter-cellulaire du cortex externd'une
section de lame cryofixée provenant d’'un sporophytde L. digitatajeune

es : espace extracellulaire c : cellule corticnétre : 8 x 8 um2 Comptage : 30 ms/pixel
Chaque image est présentée dans une échelle logayite sur 256 niveaux qui lui est propre. Traitetavec
Imaged [21]

Fig. 64 : Cartographies des ions secondaires au e@u du mucilage et des cellules méristodermiquesuiie
section de lame cryofixée provenant d’'un sporophytde L. digitatajeune

m : mucilage, me : méristoderme, si : structure identifi€e qui pourrait correspondre a un film tésien.
Fenétre : 10 um Comptage : 15 ms/pixel

Chaqgue image est présentée dans une échelle logayite sur 256 niveaux qui lui est propre. Traitetres
données par ImageJ [21]
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5. Discussion

5.1. Spéciation et teneurs en iode

Les analyses par activation neutronique des coclpieiquement fixées et cryofixées
mettent en évidence que l'iode est trés majoritadngt stocké (> 95%) au sein des tissuk.de
digitata sous une forme labile. Ce résultat est tout &cfairent avec les études de spéciation

décrites dans la littérature.

Lors de la fixation chimique, les lavages aqueuttad@nent un relargage massif des
especes labiles. Cependant, une faible part despEsces peut étre re-localisée en particulier
au niveau de structures denses. Il est en génapdsisible d’évaluer I'importance de ce
phénomene. Cependant, dans le cas de notre éudisiribution sub-cellulaire de l'iode et
du brome que I'on observe au niveau du mucilageregt(cf. Fig. 60) n’est pas cohérente
avec ce phénoméne de relocalisation qui aurait @nuee localisation identique pour ces
deux éléments. Compte tenu de cette observatide &t cohérence de nos résultats avec les
études de spéciation, nous proposons que l'analgsecoupes chimiquement fixées permet
d’étudier trés majoritairement la distribution despéces de liode (et du brome) dites

insolubles c’est-a-dire fort probablement fixéesmmiere covalente & des macromolécules.

Dans le cadre de notre étude, le principal incoiarérde la fixation chimique devient
un précieux outil pour étudier une forme d’iodestrgéinoritaire (moins de 5% de I'iode total)

qui serait tres difficile de détecter autrement.

Les analyses des coupes cryofixées nous rensejgnentt a elles, sur la distribution
de la quasi-totalité de l'iode contenue dans lssus delL. digitata En effet, lors de la
préparation des échantillons par cryofixation eplyilisation, la seule perte potentielle d’iode
correspond a celles des especes volatiles. Cesasspent certainement trés minoritaires au
sein des tissus de l'algue. Dailleurs, les teneumyennes en iode des coupes cryofixées
obtenues par activation neutronique et par sondéaive sont du méme ordre de grandeur

que celles décrites dans la littérature [16, 18].

Cependant, a titre anecdotique, il peut étre olésque les teneurs en iode obtenues en
sonde nucléaire (1% 0,2 mg.g et 4,2+ 0,2 mg.g pour la lame et le stipe, respectivement)
sont nettement plus faibles que celles détectéeanadyse par activation neutronique (11,70
mg.g* et 19,1 mg.g pour la lame et le stipe, respectivement). Ce tésslexplique par la

variation des teneurs en iode ctedigitataen fonction de la période de récolte, de I'age des
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sporophytes et de la zone de prélevement de I'éilbar{16]. Il est a noter que les teneurs
moyennes en brome sont de 'ordre de 0,1-0,2 %oailissec pour les coupes cryofixées, ce

qui est cohérent avec une étude antérieure menées@chantillons de japonical[22].

5.2. Distributions tissulaire et sub-cellulaire de I'iock insoluble

Les analyses SIMS effectuées sur des coupes traa® chimiquement-fixées de
stipe et de lame dk. digitata montrent clairement que les formes insolubles l@&snet
iodées sont tres majoritairement localisées auanivke I'apoplaste du tissu périphérique (Fig.
57). Le mucilage externe est indéniablement le @timpent principal de stockage de ces
formes. Ces résultats confortent et affinent I'étpdr microsonde X de Pederstral. [23].

Difféerentes études de localisation des activitésoypglases suggerent que les
halopéroxydases a vanadate sont majoritairemeatisées dans le tissu périphérique (voire
au niveau apoplastique) [24-26]. Puisqu’en présalecebO,, ces enzymes sont capables de
générer des especes diffusibles et halogénantés@ids pouvons donc proposer que les
VHPOs sont responsables de la biosynthése et tedisation de ces espéces insolubles
iodées et bromées. Compte tenu des données expéales nous ne pouvons pas déterminer
la nature de ces molécules. Cependant, puisquearal/ses SIMS montrent une forte
corrélation des signaux de |, Br et CN dans l'apsf@, il pourrait s’agir de composés
polyamidiques et en particulier de protéines (FQ). Cette hypothése est renforcée par
plusieurs études de spéciation qui ont montré ésegce de mono-iodotyrosine et de di-
iodotyrosine dans des hydrolysats protéiques oltamartir d’échantillons de laminaires [19,
20, 28]. Plus récemment, des études par spectiesdi@hsorbance X et par spectrométrie
de masse ont mis en évidence l'incorporation dseWBrdes résidus aromatiques de la vBPO
native dA. nodosunfi29]. Néanmoins, nous pouvons envisager la présgiacgres Composes
halogénés de type lipides ou polyphénols (qui tdtobservés chez d’'autres especes) méme

si jusgu’a présent, de telles molécules (halog§méest pas été isolées chezdigitata.

Le role physiologique de ces molécules halogénésslubles est actuellement
inconnu. Compte tenu de leur localisation, ils paent s’agir de précurseurs des composes
volatils halogénés (CVHSs) impliqués dans les méraas de défense dedigitata En ce qui
concerne la vBPO A&. nodosumFeiterset al ont proposé que I'halogénation puisse étre une
modification post-traductionnelle qui contrdle saxtivité [29]. Cette hypothése n’a pas été,
pour I'heure, vérifiee. A titre de remarque, il pettre supposé que le métabolisme des

especes halogénées insolubles puisse varier aéige u sporophyte et étre lié a des
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mécanismes d'adaptation au milieu. En effet, noumms observé épisodiquement, au niveau
du cortex d’échantillons provenant de sporophytgésa des structures intra-cellulaires
répondant en’ Iqui ne sont pas détectables sur des échantillerspdrophytes jeunes (Fig.
57, Fig. 59). Lors de leur étude, Péderseal. ont eux-méme détectés de I'iode au niveau de
vésicules intra-cellulaires supposées étre desaalegs . Cependant, ils ont observé que ces
entités n’étaient pas détectables sur tous lemnéttbas analysés et que leur présence pouvait

étre corrélée a la période de récolte et/ou a Itgesporophytes de laminaires [23].
5.3. Distributions tissulaire et sub-cellulaire de I'iock total

5.3.1 Principaux résultats obtenus

Les analyses par sonde nucléaire effectuées suédeantillons cryofixés de.
digitata mettent nettement en évidence que l'iode est pahement accumulé dans le tissu
périphériqgue (méristoderme et couches cellulaiessplus externes du cortex) a hauteur de
80% et 50% pour les sections de stipe et de lagspectivement (Fig. 54.A, Fig. 56.B). Ceci
implique un trés fort gradient de concentrationparticulier au niveau du stipe. Ces résultats
confirment les anciennes études menées par Haugretn sur des coupes transversales de
stipe delL. hyperborea[30] et démontrent le role prépondérant du médistme dans
I'accumulation de l'iode chek. digitata La distribution quantitative du brome est quelque
peu différente de celle de I'iode, en particulieuples échantillons de lame (Fig. 54.B, Fig.
56.C). Néanmoins, le compartiment de stockage ipahcdu brome est aussi le tissu
périphérique. A I'exception du brome, il est difiicde corréler la distribution de I'iode avec
celle d'un autre élément. Cependant, il peut étté u’au niveau du stipe, le méristoderme
présente une composition différente de celles deestissus : il est plus dense, moins riche
en potassium et en chlore et susceptible de pefrsdes teneurs plus élevées en calcium que
les autres tissus (Fig. 55). Ces éléments poutrétemliés a sa trés forte capacité a séquestrer
I'iode.

Les analyses du tissu périphérique des coupes figes par microsonde SIMS
mettent en évidence que le compartiment de stocllagéode et du brome est I'apoplaste,
principalement au niveau des espaces intercelhglagt des parois des cellules corticales

(Fig. 57). Cette distribution subcellulaire estttaufait inattendue puisque les mécanismes de

13 physode : vésicule riche en polyphénol
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captation de I'iode proposés par Shaw et Kupgpeal [17, 31] supposent des compartiments
intra-cellulaires de stockage que nous pensiorsdéts vacuoles et/ou des physodes.

Cette localisation apoplastique permet d’expliqoertains résultats antérieurs. Par
exemple, Kippeet al. ont observé que les protoplastes obtenus a pigthantillons dd..
saccharinane contiennent plus que 20 % a 50 % de la teneundminitialement présente
dans les tissus [17]. Il a été proposé que ce phéne serait di au stress oxydant induit par
la dégradation enzymatique des parois cellulaCesapte tenu de nos résultats, nous pouvons
proposer que cette perte découlerait de la degtrudu compartiment de stockage principal

de l'iode c’est-a-dire de I'apoplaste.

Cependant, des structures intra-cellulaires prasénin fort signal en | et en Br sont
observables au niveau du méristoderme. Ces stascha correspondent pas a des vacuoles a
cause de leur contenu riche en S et CN. Leur posiiment (juste au-dessous du mucilage)
et leur contenu potentiellement labile nous forgggrer qu'il s'agit de vésicules de sécrétion
(Fig. 64). Ces structures doivent certainement rjaue réle clé dans les mécanismes de
captation et/ou d’efflux d’iode. Elles pourraientre2 a l'origine de certaines réponses
physiologiques tres ponctuelles (telle que lesugfftiodure et I'émission de composés
volatils iodés suite a I'élicitation par les oligdgronates, par exemple). L'identification des
structures intra-cellulaires méristodermiques darestdonc un enjeu fondamental, méme si

elles ne sont pas le principal compartiment dekstge de I'iode

En conclusion, les analyses par microsonde nueléair par microsonde SIMS
démontrent que l'iode et le brome sont principalenstockés par le tissu périphérique, au
sein du compartiment apoplastique.

5.3.2 Corrélation entre la distribution et les réles psiplogiques de I'iode

La localisation commune de l'iode et du brome areau de I'apoplaste suggere que
ces éléments jouent un rdle physiologique similaliezL. digitata lls pourraient de plus,
étre en compétition dans le mécanisme de captdfiependant, les quantifications obtenues
par microsonde nucléaire mettent en évidence quegeort molaire n(l)/n(Br) dans le
méristoderme est 30000 fois supérieur a celui tiaaa de mer, ce qui illustre la trés grande

sélectivité de.. digitatapour I'iodure.

Comme présenté dans le Chapitre 1, il est forterseggéré que, chezaminaria
digitata, le métabolisme de l'iode soit impligué dans deécamismes de défense. Les
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distributions tissulaire et subcellulaire que noaisservons sont cohérentes avec cette
hypothése. En effet, I'iode est accumulé préféedlietnent dans le tissu périphérique qui est
continment exposé aux stress biotiques (épiptbdetérie) et abiotiques (exposition aux
UVs, dessiccation). De plus, sa localisation aun s |'apoplaste et dans des vésicules
méristodermiques laissent imaginer une re-mobitiratapide permettant la synthése et la
libération de composés biocides tels que les coéspamlatils iodés (CVIs) et l'iode

moléculaire (J).

De maniére remarquable, on note aussi une certairélation entre la distribution
tissulaire de liode et le siége du burst oxydartsesvé lors de I'exposition aux
oligoguluronates d’échantillon de lame de digitata [32]. Ceci renforce I'hypothése
proposée par plusieurs auteurs selon laquelled’iserait impliqué dans un mécanisme de
contrdle du stress oxydant et que les CVIs résidint, en partie, du piégeage des especes

activées de I'oxygene [33, 34].

L’ensemble de ces observations nous ameéne a cendue la localisation
préférentielle de I'iode au niveau de l'apoplaste tibsu périphérique de. digitata est

cohérente avec ses roles physiologiques proposédaléttérature.

5.3.3 Propositions de nouveaux mécanismes d’accumulatianl'iode ?

Dans le Chapitre 1, nous avons présenté le mécardgntaptation et d’accumulation
des iodures chek. digitata, actuellement admis. Pour rappel, ce mécanismeopeogue
I'lodure serait oxydé par une VHPO apoplastiqueuea espece lox £ IOH voire k) qui,
étant plus lipophile, pourrait traverser les membg pour étre accumulée dans le
compartiment intra-cellulaire apres réduction. Bihmhécanisme n’est donc pas cohérent avec

la localisation apoplastique de I'iode que nousnavabservee.

Compte tenu des données de la littérature et deasostats d'imagerie, nous pouvons
proposer des mécanismes de captation de I'iodumgatbles avec cette localisation sub-
cellulaire. Si I'on reprend les données de larittére, nous pouvons considérer que certains
points ont été démontrés ou sont tres fortemergénég :

» La forme d’iode captée a partir de 'eau de mertest probablement I'iodure
d’apres les travaux de Kelly et Baily s& nodosum[35]. (Ce résultat a éte

confirmé ched.. digitata (Fievetet al, résultat non publié)).
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» Les différentes études de spéciation ont démoniee lgpde est principalement
stocké sous une forme inorganique labile chez $gp®aes appartenant au genre
Laminaria [18-20]. Cependant, la forme exacte séquestrégasaété démontrée

bien que la plupart des auteurs s’accordent aggities’agirait de I'iodure

= L'intervention d’'un mécanisme oxydatif dans le mésme de captation de I'iode
chezL. digitataa été confortée par plusieurs études [17, 31].r@emrésenté dans
le chapitre 3, nous avons observé que des moléogdegssant avec lox bloquent

l'influx d’iodure chezL. digitata.

De plus, nos données d’'imagerie mettent en évidelaiement une corrélation entre
les signaux I, CN et S (Fig. 61.B). Or, CN et Stfggférence a des macromolécules telles que
des protéines et/ou des polysaccharides sulfatésqu® I'iode est tres majoritairement sous
une forme inorganique labile, nous pouvons suggter son accumulation au sein de
'apoplaste repose sur la complexation de [I'espénerganique par un édifice
macromoléculaire composé de protéines et/ou despobtharides.

A partir de ces observations, du mécanisme préc@aemndéfini par Shaw et Kupper
et al et en admettant que la forme stockée soit I'iedaopus pouvons proposer le mécanisme
suivant (mécanisme 1, Fig. 65): Liodure serailesivement oxydé par une vIPO
apoplastique en une entité lox qui diffuserait ddagoplaste. Cette espece serait ensuite
réduite et complexée au sein d’'un édifice macrooudére. Durant ce mécanisme, une faible
proportion de lox est susceptible de réagir avecslgbstrats organiques environnants, en
particulier, avec les résidus aromatiques des imegé L'intervention d’une vHPO et plus
précisément d'une vIPO, permet dexpliquer la déléé pour l'iodure alors que les

concentrations en chlorure et en bromure, dans Beamer, sont bien plus élevées.
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Fig. 65 : Mécanisme 1, affinement du mécanisme propé par Kiipperet al.et Shaw

Cependant un tel mécanisme est problématique ddimt de vue physiologique. En
effet, est-il possible d’avoir dans le méme conipsht une réaction de réduction et
d’oxydation ? Peut-on envisager que [I'apoplaste s étre organisé en micro-
environnements possédant des potentiels redoxsqildepécifiques ? Ce mécanisme n’est-il

pas trop colteux d’un point de vue énergétique ?

Compte tenu de ces interrogations et des douteseowent la réelle spéciation de
I'iode dans les tissus de digitata, nous pouvons proposer un second mécanisme (nséaani
2, Fig. 66) basé sur I'oxydation sélective des redypar une vHPO apoplastique suivie de la
séquestration de l'espece lox générée au sein damplexe macromoléculaire. Un tel
mécanisme apparait plus simple et moins colteusgétiguement. Il est conforté par le fait
que la complexation de polyiodures (let autres formessl..) par des entités
polysaccharidiques ou polyamidiques telles que itlam ou le polyvinyl-pyrrolidones sont
décrites dans la littérature [36, 37]. En partieyligrace a leur stabilité, les complexes
polyiodures — polyvinyl-pyrrolidone sont utilisés tarmulation, a la place de la traditionnelle

solution de lugol, pour permettre une libérationtcdlée des especes oxydées de l'iode.
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Fig. 66 : Mécanisme 2, mécanisme proposant quenfest pas la forme stockée dans les tissus

Le mécanisme 2 est donc plus satisfaisant « conelgnent » que le mécanisme 1. Il
permettrait &.. digitatad’avoir un stock de biocides prét a I'emploi. DeglI’'accumulation
d’'une forme oxydée telles que I0H, du, plus vraisemblablement h’est pas totalement
incohérente avec une régulation du stress oxydaisgpe par exemple, ces especes sont
capables d'assister la dismutation d€®©k Cependant, d’un point de vue physiologique, tl es
légitime de se demander si 'accumulation de I'isdes une forme réactive telle quelOH

ou lz” est compatible avec la viabilité des cellules emnantes.

En considérant les données de la littérature midldele de Shaw et Klpper al, nous
avons donc proposé deux mécanismes de captatibiodiere chezL. digitata compatibles
avec une localisation apoplastique de l'iode. Ceéxanismes reposent sur l'intervention
d’'une VHPO (pour la sélection d§ ket sur la complexation de I'iode inorganique par
complexe macromoléculaire. Ce complexe pourraiefaitervenir une entité cationique (qui
pourrait étre GA compte tenu des résultats de sonde nucléairedyriies polysaccharides
apoplastiques sont essentiellement anioniques.ndapé nous ne sommes pas en mesure de
choisir entre le mécanisme 1 et 2 a cause des glexistant sur la spéciation de l'iode

Vivo.

Ces mécanismes ne sont que des propositions pieatarles recherches a venir sur

trois axes qui nous semblent principaux :

» La détermination de la spéciation de I'iddesivo
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= La confirmation de I'implication d’'une vHPO
= L’identification de la structure complexante
En effet, il se pourrait que le mécanisme réel phis compliqué avec peut étre,

I'intervention des cellules méristodermiques.

6. Conclusion générale et perspectives

Par une démarche tout a fait originale basée suooiabinaison de deux techniques
d’'imagerie chimique, nous avons obtenu la distrdyutissulaire quantitative et la localisation

subcellulaire de I'iode, au sein d’échantillonslLdeligitata

Puisque I'iode est majoritairement stocké sousfarmae labile au sein des tissuslde
digitata, cette étude a nécessité l'utilisation de procéslute préparation d’échantillon non
conventionnelles. Le recours a la cryofixation ¢ déshydratation par lyophilisation nous a
permis de préserver la distribution et la teneuricae au sein de coupes transversales
(cryofixées) de stipe et de lame Idedigitata En tirant profit du principal inconvénient de la
procédure par fixation chimique (c’est-a-dire liargage des especes labiles), nous avons de
plus, obtenu des coupes transversales (chimiquenfieées) permettant d’étudier
principalement la distribution de I'iode insolubl&je forme trés minoritaire (< 5%) présente
au sein des tissus de digitata.

Les analyses par microsonde SIMS des coupes chemient fixées ont révéelées que
I'iode insoluble — correspondant tres probablem&ntes macromolécules iodées — est
majoritairement localisé dans le tissu périphériquéncipalement au niveau du mucilage
externe ainsi qu'au sein des espaces intercekglaette distribution pourrait étre similaire a
celle des activités péroxydases, ce qui suggerelemesHPOs sont responsables de la
synthese et de la localisation de ces especesatugende ces especes iodées et leur réle sont a
I'heure actuelle inconnus. Cependant, nos obsemnatexpérimentales ainsi que diverses
études de spéciation suggerent tres fortemeritmugse s’agir en parti de protéines. Compte
tenu de leur localisation subcellulaire, ces mdEsindées pourraient étre des précurseurs de

composes volatils iodés.

Les analyses par microsonde nucléaire sur des saupgefixées de lame et de stipe
ont mis en évidence que liode total est trés ni@joement localisé dans le tissu
périphérique. De plus, par analyse par microsont#SSnous avons montré que, dans le

tissu périphérique de la lame, l'iode total estpgstique, ce qui est tout a fait inattendu.
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Cette distribution périphérique et apoplastiqudé dermettre au stock d’iode (essentiellement
sous forme inorganique) d’étre accessible et famlet re-mobilisable dans le cadre d’'une
activité anti-oxydante ou d’'un mécanisme de défetsmis avons observé que le brome
occupe le méme compartiment que l'iode, ce qui euggu’il posséde un mécanisme de

captation et un role physiologique similaires.

La localisation subcellulaire de l'iode que nousra observée remet en question le
mécanisme de captation gdardigitata proposé par Shaw et Kuppetrral.. Compte tenu des
données de la littérature et de nos observatianss avons été en mesure de proposer deux
nouveaux meécanismes compatibles avec la distribw@oplastique de I'iode (Fig. 65, Fig.
66). Ces mécanismes reposent sur l'action d’'uneQ/H&ont le rble est de sélectionner
spécifiguement I'iodure) et sur le stockage dedé@ar un complexe macromoléculaire qui
est, a I'heure actuelle, inconnu. En raison desegoconcernant la spéciation de I'iode chez
digitata, nous ne sommes pas en mesure de privilégier sielex mécanismes. D’ailleurs,
ces modeles sont purement spéculatifs et ont paudd dégager des axes de recherche qui

permettront d’élucider le mécanisme réel de camtale I'iode chet. digitata

Dans ce contexte, le point crucial est la détertionade la spéciation de l'iodi
vivo. Kiipperet al ont analysé par EXAFS (raig e I'iode) des échantillons de lamelde
digitata. Leurs résultats montreraient que l'iode seraijonitairement stocké sous forme
d’iodure (résultats non publiés). Pour compléter @sultats, il serait intéressant d’envisager
I'utilisation de microsonde XAS qui permettrait déterminer sans ambiguité la spéciation de

I'iode au sein des différents tissus (méristoderrneex et medulla).

Une fois la spéciation de l'ioda vivo établie, une stratégie pourra étre mise en place
pour identifier son mode de séquestration dan®psme. Nous pensons que le mécanisme
mis en jeu est la formation d’un complexe avecrdasromolécules. Cette structure pourrait
étre identifiée en effectuant des expériences patian d’iode en présence & & partir de
différents systémes (algue lyophilisée, extraitpdeoi cellulaire, extrait de polysaccharides
pariétaux...) de telles sortes a identifier la stietminimale capable de séquestrer I'iode.
Des analyses chimiques permettraient ensuite diftiria nature des complexants.

Parallelement, des études complémentaires d’'imagen microsonde SIMS devront
étre menées. Ces études nécessitent au préakbidibration de la procédure de préparation

des échantillons par cryofixation.
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Nous pourrions ensulite :

= Compléter I'étude concernant la distribution suhdaire de l'iode : il faut en
particulier démontrer que cette distribution esigipendante de I'age du sporophyte,
de la zone de prélevement (stipe, lame, haptérdy ¢issu étudié (méristoderme,
cortex, medulla). Ces points n'ont pas pu étre angsl au cours de notre étude, a
cause d’'une mauvaise infiltration des échantillpasla résine. Or, les résultats de
microsonde nucléaire mettent clairement en évidémpeésence d’'iode au sein des

tissus internes<(0,5 mg.@).

= Déterminer la nature des structures intracellutaméristodermiques riches en iode,
en adoptant une méthodologie couplant microscogietransmission électronique
puis microsonde SIMS (selon la procédure utilisée Quintanaet al [11]) : ces
structures pourraient jouer un réle clé dans leamise de captation et/ou d’efflux

de l'iode.

= Etudier le devenir de lioden vivo au cours du temps par tracage avec un
radioisotope de l'iode'td), comme cela a été effectué sur le follicule thjien
(pour illustration [7]}*. Cette étude permettrait de déterminer les étapes
mécanisme de captation et de séquestration deel'midde révéler le rbéle des
cellules meéristodermiques. Une perspective plusitdgie serait d’étudier la
migration a longue distance de I'iode a traversdeex et au sein de la medulla. Ce
phénomeéne a été mis en évidence pour I'iode part &tred [38].

D’'un point de vue technique, cette étude démord@recdmplémentarité de deux
techniques d’'imagerie chimique : la microsonde SlEISla microsonde nucléaire, pour
I'étude de la distribution d’éléments (traces) dales échantillons biologiques complexes.
Nous pensons que ces technigues seront de plutugnutiisées en analyse biologique et
gu’elles offrent de nouvelles perspectives d’appeoour les études physiologiques

concernant les mécanismes de transport et de $Ejioes

4 .a microsonde SIMS permet la détection différdketides isotopes d’'un méme élément
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Partie 2

Thématiqgue Mammifere

Etude du mécanisme de captation de l'iodure par le
symporteur N&/I°
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Introduction

Cette partie est dédiée a la thématigue Mammifeecerne, plus précisément, le
symporteur N&I" (NIS). Comme mentionné dans la partie Objectifstettégies, nous avons
poursuivi les travaux de thése du Dr. Lecat-Gudjait a la suite d’'un test de criblage a haut-
deébit, ont permis lidentification d’inhibiteurs da captation d’iodure chez des modéles
cellulaires exprimant la protéine hNIS. Nos objisgtrrincipaux ont consisté a mettre au point
la synthése quantitative de ces inhibiteurs, adealieur activité et a initier une stratégie

d’identification de leurs protéines cibles par gmarquage d’affinité.

Dans ce qui suit, nous décrirons des méthodes rdifaation des protéines cibles
utilisées en génétique chimique directe ainsi geiecdntexte biologique de notre étude
(Chapitre 1). Aprés avoir présenté I'avancemenpijet de recherche sur le NIS par notre
groupe, nous décrirons les voies de synthese raisesint pour I'obtention des inhibiteurs et
de leurs analogues photo-activables ainsi que &atuations biologiques sur deux lignées

cellulaires modeles (Chapitre 2).
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Chapitre 1 : Introduction bibliographique

1. Meéthodes d’identification des protéines cibles enépétique chimigue

La premiere étape de la génétique chimique diremtsiste a rechercher une molécule
(ou hit) capable de générer un phénotype particidie un systeme cellulaire ou un
organisme. La seconde étape consiste a ident#igrdtéine cible de cette molécule. Cette
stratégie permet donc d’'identifier les effecteurstgiques du mécanisme biochimique,
souvent complexe, responsable du phénotype étOdj&e phénotype peut étre représentatif
d’'une pathologie donnée. En recherche pharmaceuggploratoire, la génétique chimique
directe permet donc a la fois de mieux compreneseniécanismes biochimiques impliqués
dans une pathologie, de définir de nouvelles apm®cthérapeutiques et de valider le
mécanisme d’action de la molécule étudiée qui ae\aesi une molécule candidate pour la

mise au point d'un nouveau médicament.

Compte tenu de ces enjeux, de tres nombreusesgitat d'identification des
protéines cibles de molécules d’intérét biologique été développées ou sont en cours de
validation. Il serait trop long de détailler 'emsble de ces techniques qui font I'objet de
différentes revues auxquelles nous renvoyons l¢éedec[1-4]. Dans ce qui suit, nous

présentons les approches les plus courantes owths,nes plus citées dans la littérature.

1.1. Approches par déduction

L’identification de la protéine cible d’'une moléeupeut étre obtenue grace a une
étude approfondie du phénotype qu’elle provoqugréte aux données de la littérature. En
effet, il est possible qu'une expérience de biodhimu de génétique ait précédemment
conduit a I'obtention d’'un phénotype équivalentedutinduit par la molécule, ce qui peut

aider a I'identification de sa protéine cible ougkne correspondant.

La découverte du monastrol illustre parfaitementeceéémarche. Cette molécule a été
identifiée a la suite d’'un test de criblage a hdltit dédié a I'identification de molécules
bloquant la division cellulaire. L’équipe de reatte qui a réalisé cette étude avait pour but
d’identifier des molécules ayant un mécanisme @acoriginal. Le test de criblage a haut-
débit a été suivi d’'un test secondaire vitro pour éliminer les molécules bloguant la
polymérisation de la tubuline, car ce mécanismé &ian connu. L'effet des molécules

restantes sur la distribution intracellulaire dasrotubules, de I'actine et de la chromatine a
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éte étudié en détail, ce qui a permis d’identitiae molécule induisant un phénotype tout a
fait original : le monastrol. Les cellules incubéssprésence de monastrol sont bloquées en
pré-métaphase et présentent un fuseau mitotiqueastnal. Or, un tel phénotype avait été
précédemment obtenu par des anti-corps dirigésecdatkinésine Eg5 [5]. Grace a cette
observation, il a été proposé puis démontré quedeastrol est un inhibiteur spécifique de la
kinésine EQ@5 [6, 7]. L'identification du monastetl de sa protéine cible a permis a la fois de
proposer une nouvelle orientation thérapeutiquetreohe cancer mais aussi un outil
pharmacologique pour étudier les mécanismes lida formation du fuseau mitotique

bipolaire.

Cependant, dans la plupart des cas, une telle eppwar déduction ne peut pas étre
réalisée car aucune piste ne se dégage de maniéemt®. Des approches plus systématiques

et non biaisées ont donc été développées pour fteertiiglentification des protéines cibles.

1.2. Approches non déductives

Comme nous l'avons évoqué précédemment, ces méthsmid multiples et il est
difficile d’effectuer un inventaire exhaustif. Leapproches peuvent étre aussi bien
génomiques que protéomiques: on peut citer, pample, les approches basées sur
I'extinction de geéne par interférence a ARN ou eaatelles basées sur I'étude des profils de
transcription ou du protéome induit par la moléc{e 8]. On distingue, de plus, les
approches dites d’affinité. Elles sont fondéeslaueconnaissance spécifique de la molécule
d’étude (ou ligand) par sa protéine cible c’esira-dur la formation du complexe ligand-
protéine cible. Les approches d’affinité sont ddeis en deux groupes: les approches

d’affinité dites génomiques et les approches diéfidites biochimiques [9].

1.2.1 Les approches d’affinité dites génomiques

Ces approches consistent a identifier la protéiipie par I'identification de son géne.
Elles s’appuient sur I'expression de banques d’ADINgs approches les plus représentatives
sont les techniques « 3-hybrides » et « drug warsteque nous présentons dans la figure
suivante (Fig. 67) [2, 10]. Pour illustration, lachnique « 3-hybride » a été récemment
utilisée dans une vaste étude dédiée a la détaronindu spectre des protéines cibles
d’inhibiteurs de kinase cycline-dépendante telslguRoscovitine ou le Purvalanol B [11]. La

premiére étude utilisant la technique « Drug werstea concerné HMN-154, un anti-
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cancéreux de la famille des benzenesulfonamidés aflermis de mettre en évidence que ses

protéines cibles sont le facteur de transcriptiéaY\B et la thymosing-10 [12].

Ces approches d'affinité génomiques sont présermtéasme efficaces, rapides a
mettre en ceuvre et surtout sensibles (grace athoahes d’amplification de 'ADN par PCR).
Elles sont particulierement intéressantes pourelliidication de protéines faiblement
exprimées telles que les facteurs de transcript©ependant, elles présentent certaines
limitations. Il est possible que la fusion ou unuvas repliement — comme cela a été observé
pour certaines protéines cytosoliques eucaryotpareges cheEscherichia col- rendent la
protéine cible incapable de se lier a son ligande Weconde limitation réside dans le fait
gu’un seul ADNc et donc qu’une seule protéine gptineée a la fois, ce qui rend impossible

la mise en évidence de cibles correspondant aateplexes protéiques [2].

1.2.2 Les approches d’affinité dites biochimiques

Les approches d’affinité dites « biochimiques »Sistent & séparer la protéine cible
d’'un milieu complexe en tirant profit de son afféipour son ligand. On distingue deux
méthodes : la chromatographie d'affinité et le phwdrquage d’affinité. Elles nécessitent de
modifier chimiquement le ligand pour pouvoir récigyéle complexe ligand-protéine cible.
En comparaison avec les approches d’affinité diggsomiques (cf. paragraphe 1.2.1), ces
techniques sont plus accessibles a des non-sgéesalien particulier a des équipes de

chimistes.

Dans ce qui suit, nous allons présenter plus emildatchromatographie d’affinité et
le photomarquage d’affinité que nous avons envsaigns le cadre de notre projet de
recherche.
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A : Approche 3 hybrides (Y3H)

Protéine Hybride 1 Ligand Hybride  Protéine Hybride 2 Cha‘?l_“e clone_ de levure exprime deux
/ protéines hybrides :

Protéine Hybride 1 est la fusion d'une

protéine se fixant a 'ADN (DBD) et d'un

‘R G
récepteur R.
‘ Protéine Hybride 2 est constituée d'un
domaine d’activation de la transcription
[

I DN (AD) fusionné a la protéine P codée par un
ADNCc de la banque.

On introduit le ligand hybride constitué
d’'une partie L se fixant au récepteur R

H accroché par un bras espaceur au ligand
R P dintérét S.

Transcription
du géne rapporteur  Si la proteéine P codé par I'ADNc est la

protéine-cible du ligand S alors la
formation du complexe permet I'activation
du géne rapporteur par le domaine AD.

Dimérisation

DBD

B : Drug Western

Chaque bactériophage est vecteur
d’'un seul ADNc de la bibliothéque
qui sera exprimé chez la bactérie

I IR
i E bt

hote

Transfert des
protéines -

Infection
—_—

Colonie de bactérie Plaques de lyse. Une plaque de Filtre nitrocellulose
Sur boite de petri lyse = expression d’'un ADNc

Détection par immunomarquage
1. + ligand conjugué a la BSA
2. + AC anti-BSA couplé HRP

Protéine-cible

Récupération de la plaque =
de lyse correspondante =
(boite de Petri) -

\4

Purification et
séquencgage de
I'ADN ¢

Fig. 67 : Méthodes d’identification de protéines diles par des approches d’affinité dites génomiques

A. Approche 3-hybrides d'aprées King [2].

B. Approche Drug Western d’aprés King [2] : Chaglexue de lyse correspond a un seul bactériophageyp
d’'un unique ADNCc de la banque. Les protéines dagy@s de lyse sont transférées sur filtre nitrolede. La
protéine cible est détecté par immuno-marquagdigded est couplé a la BSA qui est reconnue panii
corps anti-BSA couplé a la HRP. Sur la boite deipa repére la plague de lyse ayant exprimé dagame cible
afin de récupérer le bactériophage correspondanpratéine cible est identifiée par séquencageANc
porté par le bactériophage. HRP : Horseradish Rdae&. BSA : Bovine Serum Albumin.
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1.3. La chromatographie d’affinité

1.3.1 Principe et illustration

La chromatographie d’affinité est utilisée en roatpour la purification de protéines
en particulier recombinantes. Dans le cadre degl@tique chimique, elle est utilisée pour
I'identification des protéines cibles de molécubeganiques d’intérét biologique. Dans ce cas,
le ligand est immobilisé sur une phase solide @sine). L'extrait cellulaire (lysats ou
fractions) d’intérét est passé sur cette colonrafidité. La protéine cible est retenue par
complexation avec son ligand. Apres lavage de lanc® pour éliminer les protéines en
interaction non spécifiqgue (du moins en partiepratéine cible est éluée. L’extrait protéique
obtenu est purifié et analysé par gel d’électropser L'identification de la protéine s’effectue

grace a son empreinte peptidique massique détegrparespectrométrie de masse (Fig. 68).

Dépét fraction
ou lysat cellulaire

‘ ‘ Formation Lavage Elution de la

complexe protéine cible
©® o [® o ® o MG
©® o [® o © o @ o
¢
¢
!
@ : Ligand

Purification et analyse : Electrophoréese
Identification : Spectrométrie de masse

Fig. 68 : Principe de la chromatographie d'affinité
Pour illustration, on peut citer les travaux comeet le trapoxin, un peptide bactérien

bloquant le cycle cellulaire chez les cellules maf@ras et inhibanin vivo la déacetylation

des histones. Une des deux protéines cibles ispiéeshromatographie d’affinité a partir
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d’extraits de thymocytes présentait une forte hamgiel de séquence avec le régulateur de
transcription Rpd3 de la levure, dont I'activitéstoine déacétylase (HDAC) n’était pas
connue. Ce résultat a donc permis de révéler I'mapae des HDACs dans la régulation de la

transcription chez les eucaryotes [13].

1.3.2 Limitations

Une des difficultés de cette technique est de néadsxer le ligand sur la résine sans
diminuer son affinité pour sa protéine cible, cémput nécessiter la mise en place d’'une voie

de synthese chimique non triviale.

Par ailleurs, la chromatographie d’affinité est\smt décrite pour I'identification des
protéines cibles de produits naturels. Les étueleplus citées de la littérature présentent soit
des constantes d’association protéine-ligand dertodu nanomolaire (par exemple dans le
cas de I'immunosuppresseur FK506 avec sa protéble EKBP12 [14]), soit la formation
d'une liaison covalente entre le ligand et sa pmetéible, qui ne peut étre clivée qu’en
conditions dénaturantes (par exemple dans le cadlrdpoxin [13]). En revanche, la
chromatographie d’affinité semble avoir été moindisée, jusqu’a présent, pour des
molécules issues de tests de criblage a haut-déaitinité de ces molécules pour leur cible
protéigue est, en général, de I'ordre du micromelaDr, avec une telle constante d’affinité,
les complexes ligand-protéine peuvent étre dissoaié cours des lavages de la résine. La
nécessité d'une forte constante d’association duptexe ligand-protéine cible est liée a
'existence d’interactions non spécifiques entre ditres protéines (contenues dans l'extrait
cellulaire) et la matrice hydrophobe. Des strategiermettant de distinguer ces protéines de
la protéine cible ont été mises au point. Certaidgaitres elles consistent a comparer
guantitativement les protéines retenues par uneer@seffée avec le ligand et celles retenues
par une résine greffées avec une molécule inaquvdui est proche structuralement (pour
revue : [15]). Cependant, malgré ces amélioratitmgonstante d’affinité demeure toujours

un critére limitant.

Par ailleurs, il est évoqué que cette méthode putffrir d’'un manque de
sensibilité, en particulier, dans le cas de preiables faiblement exprimées telles que les
facteurs de transcription. De plus, dans le cadrecertaines études, la chromatographie
d’affinité peut nécessiter la production colteusel@icate de grandes quantités d’extraits

cellulaires [3, 15].
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1.4. Le photomarquage d’affinité

1.4.1 Principe et illustration

Le photomarquage d’affinité est basé sur I'utii@atd’'un analogue photoactivable du
ligand (ou sonde photoactivable). Sous irradiaiomineusé®, la sonde photo-activable
génere un intermédiaire trés réactif capable dligtalme liaison covalente avec un acide
aminé d'une protéine [16]. Le photomarquage d'#&#inest souvent utilisé pour
l'identification des acides aminés d’intérét diedite fixation des protéines. Il constitue alors
une approche complémentaire a la mutagénese dieigada cristallographie aux rayons X
[17]. En génétique chimique, il constitue une teghe efficace pour l'identification des
protéines cibles a partir de milieux complexes tple des fractions cellulaires, des lysats
cellulaires, des vésicules membranaires ou desleglentieres [18, 19]. Le principe de cette
méthode est présenté dans le schéma ci-dessous6@iglLa sonde photoactivable est
incubée dans le milieu cellulaire et rentre enratton réversible avec sa protéine cible.
Consécutivement a l'irradiation lumineuse, le commpl protéine-sonde devient covalent. Ce
complexe est ensuite isolé par des techniques @iographiques et/ou d’électrophorese,
identifié grace au marquage présent sur la sonfleadément analysé par des techniques de
spectrométrie de masse, pour déterminer la protéime [16].

En général, la sonde photoactivable est marquéeipasotope radioactifd, *27).

Mais d’autres types de marquage sont possibles eypan exemple, le couplage de la sonde
a une molécule de biotine. L’affinité du complexetine-avidine (ou biotine-streptavidine)

est alors mis a profit soit dans I'étape de sépmaraties protéines par chromatographie
d’affinité [19, 20], soit pour la révélation deslgid’électrophorése par chimiluminescence en

utilisant la HRP fusionnée a I'avidine [21].

15 En général, & une longueur d’onde comprise eff@ec? 350 nm environ, selon le photophore utilisé.

181



Fixation
covalente

Chromatographie et/ou

Separation Electrophorese

‘ Analogue photoactivable et marqué du ligand

Fixation
‘ Réversible e \hu c
+ ‘ —_—— —_—

¢

Empreinte peptidique CLHP/SM/SM
massique Bases de données

Identification
Protéine-cible

Fig. 69 : Principe du photomarquage d’affinité pourl'identification des protéines cibles

L'analogue photoactivable du ligand établit unésba covalente avec la protéine cible qui est iepér
grace au marquage (biotine ou radioisotope). hiifieation de la protéine cible s’effectue gracgoa
empreinte peptidiqgue massique par comparaisondegbases de données telles que MASCOT.

lIs existent différents types de groupements platiteables (ou photophores). lls sont
classés selon I'espéce réactive qu’ils générentréne, carbene, carbocation arylique ou
radical. Les photophores les plus utilisés en phatgquage d’affinité sont les azotures
d’'aryle, les trifluorométhyldiazirines, les selsad/ldiazonium et les dérivés de la
benzophénone (Fig. 70). Le rapport de Fleming damevueTetrahedrondécrit de maniere
tres exhaustive ces différents photophores [22)r Bes informations complémentaires, nous

renvoyons le lecteur a cet article ainsi qu'a cdkiiGoeldner et coll. [17].
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Fig. 70 : Photophores et principales espéces réaas générées sous irradiation.
La photochimie est trés simplifiée.

Pour illustrer I'apport du photomarquage d’affindéans I'identification des protéines
cibles, nous pouvons citer les travaux effectuésJesseret al. A la suite d'un test de
criblage a haut-débit, ils ont identifié un compgséticulierement intéressant, appartenant a
la famille des 3,5-diaryl-oxadiazoles, qui indulapoptose et bloque sélectivement la
croissance tumorale. L’identification de son mésar@ d’action a combiné différentes
approches. Le photomarquage d’affinité, a partitydats cellulaires, a mis en évidence que
sa protéine cible est TIP47 (tail-interacting piot€7), une protéine se liant a IGF-II (Insulin-
like growth factor-11). Ce résultat a été ensuitdidé grace a une expérience d’extinction de
'expression de TIP47 par interférence a ARN. Deam@énous pouvons citer les travaux de
Colaet al, qui, a partir de bactéries vivantesStaphyloccocus aureusnt mis en évidence,
grace au photomarquage d'affinité, que I'antibioédinezolide se lie a la sous-unité 23S
ribosomale, trés probablement a proximité du ceanttié peptidyl-transférase [23].

La possibilité d’effectuer le photomarquage d’aféinsur des systemes cellulaires est
un avantage majeur. Une telle démarche permetblaga de protéines membranaires et

assure le bon repliement des protéines et la prés#as différents partenaires protéiques, ce
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gui n’est pas nécessairement respecté par lessamgthodes d’affinité. A titre indicatif, le
photomarquage d’affinité a été tres récemment gpelia I'étude des interactions protéine-
protéinein vivo (pour revue : [19]).

1.4.2 Limitations

La difficulté majeure du photomarquage d’affinitét da synthése d’'un analogue
photoactivable du ligand présentant une affinitévéé pour la protéine-cible. Grace au
développement de la chimie combinatoire et a I'@ymece de photophores plus stables
(diazirine, benzophénone), certains auteurs proposke faciliter cette étape par la

construction de chimiothéques photoactivables rérph squelette du ligand [20, 24].

Le photomarquage d’affinité peut étre confronténamanque de spécificité di a une
affinité trop faible de la sonde photoactivablééa photochimie ou a un manque de stabilité
du photophore [22]. Cependant, ce probleme peeatrégolu par modification chimique de la

sonde et par modulation des conditions expérimesital

1.5. Conclusion

L’essor de la génétique chimiqgue a motivé le dguysdment des méthodes
d’identification des protéines cibles de molécubésactives identifiées lors des tests de
criblage a haut-débit. Nous avons ainsi a dispgwsitin panel de techniques protéomiques,
génomiques et biochimiques. On distingue, en pditic le photomarquage d’affinité et la
chromatographie d’affinité. Ces approches nécegsitee modification chimique du ligand.
Cependant, elles sont plus simples a mettre en eoqumur des non-biochimistes que les
approches génomiques. La chromatographie d’affimét€éessite des constantes d’affinité du
ligand pour sa protéine cible de I'ordre du nanairelet souffre d’'un manque de sélectivité
lié aux interactions hydrophobes des protéines &veésine. A l'inverse, le photomarquage
d’affinité peut étre utilisé pour des affinités pliaibles et présente I'avantage de pouvoir étre
effectué sur cellules entiéres, ce qui est paréoement intéressant pour le ciblage de

protéines cibles membranaires.

184



2. Transport et accumulation de l'iode au niveau de ldhyroide

2.1. La glande thyroide : généralités

La thyroide est une glande endocrine placée alaunide la partie inférieure du cou,
moulée sur l'axe trachéo-laryngé. Elle est corégitde deux lobes latéraux verticaux reliés
par I'isthme thyroidien et est richement vascuégig¢Fig. 71.A) [25]. Elle est responsable de
la synthése des hormones iodées : la triiodothgeo T 3) et la thyroxine (T4) (Fig. 71.C).
Elle se caractérise par sa capacité a capter is€ment I'iodure alors que la concentration
plasmatique de cet anion est tres faible (0,01pM) face a celle du chlorure (0,01-0,1
M). Une glande thyroide humaine normale contiewiren 10 mg d’iode ce qui correspond a
une teneur 10 000 fois supérieure a celle du pld&6ja Son unité morpho-fonctionnelle est
le follicule thyroidien. Il est composé d’'un épiibén unistratifié de cellules folliculaires (ou
thyrocytes) disposées autour d’'une cavité creusdemmant une substance visqueuse
protéique : la colloide (Fig. 71.B) [25]. La colliei est le siége de séquestration de I'iode et
est trés largement constituée de thyroglobuline,(gtycoprotéine précurseur de T3 et T4.
Les thyrocytes sont nettement polarisés : leur pakolatéral, en contact avec la circulation
sanguine, est responsable de la captation deseiwadlors que leur pble apical, orienté vers la
colloide, est le sieége de la synthese des hormbyesidiennes. En dehors d’une majorité de
cellules folliculaires, la glande thyroidienne canrtp, de plus, des cellules parafolliculaires C
responsables de la synthese de la calcitoninehamaone impliquée dans 'homéostasie du
calcium [25-27].

Les hormones thyroidiennes (T3 et T4) jouent ur gilsentiel dans la régulation du
meétabolisme cellulaire et dans le développemeragrdupart des organes, en particulier du
cerveau. Un déficit en iode et/ou en hormones idiganes pendant la grossesse entraine des
altérations irréversibles au niveau du développéroérébral du foetus. Lorsque les besoins
en iode ne sont pas couverts dans une populatiorgbserve un ensemble de désordres
physiologiques (hypothyroidie, goitre endémiqueands de développement physique et
mental séveres) que lI'on regroupe sous le nom weukles dus a la carence en iode »
(TDCI). La carence en iode constitue un facteurridgue accru d’irradiation en cas
d’accidents nucléaires, comme cela a été obsela&udite de I'accident de Tchernobyl. Si le
recours au sel iodé a permis un recul net du TDCgnstitue toujours un probléme de santé

publique important dans certains pays du tiers raondis aussi en Europe [28-30].
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Fig. 71 : Morphologie de la thyroide et hormones roidiennes

A. La glande thyroide est moulée sur I'axe traclaépngé.

B. Les follicules composés d’une monocouche deoitytes entourant la colloide, siege de la séquesirde
l'iode et de la biosynthése des hormones thyroigien

C. Les hormones iodées T3 et T4 sont synthétisées/aau du pdle apical des thyrocytes

2.2. Biosynthése des hormones thyroidiennes

La premiére étape de la biosynthése des hormonaeidiennes (Fig. 72) est la
captation des iodures plasmatiques par les celfalksulaires. Cette étape se déroule a leur
pole basolatéral et met en jeu un transport assiig@ par le symporteur Ma (NIS). La
force motrice de ce transport est fourni par ledgnmat électrochimique du sodium qui est
maintenu par la pompe NK* ATPase. Dans le compartiment intra-cellulaire, itedures
rejoignent le pdle apical et atteignent la lumifidiculaire par un mécanisme appelé efflux
d’'iodure [27]. Cet efflux trans-apical pourrait €tassuré par diffusion passive puisque la
concentration intra-cellulaire en iodure est sumé®g a celle du colloide. Cependant, d’apres
certains auteurs, ce processus pourrait étre preharge par deux transporteurs anioniques :
la pendrine [31, 32] et 'AIT (Apical lodide Transger) [33]. Néanmoins, leur fonction réelle
reste a ce jour controversée. Dans la lumierectddire, les iodures sont immédiatement
oxydés par la thyropéroxydase (TPO), en présencl.,®e qui est fourni par un systeme
NADPH-oxydase. Cette oxydation permet l'insertiom ldode sur les chaines latérales de
certaines tyrosines de la thyroglobuline (Tg), ag gonduit & la formation de mono-
iodotyrosines (MIT) et di-iodotyrosines (DIT). Pan mécanisme oxydatif aussi catalysé par
la TPO, les noyaux aromatiques iodés sont couméas dar deux pour former les précurseurs
des hormones T4 et T3. Ces précurseurs, liés g,laoht stockés dans la colloide. Il est ainsi
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important de noter qu'au sein de la colloide, lBogkt séquestré essentiellement sous forme
organifié sur la Tg. Les iodures ne représenteati$s de la teneur totale en iode [26]. Selon
les besoins, la Tg iodée est exportée dans lediggar endocytose ou elle subit, par action
d’enzymes lysosomiales, une protéolyse conduisdat Idération des hormones T3 et T4
ainsi qu’a celle des résidus MIT et DIT. MIT et D§bnt déhalogénés par une iodotyrosine
déhalogénase. Une fraction de T4 est convertie3gpal un mécanisme similaire. Les iodures
libérés sont intégrés dans le pool d’iodures endegedu thyrocyte pour participer a un
nouveau cycle hormonal ou étre éliminés. Les hoemol3 et T4 sont ensuite sécrétées au
niveau du pole basolatéral dans la circulation gsereg Associées a des protéines-vecteurs
TBG (Thyroxin binding protein) et TBPA (thyroxin raing prealbumin), elles sont
acheminées vers leurs tissus périphériques cibleasemble du processus de biosynthese
des hormones thyroidiennes — depuis I'expressioNi@uen passant par I'organification de
liode jusqu'a l'endocytose de la Tg — est réguléngpalement par une hormone
hypophysaire : la TSH (Thyroid Stimulation Hormoweé)par la concentration plasmatique en
iodure. La sécrétion de TSH est stimulée par I'rmrenhypotalamique TRH (Thyrotropin-

Releasing Hormone) et réprimée rétroactivementBaat T4 [27].
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Fig. 72 : Biosynthése des hormones thyroidiennes

G : protéine G, AC : Adénylate cyclase, Tg : Thyobgline,
TPO : thyropéroxydase, TSHR : récepteur a la TSH
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2.3. Le symporteur Na'/l” : acteur-clé de la captation des iodures

2.3.1 Description générale

Le mécanisme de captation des iodures est un wensgtif mettant en jeu le
symporteur N&I~ (NIS) (pour revue : [34]). Ce symporteur, iderdtifiar Carrasco et cokn
1996 [35], est une glycoprotéine membranaire faiparti de la famille 5 des transporteurs de
solutés (SCL5AS5 selon la classification de I'OMT). Ces transporteurs assurent le transport
couplé d’'un soluté avec le sodium dans le méme, $emggadient électrochimique du sodium
servant de force motrice. Dans le cas du NIS, dasport est séquentiel et ordonné : la
fixation de deux Na rend la protéine apte a fixer un IAprés un changement de
conformation, les ions let N& sont libérés dans I'espace intra-cellulaire [3B&rrasco et
coll. proposent que le NIS soit constitué de 13 segmieatsmembranaires, la partie N-
terminale étant dirigée vers I'espace extra-celi@lat, par conséquent, la partie C-terminale
se trouvant dans 'espace intra-cellulaire. Dessgite glycosylation ont été identifiés sur trois
asparagines [37]. Au niveau du segment transmeralearV/ll, quatre résidus leucine
pourraient étre impliqués dans un motif « Leucimgp&r » permettant I'oligomérisation du
NIS dans la membrane [34]. Le NIS pourrait donce éians sa forme fonctionnelle
multimérique, hypothese confortée par des obs@mnstn microscopie électronique par cryo
fracture sur des ovocytes dx¥enopus laevusexprimant le NIS [36]. Des études
d'immunomarguage ont confirmé que la protéine NgSpeincipalement localisée sur le péle

basolatéral des thyrocytes. Elle n’est pas détetteeur pble apical [38].

Le NIS est aussi exprimé dans d’autres tissus dabks les glandes salivaires, la
mugueuse gastrique, le corps cilié de I'ceil, lesxdes mammaires (en période de gestation et
de lactation). Cependant, la teneur en iode de¢is®ss est beaucoup plus faible que celle du
tissu thyroidien en raison de I'absence d'un systé@m fixation de l'iode équivalent a la
iodation de la Tg par la TPO. Au sein de ces tissNIS assure aussi le transport des
iodures dans le compartiment intra-cellulaire nl@ésmécanismes régulant son expression et
son activité sont tissu-dépendants. Le rble phggigue de I'expression du NIS et de l'iodure

dans certains de ces tissus n’'a pas été encoldé&luc
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2.3.2 Meécanismes de régulation du NIS au niveau thyroidie

Au niveau thyroidien, la TSH est un régulateur ggpe majeur de I'expression de la
protéine NIS. Sa fixation a son récepteur (TSHR)upté aux protéines G, entraine
I'activation de la voie de 'AMPc par I'intermédiai de la sous-protéineo@ [39, 40]. Des
étudesin vivo etin vitro ont clairement montré que I'expression de la pneté&IS et de son
ARNmM est augmentée quelques heures aprés une aiomupar la TSH, ce qui entraine un
influx d’iodure plus important [26]. La TSH est ausmpliquée dans des mécanismes de
régulation post-traductionnels contrélant I'adrggsat/ou le maintien a la membrane du NIS.
Chez la lignée FRTL-5 (Fisher Rat Thyroid Line L@&rum 5%), la privation de TSH
entraine une redistribution sub-cellulaire de latgine NIS depuis la membrane vers le
compartiment intra-cellulaire. Or, le NIS préseptasieurs sites consensus des kinases. Il a
été montré que I'état de phosphorylation de ces @it différent en présence ou en absence
de TSH. Puisque chez d’autres transporteurs lttgihosphorylation régule leur distribution
sub-cellulaire, il est actuellement proposé qua3ad contrblerait aussi I'adressage du NIS

via un meécanisme de phosphorylation dépendant de Aa(BRosphokinase A) [41].

La concentration plasmatique de l'iodure est, @star de la TSH, un acteur principal
de régulation de la captation des iodures panjeottie et, par la méme, de I'activité du NIS.
En 1948, Wolf et Chaikoff ont montré que I'orgacétion de I'iode au niveau de la thyroide
de rat est bloquém vivo par une forte €lévation de la concentration pldgmea en iodure
(> 30 uM). Au bout de deux jours d'exposition atedbrte concentration, un phénomeéne
d’adaptation est observé : I'organification de d@et la biosynthése normale des hormones
T3 et T4 sont restaurées. Ces phénomenes, appsfiEctivement « Effet Wolf-Chaikoff » et
« Echappement a [l'effet Wolf-Chaikoff », constitiedes mécanismes protecteurs et de
maintien de l'activité physiologique de la thyroiff2]. lls ne sont pas, a I'heure actuelle,
entierement élucidés. Des composés organo-iodéacéliulaires de type iodolipide et/ou
iodolactone, qui résulteraient de la réaction deitle arachidonique avecdn présence de
H,O,, ont été proposés comme régulateurs de ces mawmidls inhibent, en particulier,
'adénylate cyclase ce qui devraitpriori impliquer une modulation de I'expression de la
protéine NIS par contrble négatif de la voie deMRc [43-45]. Il a été ainsi montré que la
guantité de ARNm du NIS et/ou la quantité de praéWlS est diminuée en présence d’une

forte concentration en iodure. Compte tenu des @esrdisponibles, il est actuellement
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impossible de conclure si la régulation par la emiation plasmatique de I'iodure s’effectue

au niveau transcriptionnel et/ou post-transcriptarj46, 47].

L’expression de la protéine NIS est modulée paéwantail d’autres facteurs. Il a été
ainsi montré que la thyroglobuline exerce un r@nddle négatif, qui contrebalance la
stimulation exercée par la TSH, en diminuant fogata quantité dARNm du NIS [48]. Ce
mécanisme est concordant avec les observations nonmigtologiques qui mettent en
évidence que les gros follicules thyroidiens — dawec une large colloide — expriment a leur

surface nettement moins de protéines NIS que Iesules en croissance.

Différentes cytokines pro-inflammatoires telles des facteurs de nécrose tumorale
TNF-a, TNF-B, l'interféron IFN+y et certaines interleukines inhibent I'expressier’ ARNm
du NIS ainsi que la captation des iodures chezdihses FRTL-5 et des cellules folliculaires
humaines. L'expression du NIS est aussi soumisene régulation par des facteurs de
croissance (Insulin like Growth Factor-1 (IGF-1pidermal Growth Factor (EGF)) ou par
des hormones autres que la TSH (insuline, oestjaf®, 49]. De telles régulations
impliquent I'intervention de différentes voies dartsduction telle que celle des phosphatidyl
inositols. Santisteban et coll. ont ainsi montr@ ¢@F-1 inhibe I'expression du NIS par la
voie PI3K (Phosphoinositide 3-kinases) [50].

Par ailleurs, I'étude de la structure et de la séqa protéique du NIS a mis en
eévidence des éléments structuraux pouvant étreiqugd dans des meécanismes post-
traductionnels de régulation. Carrasco et coll. anbntré que des positions de
phosphorylation sur la protéine NIS pourraient o@let son maintien a la membrane [41]. De
plus, la partie C-terminale du NIS comporte plusesequences caractéristiques, qui, chez
d’autres protéines, sont impliqguées dans leur adges sub-cellulaire. Elle présente ainsi un
motif di-leucine, permettant I'interaction avec heanteau de clathrine et trois motifs
dipeptidiques acides pouvant correspondre a unideegignal d’adressage. Son domaine
PDZ, qui permet des interactions protéine-protéjpajrrait contréler son maintien a la
membrane. Un tel mécanisme a été démontré poécépreur GABA : la reconnaissance de
son domaine PDZ par la protéine LIN-7 empéche suarnalisation chez les cellules
épithéliales [51].

En conclusion, les mécanismes de régulation dudgt® relativement complexes. Si

les mécanismes de régulation d’expression sortiwvetaent documentés, tres peu de données
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ont été établies sur les mécanismes de régulatetitpaductionnelles du NIS (pour revues
sur ces aspects : [26, 34, 49, 52]).

2.3.3 Inhibiteurs du transport des iodures

Au niveau du thyrocyte, l'influx d’iodure peut étldoqué par une perturbation du
gradient de sodium induit grace a des inhibiteugtatvoliques ou des inhibiteurs de la pompe
Na'/K* ATPase tels que I'ouabaine [53]. La perturbationgcadient de sodium c’est-a-dire

de la force motrice du transport implique une iitlob indirecte du symporteur N

Il a été montré qu’'une série d’anions monovalemst £ompétitifs de I'iodure au
niveau de son site de fixation sur le NIS. Des &utiélectrophysiologie sur des ovocytes de
X. laevisont démontré que ces anions sont transportésaetcgnséquent, constituent des
substrats du NIS. Le perchlorate serait, quant,aulu inhibiteur [36]. Cependant, Wolét
coll. ont mis en évidence que le perrhenate (Ref le pertechnetd®e(**"TecQy) sont pris
en charge par le NIS. Puisque ces anions sont loguwes au perchlorate, ils déduisent que
ClO, est aussi transporté. lls évoquent un transpatree’'est-a-dire le transport d’'un GIO
avec un seul cation Napour expliquer les résultats obtenus par élebisiplogie [54]. A la

suite de ces travaux, Wolff et coll. ont propos&dre de sélectivité suivante pour ces anions :
ClOs >ReQ >1>SCN > CIO; > Br >> 105 et 10Oy

L’ensemble de ces anions serait accumulé danytaitie, a I'exception du SCNjui
est métabolisé par réaction avec la TPO. Ardiaal. ont précédemment montré que I'ion
tétrafluoroborate (BF) est un anion compétitif de I'iodure et qu’il éstnsporté par le NIS
[55].

A I'heure actuelle, seules deux familles de molésubnt été décrites comme des
inhibiteurs directs de la protéine NIS :

» La dysidénine : il s’agit d’'un produit naturel hekéoré a quatre centres
asymetriques et extrait de I'éponDgsidea herbaceéFig. 73). Van Sande et coll.
ont montré sur des coupes thyroidiennes de chiencette molécule bloque la
captation des iodures par un mécanisme pseudo-tiifn@e5 pM, l'influx de I’
est inhibé de 50 % [54, 56].

16 e pertechnetate est trés utilisé en imagerieicatipour évaluein vivo le fonctionnement thyroidien
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» |’harmaline et ses analogues (Fig. 73) : Ces médécappartenant a la famille des
-carbolines, sont connues pour étre des inhibitearspétitifs de la fixation de
Na' chez différents transporteurs tels que le transporrénal de glucose Na
dépendant [57], I'antiport N&C&* [58] ou I'échangeur N2H" placentaire [59]. Le
mécanisme mis en jeu pour le NIS serait identiditlearmane et TRP-P-2 sont les
inhibiteurs connus les plus efficaces de la camtatie l'iodure chez la lignée
FRTL-5. [60].

A Y‘Z\@

N

B
CCIO Ny cal N - =N
N N
| N N H  NH,

Dysidénine Harmaline Harmane TRP-P-2

Fig. 73 : Inhibiteurs du NIS décrits dans la littémture

L’activité de ces molécules sur l'influx d’'ioduréanété exploitée ni en recherche
pharmacologique ni a des fins thérapeutiques. Isaddnine est tres difficile a extraire ainsi
gu’'a synthétiser en raison de ces centres asymeétid.’harmaline et ses analogues sont des
inhibiteurs de faible affinité et sont, de plusupécifiques puisqu’ils agissent sur d’autres

transporteurs.

3. Conclusions

Depuis la découverte de I'hormone T4 par Kendall1®&i0, la biosynthése des
hormones thyroidiennes a été largement étudiésyimorteur N&1™ y joue un réle clé en
permettant la captation les iodures plasmatiqueslgsathyrocytes. Ce transporteur a fait
'objet de nombreuses études qui ont permis sactaisation. Cependant, les mécanismes

régulant son expression et son activité ne soneptégrement élucidés.

Actuellement, aucun inhibiteur spécifique et pumsede la protéine NIS n'a été
identifié et valorisé. Or, une telle molécule cdamstrait un outil pharmacologique d’intérét
pour compléter les études physiologiques sur lesprart d’'iodure au niveau des thyrocytes.
De plus, des inhibiteurs du NIS pourraient offireunouvelle alternative thérapeutique pour

des pathologies thyroidiennes telles que la maldeli€&rave et les thyroxycoses (induites par
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une surcharge plasmatique en iodure) ou en cagabéion accidentelle a des isotopes

radioactifs de l'iode.

Ce contexte a motivé notre groupe a découvrir dagiteurs de la captation des
iodures chez des cellules exprimant le NIS. Notogedif principal est l'identification
d'inhibiteurs spécifiques du symporteur Wa Cependant, des inhibiteurs agissant sur une
autre cible pourrait également nous conduire aefitdication d’'une protéine clé du
mécanisme de régulation du NIS. lIs constituentcdon domaine d’étude intéressant qui
nécessite le recours a des stratégies telles quehdetomarquage ou la chromatographie
d’affinité.

Dans ce qui suit, nous allons présenter les avandéenotre groupe concernant ce
projet de recherche, les nouveaux objectifs ques migons a court terme et les travaux que

nous avons réalisés au cours de cette thése.
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Chapitre 2 : Synthése d’inhibiteurs et d’analoquephotoactivables

Ce chapitre traite des travaux menés autour debitielrs du symporteur NA
identifiés par notre groupe. Dans un premier tenmasis présenterons I'avancement de ce
projet de recherche ce qui permettra de définiolgsctifs que nous nous sommes fixés et les
stratégies que nous avons sélectionnées pourdéseré Les résultats obtenus dans le cadre

de cette thése seront ensuite présentés et discutés

1. Avancées des travaux sur les inhibiteurs du NIS asein de notre

groupe

La recherche d'inhibiteurs spécifiques du sympartsia’/l” (NIS) a été initiée au
laboratoire, lors des travaux de thése de N. L&galtet, par la mise au point et la réalisation
d’'un test de criblage a haut-débit [1]. Ce tesbasisté a suivre la captation des iodures par
des cellules HEK-293 sur-exprimant hNIS, en utiliseomme traceur le radionucléidfel .
L’incubation des cellules avec une molécule inhibarmNIS se traduit par une diminution de

I'influx d’iodure et donc par une baisse de la caditivité intra-cellulaire (Fig. 74) [2].

+ molécule M +125]- (0,5 uCi)

M:50uM | M M [F]:10uM | MM
000 oS oS

Cellules HEK a confluence
Puit microplaque

Incubation
[
£ v
2 " Comptage
g | L% radioactivité R Lavage
2| MM
S

NCTomposés

Fig. 74 : Principe du test de criblage.

199



L’évaluation de la chimiotheque commerciale (Die¢y<Chembridge) a conduit a la
sélection de 413 hits. Les tests de confirmatian,vdlidation et les études d'effet dose-
réponse ont permis de sélectionner, parmi ces18tsypolécules présentant ungd& définie
comme la concentration induisant une diminutiorb@® de la radioactivité intra-cellulaire —
de I'ordre du pM pour les lignées hNIS-HEK-293 BTE-5'" (Tab. 15).

Ces treize composEsont fait I'objet d’études supplémentaires dansble de
caractériser leurs effets pharmacologiques. Encpdigr, des études d’électrophysiologie ont
permis de distinguer deux catégories d’inhibitewsrtains auraient une action spécifique sur
le symporteur NHI™ alors que d’autres bloqueraient l'influx d’ioduiedirectement, par
interaction avec des protéines autre que le NI®.(T8). Puisque I'inhibition de la captation
des iodures est immédiate, nous pensons que ceEsngcibles pourraient étre impliquées
soit dans I'homéostasie du sodium (par inhibitioea k& pompe N3ZK® ATPase, en
particulier), soit dans des voies de régulationtqr@sluctionnelles contrélant l'activité du
NIS. Comme présenté dans le chapitre précédenpdchgraphe 2.3.2.), il pourrait s’agir de
protéines partenaires du NIS agissant par exerapieson oligomérisation, son maintien a la

membrane ou son internalisation.

" FRTL-5 est une lignée cellulaire générée & pdetifollicules thyroidiens, exprimant donc le synpar
Na'/l” murin.
18 A partir de lots de produits (5 mg) fournis par@tbridge
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Composés

IC 50 (LM)

Electrophysiologie*

Nature de I'inhibition

z
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FC NO,
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Cr
N/)\%\C[ N
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N

@/\ /i:\
Non

(0]
HOOH
(@]

HN ‘ (@)

O)\N

N OMe
H
=N o
~ |

hNIS-HEK-293 FRTL-5
3 0,3
2 0,4
0,7 0,4
12 0,8
3 0,04
6 0,6
4 0,5
0,2 0,3
7 2
3 0,7
9 1
0,4 0,5
> Non
reproductif

Indirecte, réversible

Indirecte, réversible

Directe, irréversible

Directe, réversible

Directe, réversible

Directe, réversible

Directe, réversible

Directe, irréversible

Indirecte, réversible

Directe, réversible

Directe, réversible

Directe, irréversible

Directe, irréversible

Tab. 15 : Structures des 13 inhibiteurs les plus &€s.
Résultats d’ICs, et d’électrophysiologie d'apres Lecat-Guillet [1].

* Les expériences d’électrophysiologie ont étéaffées sur des ovocytes ¥elaevis
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2. Obijectifs et stratégies

2.1. Objectifs

Les composés de la chimiothéque sont commerciadisdst de 5-10 mg. La synthése
de la plupart de ces molécules n’est pas décrite talittérature. Pour poursuivre I'étude des
inhibiteurs de la captation des iodures, il nousdesmc nécessaire de mettre au point leur
synthese. L’obtention de ces composés (purs) paamndt les caractériser chimiquement et
de valider leur activité. Cette étape est primdediaompte tenu de la possibilité de
dégradation [3] ou de la présence d'impuretés audms composés de la chimiotheque. Par
ailleurs, ces voies de synthese doivent permettrtecéder a des quantités en composé de
'ordre du gramme pour pouvoir mener des études/ivo chez le petit animal. Nous
souhaitons, en particulier, étudier leur influesae la captation et la décharge des iodures, au
niveau de la thyroide du rat, par imagerie micr@&SP via un tracage par le radionucléide

134" Cette étude sera menée en collaboration avedifiégle T. Pourcher (CEA/TIRO).

Les treize inhibiteurs identifiés sont susceptibdéshiber l'influx d’'iodure par des
mécanismes d’action différents. Pour les molécedescant une inhibition considérée comme
directe, les résultats d'électrophysiologie ne pdtemt pas de démontrer de maniére
irréfutable que le NIS est leur protéine-cible. @i, on démontre qu’elles se fixent
effectivement sur le NIS, ces molécules constitaedes outils pharmacologiques d’intérét.
Pour les molécules exercant une inhibition congel@omme indirecte, les protéines avec
lesquelles elles interagissent sont inconnuesl'i@entification de ces protéines est un enjeu
capital compte tenu des faibles données dispondaesernant les mécanismes de régulation

de l'activité NIS (cf. Chapitre 1 paragraphe 2.8.2.

Dans ce contexte, nous nous proposons d'identéfeprotéines cibles (NIS ou autres
protéines) par une des stratégie que nous avossmiées précédemment. Compte tenu des
ICso des inhibiteurs (de lI'ordre du uM) et de la prabebque les protéines cibles soient
membranaires, le photomarquage d’affinité nous $eplis adapté que la chromatographie
d’affinité. Puisque les inhibiteurs sont actifs HRTL-5 et hNIS-HEK-293, nous envisageons
d’effectuer les études de photomarquage d’affisitéces deux lignées, ce qui pourrait aider

pour la discrimination des marquages non spécifiquedépendants de la lignée cellulaire.
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Dans le cadre de ce travail de these, les objguiifgipaux sont :

* la mise au point des voies de synthése des inbikiteermettant d’accéder a des

quantités de I'ordre du gramme
= |'obtention des sondes photoactivables ‘froidesagiomarquées des inhibiteurs

= ['évaluation de l'activité de I'ensemble de cesnpmsés sur des lignées cellulaires
exprimant la protéine NIS : hNIS-HEK-293 et FRTL-5.

2.2. Choix des inhibiteurs et stratégie de synthese

Compte tenu du temps disponible, il nous était issgme d’effectuer ces études sur
I'ensemble des inhibiteurs. Nous avons donc sélecé quatre molécules a partir de la nature
de leur inhibition (directe ou indirecte) et der@ccessibilité chimique. Nous avons choisi
I'inhibiteur 4 qui est un analogue de I'harmaline et du TRP-R&its comme des inhibiteurs
de faible affinité du NIS (cf. Chapitre 1 paragraph3.3.). Cette molécule se caractérise par
une |Gy faible et par une inhibition qui serait indirectees dérivés des N-benzyl-anilines
nous ont paru intéressants compte tenu de leueflilyy et de leur inhibition directe. Nous
avons ainsi choisi le compo8ainsi que son analog@equi n’est pas présent dans la liste des
inhibiteurs mais dont 'lgy a été déterminée a 50 uM sur HEK-293 et la systligsile a
réaliser. De plus, nous nous sommes intéressédraposel qui induirait une inhibition

directe et irréversible sur le hNIS (Fig. 75).

FD\
NH Cl H Cl
= )/'_Q H NO,
\ N O

Y NO, NO, NO,

I=

=
N
leo
I

Fig. 75 : Inhibiteurs sélectionnés

Pour la synthese des analogues photoactivablessdakibiteurs, nous avons choisi
comme photophore I'azoture car il peut étre facdatintroduit a partir de la fonction nitro-
aromatique. Ci-dessous sont présentés les analegotsres des composgs2, 3 et4 que

Nnous nous proposons de synthétiser.
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Fig. 76 : Analogues photo-activables des composE®, 3 et4

Notre stratégie de synthése des sondes photo-blethveadio-marquées consiste a :

= Synthétiser I'analogue photo-activable : pour cleaduhibiteur, la fonction nitro
aromatique est réduite en amine. Le groupemenusz@st ensuite introduit par

une des réactions classiques d’azidation décrdas & littérature [4, 5].
= Evaluer les IG de I'analogue photo-activable sur les lignées HER-et FRTL-5.

= Siles IGp obtenues sont de I'ordre du uM alors le marquagefisotopique de la
sonde est réalis€. Nous pensons introduire ce ragegan derniere étape a partir
d’'un précurseur iodé par tritiation en présencepaéadium sur charbon (échange

I/°*H) comme décrit par Faucher al. [6].

. . Azidati Evaluation Biologique :
Ar—No, _Reduction _— p_\p, —AZdation AN, ==—=) Détermination ICs,
Analogue sur HEK-293 et FRTL-5

inhibiteur photoactivable

Si ArN 3 actif (IC 5o de I'ordre du pM) =———= Marquage au 3H

Tritiation : 3H,,Pd/C

lodation Azidation
Ar=NH, —————= Ar—NH, — = Ar—N, AN,
| | °H
3H-Analogue

photoactivable

Fig. 77 : Stratégie de synthése et de marquage desides photoactivables
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3. Syntheses des inhibiteurs et de leurs analoques anes

Dans ce qui suit, nous présentons les voies daééses que nous avons mises au point
pour les inhibiteursl, 2, 3 et 4 ainsi que pour leurs analogues anilines et azature
L’évaluation de 'activité de ces composés seragméee dans le sous-chapitre 4.

3.1. Synthéses des inhibiteur§, 2, 3 et4

Compte tenu de leur diversité structurale, nousmavais au point une méthode de
synthése pour chacun de ces composés. Il est aqueeces composés ne sont pas décrits
dans la littérature, a I'exception du compds@our lequel il est proposé une méthode de

synthese par micro-ondes que nous ne pouvons & @e oeuvre au laboratoire [7].

3.1.1 Synthese du compoge

L’'analyse rétro-synthétique du compogésuggere qu’il peut étre synthétisé par
couplage de l'acide 3-nitrobenzoique (produit comuiad avec la phényl(pyridin-2-
y)méthanamine. La phényl(pyridin-2-yl)méthanamipeut étre obtenue par réduction de

I'oxime commerciale correspondante (Fig. 78).

O« OH
OH
NH p— é\ + NH, —— —N
N O : - -
N\ NO, NO, NN \ N
1 1

Fig. 78 : Analyse rétro-synthétique du composg

w N

Réduction de I'oxime en amine primaire

La réduction des oximes en amines primaires edisadte par un grand nombre
d’agents réducteurs tels que LiAIHBH3;, Na/Alcool, métal/acide ou par hydrogénation
catalytique [8]. Nous avons essayé de réaliseédaation de I'oxime de phényl(pyridin-2-
yl)méthanone en amine par hydrogénation en présdacpalladium sur charbon (Pd/C).
Cette réaction a conduit exclusivement a la foramatiu produit de désamination c’est-a-dire

a la 2-benzylpyridine, sans que I'on puisse istdanine intermédiaire (Fig. 79).
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Pd/C 10% (0,1 eq)

HO.
N N
I Hp (Patm) m
| A MeOH, TA =
=

100 %

Fig. 79 : Réaction de désamination de I'oxime parydrogénation

Nous avons finalement réalisé la conversion def@x a partir du protocole proposé
par Negiet al.[9], en utilisant comme réducteur le systeme zicide trifluoroacétique (Fig.
80). Le composé3 a été obtenu avec un rendement de 84 %.

HO-
| Zn (4,2 eq)
N

N
TFA, TA, 1h30 |
| = 84 % =

Fig. 80 : Synthése du composE3

Formation de la liaison amidigue

Nous avons réalisé la réaction entre I'acide Bdbinzoique et la phényl(pyridin-2-
yl)méthanaminel3, en utilisant comme agent de couplage le 'Mijsyclohexylcarbodiimide
(DCC). L'analyse des produits de réaction (CLHP-8MH-RMN) mettent en évidence la
formation du composél mais aussi celle d'un produit secondaire : N-cdyelyl-N-
(cyclohexylcarbamoyl)-3-nitrobenzamide, a hautezid@% (Fig. 81).

Ox OH
DCC (1 eq) (0]
+ NH, > NH + ON H
— THF, TA, 16 h — N
NOp N \ /N ©

0,9 eq leq 1:60% 40%

Fig. 81 : Synthése du composEpar couplage par le DCC

La formation de ce produit secondaire N-acyluréepesbablement facilitée par le
substituant nitro électro-attracteur qui favorise fdéarrangement intra-moléculaire de

I'intermédiaire réactionnel résultant de la condeias de I'acide carboxylique et de la DCC
(Fig. 82) [10].
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Fig. 82 : Réactions mises en jeu par activation dacide carboxylique par le DCC d’aprés Khorana [1Q

Pour éviter la formation du produit secondaire, nawons effectué la réaction en
utilisant un uronium comme agent de couplage : BETH (N,N,N’,N’-tetramethyl-O-(1H-
benzotriazol-1-yl)uroniumhexafluorophosphate). €qttocédure nous a permis d'obtenir le

composél avec un rendement de 90% (Fig. 83).

Ox.-OH
HBTU (1,2 eq),
. NH, DIPEA (12eq) -
— CH2C|2, TA, 16 h -
NO, \ /N 90% \ /N (0]
13

1
1,2eq leq

Fig. 83 : Synthése du composk

3.1.2 Synthése des composést3

Les composég et 3 peuvent étre obtenus soit par alkylation d’'un\dbenzylique
activé, soit par amination réductrice d’'un aldéhyta réaction d’alkylation n’a pas été
envisagée a cause d'un éventuel risque de polyaditly et des conditions expérimentales —
temps de réaction long, reflux — décrites dangtirature pour des structures analogues [11].
Les composé® et 3 ont donc été obtenus par amination réductricegnséds conditions
proposées par Abdel-Magiet al. pour une réaction mettant en jeu une amine faibhgm
basique [12]. L'agent réducteur, le triacetoxybgaride de sodium, est ajouté en méme
temps que l'aldéhyde et I'amine, sans attendreotendition au préalable de I'imine. Les
rendements sont de 64% et 78%, pour les comm@st3, respectivement (Fig. 84). Les
composeés ont été obtenus a I'échelle du grammeekui concerne le compo3§il est isolé

en fin de réaction, par précipitation, a la suiel’djout d’'une solution de NaOH 1N. Ce fait
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nous laisse suggérer gu’une synthése a plus latgdlé & dizaine de grammes) pourra étre
facilement réalisée si une méthode de purificgianrecristallisation est mise au point.

o R F R
F NaBH(OAc); (1,4 eq)
:@\ H ACOH(1 eq) al
+

N
H
cl NH, DCE, TA, 3h
NO, 2:R=H,64% NO,
leq 1,1eq 3:R =0H, 78%

Fig. 84 : Synthése des composg®t 3

3.1.3 Synthese du compoge

La voie de synthése principale des tétrahyghaarbolines repose sur la réaction de
condensation de Pictet-Spengler mettant en jeletnélde la tryptamine et un aldéhyde. Elle
se déroule, en général, en présence d'un catalysgde qui, par protonation de I'imine
intermédiaire, facilite la formation du cycle al& composé&l a été synthétisé en utilisant
comme catalyseur I'acide trifluoroacétique aveaemdement supérieur a 80% (Fig. 85) [13].
Ce composeé a été synthétisé a I'échelle de lardizae grammes. Il est facilement isolable

car il précipite en fin de réaction et peut étrafgupar recristallisation.

Ox H
NH, \ NH
N\ + TFA, 1,3 eq \
N DCM, TA, 16h H
H NO, NO,
4
leq

82 %
leq

Fig. 85 : Synthése du composé

Puisque le composé présente un centre asymeétrique, nous avons seudntuer
I'activité de ses deux énantiomedsset4b. A cette fin, une fraction du compo4€7 mg) a
éte purifiee par CLHP sur colonne chirale. EnviBomg de chaque énantiomeéi@et4b ont
été obtenus sous forme optiquement pure (e.e > .9H%bYaison de la faible quantité de

produit purifié, la configuration absolue des démantioméres n’a pas été déterminée.
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3.2. Synthéses des dérivés anilines

Les dérivés anilines des composksi 4 sont les intermédiaires de synthése des
analogues azotures. L’activité de ces molécules aessi évaluée sur les lignées hNIS-HEK-
293 et FRTL-5.

3.2.1 Synthéses des dérivés anilinesdet4

Les dérivés anilined et 8 ont été synthétisés par hydrogénation sur Pd/C des
composeés nitro-aromatiquéset 4, respectivement. Apres filtration sur célite, cesnposés
ont été obtenus avec des rendements proches de 80 Wbe pureté supérieure a 98 %
(Fig. 86).

Pd/C 10% (0,1 eq)

NH H, 1 atm
- MeOH,TA, 50 min NH
\ N (0] 87 % -

QM
Pd/C 10% (0,1 eq) O { N
N H, 1 atm
D
2 MeOH,TA, 60 min H O NH,

90 %

IS
oo

Fig. 86 : Synthése des dérivés anilireet 8

3.2.2 Syntheses des dérivés anilines2let3

L’hydrogénation sur palladium sur charbon ne pead @tre utilisée pour I'obtention
des dérivés aniline@ et 7 a partir des compos@set 3. Les composég et 3 présentent deux
groupements sensibles — la liaisog-Cl et le benzyle — qui peuvent étre clivés dans ce
conditions. Pour éviter ces réactions secondadtes,conditions réactionnelles plus douces
ont été testées. Ainsi, pour la réduction du cord@d’hydrogene a été remplacé par le
formiate d’ammonium. Lorsque ce dernier est intibdb eq ou a 4 eq, le produit majoritaire
formé (> 80 %) correspond au prod8R1 (réduction du nitro et clivage du Cl) (Fig. 87 bTa

16). Pour 2 eq de formiate d’ammonium, I'avancentenla réaction est trés faible (Tab. 16).
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Ces résultats suggérent que la réduction du groepenitro et le clivage du Cl sont quasi

concomitants.

N

F F
H H
F
N N
H H
cl NH,
H, NO,
SP2 3

SP

SP1

Fig. 87 : Produits secondaires observés lors desitatives de réduction du composé

Nous avons ensuite envisagé la méthode de réductise au point par Moodgt
al.[14]. Elle repose sur l'utilisation de I'indium, exssociation avec le chlorure d’ammonium,
en milieu méthanolique. Il a été montré que ceesyst peut réduire sélectivement le
groupement nitro aromatique en présence de grougisreensibles. Cependant, I'application
de cette méthode au compd@é@’'a pas donné de résultats satisfaisants (tausodeersion
faible, apparition deSP2 et SP3 (Fig. 87, Tab. 16). Finalement, le systeme réslurct
Fer/acide acétigue a conduit aux résultats les patsfaisants (Fig. 87, Tab. 16). Les
conditions réactionnelles ont été mises au popdrér de protocoles de la littérature [15, 16].
La diminution du temps de réaction, nous a permiglichinuer la proportion du produit de
débenzylation$P3 et d’augmenter significativement les rendemelngs. analogues anilines
des composéR et 3 ont finalement été obtenus par réduction par stesye Fe/AcOH avec

un rendement de 75 % et 65 %, respectivement §Big.

F
:@\ R F .
al H Fe (9 eq), AcOH (9 eq) CI:©\N
EtOH/H,0, Reflux H
2:20 min, 75 %

NO, 3:50 min, 65 % NH
P

6:R=H
OH 7Z:R=0H

Fig. 88 : Synthése des dérivés anilinéset 7

[MN)
)
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N
Solvant H

F
:@\ OH F y
al N Métal, donneur de proton :@\
H Cl

3 NO: , NH,
Métal Donneur de Conditions CLHP-SM. Brut réactionnel
proton Proportions UV(200-400 nm)
Pd/C 10% NH4HCO; (6 eq) MeOH, TA, 7:19%
(0,1 eq) 30 min SP1: 81%
Pd/C 10% NH4HCO:; (4 eq) MeOH, TA, 7:18%
(0,1 eq) 20 min SP1:82 %
Pd/C 10% NH4HCO; (2 eq) MeOH, TA, 3:77%
(0,1eq) 80 min 7:15%
SP2:2 %
SP3:6 %
Indium NH4HCO; (8 eq) MeOH, reflux, 3:81%
(7 eq) 120 min 7:15%
SP3:4 %
Indium NH4sHCO:; (8 eq) MeOH, TA, Pas d’avancement
(7eq) 16 h
Fer ACOH (6 eq) EtOH/HO, 3:38%
(6 eq) reflux, 60 min 7:62%
Fer ACOH (9 eq) EtOH/HO, 3:0,5%
(9 eq) reflux, 70 min - 775 o
SP3: 25 %

Tab. 16 : Récapitulatif des conditions expérimentals testées
pour la réduction du composé3 et résultats obtenus

3.3. Synthéses des azotures d’aryle

Dans ce qui suit, nous décrirons les méthodes efion des azotures d’aryle les plus
citées de la littérature puis nous présenteronsyethéses des compogdl0, 11 et12 que
nous avons effectuées a partir des précurseursoaanimatiques. L'objectif a été d’obtenir
ces composés, le plus rapidement possible, avequraé suffisante (> 95 %) pour leur
évaluation biologique. Par conséquent, a ce stad&uide, aucune tentative n'a été menée

pour améliorer les rendements et les voies de égattle ces composeés
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3.3.1 Méthodes de synthese décrites dans la littérature

Les azotures d’aryle sont généralement préparéartr gles amines aromatiques
correspondantes [17]. La voie de synthése la phlilsée consiste a former le sel de
diazonium que I'on fait réagir ensuite situ avec I'anion azoture (Fig. 89). La formation du
diazonium se déroule en condition acide, en pré&sdemitrite de sodium. Il est proposé que
I'acide nitreux se dimériserait en,®;. Cet intermédiaire transférerait ensuite le grouget
nitroso (NG) sur I'amine aromatique présente sous forme librse forme ainsi une espéce
intermédiaire, la nitrosamine, qui, dans le cas desnes primaires, est trés réactive et
conduit, aprés déshydratation, au diazonium [Sht@érement a la réaction de Sandmeyer, la
formation de 'azoture, a partir du diazonium, meggéde pas par un clivage de la liaisqp C
N. L'ion azoture attaque sur I'azofedu diazonium induisant la formation de pentazestes
pentazole intermédiaires qui se réarrangent enapenghe molécule de Noour donner le

composeé azoture d’aryle [18] (Fig. 89).

Ar—NH,

Source H" généralement utlisée : TFA, HCI dilué ou AcOH/H,0

Etape 1 : Diazotation

2HONO ———> N,03+H,0

i + K N\ . +
- | - I o~ N - OH e
ARH, NG Ny N~ Ar~|}1+—N=o “H L ANINED ==Ar—N=N"OH| —">= Ar—N=N
H Nitrosamine
Etape 2 : Formation de l'azoture d'aryle
-N + -
+ - 2 _r
A _ N=N=N Ar—N=N=N
N=N
+ N ) N,
Ar—‘N/:U—N—N I ,N:N
_ NENIN == A =y — AN )
NTN \ N=N
Ar +

Fig. 89 : Mécanisme de diazotation et de formatiode I'azoture d’aprés [5] et [18]

Pour réagir avec JDs, il est nécessaire que I'amine soit sous formeelitNH,). Le
pH réactionnel pour la réaction de diazotation desnes aromatiques est généralement

inférieur a 3. Or, a ce pH, les amines aliphatigeest tres majoritairement sous forme
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protonée (pKax 9-11) alors que les amines aromatiques sont, @nopions proches, sous
forme protonée et déprotonée (pKd-5). Il est donc théoriquement possible, d’obsesur
une structure comportant ces deux types d’aminmriaation régiosélective du diazonium a
partir de 'amine aromatique sans qu’intervienndes réactions secondaires sur I'amine

aliphatique [5].

La formation des azotures daryle par diazotatiodcessite des conditions
réactionnelles drastiques (milieu oxydant et acige) sont incompatibles avec certains
groupements. Des variantes de cette réaction ont éi@ proposées. Datsal ont montré la
possibilité de générer le diazonium en pH neutreeamplacant I'ion nitrite par le nitrite de
tert-butyle [19]. La formation de I'azoture est ensu#alisée par ajout de I'azoture de sodium
[19] ou de l'azoture de trimethylsilane [20]. Cett&thode est particulierement intéressante
pour les amines aromatiques substituées par dep@reents électro-attracteurs tels que les
groupements cyano ou acide carboxylique. Pourldectanposés, des rendements atteignant
90 % sont rapportés.

Wong et coll. ont développé une méthode efficacsytehese des azotures de sucre
par transfert diazo [21]. Cette méthode a éterfesmment adaptée aux amines aromatiques
par Liuet al.[4]. Elle consiste a faire réagir I'azoture ddlyte sur 'amine, en présence d’un
catalyseur métallique divalent et d’'une base. Lfamo de triflyle est préalablement préparé

par réaction entre I'azoture de sodium et I'anhydkei triflique.

| = TfN3, CuSO, 4q EtaN |

N CHzclleeOH, TA N

0,
NH, 95% N3

Fig. 90 : Synthése du 8-azidoquinoline d’aprés Liet al.[4].

Le mécanisme de cette réaction est inconnu. Néarsnpour la synthese d’azotures
de sucre, Wong et coll. ont proposé un mécanisrgé bar la formation d’'un intermédiaire
tétrazene stabilisé par le métal divalent qui gémétr I'azoture souhaité aprés réarrangement
[22]. D’aprés ce mécanisme, une amine secondairpen¢ pas réagir, ce qui rend cette
méthode particulierement intéressante pour un cesgwésentant a la fois une amine
aromatique primaire et secondaire. Dans le casadedthode via diazotation, il serait

nécessaire de protéger I'amine secondaire powgrdaiformation de la nitrosamine (Fig. 89).
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Liu et al. ont montré, sur des structures benzyliques simpjles cette réaction peut
étre réalisée en présence de groupements diverde (@arboxylique, alcool et amine
secondaire benzyliques). Cependant, les rendersentdres faibles lorsque les anilines sont
substituées par certains groupements trés életitexturs [4]. Cette méthode a été
récemment utilisée pour la synthése d’'un analodnadopactivable d’'un antibiotique : I'acide
fusidique [23].

En marge de ces méthodes de synthese a partimideesaaromatiques, les azotures
d’aryle peuvent étre obtenus a partir des haloggndraryle par formation des composés
organométalliques correspondants (lithien et dgnaiid) puis par réaction avec l'azoture de
para-toluénesulfonyle. De maniere plus anecdotidars le cas de substrats aromatiques trés
pauvres en électrons — telle que la chloronitrajiye — I'azidation peut étre effectuée par
substitution nucléophile aromatique par I'aniontae® [17]. Tres récemment, il a été montré
que des iodures d’aryle peuvent étre convertiszetuee, en présence d’azoture de sodium,
de proline et d’'iodure de cuivre (1) [24].

Dans le cadre de notre étude, compte tenu des dsmi®la littérature, les synthéses
des azotures d’aryle ont été envisagées, soit gandthodevia diazotation, soit par la
méthode par transfert diazo. L'aniling ne présente pas de fonctions sensibles. Par
conségquent, ces deux méthodes de synthése sosageables. A I'inverse, les compo§eg
et 8 présentent une amine secondaire pouvant subirréation de nitrosation. Pour ces
composes, compte tenu des mécanismes réactionmelsfgy la méthode de transfert diazo

semble étre plus indiquée.

3.3.2 Synthése de l'azotur@

L’'aniline 5 ne présente pas de fonctions sensibles. L'intrbolucdu groupement
azoture ne présente donc pas de difficultés. LeposgR a été obtenu pda méthode via

diazotation avec un rendement de 87 % (Fig. 91).

1. NaNO; (2 eq) - 5%C, 1h N

NH H
— )/-—Q 2.NaNs (4 eq) -5C-> TA, 2h  — )—Q
ACOH/H,0, 87 %
\ N © z \ N ©

NH, N3

5 9

Fig. 91 : Synthése de I'analogue azotur@de I'inhibiteur 1
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3.3.3 Synthése des azotures d'aryi@et11

Les composés et 7 comportent deux fonctions amines aromatiques rel’primaire
et l'autre secondaire — possédant un caracteregumgproche. Lors de la réaction de
diazotation, il semble donc difficile d’empécherftamation de la nitrosamine sur I'amine
secondaire (cf. paragraphe 3.3.1). Par conségoamipte tenu des mécanismes réactionnels
putatifs, nous avons choisi la méthode de synthasé&ransfert diazo.

L’azoturel10 a été obtenu avec un rendement de 60 % par cétteode (Fig. 92). Ce
rendement peut étre ameélioré puisque lI'analyse GBENPdu brut réactionnel montre une
conversion partielle du produit de départ. Cettaveosion partielle du composg est
probablement due a une sur-évaluation de la géadt#zoture de triflyle résultant d’'une
hydrolyse partielle de I'anhydride triflique comroe.

Ces conditions appliquées au compd@sé@e permettent pas d’obtenir, de maniére
quantitative, le composgl (Fig. 92). L'analyse CLHP-SM du milieu réactionmakt en
évidence la formation de plusieurs produits secivesi@t, en particulier, celle d’un produit
de [M+1] = 146 pouvant correspondre a la 3-chloro-4-fluerd@&namine§P3, Fig. 87) et
celle d’'un produit de masse [M+1F 295 non identifié. L’azoturgl est trés minoritaire dans

le milieu réactionnel (9% en absorbance UV) etpda pu étre isolé par chromatographie sur
silice.

F F
:@\ R EtsN (3 eq), CuSOy, (0,05 eq), :@\ R
cl N TfN3 (2 eq) cl N
H CH,ClL/H,0/MeOH 2/1/3, H
TA, 3h

NH2 N3
6:R=H 10:R=H,60%
7:R=0OH 11: R=O0H, traces

Fig. 92 : Réaction de transfert diazo sur les anities6 et 7

A notre connaissance, la formation d’'un azoturematique par la méthode de
transfert diazo, en présence d’'un groupement phémolprotégé, n'a jamais été décrite. A
l'inverse, des exemples de formation d’'un azotuighatique en présence d’'une fonction
phénol non protégée (analogues de la tyrosine) décrits dans la littérature avec de bons
rendements [25, 26]. Pour expliquer le résultatcgaént, il peut étre supposé que le

groupement phénol entre en compétition avec le pgment aniline (moins nucléophile
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gu’'une amine aliphatique) pour la complexation dmposé? sur le catalyseur métallique
[22].

La méthode de synthese la plus décrite pour I'dlmend’azoture de dérivés
phénoliques est la réactioma diazotation [27]. Cependant dans le cadre de r&trée, cette
méthode ne permet pas l'obtention du compddé Méme en diminuant le nombre
d’équivalents de NaNPet le temps de réaction, seul le composé azidosaimine est
observé (d’aprés les analyses CLHP-SMHRMN) ce qui confirme que les deux fonctions

anilines ont une réactivité equivalente (Fig. 93).

F OH F OH
1. NaNO,, -5T
cl N 2.NaN3, 5C=>TA _ N
H |
AcOH,H,0 1/1 N 0

NH, N3

7

Azido-nitrosamine
a :NaNO, (2,2 eq), 45 a:100%

b : NaNO, (1,0 eq), 30 min b:35%

Fig. 93 : Tentatives d'azidation du composg via la réaction de diazotation et résultats CLHP-§I1

Pour synthétiser du compogé, il est donc nécessaire de protéger la fonctialinan
secondaire ou la fonction phénol du comp@sfant de réaliser les réactions via diazotation
ou par transfert diazo, respectivement. Ces vagesydthése n'ont pas pu étre explorées par

manque de temps.

3.3.4 Synthese de l'azoture d’'aryl&2

Compte tenu de la présence de I'amine secondaipbatifue, la formation du
composél2 a été envisagée par réaction de transfert dizmmike en ceuvre de cette réaction
n'a pas été satisfaisante. L’analyse CLHP-SM duemitéactionnel montre que la conversion
du produit de départ est quasi-totale mais révalefarmation de plusieurs produits
secondaires dont principalement le composé azidlei®P4 qui co-€lue avec le composa
(Fig. 94). Ce résultat est corroboré par I'analyse RMN du brut réactionnel, aprés
extraction, qui met en évidence que le compbaést présent a moins de 10 % (d’apres
I'intégration du pic correspondant aglid =5,2 ppm). La purification du brut réactionnel par

chromatographie sur silice n’a pas permis d’istdgsroduit12.
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N NH EtzN (3 eq), CuSO, (0,05 eq),
TfN3 (1,5 eq)
N
H CH,Cl,/H,0/MeOH 2/1/3,
Q NH, TA,3h Ns

8 12 SP4

Fig. 94 : Essai d’azidation du compos8 par transfert diazo

Nous avons alors tenté d’obtenir I'azotut2 par la réactiorvia diazotation, sans
protéger 'amine secondaire, au préalable. Comréeupron observe la formation du produit
12 souhaité ainsi que celle du produit second&@R5 correspondant au dérivé azido-
nitrosamine. L’analyse CLHP-SM du brut réactionsigfjgere la présence tres minoritaire du

composésP4co-éluant avec le compog2 (Fig. 95).

NH 1.NaNO,, 1,5 eq,
NH
O ) 45 min, - 5C O N +
N 2. NaNs, 3 eq, 2h30, N
NH, 5C->TA, H O N
ACOH/H,0 3
8 12 SP5

(56 % en CLHP-SM) (44 % en CLHP-SM) (Trace)

Fig. 95 : Synthése de I'azoturd 2 par réaction de diazotation et
résultat d’analyse du brut réactionnel par LCHP-SM

Le produitl2 a été isolé a partir du brut réactionnel avecamidement de 32 % et une
pureté déterminée par RMN de 93 %. L'impureté principale présente estdmpos&P4
De ce lot, nous avons réussi a purifier par chrographie sur silice une petite quantité de
produit (6 mg) ne comportant pas I'impur&®4 et dont 'activité sera testée sur les deux

lignées cellulaires.

3.4. Conclusion

Nous avons mis au point et réalisé les synthésastigatives des composgs2, 3 et4
a I'échelle du gramme. Par purification du compdsgar CLHP sur colonne chirale, les
énantiomereda et4b ont été obtenus sous forme optiquement pure (899%). Les dérivés
anilines de chague composé ont été obtenus aveordeendement soit par hydrogénation
catalytique, soit par réduction par le systtme EGM. Les méthodes mises au point pour
I'obtention des azoture8 et 10 sont satisfaisantes puisque les produits ont atiéefnent

isolés par chromatographie sur colonne avec urererdt de 87 % et 60 %, respectivement.
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L’analogue azoturd2 a été obtenu avec un rendement plus faible (32%ne puretéH

RMN de 93%. Une fraction du compok2 a été obtenue avec une pureté suffisante pour son
évaluation biologique (pureté > 98%). Si le compd&ése révele actif, il sera nécessaire
d’améliorer la voie de synthése pour éviter la fation des deux produits secondaires : la
I'azido-nitrosamine $P5 et I'azido-imine EP4). A l'issue de cette étude, nous n'avons pas

pu mettre au point la synthése du comgddké

4. Evaluation de l'activité des composés synthétisés

Les activités des composés synthétisés — inhilsitedérivés anilines et dérivés
azotures — ont été déterminées par le test cebutais au point par Lecat-Guillet [1]. Ce test
consiste a évaluer, par tracage avec le radiomleci&l”, I'inhibition exercée par un composé

sur la captation d’'iodure chez des modeles cetkdagxprimant le NIS.

4.1. Principe et conditions expérimentales

L’évaluation des composés que nous avons synteétest effectuée dans les
conditions utilisées par Lecat-Guillet pour pouvaamparer les résultats obtenus a partir des
composeés synthétisés avec ceux précédemment olagrarsir des composés commerciaux.
Les tests ont été réalisés sur la lignée celluladS-HEK-293 (lignée utilisée lors du
criblage a haut-débit) et sur la lignée FRTL-5. lignée FRTL-5, générée a partir de
follicules de thyroide de rats, constitue un trém lmodele d’étuden vitro des cellules
thyroidiennes. Elle exprime naturellement le syrtgaarN&/l” murin (rNIS), qui présente une
similitude de 93 % et une identité de 84% avec h[<&s.

Chaque composé est testé sur une gamme de coticestrallant de 16 & 10 M.
Les cellules sont incubées en présence du compesé” et d'iodure froid (Fig. 96). Le
temps d’'incubation a été déduit des courbes cinétigi’accumulation d’iodure (par tracage
par'?¥) et correspond & un temps situé peu aprés I'&telim palier.

L’IC 50 du composeé est définie comme la concentratiorcédmmposé) qui induit une
diminution de 50 % de la radioactivité intracelitda Elle est déterminée a partir des données

expérimentales, par régression non linéaire, disarit la relation de Hill.
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Fig. 96 : Principe du test d’évaluation des composéynthétisés

Chague composé a été testé en duplicat, lors dainsndeux séries d’évaluation
indépendantes. La validité de chaque série de test® déterminée par les courbes dose-
réponse obtenues pour le perchlorate (JlQe perchlorate est considéré comme un substrat

compétitif des iodures pour le symporteur’MNa[29] et constitue le témoin positif de nos
expériences.

4.2. Résultats de I'évaluation biologique des composégrshétisés

Les courbes dose-réponse obtenues pour le perthlgrarmettent de valider
I'ensemble des expériences que nous avons effectués IG, obtenues pour ce composé
sont de I'ordre de IOM et 10” M pour les lignées HEK-293 et FRTL-5, respectivamee
qui est cohérent avc les données de la littératues. valeurs d’lG, pour les différents

composes synthétisés sont présentées dans lesualoieapres (Tab. 17).
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Produits synthétisés Produits commercfaux
N® Hits ICs0 ICso ICs0 ICs0
HEK-293 FRTL-5 HEK-293 FRTL-5
0,02 uM
1 _ N;_Q Inactif Mauvaise 2uM repr’(;l(;)l?ctible
\ N - corrélation
.
2b C': - “@ 0,7 uM 0,3 uM 50 uM n.t
NO,
FD\ OH
3 c H“@ 0,1 uM 0,02 uM 3uM 0,04 uM
NO,
(O w
4 N 1uM 0,08 uM 3 uM 3 uM
Q NO,
4a | Enantiomere dd 5uM 0,3 uM n.t n.t
4b | Enantiomere dd 750 uM 35 uM n.t n.t
o . ICs0 ICs0 . Azotures ICs0 ICs0
NT o Anlines e | FRTLS | (Y| darle | HEK | FRTLS
0,02 pM
5 Y Q Inactif Inactif 9| _ gt Q 4 uM Mauvaise
\ N © by \ N © N, corrélation
F
6 n“@ 5uUM | 08uM | |10 m“@ 8uM | 0,9 uM
NH, N3
O, O
\ NH
71 ¢° u“@ QOuM| 1pM 12 N 0,2uM | 0,03 uM
NH, Q N3
O W\ NH
8 N Q Inactif 10 uM
NH,

Tab. 17 : ICso des composés synthétisés obtenues sur les lignéédkS-HEK-293 et FRTL-5

Chaque composé a été testé en duplicat lors d'amsrdeux séries d’évaluation indépendantes.
 Pour comparaison, sont mentionnés leg ties produits commerciaux évalués par Lecat-Gljilet
® Pour rappel, ce composé ne faisait pas parti ieséiectionnés a la suite du criblage & hauttdébi
n.t : non testé. Mauvaise corrélation : nombre dieitdérieur a 0,3
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4.2.1 Composél et analogues

Le composéd et son analogue anilir@sont clairement inactifs sur la lignée HEK-
293. Sur la lignée FRTL-5, le composé&’a aucun effet alors que la réponse du comgoseé
est ambigué. Sur cette lignée cellulaire, §@u composél est faible (0,02 pM) mais les
courbes expérimentales obtenues sont quasimerairiisésur la gamme de concentrations
étudiée, impliquant un nombre de Hill faible (0,P)n tel résultat suggére un mécanisme
d’action non spécifique c’est-a-dire l'interventiale plusieurs cibles protéiques ou plus
certainement, une perturbation de 'homéostasidadeellule. L’analogue azotur@ a une
réponse identique a celle du compdasgur la lignée FRTL-5. Cependant, il exerce unéefor
inhibition (ICsp = 4 uM) sur la lignée HEK-293 que nous préféronsutter contenu de
I'inactivité du composéd (Tab. 17). De tels résultats nous ont conduiiraigér cette famille

de composes.

Le test d’activité n'a donc pas permis de validecomposé synthétisé Or, le lot
commercial correspondant exerce une réponse frgiChe= 2 uM) sur la lignée HEK-293.
Puisque I'analyse CLHP-SM de ce composé est cerrecte’H RMN a été effectuée. Le
spectre obtenu présente des signaux élargis (Fig\).9L'ajout de EiN affine les signaux.
Cependant, le nouveau spectre obtenu (Fig. 97 &8t ipas compatible avec la structure du
composél (Fig. 97.C) mais pourrait correspondre a celle da somere 4-nitro-N-
(phenyl(pyridin-2-yl)methyl)benzamide. L’absenceadtivité sur la lignée HEK-293 du
composeél synthétisé pourrait donc s’expliquer par la positmeta du groupement nitro.
Cependant, compte tenu de I'effet de I'ajout dgNEgur le spectréH RMN, nous pouvons
raisonnablement conclure que le produit commessabous forme de sel. Puisque des anions
monovalents inorganiques sont connus pour étre ébitifip de I'iodure au niveau de son site
de fixation sur NIS [29], nous pouvons proposer tjudibition de la captation d’'iodure
observée pour le lot commercial est due au comti@qa Ce contre-anion serait de nature

inorganique, d’aprés I'analysel RMN.

En raison de la faible quantité de produit comnadr@inotre disposition, des analyses

complémentaires n’ont pas été effectuées pourméter la nature de ce contre-anion.
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Fig. 97 : SpectresH RMN (région aromatique) du composé commercial elu composél synthétisé
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P

A. Le spectre du composé commercial présente daawk élargis. On n'observe pas de signaux dapartae

aliphatique (données non montrées).
B. L'ajout de EfN affine les signaux ce qui suggére que le prochuitmercial est sous forme de sel. Le spectre

ne correspond pas a la structure du comfiasdis a celle d’'un de ses isoméres : la 4-nitrggheqyl(pyridin-2-

yl)methyl)benzamide.
C. SpectréH RMN obtenu par I'analyse du composé synthétieé présence de J&t.
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4.2.2 Composég, 3 et analogues

Les tests d’évaluation confirment les activités demposé et 3 synthétisés. Le
compose3 présente des g — 0,1 et 0,02 uM pour les lignées HEK-293 et FROIL-
respectivement — équivalentes a celles obtenues Ipoproduit commercial. Il constitue
I'inhibiteur le plus puissant parmi les moléculesléées. On observe que le comp8sest
significativement plus actif que le lot corresponidde la chimiotheque, ce qui suggere un

gain de pureté.

La conversion du groupement nitro aromatique ennandiminue de maniere
significative I'activité. Ceci est particulierementai pour le compos@ dont les IGy ne sont
plus que de 90 uM et 1 uM pour les lignées HEK-@9BRTL-5, respectivement.

Les analogues anilin@ et azoturelQ du compos& présentent des lg comprises
entre 0,8 et 8 UM et peuvent étre considérés codeménhibiteurs de moyenne activité. Nous
pensons cependant, que I'activité du comgddsést suffisante pour qu'il soit utilisé en photo-
marquage d’affinité, du moins sur la lignée FRTUGso = 0,9 uM).

4.2.3 Composéel et analogues

Le composél synthétisé présente des;¢@e 1 uM et 0,08 uM pour les lignées HEK-
293 et FRTL-5, respectivement ce qui confirme suividgé. Pour les deux lignées cellulaires,
I'énantiomereda est significativement plus actif que I'énantioméke Les 1Go de4a sont en
effet, supérieures d’au moins un facteur 100 &sealedb. Par ailleurs, les courbes dggdu
composé4 et 4a présentent un nombre de Hill d’environ 1,1. Cettdeur et la forte
difféerence d’activité entre les deux énantioméreggserent que l'effet d’inhibition sur la
captation des iodures est di a un mécanisme denaissance spécifique du compdsépar

une protéine cible unique.

Il peut étre remarqué que lessé@u composéa sont Iégérement supérieures a celles
de 4. Cette perte d’activité pourrait s’expliquer pareupesée approximative du compdsé

compte tenu de la faible quantité de produit péeifi

La conversion du groupement nitro en amine dimimlerement I'activité : le
composeB est inactif sur la lignée HEK et sonsfdvest plus que de 10 uM pour la lignée
FRTL-5. L’introduction du groupement azoture resif’activité : le dérivél2 présente des
ICs0 du méme ordre que le compogét constitue le dérivé azoture le plus actif qgoasn
ayons synthétisé.
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4.2.4 Observations générales

Les G, obtenues sur la lignée FRTL-5 sont, en générfdrigures a celles obtenues
pour la lignée HEK-293. Cette différence d’actividés inhibiteurs pour ces deux lignées
cellulaires a déja été observée par Lecat-GuillptDe méme, lors de I'évaluation de la série
d’anions monovalents, Wolff et coll. ont mis end®arnice que les Kgde Br et CIG; obtenues
pour la lignée FRTL-5 sont supérieures a celleer®s pour la lignée COS-7 exprimant
hNIS. Pour expliquer ce phénomene, ils évoquent différence d’affinité des anions
résultant du fait que les cellules COS-7 exprimertlIS humain alors que FRTL-5 exprime
le NIS murin [29]. Dans le cadre de notre étudepelt étre aussi proposé que le taux
d’expression des protéines-cibles (NIS en partclkoit plus faible chez FRTL-5 que chez
HEK-293. Ce phénomeéne pourrait résulter de difféesrdans les mécanismes de régulation
d’expression ou de transcription pour ces deuxékgncellulaires. Il peut étre aussi évoque
I'existence d’'un mécanisme de régulation contrélamoncentration intra-cellulaire en iodure

chez la lignée thyroidienne FRTL-5 qui n’existeps ou qui serait différent chez HEK-293.

4.2.5 Conclusion

Les courbes dose-réponse du compbsét de ses analogues nous ont conduit a
éliminer cette famille de molécules. Compte tens dealysesH RMN, nous pensons que
I'activité du lot commercial est due a la présedam anion inorganique du type BFCIOy,

PFK ... Ces anions sont connus pour étre des substnagétivifs de I'iodure pour la protéine
NIS.

L’activité des inhibiteurs synthétis@s3, et4 a été validée. lls présentent une activité
comparable voire supérieure a celle des produitsnoerciaux fournis par Chembridge. Ce
gain d’activité est lié a un gain de pureté powr peoduits synthétisés. En ce qui concerne
leurs analogues anilines, la conversion du groupém&o- en groupement amino- se traduit
par une diminution nette de l'activité (d’'un faatelD-102). La délocalisation de charge et

I'effet électro-attracteur du groupement nitro- tsatonc essentiels a l'interaction des

inhibiteurs avec leurs cibles protéiques.

Les dérivés azotureR) et 12 sont actifs. Compte tenu des différences d’aésviles
compose et 3, il est probable que le compokE présente une activité supérieure a celle du
composélO. La synthése de ce composé devrait étre effegtodhainement. Le compoié
présente une trés bonne activité (en particulieur da lignée FRTL-5) permettant son
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utilisation en photomarquage d’affinité. Il est donécessaire d’améliorer sa méthode de
synthése et de mettre au point une méthode d’abtedé son analogue marqué (au tritium).

5. Nouvelle voie de syntheése du compo§é

Nous avons précédemment obtenu le comfddsgar la méthodevia diazotation a
partir du compose8 (cf. paragraphe 3.3.4). Or, cette méthode de sgetlsouffre d’'un
rendement faible et d'un manque de reproductibilitss a la formation du dérivé azido-
nitrosamine SP4 En utilisant un mélange HCI/Dioxane 2,5/1 plutdt’'un mélange
AcOH/H,O 1/1, nous avons réussi, en abaissant le pH, anaém significativement la
proportion du compos8P4 (6% contre 44% d’apres analyse CLHP-SM). Cependars de
la transposition de cette méthode a plus largellécgepartir de 200 mg de compdé nous
avons observé la formation de divers produits s#&ioes et la présence du composé azido-
imine SP4

Compte tenu de ces résultats et de ceux obtenudgotaction de transfert diazo (cf.
paragraphe 3.3.4), il s’est avéré nécessaire deegao I'amine secondaire cyclique du

composeB pour éviter la formation de ces produits secomsair

Nous avons choisi comme groupement protecteterteoutyloxycarbonate (Boc). Il
présente 'avantage de ne pas étre clivé par hgdiatgn, ce qui permet son introduction sur
le composél. Sa déprotection s’effectue en condition acidequeest compatible avec le
groupement azoture. De plus, elle ne génere pasadielits secondaires, (contrairement a un
groupement Fmoc, par exemple). La voie de synthasenous avons réalisée est présentée
ci-aprés (Fig. 98).
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Boc,0 (1,2 eq)
O \_ NH K,CO3 (2 eq) N~goc _Hz Pd/C (0.1 eq)

H iPrOH/H,0, 40°C MeOH, 90%

81%
NO,

NO,

I~

aoub

71%

Ns Q N3

16 12

a:36% N

N-goc TFA/CH.Cl, O \ NH
N
b: 48 % H

a:1.NaNO, (1,5 eg), - 5C, 45 min/ 2. NaN 3 (3 eq), - 5 T -> TA, 2h, ACOH/H ,0
b: CuSO, (0,05 eq), EtsN (3 eq), TfN; (1,5 eq), CH,Cl,/H,0/MeOH, TA, 16h

Fig. 98 : Nouvelle voie de synthése du compok2

Cette méthode a consisté a introduire le groupemeecteur Boc sur le compogé
Cette réaction a été réalisée selon des conditierssiques, sans que l'on observe de
substitution sur le NH indolique. Le compdkga été ainsi obtenu avec un rendement de 81
%. La réduction de sa fonction nitro-aromatique HatPd/C, a permis ensuite d’obtenir le

composéls, précurseur du dérivé azoture, avec un rendeneedto.

Nous avons observé que le comptSéest stable dans un mélange AcOKMHL/1 a
température ambiante. Par conséquent, l'introdoctii groupement azido a pu étre
envisagée par transfert diazowd diazotation. La réactiomia diazotation est relativement
rapide. La conversion dkS est totale et la formation de produits résultantlivage du Boc
n'est pas observée. Le rendement relativement m3@&#o) est di a la formation de produits
de dégradation non identifiés (signatures CLHP-$RHeRMN équivoques). La réaction par
transfert diazo a permis, quant a elle, d’obtemicdmposé.6 avec un rendement de l'ordre
de 50%.

Nous n'avons pas mené assez d’expériences poumiése la meilleure méthode
d’introduction de I'azoture. Cependant, nous pesspre la méthode par transfert diazo est la
mieux adaptée car elle ne conduit pas a la formai® produits secondaires. Elle peut étre
certainement améliorée puisque la conversion dupos#éil5 n'est pas totale. De plus, elle
devrait se révéler, en pratique, plus robuste guédction par diazotation.

La déprotection du composkb a ensuite été effectuée par I'acide trifluoroapedi
dans le dichlorométhane pour obtenir le produilfiiR. Lors de cette étape, la formation de

I'imine SP4 n’est pas significative puisqu’elle est présentma@ins de 2% dans le produit
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final, aprés purification par chromatographie soionne (évaluatioiH RMN). Le composé
12 est donc obtenu avec un rendement global de Eaadr25 % et une pureté de 98% a partir

du composé.

Le rendement global de cette nouvelle voie de ®g#hdu composé&2 est donc
similaire & celui de la réactiovia diazotation a partir d@ présenté précédemment (cf.
paragraphe 3.3.4). Nous pensons qu'il peut étreliam@éen optimisant les conditions de
I'étape par transfert diazo. Cependant, compte wmwombre d'étapes, il sera difficile

d’obtenir un rendement global supérieur a 50%.

L’'avantage principal de cette voie de synthése u@isant la réaction par tranfert
diazo) est la faible proportion de produits secimedaformés, en particulier d’azido-imine
SP4 qui est difficilement séparable du comp@@ar chromatographie sur silice. Bien que
nous n'ayons pas assez de recul sur les deux desrééapes de cette voie de synthése, nous
pensons, qu’en pratique, cette méthode sera beaydos robuste a mettre en ceuvre que la
réaction via diazotation du compo8€En effet, dans le cas de cette derniere réaations
avons rencontré des problémes de répétabilité etratesposition a des quantités plus
importantes de produit qui se sont traduits paraugmentation de la proportion des produits

secondaires en patrticulier, 884 et deSP5

6. Perspective : vers la synthése du composed]-12.

Parallelement a I'amélioration de la voie de sysghéu composg2, nous avons initié
la synthése de son analogue mardt#-[L2. L'introduction du marquage au tritium nécessite
la synthése du dérivé iod® du composél2. La voie de synthése que nous proposons est

présentée ci-dessous.
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Boc,0 (1 eq)
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Transfert diazo
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Fig. 99 : Perspective pour la synthése du composéi]-12

A I'heure actuelle, seule les deux premiéeres étameté mises au point. A la suite
d’essais infructueux d’iodation sur le compddg®g nous avons choisi d’introduire I'atome
d’iode sur le compos@. La iodation a été effectuée en milieu acide goéti en présence de
N-iodosuccinimide. L'utilisation d’un milieu aciqdutot que celle d’un milieu neutre permet
de contrecarrer I'oxydation du compdéc’est-a-dire la formation de I'imine). Cette réan
conduit a I'obtention majoritaire d’'un composé meade 17 avec un rendement de 74 %.
Comme le révéle l'analyséH RMN, la substitution électrophile est régioséletet
s’effectue sur le cycle activé de I'aniline, auegau du carbone;gou Gz Compte tenu du
fait que la régio-isomérie n'‘a pas diimportance mpaptre étude, aucune analyse
supplémentaire n'a été entreprise pour détermimgrokition exacte de I'atome d’iode. La
détermination de cette position pourra étre préciskéérieurement grace fiH RMN du

composéiH]-12.

En présence de base et d’'une quantité stoechiguétde BogO, I'introduction du
groupement protecteur sur le compdsés’effectue de maniére régiosélective sur I'amine

secondaire avec un rendement de 74 %.

Par manque de temps, les étapes suivantes desgsth&se n'ont pas été effectuées.
Cependant, nous envisageons d’introduire le groepemzoture par la réaction par transfert
diazo sur le composE8. Le composé9 obtenu sera ensuite déprotégé en présence d’acide
trifluoroacétique pour donner le compo26. Le composé *H]-12 pourra étre ensuite

synthétisé, a partir du compa2@par échangeH, selon les conditions de Faucletml. [6].
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7. Conclusion et perspectives

Nous avons mis au point et réalisé les synthesegiatee hitsl, 2, 3 et4 issus du test
de criblage a haut-débit réalisé par Lecat-Guillets composés ont été obtenus a I'échelle du
gramme avec des puretds RMN et CLHP-SM supérieures & 98 %. L’évaluatidoidgique
sur les lignées hNIS-HEK-293 et FRTL-5 a montré tgieomposél est inactif, ce qui a
conduit a son élimination de notre étude ainsi qele de ses analogues anilmet azoture
9. En revanche, nous avons validé l'activité des mosas2, 3 et 4: Ces trois composés
bloguent effectivement I'accumulation de I'ioduteez la lignée FRTL-5 avec dessi@le 0,3
UM, 0,02 uM et 0,08 uM, respectivement. L'influertzes composé3 et4 sur la captation et
le relargage de I'iodure par la thyroide est ateénetnt en cours d’évaluation, chez le rat, par
imagerie micro-SPECT (collaboration T. Pourcher TE3V/TIRO).

Nous avons, de plus, realisé le dédoublement ditiaf3-carboline chiraled et
obtenu les deux énantioméerés et 4b optiguement purs (e.e > 99%). Les tests biologique
ont montré que I'énantiomerga est 100 fois plus actif que I'énantiometb. Ce résultat
suggere que l'effet d’inhibition sur la captatioesdiodures est di a un mécanisme de
reconnaissance speécifique du compésir une protéine cible unique. En raison desdaibl
quantités obtenues pour chaque énantionrerfig), la détermination de leur configuration
absolue n’a pas pu étre effectuée. Il est doncssé@oe de dédoubler a une plus large échelle
ces deux énantiomeres pour pouvoir effectuer laatyae par cristallographie par rayons X.
Ne disposant pas de colonne chirale préparativateuratoire, une méthode de dédoublement
cinétique des énantiomeres est actuellement ers abeirmise au point. Elle s’inspire des
travaux de Liuet al. [30] et est basé sur la co-cristallisation du cosggl avec l'acide (S)-

mandélique.

Les dérivés amino-aromatiques des comp@sé&set 4 ont été obtenus avec de bons
rendements (> 60%) soit par hydrogénation catalgtigur Pd/C, soit par réduction par le
systeme Fer/AcOH. Ces composeés ont été testéssdelx lignées cellulaires modeles. Les
résultats obtenus mettent en évidence que la fiédudu groupement nitro- en amine

diminue de maniére significative la capacité d’bition des hits.

A partir des précurseurs amino-aromatigéest 8, nous avons obtenu les dérivés
azotures d@ et4 par réaction par transfert diazo et via diazomatespectivement, avec une

pureté supérieure a 98 %. Ces compd&ast 12 bloguent 'accumulation de l'iodure chez la
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lignée hNIS-HEK-293 (I = 8 uM et 0,2 pM, respectivement) et chez la kg&RTL-5
(IC50=0,9 uM et 0,03 puM, respectivement).

Compte tenu de la différence d’activité des énamdiees del et de ses valeurs d'ig;
le composél2 est actuellement privilégié pour une applicationpbotomarquage d’affinite.
A cette fin, nous avons mis au point une méthodsythése dd2 en protégeant I'amine
cyclique secondaire par groupement Boc, ce qui eedintroduire le groupement azido par
transfert diazo. Nous pensons que cette méthodeesepratique plus robuste et permettra un
gain significativement de pureté. La méthode dettmse de I'analogue iod20 est
actuellement en cours de réalisation et permetés prochainement d’accéder a la sonde
marquée jH]-12.

La synthese du compodd (analogue azoture d& n’'a pas pu étre mise au point
jusqu’a présent mais devrait étre réalisée graiateoduction d’un groupement protecteur
sur la fonction hydroxyle ou sur la fonction amiBél se révéle plus actif que le compds#

il sera privilégié pour I'étude de photomarquageaftinité.

Compte tenu des réponses obtenues en électropbyisigdour les composéset 3,
Nous pensons que ces composés agissent sur des giwtéiques différentes. Nous
souhaitons donc effectuer une double étude de ptastjuage d’affinité en utilisant leurs
analogues azoture¥H]-12 et 'H]-11 (ou & défaut®H]-10).
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Dans le contexte du projet iode du programme iotgenisme TOXNUC-E, nous
nous sommes intéressés a deux modeles biologitpsesigues brunes et les mammiféres.
Ces modeles présentent des mécanismes de capatidiaccumulation de liode tres
différents qui ne sont pas entiéerement élucidéar Bpporter des éléments de compréhension
a ces mécanismes, nous avons mis en place degssatle génétique chimique ainsi qu’'une

approche originale utilisant des techniques d’inmniggehimique.

Chez les algues brunes, les halopéroxydases aaten@HPOs) sont supposées étre
des acteurs-clés de la biosynthése des compos&sisvadés (CVIs). Chez les especes du
genreLaminaria, elles pourraient étre aussi impliguées dans ucamsme de captation trés
sélectif et tres efficace des iodures. Pour vérdes hypothéses, nous avons mis en place une
stratégie de génétique chimique inverse consistaentifier des inhibiteurs d’'une vHPO
purifiée puis a étudier le phénotype induit panvalidationin vivo de cette vHPO par ces
inhibiteurs.

Dans le cadre de cette étude, nous avons mis ai, maractérisé et validé une
méthode spectrophotomeétrique de suivi des activitegs- et bromo-péroxydases par le bleu
de thymol. Cette méthode s’est révélée robuste>(R,8), sensible et plus adaptée que les
méthodes décrites dans la littérature pour lagétdin d’un test de criblage a haut-débit. Elle
consiste a suivre au cours du temps I'absorbar@20anm qui rend compte de I'apparition

des produits d’halogénation du bleu de thymol parslystemes vBPOB./X".

A partir de cette méthode de suivi au bleu de tHyomodouble test de criblage a haut-
débit a été effectué en activité iodo- et bromampygdase sur la vBPO nativeAl’'nodosuma
partir d’'une chimiotheque commerciale de 16480 ams@p. A la suite de ces criblages
primaires et des tests secondaires, nous avongifi@e20 hits inhibant fortement
I'halogénation du bleu de thymol. Grace a des &uwlleffet dose-réponse, a une expérience
de perturbation de la iodation chimique du bleuhdanol et a des études CLHP-SM, nous
avons pu démontrer que ces molécules réagissentlesespéces X(et en particulier)
générées dans le milieu par le systeme vBROJEX™ et n'ont donc pas d’action directe sur

'enzyme.

Cette stratégie de génétique chimique n’a dongpawnis d’identifier des inhibiteurs
de la vBPO. Cependant, les études de flux unidiecel ont montré que les hits identifiés a

la suite des tests de criblage bloquent la captaties iodures chelz. digitata Ce résultat
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permet de conforter l'intervention d’'une espételdns ce mécanisme et donc indirectement

I'implication d’'une vHPO.

Pour I'algue bruné.. digitata, I'utilisation conjointe de la microsonde nuclé&aet de
la microsonde SIMS a permis de déterminer lesidigions tissulaires et sub-cellulaires de
I'iode, a partir de coupes cryofixées de lame estifge. L'iode est principalement stocké au
niveau du tissu périphérique constitué par le rredeyme et par les premiéres couches
cellulaires du cortex externe. La teneur en iodé getteindre jusqu’a 20 % du poids sec. Au
niveau subcellulaire, nous avons montré que l'iedetrés majoritairement séquestré, sous
une forme labile, dans I'apoplasme. Compte tenuétiedes de spéciation, nous pensons que
le mécanisme mis en jeu repose sur la complexdfiome espece inorganique de l'iode par
un édifice macromoléculaire composé de polysacdbaret/ou de protéines. Ce mécanisme
de stockage est tout a fait original & notre cassaice. Au niveau de la glande thyroide,
I'iode est accumulé dans un compartiment extraitadte (la colloide) mais sous une forme
trés peu labile par liaison covalente a la Tg. &ees algues rouges ont développé des
cellules glandulaires spécialisées dans le stockageolaires de composés organiques iodés

labiles.

Cette distribution sub-cellulaire inattendue estmpatible avec les rdles
physiologiques attribués a I'iode chéz digitata (mécanisme de défense et régulation du
stress oxydant). Cependant, elle remet en quektionécanisme de captation proposé par
Shaw et affiné par Kippeat al. Cette étude d’imagerie chimique marque donc uapeé
décisive dans notre projet de recherche et perneetdédgager de nouveaux axes
d’investigation. La compréhension des mécanismesratesfert de I'iode chek. digitata
constitue toujours, a I'heure actuelle, un défi dmbx qui nécessitera la combinaison

d’approches multi-disciplinaires. Nous pensons lgaefforts doivent se concentrer sur :
L’identification de la spéciation de l'ioda vivo
L’identification du mode de séquestration de 'iddature des agents complexants)
L’élucidation du rdle des vVHPO dans la captatiobedflux d’iode
La compréhension des mécanismes de régulationatantd’influx et I'efflux d’iode

Démontrer le role des VHPO sera difficile a réaliggisque nous n‘avons pas été en
mesure d’identifier des inhibiteurs qui leur soispécifiques. On pourrait imaginer d’évaluer
d’autres chimiothéques, en particulier celles corgm des produits naturels, mais nous

pensons qu'’il est nécessaire d’envisager de nassstratégies.
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Des anti-corps dirigés contre les vBPO et les vi@stitueront des outils puissants
pour déterminer leur localisation sub-cellulairer pamuno-localisation et prouver leur
localisation apoplastique (du moins pour les vIP@). pourrait imaginer aussi d’utiliser ces

anti-corpsin vivo pour inhiber les vHPO.

Des stratégies génomiques (par exemple par exindeg gene) sont a envisager mais

nous ne sommes pas en mesure d’en évaluer laifaésab

Pour démontrer l'intervention des vBPO et vIPO denbiosynthése des CVI, nous
pouvons imaginer des expériendesvitro consistant a cribler des extraits cellulaireslear
systemes VHPO/HD,/I" et a déterminer les CVI produits par des techriqiianalyse par

spectrométrie de masse.

En ce qui concerne la thématigue mammifere, noaasapoursuivi les travaux initiés
par N. Lecat-Guillet. Nos objectifs principaux @t€ de valider I'activité des hits identifiés

par le test de criblage a haut-débit sur hNIS-HBR-2et d’initier une stratégie de

photomarquage d’affinité pour identifier leur priogcible.

Dans ce contexte, nous avons mis au point et élisynthese de quatre inhibiteurs
1,2, 3 et4 al'échelle du gramme. Les tests biologiques @minis de valider I'activité des
composé, 3 et4: Ces trois composés bloquent effectivement I'andation de l'iodure
chez la lignée FRTL-5 avec dessyde 0,3 uM, 0,02 pM et 0,08 puM, respectivement.
L’influence des composé&set4 sur la captation et le relargage de l'iodure pahlyroide est
actuellement en cours d’évaluation chez le ratipagerie micro-SPECT (collaboration T.
Pourcher CEA/DSV/TIRO).

En ce qui concerne la tétfaearboline4, nous avons effectué son dédoublement
racémique, ce qui nous a permis d'isoler ses éragties4a et 4b avec un exces
énantiomérique supérieur a 99%. Les tests biolegiqant montré que I'énantiometa est
100 fois plus actif que I'énantiomédd, ce qui laisse suggérer que l'inhibition du congpbs
sur la captation d’iodure repose sur sa reconnaissapécifique par une protéine cible

unique.

A partir des précurseurs amino-aromatique &4, nous avons obtenu les dérivés
azoturesl0 et 12 avec une pureté supérieure a 98 %. Ces compddsét 12 bloquent
'accumulation de l'iodure chez la lignée hNIS-HER3 (IGy = 8 uM et 0,2 pM,
respectivement) et chez la lignée FRTL-55(€ 0,9 uM et 0,03 pM, respectivement).
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Compte tenu de la différence d’activité des énamdies del et de ses valeurs d'ig;
la synthése de la sonde marqu#d]{12 est en cours de réalisation par la nouvelle veie d
synthese consistant a protéger I'amine secondaireup groupement Boc pour pouvoir

introduire le groupement azoture par transfertaliaz

La synthése du compodd (analogue azoture d& n'a pas pu étre mise au point
jusqu’a présent mais devrait étre réalisée graliateoduction d’un groupement protecteur
sur la fonction hydroxyle ou sur la fonction amiBél se révéle plus actif que le compds#

il sera privilégié pour I'étude de photomarquageaféinité.

Compte tenu des réponses obtenues en électropdyisigdour les composéset 3,
nous souhaitons effectuer une double étude de plaostpage d’affinité en utilisant leurs
analogues azoturedH]-12 et PH]-11 (ou & défaut3H]-10). Nous pensons que, grace a ces
sondes, nous pouvons cibler la protéine NIS oudaseprotéine(s) impliqguée(s) dans sa

régulation post-traductionnelle.
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Partie 3

Partie Experimentale

Thematiques Algue et Mammifere
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Chapitre 1 : Recherche d’inhibiteurs de la vBPO dA. nodosum

1. Généralités sur le matériel et les produits utilisg

Produits chimigues

Les produits chimigues (Sigma-Aldrich) présentemt pureté supérieure a 98 %. En
ce qui concerne les colorants et les indicateurslaHéférence-produit comportant la plus
haute pureté a été systématiquement commandéerahw@t utilisé est de qualité HPLC
(Merck) et le diméthylsulfoxyde (DMSO) de qualitgéestrophotométrique (99,9 %, Sigma-
Aldrich).

Solutions

Les solutions aqueuses sont réalisées a partiu ditea-pure obtenue par le systéeme
de purification Synergy 185UV Ultrapure Water SystéMillipore) a partir d’eau distillée.
Les solutions tampons MES sont obtenues par dissolde la masse adéquate d’acide 4-2-
(N-Morpholino)ethanesulfonique. Leur pH est ajugér ajout d'une solution aqueuse
d’hydroxyde de sodium a 2N. Les solutions tampdmssphates sont obtenues par dissolution
des masses adéquates de dihydrogénophosphate daimsochonohydrate et
d’hydrogénophosphate de sodium. Les solutions tasmi d’halogénure sont conservées
deux semaines a + 4°C. Les solutions d’enzyme, & ket de bleu de thymol sont préparées

le jour de leur utilisation.

Matériel divers

La mesure des pH des solutions est effectuée gaaceHmetre Inolab (WTW)
préalablement étalonné par des solutions tampomaide 7,00 et pH = 4,01 ou pH = 10,00
(WTW). La distribution des solutions dans les puliss plagues 96 puits est effectuée
essentiellement a la micropipette multi-canaux rfpipette). Les études d’'absorbance
(spectre et cinétiqgue) sont effectuées dans desophamjues 96 puits transparentes en
polystyréne (Costar#9017, Corning) utilisables pdes longueurs d’onde supérieures a 300
nm. Des microplaques transparentes aux UV (Faleoni) utilisées pour les longueurs d’onde

comprises entre 250 et 350 nm.
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Spectrophotométre SpectraMax PhigMolecular Device)

Les études d’absorbance — mesure ponctuelle, guethu spectre — sont réalisées
avec le spectrophotométre SpectraMax Bfuses expériences peuvent &tre menées soit en
cuvette soit en microplague 96 ou 384 puits, s&w gamme de longueurs d’onde allant de
190 a 1000 nm, avec un incrément de 1 nm et pawvdeurs d’absorbance inférieures a 4.
La source lumineuse est une lampe Xénon. La lorrgdiende d’intérét est sélectionnée par
un monochromateur avec une précision de 0,2 nmetieur est piloté grace au logiciel
SoftMax Pro. Les résultats peuvent étre traitéss smi logiciel ou sous Excel grace a la

génération d’un fichier .txt.

Matériel enzymatique

Le modéle choisi est la bromopéroxydase a co-factemadate (vBPO) native
d’Ascophyllum nodosuriournie gracieusement par Dr. P. Potin (UMR 7139RSNUPMC,
Station Biologique de Roscoffl.’enzyme a été extraite & partir de sporophytesitesiu
d’Ascophyllum nodosummécoltés dans les environs de Roscoff (Bretagd&gpreés le
protocole de séparation par partition de phaseamnigoint par Vilter [1]. La solution-mere de
vBPO est a 8,0 mg/ml dans le tampon Tris a 50 mi @t = 9. Elle est conservée a - 18°C.
A la veille d'une série de test, un aliquot estaigelé a + 4°C pendant une nuit. Cette
solution peut étre conservée a + 4°C pendant plisisemaines sans perte d'activité. Le
dosage protéique a été effectué selon la méthoddraidord [2] et les mesures des activités
bromo- et iodo-péroxydases ont été realisées partésts spectrophotométriques au

monochlorodimédone (MCD) et au triiodure, respestient [3].

2. Mise au point d'une méthode de suivi des activitéde la vBPO

2.1. Identification d’'une nouvelle molécule sonde

2.1.1 Etudes préliminaires

Détermination des modifications du spectre d’absode aprés réaction avec vBPOMH/X

Les molécules testées sont présentées en Annéln é&value si les produits formés
par réaction avec les systemes VBPOM~ et vBPO/HO./Br ont des propriétés

d’absorbanceg(et/oulmay différentes de celles des réactifs de départr Ploaque molécule
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a tester, 200 ul de milieu sont préparés par agutsessifs dans un puit d’'une microplaque
de:

= 100 pl de tampon MES a 200 MM et a pH = 6,5

= 20 pl d’'une solution d’iodure de potassium (KI) @ hM ou de bromure de
potassium (KBr) a 100 mM

= 20 pl d’'une solution de la molécule a tester ajpPDdans I'éthanol
= 20 pl d’'une solution de vBPO a 10 pg/ml dans lepamMES a 100 mM et a
pH =6,5.
La réaction est initiée par I'ajout de 20 ul d’'us@ution de péroxyde d’hydrogéne
(H20,) a 5 mM. Le spectre d’absorbance entre 300 en®d@st mesuré avant I'ajout et une
heure apres l'ajout de la solution deQd. La longueur d’onde d’intéréh;) c’'est-a-dire la

longueur d’onde dont I'absorbance est fortementifi@laprés réaction, est déterminée, si

possible.

Suivi de la DOAint) en fonction du temps

Méme protocole que précédemment. Pour les exp@&sedmoins, 20 pl de la solution
de tampon MES a 100 mM sont rajoutés a la place2@gsl de la solution de vBPO. Apres
ajout de la solution de J@, et homogénéisation du milieu, la DGQY) est suivie pendant 30
min a raison d'une mesure toutes les 30 s. LesbesuDOAin;) = f(t) obtenues pour les
différentes molécules sont comparées en fonctioteuwteallure (régularité de la courbe,
existence d’'un palier final), de leur pente ingiainsi que de leur absorbance finale.

2.1.2 Etude approfondie de la famille des sulfone-phtaiés

Sélection de la lonqueur d'onde et du pH d’étudinegux

Pour chague molécule a évaluer, 200 ul de milied poéparés par ajouts successifs

dans un puit d’'une microplaque de :
= 100 ul de tampon phosphate a 200 mM
= 20 ul d’'une solution de Kl a 10 mM ou de KBr a 1OM

= 10 ul d’'une solution de la molécule a tester a 1 davis I'éthanol
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= 20 pl d’'une solution de vBPO a 5 pg/ml (IPO) owbquy/ml (BPO) dans le tampon
phosphate a
100mMetapH=7,2

Pour chaque molécule et pour chaque activité, éerpce est menée a cinq pH
différents : 5,5/6,2/6,8/ 7,1 et 7,6. La réattest initiée par I'ajout de 20 ul d’'une solution
de HO, a 5 mM sauf pour le bleu de xylenol et le bleutkdgmol, en activité bromo-
péroxydase, pour lesquels 20 pl d’'une solution g@,Hh 1 mM sont ajoutés. Le spectre
d’absorbance entre 300 nm et 800 nm est réalisgét @taingt minutes apres l'ajout de®
dans le but de déeterminkg,. Pour chague molécule, les suivis cinétiques d2A@\ ) sont

ensuite réalisés pour déterminer le;pH

Comparaison des cinétigues de suivi des activitds-iet bromo-péroxydases

Pour chaque molécule étudiée et pour chaque a@GtiaitDOR,py) est suivie pendant
20 min a raison d'une mesure toutes les 20 s, au.[#s conditions sont identiques a celles
mentionnées précédemment. Les parameétres de lBec@O®Qop)pHopt = f(t) C’est-a-dire la
vitesse initiale (Vi) et la durée d’atteinte du ipalsont déterminés afin de sélectionner la

molécule la plus efficace.

2.2. Optimisation de la méthode de suivi par le bleu déhymol

Les différents parametres — pH, concentrationgé@adtifs et pourcentage de DMSO —
sont modifiés comme mentionné dans le paragraghel2.Chapitre 2 de la partie 1. Pour

rappel, les conditions optimales déterminées sont :

lodopéroxydase Bromopéroxydase
Tampon phosphate 110 mM, pH =7,2 110 mM, pH =7,8
Halogénure KX 1,5 mM (KI) 10 mM (KBr)
Bleu de thymol 100uM 100puM
Enzyme 0,25ug/ml 0,6 ug/ml
H>0, 0, 35 mM 0,1 mM
DMSO 4 % en volume 4 % en volume

Tab. 18 : Conditions optimales pour le suivi des diwités iodo- et bromo-péroxydases
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2.2.1 Suivi de I'activité iodo-péroxydase de la vBPO patbleu de thymol

Préparation des solutions

Tampon phosphate a 200 mM et a pH = 7,42e dihydrogénophosphate de sodium
monohydrate (0,772 g, 5,6 mmol) puis I'hydrogénggiate de sodium (2,040 g, 14,4 mmol)
sont dissous dans I'eau ultra-pure (100 ml).

Solution de Kl a 15 mM L’iodure de potassium (24,9 mg, 150 umol) estalissdans 1'eau
ultra-pure (10 ml).

Solution de bleu de thymol a 1 mM dans,®&,/DMSO 4/1 :Le bleu de thymol (9,33 mg, 20

pumol) est dissous dans le DMSO (4 ml). L'eau uttuae est ensuite ajoutée (16 ml).

Solution de molécule a tester dans®/DMSO 4/1 :Une quantité donnée de la molécule a
tester est dissoute dans le DMSO. De I'eau ulte@st rajoutée de telle sorte a obtenir un

mélange HO/DMSO 4/1 et la concentration souhaitée.

Solution de vBPO a 2,5 pg/ml dans tampon phosphda®® mM et a pH = 7,2 A 5 ml de
tampon phosphate & 200 mM et a pH = 7,2 sont ajdutél d’eau ultra-pure puis 3,13 ul de

la solution mere de vBPO a 8,0 mg/ml.
Solution de HO,; a 3,5 mM :A 20 ml d’eau ultra-pure, sont rajoutées 7,93 'uhd solution
de péroxyde d’hydrogéne a 30% en poids (70 um8§ tg).
Protocole
Dans un puit d’'une microplaque, sont ajoutés sisieesient :

= 100 ul de la solution de tampon phosphate a 200etnd/IpH 7,8

20 pl de la solution de Kl a 15 mM

20 pl de la solution de bleu de thymol a 1 mM ddgS/DMSO 4/1

20 pl de la solution de la molécule a tester day@&/BIMSO 4/1

20 pl de la solution de vBPO a 2,5 pg/ml dansrgptan phosphate a 100 mM

Apres l'ajout de 20 ul de la solution de® a 3,5 mM, le milieu réactionnel est
homogénéisé et I'absorbance a 620 nm est mesunéestes 20 s pendant 20 min. Les
caractéristiques de la courbe DO(620 nm) = f(tstededire le retard (R), la vitesse maximale

(V) et 'absorbance finale () sont déterminées.
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2.2.2 Suivi de l'activité bromopéroxydase de la vBPO pableu de thymol

Préparation des solutions

Tampon phosphate a 200 mM et a pH = 7,8e dihydrogénophosphate de sodium
monohydrate (0,239 g, 1,73 mmol) puis I'hydrogéragghate de sodium (2,593 g, 18,27

mmol) sont dissous dans I'eau ultra-pure (100 ml).

Solution de KBr a 100 mM Le bromure de potassium (119 mg, 1,0 mmol) estodis dans

I'eau ultra-pure (10 ml).

Solution de bleu de thymol a 1 mM dans,®/DMSO 4/1 :Le bleu de thymol (9,33 mg, 20

pumol) est dissous dans le DMSO (4 ml). L'eau uttuae (16 ml) est ensuite ajoutée.

Solution de molécule a tester dans®/DMSO 4/1 :Une quantité donnée de la molécule a
tester est dissoute dans le DMSO. De I'eau ulte@st rajoutée de telle sorte a obtenir un

mélange HO/DMSO 4/1 et la concentration souhaitée.

Solution de vBPO a 6,0 ug/ml dans tampon phospha®® mM et a pH =7,8 A 5 ml de
tampon phosphate a 200 mM et a pH = 7,8 sont agdutél d’eau ultra-pure puis 7,50 pl de

la solution mere de vBPO a 8,0 mg/ml.
Solution de HO; a 1,0 mM :A 20 ml d’eau ultra-pure, sont rajoutées 2,27 'uhd solution
de péroxyde d’hydrogéne a 30% en poids (20 umég thg).
Protocole
Dans un puit d’'une microplaque, sont ajoutés sisieesient :

= 100 ul de la solution de tampon phosphate a 200etnd/IpH 7,8

20 pl de la solution de KBr a 100 mM

20 pl de la solution de bleu de thymol a 1 mM ddgS/DMSO 4/1

20 pl de la solution de la molécule a tester day@/BIMSO 4/1

20 pl de la solution de vBPO a 6,0 pg/ml dansrgptan phosphate a 100 mM

Apres l'ajout de 20 ul de la solution de® a 3,5 mM, le milieu réactionnel est
homogénéisé et I'absorbance a 620 nm est mesunéestes 20 s pendant 20 min. Les
caractéristiques de la courbe DO(620 nm) = f(tstededire le retard (R), la vitesse maximale

(V) et 'absorbance finale () sont déterminées.
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2.3. Validation de la méthode de suivi des activités da vBPO

par le bleu de thymol

2.3.1 Identification des produits responsables de la D@Qam)

Conditions CLHP/SM pour les solutions contenarilél de thymol et ses dérivés halogénés

Les analyses ont été effectuées sur une chaine (SMHPpossédant les

caractéristiques suivantes :
= Pompe : LC-20AB (Shimadzu)

= Détecteurs : Détecteur UV-Visible SPD-10 AV vp (8hdzu) et spectrométre de
masse a électrospray positif (ESét négatif (ES) Mariner ESI-TOF (Perspective

Biosystems).
= Colonne : Hypurity C18

Le débit est fixé a 0,8 ml/min et le volume injeaténalyser est de 20 ul. L’élution se
fait en mode isocratique : acétonitrile/eau 45/5mtenant 0,1% d’acide formique. La

longueur d’onde de détection est fixée a 220 nm.

Produits Temps de rétention (min)
Bleu de thymol 8,6
Mono-bromé 14,4
Dibromé 29,7
Mono-iodé 17,1
Di-iodé 42,3

Tab. 19 : Temps de rétention du bleu de thymol etedses dérivés halogénés

Suivi de la cinétique de bromation du bleu de tHymo la vBPO par CLHP/SM

La cinétique de bromation du bleu de thymol parsysteme vBPO/D./Br est
étudiée par analyse CLHP-SM. Pour cette expérietis@) pl de milieu sont préparés par

ajouts successifs :
= 700 ul de la solution de tampon phosphate a 200 pivg 7,8

= 150 ul de la solution de KBr a 100 mM
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= 75 ul de la solution de bleu de thymol a 2 mM ddge/DMSO 4/1
= 275 ul d’eau ultra-pure

= 150 pl de la solution d’enzyme a 6,0 pg/ml danstepon phosphate 100 mM et a
pH=7,8

Pour chaque point de la cinétique, a 180 pl de élamge sont ajoutés 20 pl d'une
solution de HO, a 1 mM. Au tempgré-défini, 20 pl du milieu réactionnel sont puéle et
analysés par CLHP/SM. Pour le temps initial de ileétique, la solution de D, est
remplacée par 20 ul d’eau ultra-pure. Un suivi iiipe de la DO(620 nm) est effectué
parallelement. L'aire du pic correspondant au kdeuthymol ainsi que les aires des pics
correspondant aux produits d’halogénation sontrtépe en fonction du temps. Ces courbes

sont comparées a celle correspondant a DO(620 ri(t)) =

Suivi de la cinétique de la iodation du bleu dentbypar la vBPO par CLHP/SM

Méme protocole que précédemment mais selon lesitomml décrites dans le
paragraphe 2.2.1 concernant le suivi de I'actiigidopéroxydase. La cinétique est étudiée

pour une concentration de®, de 0,35 mM dans le milieu.

2.3.2 Synthese des produits d’halogénation du bleu dgntiol
par vBPO/HO,/X

Synthése des dérivés mono- et di-bromé du bleluydeot

(o] (o]
PM : 545,49 g.mot PM : 624,38 g.mot
Formule brute : Co7H,9BrOsS Formule brute : Co7H29Br0OsS

Le bromure de potassium (238 mg, 2 mmol) est dsstans 120 ml de tampon
phosphate a 167 mM et a pH = 7,8. 20 ml d’'une goiude bleu de thymol a 1 mM dans
DMSO/H,0O 1/4 (9,32 mg, 20 pmol), 20 ml d’'un mélangegODMSO 1/4 et 20 ml d’'une
solution de vBPO a 0,68 pg/ml en tampon phosphdt@tamM et a pH = 7,8 sont ajoutés

successivement. Apres homogénéisation, 20 ml dsohgion de HO, a 0,75 mM (0,51 mg,
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15 umol) sont ajoutés et le milieu réactionnelaggté pendant 3 heures. Une analyse CLHP
révéele la présence des produits mono-bromé etmidi@6% et 33% en UV, respectivement).
Le milieu réactionnel est alors acidifié par unéuson de HCI 1N jusqu’a pH = 2. Cette
phase aqueuse est extraite au dichlorométhane 1@0xml). Les phases organiques sont
regroupées, séchées sur,8@, et concentrées sous vide. Une huile brune violete
obtenue. Cette huile est purifiée sur plaque chtognaphique préparative (éluant : acétate
d’éthyle/méthanol 8/1). Cinqg élutions successiveist €ffectuées (Fig. 100). Apres séchage
de la plaque a I'air ambiant, la silice corresparidaux bandes de migration des produits
mono-bromé (Rf = 0,4) et di-bromé (Rf = 0,5) edirée et lavée deux fois par un mélange
dichlorométhane/éthanol 5/2. Aprés évaporation filrmts, deux solides sont obtenus :
dérivé monobromé (vert, 3,12 mg, 5,73 pumol) etw#edibromé (orange, 3,61 mg, 5,78
pmol).

Front de solvant

Dérivé dibromé (Rf = 0,5)

A

Dérivé monobromé (Rf = 0,4)

A

Bleu de Thymol (Rf = 0,3)

Ligne de dépot

Fig. 100 : Purification sur plaque chromatographiqie préparative.
Rétention frontale du bleu de thymol et de ses dérés bromés.

Conditions : AcOEt/MeOH 8/1, 5 élutions successives

Dérivé monobromé

Rendement : 29 %

CLHP-SM : 100 % pureté UV

SMHR : calculée pour GHos "“BrOsS ([M-H]) : 543,0841 ; mesurée : 543,0846
calculée pour GH.g ®'BrOsS ([M-H]) : 545,0820 ; mesurée : 545,0853

Dérivé dibromé

Rendement : 29 %
CLHP-SM : 100 % pureté UV
SMHR : calculée pour §Hy7 “°Br 8BrOsS ([M-H]) : 622,9925 ; mesurée : 622,9902

251



Synthése du dérivé di-iodé du bleu de thymol

PM : 717,97 g.mot
Formule brute : Co7Hog1,05S

A 100 ml de tampon phosphate a 200 mM et a pH =sbi2t rajoutés successivement
20 ml d’'une solution d’'iodure de potassium a 15 r(¥9,8 mg, 300 pumol), 20 ml d’'une
solution de bleu de thymol a 2 mM (18,6 mg, 40 Yndains HO/DMSO 4/1 et 20 ml d'une
solution de vBPO a 2,5 pg/ml dans le tampon phdsphd 00 mM. Le volume est ajusté a
198 ml par ajout de 38 ml d’eau ultra-pure. Le euilréactionnel est mis sous agitation et 2
ml d’'une solution de D, a 35 mM (2,38 mg, 70 pmol) sont additionnés. Autbdune
heure, 'avancement n’étant pas conseéquer@®@o en absorbance UV par analyse CLHP), 2
ml supplémentaires de la solution dglhla 35 mM sont rajoutés et le milieu réactionnel est
agité pendant 30 min supplémentaires. Le milieatiéanel est alors acidifié par une solution
de HCI 2N (10 ml) jusqu’a jaunissement. Cette plepeeuse est extraite au dichlorométhane
(3 x 100 ml). Les phases organiques sont regroygéekées sur NaQ,, et concentrées sous

vide. Un solide brun violet (26 mg, 36 pmol) estesiu.

Rendement : 90 %
CLHP-SM : 100 % pureté UV
SMHR : calculée pour &H»7 1,05S ([M-H]) : 716,9669 ; mesurée : 716,9639
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Synthése du dérivé mono-iodé du bleu de thymol

PM : 592,49 g.mot
Formule brute : Co7H29lO5S

A 150 ml de tampon phosphate a 200 mM et a pH =sby2t rajoutés successivement,
30 ml d’'une solution d'iodure de potassium a 15 rM,7 mg, 450 umol), 15 ml d’'une
solution de bleu de thymol a 2 mM dangDMSO 4/1 (14,0 mg, 30 umol) et 30 ml d’'une
solution de vBPO a 2,5 pg/ml dans le tampon phdsphd 00 mM. Le volume est ajusté a
300 ml par ajout de 65 ml d’eau ultra-pure. Le eulréactionnel est mis sous agitation et 0,9
ml d’une solution de D, a 35 mM (1,07 mg, 31,5 pmol) sont additionnés.baut d’1h20,
une analyse CLHP révele la présence majoritairprdduit mono-iodé (47 % en absorbance
UV). Le milieu réactionnel est alors acidifié pareusolution de HCI 1N jusqu’a pH = 2. Cette
phase aqueuse est extraite au dichlorométhane 1@0xml). Les phases organiques sont
regroupées, séchées sur,8@,; et concentrées sous vide. Une huile brune violette
obtenue. Cette huile est purifiée sur plaque chtognaphique préparative (éluant : acétate
d’éthyle/méthanol 8/1). Cinq élutions successivad gffectuées. Apres séchage de la plaque
a l'air ambiant, la silice correspondant a la baddemigration du produit mono-iodé (Rf =
0,4) est retirée et lavée deux fois par un méladighlorométhane/éthanol 5/2. Apres
évaporation du filtrat, un solide brun violet ebtemu (1,7 mg, 2,87 pumol).

Rendement : 9,6 %
CLHP/SM : Pureté UV 98%,
SMHR : calculée pour &Hs30lOsS ([M+H]") : 593,0859 ; mesurée : 593,0871
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2.3.3 Détermination du pka du bleu de thymol et de seswds halogénés.

Préparation des solutions

Gamme de tampons phosphates a 100 mM de pH = 6 a&@+ Une premiere solution est
préparée par dissolution de dihydrogénophosphapt@ssium (2,728 g, 20 mmol) dans 200
ml d’eau. Une seconde solution est préparée paoldison d’hydrogénophosphate de
potassium (3,484 g, 20 mmol) dans 200 ml d’eau.d@ex solutions sont ensuite mélangées
dans des proportions différentes de telle sortbtanir une gamme de 8 solutions de tampon

phosphate.

Gamme de tampons phosphate/acide boriqgue a 10 mMpde= 6 a pH = 10 :L’acide

borique (123,7 mg, 2 mM) et le dihydrogénophosplaatgotassium (272,8 mg, 2 mM) sont
dissous dans 200 ml d'eau. La gamme de 10 solutiamgpons est obtenue par ajouts
successifs d’aliquote d’'une solution d’hydroxydesddium a 4 M, avec un suivi simultané de

I’évolution du pH.

Pour les deux gammes de solutions tampons, les@®@ude pH extrémes (pH = 1 et pH =
13) sont obtenues par dilution dans 'eau d’'uneitsmt d’acide chlorhydrique 4N et d’'une

solution de NaOH 2N, respectivement.

Solutions de bleu de thymol et de ses dérivés aMi:nhes solutions de bleu de thymol, de
bleu de thymol mono-iodé, mono-bromé, di-iodé ebdmé & 4 mM sont préparées par

dissolution dans le volume adéquat d’éthanol.

Protocole

Pour chaque composé, les deux gammes de soludioohs sont distribuées sur une
microplaque a raison de 195 pl de solution tampanpuit. Dans chaque puit, 5 ul de la
solution de composé a 4 mM sont ajoutés. La coratm finale en composé est de 100 uM
et le pourcentage d'éthanol de 2,5 %. Apres homégation du milieu, le spectre
d’absorbance entre 300 et 800 nm est enregistré giague condition de pH. La longueur
d’onde maximale d’absorbancg.f,) — toutes conditions de pH confondues — du composé

étudié est déterminé. Dans le cas présenkest située entre 600 et 620 nm.
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Traitement des résultats

Pour chague composé et pour chaque gamme de selutionpons, la courbe
DO(\may = f(pH) est tracée. Une régression est effectugesa partie linéaire (encadrant le
pKa du composé) pour déterminer les termes a etla tklation : DQ{may = a.pH + b. Pour
pH = pKa, les concentrations de composé sous faaite (AH) et sous forme basique A

sont égales. Ainsi, pour pH = pKa :

DO, +DO,.

max) pKa — 2

DO(/

avec DQy : absorbance &nax d’'une solution de composé entierement sous foritea 50

um et DQ. . absorbance Anax d’une solution de composé entierement sous forasegghe a
50 pm.

Dans le cas présent, RPet DO correspondent aux absorbances,g des solutions
de pH extrémes pH ='1et pH = 13. DOQ\maypka €St ainsi calculée et reportée dans la

relation linéaire DQXmay =f (pH) pour déterminer le pKa du composé.

1% Sauf dans le cas du bleu de thymol & cause deeszdre constante d’acidité pkal,6
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3. Tests de criblage a haut-débit sur la vBPO @&. nodosum

La recherche d’inhibiteurs de la vBPQAd’nodosuna été effectuée par deux tests de
criblage a haut débit, le premier en activité iodbte second en activité bromo-péroxydase.
Les activités enzymatiques ont été suivies parééhode colorimétriqgue au bleu de thymol
mise au point précédemment. Ces tests ont étésésatiur la plateforme de criblage du
Service de Chimie Bioorganique et de Marquage dA-SEclay en collaboration avec Dr R.

Lopez et G. Merer. Les déroulements des deux diestsiblage sont identiques.

3.1. Plateforme de criblage a haut-déebit et chimiotheque

La plateforme de criblage comprend une stationraeail Genesis Workstation 200
(Tecan) munie d’'un plan de travail, d'un bras paoetdiluteur de 8 canaux (bras Gemini),
d'un bras manipulateur de microplaque (bras RoMHB)n carroussel de stockage de
microplaques et d’un lecteur de code a barres.nSeltest de criblage a haut-débit effectué,

différents modules supplémentaires peuvent étraaxias a la station de travalil :

= Un lecteur de plaque : détecteur de fluoresceneenescence-TRF GEMINI XPS
(Molecular Devices), détecteur UV-VIS a monochrognatde gamme 190-1000
nm SpectraMax PId& (Molecular Device) ou détecteur radioactif MicraBe
TriLux (Perkin Elmer)

Un laveur de microplaques Power Washer (Tecan)

Un incubateur pour la culture cellulaire Hera® ¢kléraeus)

Un hoétel de transit pour stocker temporairementesoplaques

La plateforme de criblage est pilotée & l'aide dmud logiciels : Gemidl et
FACTS™ (Tecan). Le logiciel Gemiff' permet de gérer la configuration de la station de
travail et des différents modules, de générer tesgulures d’action et de commander les deux
bras robotisés. Le logiciel FACT% (Flexible Assay Composer and Task Scheduler) perme
de définir la séquence des taches a réaliser egédérer leur planification. Durant le
déroulement du processus, FACYSe-planifie les taches en temps réel compte teniad
situation du systéme. L'avancement du processuvisgtlisable a tout moment, sous la

forme d’'un diagramme de Gantt.
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Dans le cadre de notre étude, nous n’avons utjlisén seul module supplémentaire :

le spectrophotométre SpectraMax Pltis

La chimiotheque du laboratoire est une chimiothegqoenmerciale de 16480
composés extraite de la banque DIVERSa&tommercialisée par Chembridge (San Diego).
Cette banque est constituée de composés séledivianiés descripteurs consensuels (regles
de Lipinski) mais aussi par confrontation avec base de données de pharmacophores 3D.
Les produits sont garantis avec une putetdRMN supérieure & 90%. La chimiothéque est
initialement conditionnée dans 206 microplaquesp@iis contenant chacune 80 composés
répartis sur les colonnes de n°2 a n°11. Chaquedpunie de ces colonnes comporte 500 ul
d’une solution a 10 mM dans le DMSO d’'un composéngo Des réception, la chimiothéque
a été dupliquée en 20 jeux de 206 microplaquessfilié puits contenant 5 pl de solution de
composeés par puits sur les colonnes n°2 a n°l1lcdalesnes n°1l a n°12 contiennent 5 pl de
DMSO par puit. Pour permettre leur identificatiammaque plaque fille a été affectée d’un

code a barres identique a celui de sa plaque mésenicroplaques sont conservées a - 18°C.

La chimiotheque est fournie avec une base de dsnnéesultable sur IsisBase,
répertoriant 'ensemble des composés. Pour chagogpa@sé, sont mentionnés son numero
d’identification, ses coordonnées (N° de plaqueca@enne et de ligne), sa structure ainsi que
diverses caractéristiques physico-chimiques (pamidculaire, logP, nombre d’accepteurs de

proton, nombre de donneurs de proton...).

3.2. Préparation des solutions nécessaires a une journde criblage

Les solutions d’enzyme, de bleu de thymol et d@xs$ont préparées le jour-méme de
I'évaluation alors que les solutions de tampons/prtuétre préparées deux jours a I'avance.

Les produits commerciaux utilisés sont mentionnétessous

= Solution de péroxyde d’hydrogene 30% wt dan®HACS Reagent (21,676-3,
Aldrich)

= Dihydrogénophosphate de sodium monohydrate, ACSde¢e08-102% (S9638-
500G, Sigma-Aldrich)

= Hydrogénophosphate de sodium, ReagentPlus > 9987 6SIKG, Sigma-Aldrich)
= |odure de potassium, ReagentPlus 99% ( 20,796<fjohl)

= Bromure de potassium, ACS Reagent > 99% (24,34leBich)
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= Bleu de thymol, ACS Reagent 95% (114545-5G, Sigruaiéh,)

= Diméthylsulfoxyde, ACS spectrométric grade > 99,0264938-500ML, Sigma-
Aldrich)

Les solutions nécessaires a une journée de testilllage — ce qui correspond a

I'évaluation d’environ 50 microplaques de la chithi&que — sont décrites ci-dessous.

3.2.1 Test en activité iodopéroxydase

Tampon phosphate-KX 5,156 g de dihydrogénophosphate de sodium monateydst
13,632 g d’ hydrogénophosphate de sodium sontussdans 800 ml d’eau ultra-pure. Apres
réajustement si nécessaire du pH, 0,332 g d'iodengotassium sont ajoutés. Une solution de
tampon phosphate a 167 mM et & pH = 7,2 compo2t&nnM de Kl est obtenue.

Solution de bleu de thymolA 56 mg de bleu de thymol sont ajoutés 24 ml deSGMApres
solubilisation totale, 96 ml d’eau ultra-pure sajautés pour donner une solution de bleu de
thymol & 1 mM dans $#0/DMSO 4/1

Tampon chimiothéque Un mélange KHD/DMSO 80/15 est obtenu par ajout a 80 ml d’eau
ultra-pure de 15 ml de DMSO.

Solution vBPO :0,425 g de dihydrogénophosphate de sodium monateyait 1,122 g de
hydrogénophosphate de sodium sont dissous dans mllQd’eau ultra-pure. Aprés
réajustement du pH si nécessaire, 34,4 pul de ldisolmere de vBPO a 8 mg/ml sont ajoutés.
Une solution a 2,5 pg/ml de vBPO en tampon phosphg@iH = 7,2 et a 100 mM est obtenue.

Tampon phosphate 100 mMidem aSolution vBPOmais sans I'ajout d’enzyme

Solution H,O; : A 120 ml d’eau ultra-pure, sont rajoutées 47,8'uhe solution de péroxyde
d’hydrogéne a 30% en poids pour obtenir une saluigueuse dedd, a 3,5 mM.

3.2.2 Test en activité bromopéroxydase

Tampon phosphate-KX 1,568 g de dihydrogénophosphate de sodium monateydst
17,324 g d’hydrogénophosphate de sodium sont disdans 800 ml d’eau ultra-pure. Apres
réajustement si nécessaire du pH, 1,590 g de beodripotassium sont ajoutés. Une solution
de tampon phosphate a 167 mM et a pH = 7,8 commdt&a7 mM de KBr est obtenue.
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Solution bleu de thymol A 56 mg de bleu de thymol sont ajoutés 24 ml deSaM Apres
solubilisation totale, 96 ml d’eau ultra-pure sajuutés pour donner une solution de bleu de
thymol a 1mM dans pO/DMSO 4/1

Tampon chimiotheque Un mélange LD/DMSO 80/15 est obtenu par ajout a 80 ml d’eau
ultra-pure de 15 ml de DMSO.

Solution vBPO : 0,129 g de dihydrogénophosphate de sodium monateydrt 1,426 g
d’hydrogénophosphate de sodium sont dissous dafs mil d’eau ultra-pure. Apres
réajustement si nécessaire du pH, 82,5 pl de ldisnlmere de vBPO a 8 mg/ml sont ajoutés.
Une solution a 6,0 pg/ml de vBPO en tampon phosphg@iH = 7,8 et a 100 mM est obtenue.

Tampon phosphate 100 mMidem aSolution vBPOmais sans I'ajout d’enzyme.

Solution H,O; : A 120 ml d’eau ultra-pure, sont rajoutées 13,8’'uhe solution de péroxyde

d’hydrogéne a 30% en poids pour obtenir une saludigueuse ded@, a 1 mM.

Pour s’assurer de la conformité des solutions, taghaque journée de criblage, au
moins huit expériences de suivi cinétigue sontigéas sur une microplaque. Les parametres
moyens (vitesse initiale, absorbance finale) deshbms DO(620 nm) = f(t) sont déterminés et

compares aux valeurs attendues.

Activité bromopéroxydase Activité iodopéroxydase
Vitesse initiale (3) 1,5.10°+0,1.10° 1,4.10°+0,1.10°
Absorbance finale 1,11+ 0,02 1,03t 0,02

Tab. 20 : Paramétres cinétiques moyens calculés sB® expériences

3.2.3 Résumé des conditions de suivi cinétique

Les compositions finales dans les puits en actiaitév- et bromo-péroxydases sont
mentionnées dans le tableau ci-dessous. Ces aorslgeront aussi utilisées lors des tests de
confirmation des hits.
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Activité IPO Activité BPO

Volume total 200 pl 200 pl

Tampon phosphate 110 mM, pH =7,210 mM, pH =7,8
Halogénure KX 1,5 mM (KI) 10 mM (KBr)
Bleu de thymol 100 uM 100 uM
Molécule chimiothéque 50 uM 50 uM

Enzyme 0,25 pg/ml 0,60 pg/ml

H.0, 0,35 mM 0,10 mM

DMSO 4 % en volume 4 % en volume

Tab. 21 : Rappels des conditions pour le suivi detivités de la vBPO par le bleu de thymol

3.3. Eléments concernant I'exécution du test de criblaga haut-débit

3.3.1 Plan de la microplaque de lecture

La microplaque de lecture est une plaque 96 pudssparente en polystyréne
(Costar#9017, Corning). Le schéma adopté est pestilessous (Fig. 101). Les colonnes
n°l et n°12 correspondent aux expériences témbiaspérience témoin positif correspond a
la réaction non catalysée d’halogénation du bleutlgenol par HO./X  c’est-a-dire en
I'absence de vBPO. L'expérience témoin négatif espond a la réaction d’halogénation du
bleu de thymol par le systeme vBPQDA/X", en I'absence d’inhibiteur.

00000000000 e

:8888888888: ® Témoins négatifs
888888888888 O Témoins positifs
888888888888 O Molécules chimiotheque
000000000000

Fig. 101 : Schéma de la microplaque de lecture

3.3.2 Configuration du plan de travalil

L’agencement du plan de travail est présenté sachiéma ci-dessous (Fig. 102). Il y
est mentionné I'emplacement des réservoirs deserdiifes solutions ainsi que les
stationnements possibles des plaques de la chiegoéh et des plaques de lecture.

L’acheminement d’'une plaque entre les différentsluhes (plan de travail Gemini, carroussel
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et lecteur) nécessite le passage par la statiomadefert qui permet au bras RoMa de la

positionner et de la saisir correctement en vula diestination finale.

Plan de travail Gemini

% Emplacement | [ Emplacement
< vide .7 plague’ .-
19 g .......
d) N O s | ISR
E g o e
s sll=r1r— 1
s |UBlI&( -1 loio : Lecteur
3 El=]]|8 Ethanol | | Emplacement desttg?srf‘ert
£ clle||® T plague- - SpectraMax
< (lzfl<atl (1 A}
WEH=
£ s 11=!1r_. {0
@ 5 S Tampon ||
8 p :
i % phosphate | [Emplacement
F| | womm | plague..

Fig. 102 : Organisation du plan de travail sur la ateforme de criblage

3.3.3 Séquence et planification des taches

Les protocoles des différentes actions et la condiion du plan de travail ont été
programmés sous le logiciel GEMIN. La séquence des taches a été définie sous FACTS
Le processus est linéaire. Aucun temps d’incubati@st nécessaire. Le diagramme ci-
dessous présente la séquence des actions (Fig. Ué&3)microplaques de la chimiotheque
(MP_AB1300) et celles de lecture (MP_Costar) soispasées manuellement dans le
carroussel de la plateforme. Avant de lancer legssus, la lecture des codes a barres des

plaques est effectuée pour contréler leur bon aayaent.
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,? Gemini
|T Gemini

.~ MP_AB1300_ |

MP_AB1_

Ll
Gemini ? |T y i ,?
-~ MP_ AEHBEID Gemini Gemini SpeciraMAX
~ MP_Costar ~ MP_Costar __|—— MP_Costar__ | .~ MP_Costar |
[ MP_Costar : microplaque de lecture
i o Gmm MP_AB1300 : microplaque de la chimiothéeque
=== MNP Cosl.arJ - MP_Costar

MP_Costar

Fig. 103 : Séquence des taches réalisées sous FACTS

Liste des actions

Action 1: Déplacement de la microplague chimiotheque (MBL200) depuis le caroussel

sur le plan de travail Gemini.

Action 2 : Déplacement de la microplaque de lecture (MPtapslepuis le caroussel sur le

plan de travail Gemini.

Action 3 : Ajout de 95 pl dGdampon chimiothequealans chaque puit de MP_AB1300.
Action 4 : Ajout de 120 pl ddampon phosphate-KXans chaque puit de MP_Costar.
Action 5 : Ajout de 20 pl déolution Thymoldans chaque puit de MP_Costar.

Action 6: Transfert de 20 pl de chaque puit de la plague AMBL300 vers le puit
correspondant de MP_Costar.

Action 7 : Ajout de 20 ul de&Solution vBPOdans chaque puit de MP_Costar a I'exception de
ceux correspondants aux témoins positifs. Poudeesiers puits, ajout de 20 ul @dampon
phosphate 100 mMw lieu de I&olution vBPQ

Action 8 : Ajout de 20 pl dé&olution H,O, dans chaque puit de MP_Costar.

Action 9 : Déplacement de MP_Costar vers le lecteur SpecttaBlaivi de la DO(620 nm)

pendant 20 min a raison d’'une mesure toutes les 20

Action 10 : Cycle de lavage de la téte Gemini (éthangDH
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A partir de cette séquence, FACTSgénére un diagramme de Gantt présentant la
planification des taches pour un nombre de plaqiéfni. Deux contraintes ont été
imposées :

= |'ordre des ajouts dans la plaque de lecture né pesiétre modifié.

= |'ajout de HO,, qui initie la réaction enzymatique, doit étre igdratement suivi

par le transfert de la plaque vers le SpectraMax [@suivi de la DO.

Le suivi de la DO(620 nm) de la plague N se dérgdadant la préparation de la
plague N+1. L’étape limitante du processus estrégpgration de la plaque de lecture (ajout
des différentes solutions) qui dure 23 min. Api@sekture de chaque plaque, un fichier de
format .txt est généré comportant le nom IPOx oWBPU X représente le numéro de la
plague de la chimiotheque allant de 001 a 206.fiCk®rs sont pris ultérieurement en charge
par le programme codé en Matlab, mis au point pad.DBect (Département Signhaux et
Systemes Electroniques, Supélec), pour le traitemes données. Ci-dessous est présenté, a
titre illustratif, le diagramme de Gantt généré piddvaluation d’'un jeu de deux plaques de la

chimiothéque.

1612 16:22 16:32 16:42 16:52 17:02 1712
00:00h 00:10h 00:20h 00:30h 00:40h 00:50h 01:00h
17:20:06 (01:07:55h)

End Time
17:20:06 (01:07:55h)

Actual Time

Source_AEl13DD{DD1}L = | n | -I -
| D_M_D
| |

Source_AB1300{002} | ™ ‘ —
‘ | . ] e =
Ressources ! B B el ) ol L
||
B Rok . .
- G° * RoMa : Action du bras robotisé
. ;m‘”'_ Gemini : Action du bras pipeteur/diluteur
_ Brests SpectraMax : Lecture de la DO(620nm)
St Genesis : Actions cumulées effectuées par le robot

Fig. 104 : Diagramme de Gantt

3.4. Déroulement du test de criblage a haut-débit

Compte tenu de la baisse d'activité des solutiofsnzagme et de péroxyde
d’hydrogéne au bout d’'une journée, il a été chdisiffectuer la campagne de criblage en
semi-continu c'est-a-dire d’évaluer la chimiothégpag lot d’une cinquantaine de plaques (ce
qui correspond a un processus d’environ 21 h).iAaeque matin, les solutions d’enzyme et

de péroxyde d’hydrogéne sont préparées. Apresicadidn de la conformité des solutions,
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les réservoirs sont nettoyés et remplis de solstimaiches, le carroussel est alimenté en
plaques de lecture et en plaques de la chimioth&dpe nouvelle planification des taches est
générée et le processus de criblage est relanéealuation de la totalité de la chimiotheque

pour une activité se déroule en 5 jours.
3.5. Tests secondaires

3.5.1 Hit Picking (ou récolte des hits)

A lissue des deux tests de criblage primaire,atal tde 400 hits a été sélectionné. Ces
hits doivent étre ré-évalués dans le but de coefif@ur activité et d’identifier les molécules
les plus actives. Un jeu de cing plaques filles m@as PO, comportant ces 400 hits, est
réalisé a partir des plagues meres de la chimiathdce volume disposé dans chaque puit des
colonnes centrales des plaques filles est de % id @olution initiale a 10 mM de composé
dans le DMSO. Les colonnes 1 et 12 comportent &epDMSO. Un programme comportant
les coordonnées des produits a prélever sur legigsameres et leur emplacement sur les
plaques-filles est généré grace au logiciel GeMirlie Hit Picking est effectué sur la station
de travail selon un mode semi-automatique. Lesygiagneres sont disposées manuellement
sur le plan de travail ainsi que la plaque filledsestination. Le prélevement et la distribution

des composés sont effectués par le bras pipeteeldi.

3.5.2 Principe et mise en ceuvre des tests secondaires

Les tests secondaires sur les 400 hits sont effec@partir des plaques filles PO pour
les deux activités iodo- et bromo-péroxydases.exggriences sont effectuées selon un mode
semi-automatique : la distribution des différensetutions dans les puits des plaques filles
PO et des plaques de lecture est réalisée avecake pipeteur/diluteur. Par contre, le
déplacement des plaques et le déclenchement dectard de la DO(620nm) par le
SpectraMax PIug* sont effectués manuellement. Le schéma de la elagulecture reste

conservé.

3.5.3 Test de confirmation (test de criblage secondaire)

Le test de validation se déroule selon les contltiet la séquence utilisées lors du test
de criblage primaire. Cependant, la DO(620 nm)nessurée toutes les 30 s pendant 20

minutes.

264



3.5.4 Effet de I'ajout de HO,

A l'issue du test de validation, immédiatement aptarrét de la lecture de la DO(620
nm), 2ul d’'une solution de kD, a 35 mM pour 'activité iodopéroxydase et a 10 mdur
I'activité bromopéroxydase sont rajoutés dans chamuit de la plague évaluée. L’évolution

de la DO(620nm) est ensuite suivie pendant 20 maisan d’une mesure toutes les 30 s.

3.6. Etude du mécanisme d’action des hits

A lissue des tests secondaires, 20 molécules fbamti fortement les cinétiques
d’halogénation du bleu de thymol par la vBPO orét &tlectionnées (cf. Annexe 4). Pour
effectuer des tests supplémentaires en vue d’ftemteur mécanisme d’action, 5 mg de
chaque composé ont été fournis par Chembridgexadption du composé ID 5650837 qui
n’était plus disponible.

Solutions méres EVx

A partir des 5 mg de produits, des solutions meres5 mM sont préparées par
dissolution dans le volume adéquate de DMSO. Cksi@as sont conservées a -18 °C. Le
jour des tests, elles sont décongelées a I'étl @& @ sous agitation pendant 2h a 3h. Dés leur
réception, la pureté des composés a été évaluéeCpHP/SM a partir de solutions

(fraichement préparées) a 0,5 mg/ml de composéutanmglange MeCN/DMSO.

Préparation des solutions nécessaires aux tests

Solution de triiodure a 4 mM :Cette solution est obtenue par dissolution deddii(il5,24
mg, 60 pmol) dans 15 ml d’'une solution d’iodure massium a 16 mM (39,8 mg, 240
pmol).

Solutions d’'EVXx a 1 mM :A 20 ul de la solution mére EVx a 10 mM sont régsud0 pl de
DMSO puis 240 ul d’eau ultra-pure.

Pour les solutions d’iodure de potassium a 15 mdMtadnpon phosphate a 200 mM et
pH = 7,2, de bleu de thymol a 1mM, de vBPO a 2,5mlig pH = 7,2 et de péroxyde
d’hydrogéne a 3,5 mM, se référer aux solutionsitescdans la paragraphe 2.2.1.
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3.6.1 Effet dose-réponse

Pour chaque EVX, des solutions a 1 mM, 0,8 mM, 08, ©,3 mM et 0,1 mM dans
DMSO/H,O 1/4 sont obtenues par dilution de la solutionargérl5 mM. Chaque molécule
EVx est testée a cing concentrations (100 uM, 80 pMuM, 30 uM et 10 uM) en activités

iodo- et bromo-péroxydases. Chaque expérienceerstivelée quatre fois.

3.6.2 Influence sur la cinétique de iodation chimique d#eu de thymol

Dans une cuve de quartz, sont ajoutés successivdnmehde tampon phosphate (200
mM, pH = 7,2), 200 ul de solution de bleu de thymd mM, 200 ul de la solution d’iodure
de potassium a 15 mM, 100 ul d'une solution EVx@aNl et 500 pl d’eau ultrapure. Apres
homogénéisation, le spectre d’absorbance de cengelest enregistré entre 250 nm et 750

nm.

Toutes les minutes, 10 pl de la solution de tdred a 4 mM (0,2 eq) sont rajoutés au
mélange. Les DO a 350 nmg)let a 620 nm (bleu de thymol iodé) sont mesuréasta
chaque ajout dil. Les ajouts sont poursuivis jusqu’a I'obtentiomird’palier pour la DO(620
nm). Le spectre d’absorbance du milieu réactioesete nouveau enregistré entre 250 nm et
750 nm.

3.6.3 Suivis cinétiques des réactions de EVx avec lesesyes vBPO/HO, /I,
vBPO/H,O; et I3 par CLHP

Conditions utilisées en chromatographie liquide tegoerformance

Les suivis cinétiques sont effectués sur le systébiddP de caractéristiques

suivantes :
= Pompe : LC-20AB (Shimadzu)
= Détecteurs : UV-Visible SPD-10A (Shimadzu), 190-600
= Colonne : Zorbax SB C18, 4,6 mm x 25 cm
Le gradient d’élution est réalisé par mélange dexdmlutions :
= A H,O ultrapure contenant 0,1 % de TFA

= B: MeCN (HPLC Grade) contenant 0,1 % de TFA.
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Le débit est fixé a Iml/min et le volume injectél@ehantillon & analyser est de 20
ul. Le tableau ci-dessous présente les conditiddkitdbn mise au point pour chaque

molécule EVx étudiée.

N° Gradient Gradient d’élution Molécules A de détection)
1 0 min: 30% B EVO06 (350 nm)
2 min: 30% B

12 min : 95% B
15 min: 95% B

2 O min:10% B EVO03 (250)
1 min:10% B EV10 (250 nm)
11 min : 95% B EV15 (250 nm)
EV18 (250 nm)
Hydrazine naphtoique (250 nm)

3 Omin:5%B EVO08 (250 nm)
3min:5%B
13 min: 95% B
15 min: 95% B

4 0 min : 30% B EV19 (270 nm)
10 min : 95% B

Tab. 22 : Conditions CLHP pour les suivis cinétique

Les chromatogrammes sont traités a I'aide du legBorwin.

Suivi cinétigue de la réaction des hits EVx avesyléme vBPOHD,/I”

Pour chaque molécule, 540 pl de milieu sont prépdets un eppendorf par ajouts

successifs de :

= 300 ul de la solution de tampon phosphate a 200etn®d/IpH = 7,2

60 ul de la solution de Kl a 15 mM

30 ul de la solution de EVx a 1 mM dangDMSO 4/1

60 pl de la solution de vBPO a 2,5 pg/ml dans eptan phosphate a 100 mM et a
pH=7,2

90 ul d’eau ultra pure

Pour chaque point de la cinétique, 45 pl de ceattatisn sont prélevés. 5 ul de la
solution de HO, a 3,5 mM sont rajoutés et le milieu réactionn¢lhesnogénéisé au vortex.
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Au temps pré-défini, 25 pl du milieu réactionnehsprélevés et analysés par CLHP. Pour le
temps initial de la cinétique, 5 pl d’eau sont #ddnés a la place de la solution dgohl

Les aires sous le pic de la molécule de dépareeipdoduits formés sont reportées en

fonction du temps.

Suivi cinétigue de la réaction des hits EVx avesykiéme vBPOAD,

Pour chaque molécule EVx, 240 ul de milieu sonparés dans un eppendorf par

ajouts successifs de :
= 150 ul de la solution de tampon phosphate a 200etn®d/IpH = 7,2
= 15 ul de la solution de EVx a 1 mM dangHDMSO 4/1
= 75 ul d’eau ultra pure

A 180 pl de ce mélange, 10 ul de la solution de@BP2,5 ug/ml et de 10 pl de la
solution HO, a 3,5 mM sont ajoutés. Le milieu réactionnel estnbgénéisé au vortex.

Toutes les heures, 20 pl du milieu réactionnel poglievés et analysés par CLHP.

A 40 pl du milieu initial, 5 pl de la solution dBRO a 2,5 pg/ml et 10 ul d’eau sont
ajoutés. Le milieu est homogénéisé au vortex. 28opt immédiatement prélevés et analysés
par CLHP pour obtenir I'état du systeme au temjisain Une analyse supplémentaire est

réalisée au bout de 4 heures pour évaluer la séatdd EVx dans le tampon phosphate.

Les aires sous le pic de la molécule de dépareéeipdoduits formés sont reportées en

fonction du temps.

Suivi des produits formés par réaction des hits Bvec le triiodure

Pour chaque molécule EVX, 200 ul de milieu sonparés par ajouts successifs de :

100 pl de la solution de tampon phosphate a 200etndvipH = 7,2

20 pl de la solution de Kl a 15 mM

10 pl de la solution de molécule a 1 mM dan®MSO 4/1

70 ul d’eau ultra pure
Aprés homogénéisation, 25 ul de ce mélange soldvé® et analysés par CLHP.

1,1 pl de la solution de triiodure a 4 mM (0,4 eght ajoutés au milieu réactionnel

restant. Deux minutes apres l'ajout, 25 pl sonkewes et analysés par CLHP. L'opération est
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renouvelée jusqu’a consommation totale du prodeiddpart. 20 ul supplémentaires de la
solution de triiodure sont alors additionnés auteredu milieu réactionnel. Au bout de
quelques minutes, le milieu est analysé par CLH#ie kbuvelle analyse est effectuée au bout

de quelques heures pour vérifier la stabilité dedyits formés.

3.6.4 Produits formés par réaction de EVx et des systeni@gBO/HO,/1" et I3’

En raison de la faible quantité de produits EVydisble, I'identification des produits

formés est effectuée par analyse CLHP/SM des béatgionnels.

Conditions CLHP-SM

Les analyses ont été effectuées sur une chaine STHHQEHAD possédant les

caractéristiques suivantes :
= Pompe : Waters 2525

= Détecteurs : Barrette de diodes (UV 210-400 nmbeadéur évaporatif a diffusion

de lumiére, spectrométre de masse a électrospsitf §BSI’) et négatif (ES)
= Colonne : CX-Bridge C18 (3,5 pm x 4,6 mm x 10 cm)

Le débit est fixé a 1ml/min et le volume injecté 26 ul. L’éluant est obtenu par

mélange de deux solutions :
= A:H,O + 0,1 % dacide formique
= B : Acétonitrile + 0,1 % d’acide formique

Profil d’élution :

Temps (min) % B
0,0 5
8,0 100
13,0 100

Protocole

Les conditions expérimentales sont identiques Eesg@résentées précédemment (cf.
paragraphe 3.6.3) a part que la concentration de & de 200 ou de 300 uM. Selon
I'expérience, des ajouts successifs d'une solutienHO, a 35 mM ou de la solution de
triiodure sont effectués jusqu’a ce que le tauxcdeaversion du produit de départ soit

satisfaisant. Le milieu réactionnel est alors asg@alyar CLHP-SM.
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Chapitre 2 : Expériences de suivi de I'influx desadures par
125 -
I

traceur

Des expériences de suivi de l'influx ou d’accumiolatdes iodures par tracage par le
radionucléide'®" ont été effectuées pour les deux thématiques mése dans le présent
mémoire. Pour la thématique algue, nous avons é\wllles hits identifiés par les tests de
criblage a haut-débit sur la vBPOAd'nodosunsont capables d’inhiber la captation d’iodure
chezL. digitata Pour la thématique mammifére, nous avons évalwapacité des molécules
synthétisées a inhiber 'accumulation des iodutezdes lignées cellulaires hNIS-HEK-293
et FRTL-5.

1. Matériels et procédures communs aux deux séries &périences

Les manipulations mettant en jeu'Rfas’effectuent dans une piéce dédiée a cet effet,

sous sorbonne, pour éviter toute contaminatiorvpe respiratoire.

Solution mére de N¥7 (initialement 4 5 mCi/ml) :

Elle est préparée & partir de la solution dé’la 100 mCi /ml, dans NaOH & 0,01M
et a pH 8-10 (ISM-30-5 mCi, Amersham Biosciencel)e Eest obtenue par dilution, dés
réception, des 50 pl de Ma & 5 mCi dans 950 pl d’eau ultra-pure. Elle estseovée a
température ambiante dans un pilulier serti, an dgine boite de plomb. Son activité est ré-
évaluée au cours du temps grace a la table deig€ange de I'activité. La demi-période de

123 est de 59,4 jours.

Microplaques de lecture et scintillant :

Les microplaques utilisées sont des Isoplate-96(F&kin Elmer) stériles a fonds
transparents et a parois opaques. Elles sont aapié comptage de la radioactivité par
scintillation liquide. Le scintillant utilisé estralytic Unisafe 1 (Zinsser).

Lecteur radioactif MicroBéta trilux (Perkin EImer)

MicroBeta triLux est un lecteur de microplaque (@624 puits) adapté au comptage
par scintillation des radioélémentdt, 1“C, 3P, 33, 3>, ICr et'®. Le comptage est effectué
simultanément pour 6 puits grace a six détectdDhmque détecteur possede deux tubes

photo-multiplicateurs, un placé au-dessus, I'aatredlessous de I'échantillon, pour optimiser
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la détection. Le lecteur est piloté par le logicMicroBeta Workstation qui permet de
déterminer les paramétres de lecture et de génarichier de résultats (.txt) exploitable par

Microsoft Excel.

2. Test de suivi de I'influx des iodureschezL. digitata

L’influence des hits issus du test de criblage atddg&bit sur le mécanisme de
captation d’iodurgar L. digitataa été évaluée par un test de suivi de l'influodtire (flux
unidirectionnel), en utilisant comme tracétit”. Le principe de I'expérience consiste & suivre

la cinétique d’appauvrissement du surnageant¥n
2.1. Matériel biologique

2.1.1 Provenance des algues

Les sporophytes sauvagesldealigitata sont récoltés a marée basse aux alentours de
Roscoff (Bretagne). Selon la saison et la zoneédelte, 'age des sporophytes varie. Leur
taille est en général supérieure a 80 cm. Pougriasds individus, le stipe est coupé au ras de
la zone méristématique et I'extrémité des frondagetirée. Le jour-méme de la récolte, les
sporophytes sont conditionnés dans des sacs plasticpntenant de I'eau de mer. Les sacs
plastiques sont disposés dans des boites isothetordenant des blocs congélation et

envoyes par transporteur. La réception au laboeata fait dans les 24 h.

2.1.2 Conservation

Au laboratoire, les sporophytes sont conservés dansaquarium de 57 litres
(Aquarium Tetra 57 L) contenant 40 litres d’eau de mer aiéfie thermostatée a 12-14°C
grace a un tube échangeur alimenté par un mélaag&tbanol 2/1 grace a un bain
cryothermostat (Julabo F10). L’eau de mer artifieiest obtenue par dilution de 1,32 kg de
sel marin synthétique (Reef Crystals enriched hlé&gpiarium Systems) dans 40 litres d’eau
ultra pure. Toutes les semaines, la moitié de I'dau’aquarium est changée pour éviter
I'appauvrissement du milieu, en particulier, engot’aquarium est muni d’un filtre intérieur
(Tetraec IN 400 plus) réglé a un débit de 400 L/h et de deux pompes,auae (Rena Air
100) réglée a 120 L/h et une a eau (Eheim 100st220 V), pour permettre une bonne
oxygénation et un brassage important du milieu. $@srophytes sont exposés a un cycle

lumiére/obscurité 12h/12h grace a un néon fluordgsde 15 W. Les sporophytes peuvent étre
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conserveés jusqu’a un mois sans diminution de lapacité d’accumulation de 'iode. Au-dela
de cette période, des taches se transformant gungdale lyse sont observables a la surface
des frondes. La fréquence de ces lésions est [@uéecen période estivale. Entre chaque lot

d’algues, I'aquarium est entierement nettoyé einfiéste.

2.1.3 Préparation des solutions

Solution de N&*31 & 0,7 mCi/ml: Cette solution est préparée le jour méme de
I'expérimentation par dilution du volume d’adéqudt la solution mére de Kfd dans de

I'eau ultra-pure, en tenant compte de la décroissae I'activité dé.

Solution d’eau de mer artificielle (Emer) Cette solution est préparée par dissolution dg 33
de sel artificiel (Crystal Reef) dans un litre diadtra pure.

Solution de EVx a 15 mM dans le DMSCCes solutions sont obtenues par dilution 5 mg de
composeés (Chembridge) dans le volume adéquate dSMKACS spectrométric grade >
99,9%)

2.2. Protocole expérimental

Des pastilles de 0,5 cm de diaméte2Q mg) sont découpées dans la partie centrale
de la lame exempte d’épiphytes et de lésions diaflet deL. digitataa I'aide d’'un emporte-
piece. Chaque pastille est disposée dans un puiedlague polystyréne 12 puits (Corning
Costar cell culture platgsontenant 2 ml d’eau de mer artificielle. La placest laissée a
equilibrer a température ambiante, sous agitapemdant 30 min. Le surnageant est alors
retiré et 2 ml d'eau de mer artificielle sont rags Aprés 20 min d’équilibration sous
agitation, 20 pl d’une solution d&1” & 0,7 mCi/ml puis 13,3 pul d’une solution de EV$5
mM dans le DMSO sont rajoutés. Cette derniére molugst remplacée par du DMSO pour
les expériences témoins négatifs. La plaque esiterfermée par un couvercle en plastique et
laissée sous agitation a température ambiante.agushtemps d’intérét, 20 ul de surnageant
sont prélevés et disposés dans le puit adéquag ahicroplague de lecture 96 puits (isoplate,
Wallac) contenant 180 ul de scintillant (Unisaf@lnsser Analytic). L'influx de'®1" est
suivie pendant 6 h ce qui donne lieu a 11 pointsidsures environ. Le volume de surnageant
est diminué d’environ 10 % a la fin de I'expérienChaque expérience est meneée en triplicat.
Une fois la cinétique terminée, la microplagueeatgure est scellée avec un film adhésif, mise
a agiter pendant une nuit puis comptée (MicroBetlax, Perkin Elmer).

275



Pour chague expérience, a partir de la courbe nmayde la radioactivité au sein du
surnageant au cours du temps, la vitesse d’infiixdéterminée par régression linéaire sur les
premiers points de la cinétique. Les résultats sormnalisés par rapport aux valeurs obtenues

pour les expériences témoins.

Composition :
+ algue 1. 30 min 1. 20 min -2 ml Emer
A= > -0,7% DMSO
2. Retrait eau 2. Ajout 125|- - 13-15 pCi 125)-
2 ml Emer 3.+ 2 ml Emer 3. Ajout EVX -100 uM de EV

(ou DMSO pour témoin)

) At 20 pl de surnageant
Pour chaque puit Depot dans l'isoplate
180 pl de scintillant

ONOROXO) bty t
2
0000 |
O O O O Q00000000000
EV 000000000000
1 Q00000000000 . L,
000000000000 l- Scellée, agitée et
000000000000 mise a compter le
Témoin EV, EV, EV, EV 888888888888 lendemain
2 000000000000

Microplaque d'expérience

Microplaque de lecture

Fig. 105 : Protocole du suivi de 'influx de"®1" chezL. digitata

3. Evaluation de l'activité des molécules synthétisées

3.1. Matériels et produits utilisés en culture cellulaie

Les manipulations — hors celles impliquafit — sont réalisées dans une piéce dédiée
a la culture cellulaire. Cette piece est équipéenel hotte a flux laminaire (HERAsafe,
Heraeus), d’'un microscope inversé (DMIL, Leica)ré centrifugeuse (5810R, Eppendorf),
d’un incubateur a CO(HERACcell, Heraeus), d’'une autoclave (Prater, Bubtépieux) et
d’un bain marie. Sous la hotte a flux laminairentsiaissés en permanence le dispenseur de
cellules (Multidrop 384, ThermolLabsystems), un agiir magnétigue et un jeu de
micropipettes (Eppendorf).

Dispenseur de cellules Multidrop 384 (Thermo lab=mys)

Le dispenseur de cellules permet de distribuedeapent, avec une grande précision,
un micro-volume de suspension cellulaire dans lats pl’'une microplaque. Il est muni d’'une

pompe péristaltique raccordée a une canule de 8ugad’aspiration en silicone qui est
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plongée dans le milieu cellulaire. Cette canule ieigrée a une cassette de distribution
détachable et auto-clavable pour assurer la $édli systeme et éviter les contaminations

croisées.

Laveur de plaque Power Washer 384 (Tecan)

Cet appareil permet un lavage trés rapide (2-3rskxs) de microplagues 96 ou 384
puits et peut étre intégré a une plateforme ddag# Sa téte de lavage comporte 96 couples
d’aiguille aspiration/distribution de liquide. Laffférents paramétres de lavage — vitesses
d’aspiration et de distribution et hauteur de lalig d’aspiration — peuvent étre modulés pour
fournir le cycle de lavage le mieux adapté. Cesupatres peuvent étre définis directement
sur I'appareil manuellement ou par I'intermédiaitelogiciel WinWwashPIU$'. Dans le cadre
de notre étude, le programme de lavage utiliseration « Overflow » qui permet I'ajout de
600 ul de liquide de lavage (tampon HBSS a 10 mNHPES) simultanément a I'aspiration.
Les vitesses de distribution et d’aspiration ord &kées au minimum pour éviter le
décrochage des cellules. L'aiguille d’aspiration iégerement décentrée sur la gauche et
située a 73 mm du fond du puit. A la fin du cyckelavage, un volume résiduel de 100 pl de

solution est présent dans chaque puit.

Liste des produits utilisés et références :

= Acétate de L-Glycine-L-Histidine-L-Lysine (G7387ig&a)

= Bleu de trypan 0,4% (T8154, Sigma)

= Coon's modified Ham's F12 medium (F0855, Biochrom)

= Diméthylsulfoxyde (DMSO) stérile >99,7% (D2650, Big).

= Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium ou DMEM (D6423igma)
= Dubelcco’s Phosphate Buffered Saline ou PBS (D858)ma)
= Hanks’ balanced salt solution ou HBSS (H9269, Sigma

= HEPES Buffer 1M (H0887, Aldrich)

= Hydrocortisone a 98%( H0888, Sigma)

= |nsuline du pancréas de veau >27 unités/mg (15S@fna)

= L-Glutamine 200 mM (G7513, Sigma)

= |odure de sodium a 99,999% (409286-1G, Aldrich)
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= Pénicilline/streptomycine 100x (P4333, Sigma)

= Poly-L-lysine 0,01% (P4707, Sigma)

= Sérum de veau foetal inactivé (10500-064, GIBCO)

» Thyroid-Stimulating Hormone ou TSH 2UIl/mg en prog{(T8931, Sigma)
» Transferrine humaine a 98% (T8158, Sigma)

= Trypsine-EDTA 0,25% (T4049, Sigma)

= Trypsine-EDTA 1x (0,05%) (T3924, Sigma)

3.2. Lignée HEK-293

3.2.1 Description

Human Embryonic Kydney cells ou HEK-293, est ugmdie de cellules épithéliales
dérivant de cellules embryonnaires humaines de. 1€eite lignée a été générée par le
Professeur Frank Graham [1] par transformation delfules HEK normales avec des
fragments linéaires d’ADN d’adénovirus de type Btt€ lignée cellulaire est trés utilisée en
biologie cellulaire a cause de sa stabilité, déas#ité a étre cultivée et a étre transfectée. En
contre-partie, cette lignée ne constitue pas unemeothimant de maniére satisfaisante le
comportement de cellules normales et cancéreussscdllules HEK-293 sont donc utilisées
essentiellement pour étudier une fonction biochimiqgparticuliere. Les expériences
consistent, en général, a transfecter un géne @ucombinaison de genes) d'intérét et a

étudier la protéine exprimée et le phénotype aésoci

Les expériences décrites dans le présent mémotreténréalisées sur une lignée
stable de cellules HEK-293 exprimant la protéin& Niumaine. Cette lignée a été fournie
gracieusement par le Dr T. Pourcher (CEA/TIRO)e Ellété générée par transfection a I'aide
d’un plasmide contenant un ADNc codant pour lagina NIS humaine. Le plasmide utilisé
est pcDNA3-mNIS (CEA/TIRO), dérivé du vecteur d'egsion pcDNA3.1 (Invitrogen).

3.2.2 Milieu de culture HEK

A 450 ml de milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Madi (DMEM) sont ajoutés 5 mli
d’'une solution de L-Glutamine a 200 mM, 5 ml d'wwution de pénicilline/streptomycine a

100 mg/ml et 50 ml de sérum de veau feetal inactigénilieu de culture contient donc 2 mM
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de L-Glutamine, 1 mg/ml de penicilline/streptomyziet 10% de sérum de veau fcetal
inactivé. Des ajouts supplémentaires de L-Glutansioet effectués ensuite tous les 2 a 3

jours. Le milieu est conservé jusqu’a 15 jours4f&.

3.2.3 Culture des cellules HEK

Les cellules HEK sont cultivées dans des flasqtéedies de 150 ci(Falcon) dans 25
ml de milieu de culture présenté ci-dessus, enietecstérile, en présence d’'une atmosphere
humide a 5% de C{et a 37°C. Tous les deux jours, le surnageantast, le tapis cellulaire
est lavé par 10 ml de tampon HBSS a 37°C et 25emmhiieu de culture a 37°C sont ajoutés.
Ces opérations sont renouvelées jusqu’a confluéPmer un ensemencement initial de £.10
cellules, la confluence est atteinte au bout d'semaine. Un passage est alors effectué en
utilisant une solution de trypsine-EDTA a 0,05% (&ragraphe 3.4)

3.3. Lignée FRTL-5

3.3.1 Description

La lignée FRTL-5 a été générée a partir de folsuthyroidiens de rat (de 5-6
semaines) par isolement de clones successifs [[2] SE caractérise par le tres bon maintien
des caractéristiques biochimiques et morphologigiess cellules folliculaires primaires en
particulier, par sa capacité a sécréter la thytmglne en quantité physiologique et a
accumuler les iodures. Cependant, elle présentetrésefaible activité péroxydase. Cette
lignée reste dépendante a la TSH (Thyroid-Stimudgkiormone) et nécessite, la présence de
différentes hormones ou facteurs de croissanceldangieu de culture [2]. Cette lignée nous

a été gracieusement fournie par Pr. B. Rousset§RM; U664/IFR 62 Lyon Est).

3.3.2 Cocktail d’hormones nécessaire a la culture de FRBL

Solution de TSH 1000 XA un flacon de TSH lyophilisée a 10 U.I sont agsutl0 ml de

tampon HBSS. Cette solution est divisée en frastam3 ml stockées a - 18°C.

Solution d’insuline 1000 X :500 mg d’insuline sont dissous dans 50 ml de tanipBSS.
Pour aider a la solubilisation, quelques gouttame’solution de NaOH 1N sont ajoutées

avant ajustement du volume. Cette solution estéevien fractions de 3 ml stockées a - 18°C.

279



Solution de Transferrine humaine 1000 X500 mg de transferrine humaine sont dissous

dans 100 ml de tampon HBSS. Cette solution essékvien fractions de 3 ml stockées a
- 18°C.

Solution d’hydrocortisone 1000 X A 3,62 mg d’hydrocortisone sont ajoutés dans 2 ml
d’éthanol absolu puis 8 ml de tampon HBSS. Aprandgenéisation du milieu, 50 pl de ce
mélange sont dilués dans 50 ml de tampon HBSSe Gttniére solution est divisée en
fractions de 3 ml qui sont stockées a - 18°C.

Solution d’acétate de L-Glycine-L-Histidine-L-Lyse11000 X :Une solution a 1 mg/ml est
préparée en tampon HBSS. 100 pl de cette solusioreadiluée dans 50 ml de tampon HBSS.
Cette derniere solution est divisée en fraction8 d# qui sont stockées a - 18°C.

Cocktail d’hormones 5H (100 X) Dans 15 ml de tampon HBSS sont ajoutés successitem
3 ml de solution 1000 X de TSH, 3 ml de solutio@AX d’insuline, 3 ml de solution 1000 X
de transferrine humaine, 3 ml de solution 1000 b§drocortisone et 3 ml de solution 1000 X
d’acétate de Glycine-L-Histidine-L-Lysine. Apresrhogénéisation, cette solution est divisée
en fractions de 5 ml qui sont stockées a - 18°C.

3.3.3 Milieu de culture FRTL-5:

Dans 500 ml de milieu Coon's modified Ham's F12t sgoutés 5 ml d’'une solution
de L-Glutamine a 200 mM , 5 ml d’une solution daip#ine/streptomycine & 100 mg/ml, 25
ml de sérum de veau foetal inactivé et 5 ml du @icéithormones 5H a 100 X. Le milieu de
culture contient donc 2 mM de L-Glutamine, 1mg/rel genicilline/streptomycine, 4,6% de
sérum de beceuf inactivé, 10 pug/ml d’insuline, 10 d'lklydrocortisone, 10 ng/ml d’acétate de
L-Glycyl-L-Histidine-L-Lysine, 1 mU/ml de TSH et fg/ml de transferrine. Les ajouts de 5
ml de cocktail d’hormones 5H et de 5 ml de L-Gluitaensont renouvelés tous les 2 a 3 jours.

Le milieu est conservé jusqu’a 15 jours a + 4°C.

3.3.4 Culture des cellules FRTL-5:

Les cellules FRTL-5 sont cultivées dans des flasgériles de 150 c¢nfFalcon) dans
25 ml de milieu de culture présenté ci-dessus, eceipte stérile, en présence d'une
atmosphére humide a 5% de £€ a 37°C. Tous les deux jours, le surnageantetis¢, le
tapis cellulaire est lavé par 10 ml de tampon HBS®/°C et 25 ml de milieu de culture a

37°C sont ajoutés. Ces opérations sont renouvej@gsqu’'a confluence. Pour un
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ensemencement initialement de 2.i®llules, la confluence est atteinte au bout d’une
semaine. Un passage est alors effectué par unédosolle trypsine-EDTA a 0,25 % (cf.
paragraphe 3.4).

3.4. Protocole de passage

Le milieu de culture complet (approprié a la lignée tampon HBSS et la solution de
trypsine-EDTA (0,25 % pour FRTL-5 et a 0,05 % pblEK-293) sont amenés a 37°C par
bain-marie. Des la sortie de la flasque de culfareonfluence) de I'incubateur, le surnageant
est retiré et 10 ml de tampon HBSS a 37°C sontutégopour laver le tapis cellulaire. Au bout
de quelques secondes, le surnageant est retiré et @ trypsine-EDTA sont rajoutés
directement sur le tapis cellulaire. La flasqueadsts placée dans I'incubateur pendant 2 min
pour les cellules HEK-293 et 8-10 min pour les e FRTL-5. Une fois les cellules
décollées et bien désolidarisées, 10 ml de tampauliure sont rajoutées dans la flasque. La
suspension cellulaire est homogénéisée rapidemerhg&ifugée pendant 5 min a 1500 RPM.
Le surnageant est ensuite retiré par aspiratiote efulot cellulaire est re-suspendu dans

exactement 10 ml de milieu de culture.

Le nombre de cellules par ml de cette solutionégatué par comptage sur cellule de
Malassez a partir d’'une solution comportant 20 @lla suspension cellulaire, 160 pl de
tampon PBS et 20 ul de Bleu de Trypan a 0,4%. llerve de suspension cellulaire adéquat
est introduit dans une flasque stérile comporténtr® de milieu de culture a 37°C. Apres

homogénéisation, la flasque est placée dans I'mtewi.

3.5. Evaluation des 1G,

3.5.1 Ensemencement des cellules dans les microplaques

L’ensemencement des cellules HEK-293 ou FRTL-5 dasisnicroplaques Isoplate-
96 TC (Perkin-Elmer) s’effectue trois jours avantdst. Pour éviter que les cellules HEK-293
ne se décollent lors des lavages des micropladaesspuits subissent un coating avant
I'ensemencement. A cette fin, 30 pl de poly-L-Lyssont disposés dans chaque puit de telle
maniere a bien recouvrir le fond puis sont retigf¥) ul de tampon PBS sont ensuite ajoutés
et retirés par aspiration, pour éliminer la polyysine excédentaire. Les plaques sont

laissées a sécher au sein de la hotte a flux lamina
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Pour atteindre la confluence le jour de I'évaluatid est nécessaire d’ensemencer
35000 cellules/puit pour HEK-293 ou 40 000 ceBpeit pour FRTL-5. La solution a
ensemencer est obtenue par dilution de la suspensltulaire obtenue lors du passage, dans
un volume donné de tampon de culture a 37°C. Dé&sapation, cette solution est distribuée
dans les puits des colonnes n°2 a n°l1l des micopta par le dispenseur de cellules
(Multidrop 384), a raison de 200 pl/puit. Les mpamgues sont ensuite disposées dans

I'incubateur (37°C, 5% C§& pendant trois jours.

3.5.2 Préparation des solutions

Tampons HBSS a 10 mM de HEPESA 500 ml de tampon HBSS sont ajoutés 5 ml de
tampon HEPES a 1 M. Un lot de tampon est laisgéngpérature ambiante et un second a 4°C

(pour le lavage final des plagues).

Solution de Nal & 100 uM et a 20 puCi/mlA 2 ml de tampon HBSS a 10 mM d’'HEPES,
sont ajoutés 2 ul d’'une solution de Nal a 1 mMeetdlume adéquate de la solution mere de
Na'?7 initialement & 5 mCi/ml compte tenu de la désaixe d'activité.

Solutions des composeés a testere jour de I'évaluation, pour chague composé, soiation
mere a 10 mM est préparée par dissolution dans MB® stérile. Une gamme de
concentrations 1,1.70M & 1,1.10* M est préparée par dilutions successives (fadt8ude

la solution mére dans une solution de HBSS a 1 eMHBPES, dans une microplaque de
stockage. Chaque gamme est dupliquée. Sur lesligftieet n°12 est disposée une gamme de
concentrations du perchlorate de sodium obtenus pas dilution successive d’une solution

mére a 10 mM. Ci-dessous est présenté le schémplagiee :

Gamme de concentration
du plus concentré au moins concentré

( ol0000@®HO000 O\ Colonne 2 : Ajout de 22,2 pl de la solution mére
| z X
O[0000HO0000[0 (}'elcof'\T;lpéJ’SHeEgéCs) mM dans 178,8 de tampon HBSS
000003000000 alm
8 8 8 88%,)%28 8 8 8 8 Colonne 3 : Ajout de 20 ul de la colonne 2 dans
0[0000QQO 0000 180_u| _de tam_pon HBSS a 10 mM d'HEPES.
OO0 O0O0VVOOOO0I0 Et ainsi de suite pour les autres colonnes ...
Ol0O0 00 WE OO OO0
N J

Fig. 106 : Microplaque de stockage
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3.5.3 Protocole

Une fois sortie de l'incubateur, la microplaque leste (Power Washer 384, Tecan)
avec le tampon HBSS a 10 mM HEPES a températuréaatebLa microplaque est laissée a
équilibrer a température ambiante pendant 30 nmensurnageant est ensuite retiré. 90 ul des
solutions de la microplague de stockage (contetesitcomposés) sont immédiatement
ajoutés dans chaque puit. 10 pl de la solutio™Na 20 pCi/ml sont additionnés. La
microplaque est fermée par un couvercle et laiss®mes faible agitation a température
ambiante, pendant 1 heure pour les cellules HEK2935 minutes pour les cellules FRTL-
5. La microplaque est ensuite lavée (Power WasBér Becan) avec le tampon HBSS a 4°C
et le surnageant résiduel est retiré. Dans chagite30 pul d’éthanol puis 160 pl de scintillant
(Analytic Unisafe 1, Zinsser) sont ajoutés. La mjdaque est scellée par un film adhésif

(Sealing tape, Perkin Elmer), agitée une nuit etlyaee avec le détecteur de radioactivité
(MicroBeta Trilux).

La courbe d'lGp est obtenue par une méthode de régression nairénéonsistant a
faire corréler les données expérimentales a labeothréorique de Hill par la méthode des
moindres carres.

Equation de Hill reliant la valeur de

radioactivité comptée (R) en fonction de la

concentration en composé C :

¢ points expérimentaux
5120001 — courbe de Hill _
?.3 ° R = Rmin+ Rmax Rmin
™~ 10°90Cs0) .
. ] +|
::qu 8000 10/°9(©)
% _________________
o : .
§ 4000 ; oU Rnax €t Rnin cOrrespondent respectivement
: x valeurs maximale et minimal I
Log(IC o aux valeurs maximale e ale de la
0_12 10 -8 -6 -4 2 variable R, IGy a la concentration en
log (M])

composé pour laquelle on observe un effet

d’inhibition de 50% et n au nombre de Hill.

Fig. 107 : Courbe d'effet-dose réponse et régressimon linéaire
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Chapitre 3 : Synthéses des hits et de leurs dérivasailines et

azotures

Méthodes analytiques et solvants

Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les plaques utilisées sont de type Silice MerckFe264 d’épaisseur 0,25 mm sur
support de verre. Les produits sont révélés angéaUV (254 nm) et/ou avec un révélateur

chimique (solution éthanolique a 5% d’acide phospbigbdique).

Chromatographie sur colonne de gel de silice

Les chromatographies sur colonne sont effectuées @@ssion, a I'aide d’'une poire,
sur gel de silice Merck (granulométrie 40-63 pngs [eluants utilisés sont indiqués dans les

modes opératoires.

Spectre d’absorption infrarouge (IR)

Les spectres sont effectués sur un spectrometkinfelmer System 2000 FT-IR. Les
échantillons liquides sont placés entre deux pestile NaCl. Une pastille de KBr est
préparée pour les échantillons solides. Les nomiiexle des bandes IR sont exprimés en

cmt A leur maximum d'intensité.

Spectrométrie de masse (SM)

Les spectres ont été effectués sur un spectroBARINER ESI-TOF (Perspectives

Biosystems) en mode electrospray couplé au tempslde

Spectrométrie de Masse Haute Résolution (SMHR)

Ces analyses sont effectuées par le Service deoialyse de I'Institut de Chimie
des Substances Naturelles du CNRS a Gif-sur-YeetteSI-TOF.

Chromatographie liquide haute performance couplée masse (LC/SM)

Les analyses sont effectuées sur une chaine CIQERID (Waters) munie d’'un
détecteur a barrette de diodes (UV 210-400 nm, )atéd'un détecteur évaporatif a diffusion
de lumiere (PL-ELS 1000, Polymer Laboratory ) etrdspectrometre de masse a électrospray
positif (ESI) et négatif (ES). La colonne utilisée est une CX-Bridge C18 3,5xu6 mm x
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100 mm). Le débit de la phase mobile est fixé a/rhiml et le volume injecté est 20 pl.
L’éluant est obtenu par mélange de deux solutions :

A : H;O + 0,1 % d’acide formique
B : Acétonitrile + 0,1 % d’acide formique

Profil d’élution :

Temps (min) % B
0,0 5
8,0 100
13,0 100

Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres RMNH et RMN **C ont été obtenus sur un spectrométre BRUKER
ADVANCED 400. Les fréquences de résonance du carledu proton sont 400,13 MHz et
100,624 MHz, respectivement. Les déplacements ghiesi sont exprimés en partie par

million (ppm) par rapport au déplacement des sdbsde référence :

Solvant 5 (*H) 5 (°C)

Chloroforme 7,26 ppm 77,2 ppm
Diméthylsulfoxyde 2,50 ppm 39,5 ppm
Dichlorométhane 532 ppm 54,0 ppm

Les déplacements chimiques sont présentés par erdissant. L’attribution des
différents signaux correspond a la numérotationgunge sur la structure du produit. Cette
numérotation ne suit pas les régles de nomenclaeifdUPAC. A la suite du déplacement
chimique sont précisés entre parentheses : laptci® du signal, les valeurs des constantes
de couplage (J) en Hertz, si elles sont mesuralalesleur de I'intégration du signal et enfin,
son attribution. Les multiplicités des différentggraux sont indiqguées a l'aide des
abréviations précisées dans le tableau ci-dessous :

s : singulet dd : doublet de doublet

d : doublet td : triplet de doublet

t: triplet ddd : doublet de doublet de doublet
m : multiplet s.e : signal élargi

Pour faciliter I'attribution des signauXC, dans le cas de certaines structures, une
expérience Deptl35 est effectuée. Les spectredrsitds avec le logiciel Xwin NMR.
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Point de fusion

Les points de fusion sont effectués sur 'app@8eiCHI 535.

Spectre Ultra-Violet

Les spectres d’absorption UV ont été effectuédesapectrophotométre UVIKON 860
KONTRON avec le systeme d’acquisition Victor VPC. I

Solvants anhydres et conditions expérimentales :

Les expériences sensibles a I'humidité et/ou & laait été effectuées dans des
montages secs (flambés sous vide) sous atmosplagger Les solvants anhydres courants
ont été préparés par distillation sous argon ersemee de leurs agents de dessication
respectifs (sodium/benzophénone pour le tétrahydaok et I'éther diéthyliqgue .05 pour le
dichlorométhane). Les autres solvants ont été aéshmthydres. Les expériences mettant en
jeu des réactifs ou des produits comportant unpgment photo-activable sont effectuées a

I'abri de la lumieére.
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3-nitro-N-(phényl(pyridin-2-yl)méthyl)benzamide 1

10 Formule brute : CigH15N30O3
S PM : 333,34 g.mot
AN NH A Point de fusion :137 °C

A une solution de phényl(pyridin-2-yl)méthanamir# (0,72 g, 3,90 mmol) dans le
dichlorométhane (35 ml) sont ajoutés successivetemitie 3-nitrobenzoique (0,77 g, 4,61
mmol), laN,N-diisopropyléthylamine (0,85 ml, 4,89 mmol) {N,N,N'-tetraméthylO-(1H-
benzotriazol-1-yl)uronium hexafluorophosphate (HBTLV3 g, 4,56 mmol) a 0°C. Le milieu
réactionnel est agité a température ambiante péwod@mnuit. Une solution de LIOH a 1M est
ensuite additionnée (6 ml). Au bout de 30 min datipn, du dichlorométhane (500 ml) est
ajouté. La phase organique est lavée par une aoldgé NaCO; a 10% (2 x 200 ml) et par
une solution saturée de NaCl (50 ml), séchée sp®®gpuis concentrée sous vide. Le résidu
solide obtenu est purifié par chromatographie flices(CH,Cl,/MeOH : 100/1). Un solide
blanc est isolé (1,17g, 3,51 mmol).

Rendement :90%

RMN H (DMSO, & en ppm): 8= 6,50 (d,%J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,34 (m, 4H, K, Hio, Hy) ;
7,46 (M, 2H, K) : 7,54 (d3J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,83 (M, 2H, K, Hie) ; 8,43 (M, 2H, Hk,
Hi7) ; 8,60 (d3J=4,8 Hz, 1H, H) ; 8,82 (m, 1H, k) ; 9,74 (d3J = 8,0 Hz, 1H, NH)

RMN **C (DMSO, 8 en ppm): 5=59,0 (G) ; 122,3 (G ou G ou Gsou Gs) ; 122,8 (G ou
Csou GsouGs); 1229 (Gou Gou Gzou Gs); 126,4 (Gou G ou Gsou Gs) ; 127,7
(Ci0) ; 128,2 (Gou G) ; 128,8 (Gou G) ; 130,4 (Ge) ; 134,6 (GouC2 0u Gy) ; 135,9 (G
ouCyz ou Gy); 137,4 (GouCyz 0u Gy) ; 141,5 (G) ; 148,1 (G ou Gy) ; 149,4 (G ou Go) ;
160,6 (G1ou G) ; 164,4 (Grou G)

CLHP/SM : t = 9,6 min, m/z : 334 ([M+1)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)334 ([M+1], 100)

IR (KBr, v cm™): v =3313 (N-H st) ; 3083 (=C-H st) ; 1644 (C=0 stp88 (N-HJ) ;
1530, 1348 (N@st) ; 1472, 1434 (C=C st) ; 1323 (C-N st) ; 7654,7702 (=C-H)

SMHR : calculée pour @H1sN30sNa ([M+Na]) : 356,1011
mesurée : 356,1015
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3-chloro-4-fluoro-N-(3-nitrobenzyl)benzénamine2

Fos 2 Formule brute : C13H1¢CIN2O;
1
) . PM : 280,68 g.mot
SO ST Point de fusion :66°C
H 13 11
12
NO,

A une solution de 3-nitrobenzaldéhyde (1,2 g, 7®af dans le dichloroéthane
anhydre (25 ml) sont ajoutés successivement lal@eaH-fluoroaniline (1,0 g, 6,9 mmol)
I'acide acétique (0,4 ml, 6,9 mmol) et le triacdtioarohydride de sodium (2,1 g, 9,7 mmol).
Le milieu réactionnel est agité a température antbjgpendant trois heures. Une solution de
NaOH 2N (10 ml, 20 mmol) est ensuite additionnéatdment. Cette phase aqueuse est
extraite par I'acétate d’éthyle (2 x 200 ml). Ldsmpes organiques sont regroupées, lavées par
une solution saturée de NaCl (30 ml), séchées spB@ et concentrées sous vide. L’huile
jaune obtenue est purifiee par chromatographiesgioge (hexane/AcOEt : 5/1). Une poudre

jaune vif est obtenue (1,2 g, 4,4 mmol).

Rendement :64 %

RMN 'H (DMSO, & en ppm): & = 4,46 (d,J = 6,0 Hz, 2H, H) ; 6,58 (m, 1H, H) ; 6,68
(t, 1H,%J=6,0 Hz, NH) ; 6,73 (ddJ = 6,0 Hz,"J = 2,8 Hz, 1H, H) ; 7,12 (t2J = 8,8 Hz, 1H,
H,); 7,67 (t,°J = 8,0 Hz, 1H, Ho) ; 7,85 (m, 1H, B) ; 8,14 (d *J = 8,0 Hz, 1H, H,) ; 8,26
(m! 1H1 HLS)

RMN C (DMSO, 8 en ppm): &= 46,80 (G) ; 113,2 (d2J=8Hz, Gou G) ; 113,8 (s.e, £
ou G); 118,1 (d2) =22 Hz, Gou G) ; 120,6 (d2J = 18 Hz, Gou Cy) ; 122,8 (Gy ou G3);
123,0 (Gs ou Gy) ; 131,1 (G); 135,1 (Go) ; 143,6 (G); 146,9 (d,*J = 3 Hz, G); 149,1
(C1o) ; 150,4 (d1J =233 Hz, G)

CLHP/SM : t = 7,9 min, m/z : 281 ([M+1), 283 ([M+3])
Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 281 ([M+1], 100), 283 ([M+3], 45)

IR (KBr, ucm™): v =3429 (N-H st) ; 3065, 2942, 2862 (=C-H st) ; 1§M-H &) ; 1507
(NO, st, C-F st) ; 1445, 1324 (C=C st), 1346 (Nf) ; 1227 (C-N st) ; 893, 801, 729 (=C-H
)

SMHR : calculée pour GH11N,O.FCI ([M+H]") : 281,0493
mesurée : 281,0503
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2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-nitrophénol 3

A Formule brute : C13H10CIN2O3
] o PM : 296,68 g.mot
8
cm+ 7 N 10 Point de fusion :141 °C
H 13 11
12
NO,

A une solution de 2-hydroxy-5-nitrobenzaldéhyde3(ly, 7,6 mmol) dans le
dichloroéthane anhydre (40 ml) sont ajoutés suomasent la 3-chloro-4-fluoroaniline
(1,0 g, 6,9 mmol), I'acide acétique (0,4 ml, 6,9 abyret le triacétoxyborohydride de sodium
(2,1 g, 9,7 mmol). Le milieu réactionnel est agitéempérature ambiante, pendant trois
heures. Une solution de NaOH 2N (25 ml, 50 mmadl)eesuite additionnée lentement. Le
précipité jaune vif formé est filtré et lavé pareusolution glacée de dichloroéthane/NaOH
2N : 1/1. Le précipité est ensuite repris dansul’éb ml) et additionné d’'une solution de HCI
1IN (35 ml). La phase aqueuse obtenue est extraitéepdichlorométhane (2 x 200 ml). Les
phases organiques sont regroupées, lavées paolutiers de NaCl saturée (40 ml), séchées
sur NaSQ, et concentrées sous vide. Une poudre jaune eshwbt(1,6 g, 5,4 mmol). Pour
les évaluations biologiques, une fraction de cpttedre a été purifiée par chromatographie
sur silice (CHCI,/MeOH : 98/2).

Rendement :78%

RMN 'H (DMSO, den ppm): 5= 4,27 (s, 2H, K ; 6,49 (s.e, 1H, NH) ; 6,56 (m, 1H H
6,71 (dd, 1H*) = 2,8 Hz * J= 6,0 Hz Hs) ; 7,05 (d, 1H3J = 8,8 Hz, Ho) ; 7,13 (t, 1H,
3J=9,2 Hz, H) ; 8,07 (dd?J=8,8 H *J= 2,8 Hz, 1H, H;) ; 8,12 (d, 1H*J = 2,8 Hz, H)
;11,38 (s.e, 1H, OH)

RMN **C (DMSO, & en ppm): 8= 49,0 (G) ; 112,2 (d3=6Hz, Gou G); 112,8 (G ou
Cy) ; 115,6 (Q) ; 117,4 (d2J=21 Hz, Gou C) ; 119,8 (d2J= 18 Hz, Gou C) ; 124,2 (Go
ou Gy ou Gg) ; 124,8 (Goou Gy ou Gg) ; 127,2 (Goou Gi1 ou Gg); 140,0 (Go) ; 146,2 {J
=2 Hz, G); 149,6 (d}J =234 Hz, G) ; 162 (G)

CLHP/SM : t = 7,8 min, m/z : 297 (M+1), 299 ([M+3])

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)297 ([M+1], 100) ; 299 ([M+3], 36)

IR (KBr, vcm?):u=23270 (N-H st) : 3077-2562 (O-H st) ; 1616 (NSH; 1592, 1342 (N
st) ; 1525 (C-F st) ; 1456, 1402 (C=C st) ; 1260N&¢) ; 872, 842, 821, 753 (=C-3)

SMHR : calculée pour GH11N,OsFCI ([M+H]") : 297,0442
mesurée : 297,0445
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1-(3-nitrophényl)-2,3,4,9-tétrahydro-1H-pyrido[3,4-blindole 4

Formule brute : C;7H15N303
PM : 293,32 g.mot
Point de fusion :161°C

A une solution de tryptamine (2,03 g, 12,7 mmolpslée dichlorométhane (50 ml)
sont additionnés le 3-nitrobenzaldéhyde (1,92 g7 X@mol) puis goutte a goutte l'acide
trifluoroacétique (1,2 ml, 16,2 mmol). Le milievadionnel est agité a température ambiante,
pendant 16 h. La formation d'un précipité jauneuat brunissement du surnageant sont
observés. Le milieu réactionnel est filtré. Le jj&é est lavé par du dichlorométhane a 0°C
(3 x 10 ml). Le précipité est ensuite repris dane solution de N&O; 10% (300 ml). Cette
phase aqueuse est extraite par le dichlorométtame500 ml). Les phases organiques sont
rassemblées, lavées par une solution saturée dé (28C ml), séchées sur P&BO, et
concentrées sous vide. Un solide jaune vif est mbt€8,06 g, 10,4 mmol). Pour les
évaluations biologiques, une fraction de ce produété purifiee par chromatographie sur
silice (CHCIl,/MeOH 100/1).

Rendement :82 %

RMN *H (DMSO, & en ppm): & = 2,75 (m, 2H, i ; 3,06 (m, 3H, K, NHy) ; 5,30 (s,1H,
Hio) ; 7,03 (m, 2H, H, Hs) ; 7,26 (d2J= 7,6 Hz, 1H, H) ; 7,47 (d31= 7,6 Hz, 1H, H) ; 7,66
(m, 1H, Ha) ; 7,81 (d3J= 7,6 Hz, 1H, Hs) ; 8,19 (M, 2H, kk, H17) ; 10,56 (s, 1H, N

RMN *C (DMSO, & en ppm): 3= 22,0 (G) ; 41,6 (G) ; 56,1 (Go) ; 109,0 (G) ; 111,5 (G)
;118,1 (Gou G ou Gou Gsou Gy) ; 118,8 (Gou G ou Gou Gsou G) ; 121,2 (G ou
CoouGouGsouGy);122,6 (Gou Gou Gou Gsou Gy) ; 123,3 (Gou G ou Gou Gs
ou Gy); 127,2 (@) ; 130,0 (G4) ; 134,7 (G ou Gy) ; 135,7 (Ga) ; 136,4 (G ou Gy) ; 146,0
(C1o) ; 148,0 (Ge) (d’aprés expériencésC et Dept 135)

CLHP/SM : t = 5,4 min, m/z : 294 ([M+1)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 294 ([M+1], 100)

IR (KBr, vcm?):u=3398 (N-H st) ; 3057, 2917, 2843 (=C-H st) ; 152349 (NQ st) ;
1450 (C=C st) ; 807, 737 (=C-9)

SMHR : calculée pour GH1gN3Os ([M+H] ™) : 294,1243, mesurée : 294,1240

Purification par CLHP chirale des énantiomeres 4eet 4ba partir de 4 (7 mg, 0,02 mmol)
Colonne : Chiralcel OD (ODOOCE-BHO031) Enantiomeéréla: 3 mg (e.e > 99%)

Eluant : Hexane/Ethanol 9/1 Temps de rétention : 31,2 min
Débit : 1 mi/min Enantiomérelb : 2,5 mg (e.e > 99%)
Détection : UV, A = 225 nm Temps de rétention : 48,2 min
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3-amino-N-(phényl(pyridin-2-yl)méthyl)benzamide5

Formule brute : CigH17N3O
PM : 303,36 g.mot

NH,

A une solution de 3-nitro-N-(phényl(pyridin-2-yl)ingl)benzamide 1 (300 mg, 0,90
mmol) dans le méthanol (40 ml) est ajouté du palladsur charbon activé a 10% (100 mg,
0,094 mmol). Apres trois cycles de dégazage, lemilactionnel est placé sous atmosphére
d’hydrogéne, a pression atmosphérique, sous vivatayp et a température ambiante. Au
bout de 50 min, le milieu réactionnel est filtrg salite. La célite est lavée par I'éthanol (3 x

10 ml). Le filtrat est concentré sous vide pourmEmun solide blanc (235 mg, 0,78 mmol).

Rendement :87%

RMN 'H (DMSO, & en ppm): 8 = 5,32 (s.e, 2H, NB ; 6,41 (d,*J= 8,4 Hz, 1H, H) ; 6,76
(m, 1H, H_5) 17,15 (m, 3H, |_’|_|3, Hle, H17) , 7,32 (m, 4H, |d, Hlo, H2 ) 17,44 (m, 2H, |gD;
7,57 (m, 1H, H) ;7,83 (td23=7,6 Hz *J= 1,6 Hz, 1H, H) ; 8,59 (d*J = 4,8 Hz, 1H, H) ;
8,98 (d,23= 8,4 Hz, 1H, NH)

RMN **C (DMSO, & en ppm): & =58,2 (G) ; 113,2 (Gsou Gsou G) ; 115,0 (Gs ou Gs
ou Gy) ; 117,0 (Gsou Gsou G7) ; 122,3(Gou @) ; 122,8 (Gou G) ; 127,4 (Go); 127,9
(Ceou G) ; 128,7 (Gou G) ; 129,1 (Gg); 135,6 (Gou Go) ; 137,4 (Gou Go) ; 142,3 (G) ;
149,1 (G ou Gy) ; 149,2 (Gou Gy) ; 160,8 (Gou Gy) ; 166,7 (Gou G,)

CLHP/SM : t = 8,1 min, m/z : 304,19 ([M+1)
Spectrométrie de masse (ESI/TOF)304 ([M+1], 100)

IR (KBr, ucm®): v =3346, 3324 (N-H st) ; 3055 (=C-H st) ; 1649 (Cstp; 1585 (N-H5)
: 1509, 1483, 1433 (C=C st) ; 1323 (C-N st) ; T (=C-H¥)
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N-(3-aminobenzyl)-3-chloro-4-fluorobenzénaminé

Formule brute : C13H1,CIFN,
PM : 250,70 g.mot
Cl” 47 H 0 Point de fusion :61°C

13 11
12

NH,

A une solution de 3-chloro-4-fluoro-N-(3-nitrobetpenzenamineg (0,50 g, 1,78
mmol) dans un mélange éthanol/eau 2/1 (35 ml) gjonités successivement I'acide acétique
(0,92 ml, 16,0 mmol) et la poudre de fer (0,90 §,11mmol). La poudre de fer est
préalablement activée par une solution de HCI 1X {2ml), lavée par de I'eau distillée (2 x
1 ml), de I'éthanol (2 x 1 ml) et de I'éther diéliqpe (2 x 1 ml) puis séchée sous vide. Le
milieu réactionnel est porté a reflux, sous vivéadipn, pendant 20 min. Un brunissement
puis un noircissement du milieu réactionnel sonseplés pendant le reflux. Apres
refroidissement, une solution d’ammoniaque a 30Btagsutée (10 ml). Le milieu réactionnel
est filtré sur célite. Le résidu obtenu par coneditn du filtrat est repris dans l'acétate
d’éthyle (150 ml). Cette phase organique est lgpareune solution de N@O; a 10% (2 x 50
ml) et par une solution saturée de NaCl (20 mBhéé sur Ng5O, puis concentrée sous vide.
L’huile orange obtenue est purifiée par chromatplgie sur silice (hexane/AcOEt 5/2) pour

donner un solide beige pale (330 mg, 1,32 mmol).

Rendement :74 %

RMN *H (DMSO, & en ppm): 8 = 4,12 (d2J = 5,6 Hz, 2H, H) : 5,07 (s, 2H, Nb) ; 6,39 (t,
3)=5,6 Hz, 1H, NH) : 6,55 (m, 4H, HHs, Hi1, H13) ; 6,66 (dd*J = 6,4 Hz “J = 2,8 Hz, 1H,
Hs) ; 7,00 (t33=7,6 Hz, 1H, Ho) ; 7,11 (131 = 9,2 Hz, 1H, H)

RMN **C (DMSO, d en ppm) :8=47,4 (G) ; 112,1 (d2J=6 Hz, Gou G) ; 112,6 (s.e, €
ouG); 112,8 (Gou Giou Gg) ; 112,9 (Gou Gy ou Gg) ; 115,0 (G ou G ou Gg), 117,2
(d,2J=21Hz, Gou G); 119,6 (d2J = 18 Hz, Gou G)) ; 129,2 (Go) ; 140,4 (G) ; 146,8 (d,
“J=2Hz, G), 149,1 (G,) ; 149,3 (d}J =233 Hz, Q)

CLHP/SM : t = 6,4 min, m/z : 251 ((M+1), 253 ((M+3])
Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 251 ([M+1]", 100), 253 ([M+3], 34)

IR (KBr, vcm?) : v =3438, 3351, 3289 (N-H st) ; 3108, 3019, 2891 (64 : 1619 (N-H
8) : 1503 (C-F st) ; 1460, 1330 (C=C st) ; 1218 (G\; 867, 856, 811, 787 (=C-5)
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4-amino-2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)phéol 7

Fos 2 Formule brute : C;3H12CIFN,O
1
) o PM : 266,70 g.mot
c s N Y o Point de fusion :163°C
H 13 11
12
NH,

A une solution de 2-((3-chloro-4-fluorophénylamimathyl)-4-nitrophénoB (0,50 g,
1,67 mmol) dans un mélange éthanol/eau 2/1 (35som} ajoutés successivement l'acide
aceétique (1,8 ml, 31,5 mmol) et la poudre de f¢®8{Qy, 16,1 mmol). La poudre de fer est
préalablement activée par une solution de HCI 1X {2ml), lavée par de I'eau distillée (2 x
1 ml), de I'éthanol (2 x 1 ml) et de I'éther diéliqpe (2 x 1 ml) puis séchée sous vide. Le
milieu réactionnel est porté a reflux, sous vivéampn, pendant 50 min. La formation d’un
précipité roux est observée pendant le reflux. Apefroidissement, une solution agueuse
d’ammoniaque a 30% (5 ml) est rajoutée. Le mili@actionnel est filtré sur célite. Le résidu
obtenu par concentration du filtrat est repris diegndichlorométhane (150 ml). Cette phase
organique est lavée par une solution deQ@ a 10% (2 x 50 ml), séchée sur,88), et
concentrée sous vide. Le résidu orange obtenu wfiéppar chromatographie sur silice
(CH.CI,/MeOH 100/1) pour donner un solide blanc (0,29,69 Inmol).

Rendement :65%

RMN 'H (DMSO, den ppm): & = 4,07 (d3J = 6,0 Hz, 2H, H) ; 4,42 (s.e, 2H, N} ; 6,22
(t, %)= 6,0 Hz, 1H, NH) ; 6,35 (ddJ = 8,4 Hz “J = 2,8 Hz, 1H, H)) ; 6,49 (d,*J = 2,8 Hz
1H, Hy3) ; 6,54 (m, 1H, H) ; 6,58 (d,®J = 8,4 Hz, 1H, Ho) ; 6,66 (dd*J=6,4 Hz “J=2,8
Hz, 1H, H) ; 7,11 (t2J=9,2 Hz, 1H, H) ; 8,54 (s, 1H, OH)

RMN *C (DMSO, den ppm): 3 =421 (G); 112,0 (d2J=6,1 Hz, Gou G) ; 112,4 (s.e,
Ciou G); 113,9 (Goou Gy ou Gy) ; 114,7 (Goou G ou Gg) ; 116,0 (Go ou Gy ou Gg) ;
117,2 (d,23 = 21 Hz, Gou Gy) ; 119,6 (d2J = 20 Hz, Gou G) ; 125,7 (G) ; 141,2 (Gy) ;
146,2 (G) ; 146,9 (dJ=2 Hz, G) ; 149,2 (d}J= 241 Hz, G)

CLHP/SM : t =5,2 min, m/z : 267 (M+1) ; 269 ([M+3])
Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 267 ([M+1], 100) ; 269 ([M+3], 36)

IR (KBr, vcm): v =3382, 3319 (N-H st) ; 2958-2607 (O-H, st), 1602H &) ; 1515 (C-F
st) ; 1461, 1399 (C=C st) ; 1219 (C-N st) ; 895),8297 (=C-H5)
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3-(2,3,4,9-tétrahydro-1H-pyrido[3,4-blindol-1-y)benzénamine8

Formule brute : C;7H17N3
PM : 263,34 g.mot
Point de fusion :173°C

A une solution de 1-(3-nitrophényl)-2,3,4,9-tétrahydro-1H-pyridgfd]indole 4
(786 mg, 2,68 mmol) dans le méthanol (50 ml) esutée une quantité catalytique de
palladium sur charbon activé a 10% (290 mg, 0,27mnmApreés trois cycles de dégazage, le
milieu réactionnel est placé sous atmosphere ddggétie, a pression atmosphérique, sous
vive agitation et a température ambiante. Au bounal heure, le milieu réactionnel est filtré
sur célite. La célite est lavée a I'éthanol (3 xrif. Le filtrat est concentré sous vide pour

donner un solide blanc (636 mg, 2,42 mmol).

Rendement :90 %

RMN H (CDCls, 8 en ppm): 8=2,73 (m, 2H, H) ; 2,96 (m, 1H, B) ; 3,15 (m, 1H, K) ;
3,40 (s.e, 1H, Nb) ; 4,96 (s, 1H, kb) ; 5,04 (s, 2H, NB) ; 6,02 (m, 3H, Hs, His, Hi7) ; 7,02
(m, 3H, H, Hs, H1s) ; 7,29 (d,2J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,45 (d,J = 7,6 Hz, 1H, H) ; 10,43 (s,
1H, NH,)

RMN *3C (CDCls, 8 en ppm)* : 8 = 22,8 (G) ; 41,8 (G) ; 57,4(Go) ; 109,0 (G) ; 112,0
(Cs4) ; 113,8 (Gsou Gy) ; 114,8 (Gsou G7) ; 117,2 (Gou G ou Gou Gy) ; 118,3 (Gou G
ou Gou Gg); 119,0(Gou Gou Gou Gg); 121,3 (Gou G ou Gou Gy) ; 127,8 (G) ;
129,5 (Ga) ; 136,7 (Gou Gy) ; 136,9 (Gou Gy) ; 144,7 (Go) ; 149,5 (Gy)

CLHP/SM : t = 4,7 min, m /z : 264 (M+1)
Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 264 ([M+1], 100)

IR (KBr, ucm®):v=23472, 3374, 3313 (N-H st) ; 3137, 3050, 2842 (=GtH 1620, 1455
(C=C st et N-HB) ; 1299 (C-N st), 862, 763, 751 (=Ca)

* Lattribution des déplacements chimiques a dtéctuée a partir des spectres issus des
expérience$®C et Dept 135.
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3-azido-N-(phényl(pyridin-2-yl)méthyl)benzamide9

1 Formule brute : CigH15Ns0O
: PM : 329,36 g.mot
8 7\6 NH 16
—A\5 L 15
3 \ N O - 4
/, 13
> 1 N3

A une solution de 3-amino-N-(phényl(pyridin-2-yl)thgl)benzamide5 (20 mg,
0,066 mmol) dans un mélange eau/acide acétique(ILE2 ml) refroidie a — 5°C est
additionnée une solution de Nabfaichement préparée a 20 mg/ml (0,46 ml, 0,133Hhm
Le milieu réactionnel est agité a -5°C pendant lueare. Une solution de NgNraichement
préparée a 30 mg/ml (0,57 ml, 0,263 mmol) est easyoutée. Le milieu réactionnel est agité
a température ambiante pendant deux heures suppkims. Le milieu réactionnel est
amené a pH basique par ajout d’'une solution dgCRgaa 10%. Cette phase aqueuse est
extraite par du dichlorométhane (2 x 15 ml). Leagas organiques sont regroupées, séchées
sur NaSQO, et concentrées sous vide. Le résidu obtenu edfiégopar chromatographie sur
silice (CHCI,/MeOH :100/0,5) pour donner un solide jaune pageniy, 0,058 mmol)

Rendement :87%

RMN *H (CD.Cl,, 8 en ppm): d=6,23 (d2J=6,8 Hz, 1H, H) ; 7,17 (m, 1H, K) ; 7,27 (m,
5H, H,g, Hg, H]_o) X 7,43 (m, 3H, |7ﬂ, H15 ou H17, HlG) X 7,55 (m, lH, |Il3) X 7,65 (m, 2H, H, H15
ou Hy7) ; 8,53 (s.e, 1H, NH) ; 8,59 (m, 1H;H

RMN **C (CD,Cl,, 8 en ppm): d=58,2 (G) ; 118,4 (Gs) ; 122,1 (G ou G ou Gsou G7) ;
123,0 (Gou G ou Gsou G7); 123,1 (Gou G ou Gsou Gy) ; 123,6 (G ou Gou Gsou
Ci7) 5 127,7 (G ou G) ; 127,9 (Gg) ; 129,0 (G ou G) ; 130,3 (Ge) ; 136,8 (G ou Go) ;
137,4 (G ou Go); 142,1 (G ou Gg) ; 142,6 (G ou Gg) ; 149,2 (G) ; 158,9 (G ou Gy) ;
165,4 (G ou Gy)

CLHP/SM : t = 8,5 min, m/z : 330 ([M+1)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)330 ([M+1], 100)

IR (KBr, ucm™): v =3342 (N-H st) ; 3055, 2922 (=C-H st) ; 2112, ) ; 1637, 1528
(C=0 st ou N-HB) ; 1474, 1431 (C=C st) ; 1278 (C-N st) ; 756, 68C-H )
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N-(3-azidobenzyl)-3-chloro-4-fluorobenzénamind 0

2 Formule brute : Ci3H1gCIFN,4
PM : 276,70 g.mot

A une solution d'azoture de sodium (650 mg, 10 mmadans un mélange
eau/dichlorométhane 2/1 (3 ml), sous vigoureusethgn et a 0°C, est ajoutée goutte a goutte
une solution d’anhydride triflique (280 ul, 1,67 mindans le dichlorométhane (1 ml). Le
milieu réactionnel est vigoureusement agité a O&@dant deux heures. Une solution de
NaoCOs; a 10% (1 ml) est ajoutée et les phases aqueusgaatique sont séparées. La phase
aqueuse est extraite par du dichlorométhane (2 ml)l Les phases organiques sont
regroupées et lavées par une solution d€€C@asaturée (1ml). Une solution de triflylazide (4

ml, 0,835 mmol si rendement de 100%) est obtenue.

A une solution de N-(3-aminobenzyl)-3-chloro-4-ftabenzenaminé (45 mg, 0,179
mmol) dans le dichlorométhane (0,5 ml) sont ajosté@scessivement la triethylamine (75 pl,
0,537 mmol), une solution de sulfate de cuivre @M (1 ml, 9 umol) et la solution de
triflylazide fraichement préparée (1,2 ml, théoament 0,251 mmol). Le méthanol (2 ml) est
ajouté goutte a goutte jusqu’a ce que le milieetiéanel devienne monophasique. Le milieu
réactionnel est agité vigoureusement pendant 3ekeartempérature ambiante. Une solution
de NaCOs; a 10% est ensuite ajoutée jusqu’a obtenir un psigba (pH = 10). La phase
aqueuse est extraite par du dichlorométhane (3 xmi)5 Les phases organiques sont
regroupées, séchées sur,8@, et concentrées sous vide. Le résidu obtenu edfiéppar
chromatographie (Heptane/AcOEt 9/1). Une huile léggent violette est obtenue (30 mg,
0,110 mmol).

Rendement :60 %

RMN *H (DMSO, den ppm): & = 4,31 (d.2J = 6,4 Hz, 2H, H) ; 6,52 (s.e, 1H, NH) ; 6,57
(m, 1H, H) ; 6,70 (dd*J = 6,0 Hz,"J = 2,8 Hz, 1H, H) ; 7,03 (dd?J = 8,0 Hz,*J = 1,6 Hz,
1H, Hyou Hu) ; 7,12 (m, 2H, K, Hi3) ; 7,22 (d3J = 7,6 Hz, 1H, ou Hy ) ; 7,41 (t3J = 8,0
Hz, 1H, Hiyo)

RMN *3C (CDCls, 8 en ppm): d = 49,2 (G) ; 113,2 (d2J=6 Hz, Gou G) ; 115,0 (s.e, €
ou G); 117,7 (d2) = 22 Hz, G) ; 118,7 (G ou Gy) ; 118,9 (Gou GCys) ; 122,1 (d2J = 18
Hz, G); 124,7 (Gy) ; 131,0 (Go) ; 141,4 (G ou Gy); 141,5 (G ou Gy) ; 145,3 (s.e, 6 ;
152,1 (d}J = 238 Hz, G)
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CLHP/SM : t=9,3 min ; m/z : 277 ((M+1]) ; 279 ([M+3])

Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 277 ([M+1], 100) ; 279 ([M+3], 42,5)

IR (KBr, ucm®): v =23432 (N-H st) ; 3040, 2925, 2854 (=C-H st) ; 2145 §) ; 1607 (N-H
8) : 1507 (C-F st) : 1447, 1293 (C=C st) ; 1224 (G\; 836, 803, 780, (=C-B)

SMHR : calculée pour GHgN4FCI ([M-H]") : 275,0500
mesurée : 275,0505
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1-(3-azidophényl)-2,3,4,9-tétrahydro-1H-pyrido[3,4blindole 12

Formule brute : C;7H1sN5
PM : 289,13 g.mot

14 15

Méthode 1 :

A une solution de 3-(2,3,4,9-tétrahydro-1H-pyriddf®]indol-1-yl)benzénamine 8
(200 mg, 0,76 mmol) dans un mélange eau/acidegaegtl/2 (15 ml) refroidie a -5°C est
additionnée une solution de Nablftaichement préparée a 30 mg/ml (2,5 ml, 1,14 nnhel
milieu réactionnel est agité a -5°C pendant 45 nine solution de NaiNfraichement
préparée a 60 mg/ml (2,5 ml, 2,28 mmol) est engydetée. Le milieu réactionnel est agité a
température ambiante 2h30 supplémentaires. Le umiéactionnel est amené a pH basique
par ajout d'une solution de B@0; a 10%. Cette phase aqueuse est extraite par le
dichlorométhane (2 x 15 ml). Les phases organigoes regroupées, séchées susI@ et
concentrées sous vide. Le résidu obtenu est pupfé chromatographie sur silice
CH.CIly/MeOH : 100/1) pour donner un solide jaune palertiff) 0,24 mmol) présentant une
pureté’H RMN de 93 %. Une seconde purification par chramaiphie sur silice permet

d’isoler une fraction de produit (6 mg, 0,021 mnmmi¢sentant une pureté supérieure a 99 %.

Méthode 2 :

A une solution 1-(3-azidophenyl)-3,4-dihydro-1H-joha{3,4-b]indole-2(9H)-
carboxylate deert-butyle 15 (67 mg, 0,17 mmol) dans le dichlorométhane (2 rafjoidie
par un bain de glace est ajouté goutte a gouttekatrifluoroacétique (0,4 ml, 5,3 mmol). Le
milieu réactionnel est laissé a température améiansous agitation pendant deux heures. Du
dichlorométhane est ajouté (25 ml). La phase oggenest lavée par une solution de@ia;
a 10% (2 x 10 ml), séchée surJS@, et concentrée sous vide. Le résidu obtenu estiuri
par chromatographie sur silice (gE,/MeOH : 100/1) pour donner un solide jaune pale (35

mg, 0,12 mmol) avec un rendement de 71 %.
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RMN *H (CDCl3, 8 en ppm): 5 = 2,82 (m, 1H, k) ; 2,94 (m, 1H, 1#) ; 3,15 (m, 1H, k) ;
3,37 (m, 1H, K) ; 5,16 (s, 1H, kb) ; 7,01 (m, 2H, hk ou H;s, Hy7) ; 7,13 (M, 3H, H, Hz, His
ou His) ; 7,22 (M, 1H, ) ; 7,36 (m 1H, Hi4) ; 7,55 (M, 2H, H, NHy)

RMN *3C (CDCls, & en ppm): 3 = 22,8 (G) ; 43,4 (G) ; 58,1 (Go) ; 110,7 (G ou G);
111,2 (Gou GG); 118,66 (Gou G ou G ou Gs ou Gy); 119,1 (G ou G ou G ou Gs ou
C17) ;1195 (Gou Gou Gou Gsou G7) ; 1199 (Gou G ou Gou Gsou Gy); 122,3 (G
ou G ou Gou Gsou Gy); 1253 (G ; 127,7 (G); 130,5 (Ga); 134,0 (G ou Gy);
136,2 (G ou Gy); 141,0 (Go); 144,3 (Ge)

CLHP/SM : t = 5,6 min, m/z290 ([M+1])
Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 290 ([M+1]", 100).

IR (KBr, v cm™) : v =3394 (N-H st) ; 3052, 2920, 2846 (=C-H st) ; 21198N; 1600 ;
1451 (C=C st) ; 1286 (C-N st) ; 743 (=Ca

Spectre UV: £(280 nm) = 1,07.10cm*.mol™* ; £(250 nm) = 1,53.10cm*.mol*

SMHR : calculée pour GH1eNs ((M+H] ") : 290,1406
mesurée : 290,1392
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Phényl(pyridin-2-yl)méthanamine 13

Formule brute : Ci2 HioN>
PM : 184,24 g.mot

A une solution d’oxime de phényl(pyridin-2-yl)métimne (0,50 g, 2,52 mmol) dans
I'acide trifluoroacétique (6 ml) refroidie a 0°Cteajoutée, par petites portions, la poudre de
zinc (0,70 g, 10,70 mmol). La poudre de zinc eggafablement activée par une solution de
HCl a 2% (2 x 1 ml), lavée successivement par egul'distillée (2 x 1 ml), de I'éthanol (2 x 1
ml) et de I'éther diéthylique (2 x 1 ml) puis séehgous vide. Le milieu réactionnel est
ramené a température ambiante, agité pendant 1h3tus filtré. Apres avoir été refroidi a
0°C, le filtrat est amené a pH basique (pH = 10)gjaut d’une solution aqueuse de NaOH
2N (40 ml). La phase aqueuse est extraite par chiadométhane (2 x 30 ml). Les phases
organiques sont rassemblées, séchées sur MgS€oncentrées sous vide. Une huile jaune
est obtenue (0,39 g, 2,12 mmol).

Rendement :84%

RMN 'H (CDCls, & en ppm): 8= 2,26 (s.e, 2H, NH) ; 5,19 (s, 1HgH 7,05 (ddd3) = 7,6
Hz,%J=4,8 Hz%J=1,2 Hz, 1H, H) ; 7,19 (m, 2H, K, H10) ; 7,26 (m, 2H, B ; 7,35 (m, 2H,
Hg) ; 7,51 (td3J=7,6 Hz,*J= 2,0 Hz 1H, Hy) ; 8,50 (d3J = 4,8 Hz, 1H, H)

RMN 3C (CDClg, 8 en ppm): 8=61,2 (G) : 121,8 (Gou C) ; 122,1 (Gou C) ; 127,1 (G
ou G) ; 127,4 (Go) ; 128,8 (G ou G) ; 136,7 (G) ; 144,9 (G) ; 149,2 (G) ; 163,5 (Q)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 185 ([M+1], 100)

IR (KCI, ucm™) : v =3368, 3292 (N-H st) ; 3060, 3027 (=C-H st) ; 1588 (NBH; 1570
(C=N st) ; 1493, 1471, 1452 (C=C st) ; 1433 (C-\ 348, 700 (=C-Hb)
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1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-blindol e-2(9H)-carboxylate de
tert-butyle 14

20 Formule brute : CooH23N304
PM : 393,44 g.mof
Point de fusion :221°C

A une solution de 1-(3-nitrophenyl)-2,3,4,9-tétrdior1H-pyrido[3,4-blindole 4
(0,45 g, 1,55 mmol) dans I'isopropanol (17 ml) sajautés une solution aqueuse d€£R; a
1M (3 ml) et le dicarbonate de t#rt-butyle (0,41 g, 1.86 mmol). Le milieu réactionmsi
agité a 40°C, pendant trois heures. Le résidu oba@nes concentration du milieu réactionnel
est repris dans le dichlorométhane (200 ml). Qeligesse organique est lavée par une solution
saturée de NKCI (3 x 50 ml), séchée sur B0, et concentrée sous vide. Le résidu obtenu
est purifié par filtration sur silice (Gi&l,) pour donner un solide jaune (0,49 g, 1,25 mmol).

Rendement :81 %

RMN 'H (DMSO, & en ppm)*: 8= 1,56 (s, 9H, bb) ; 2,78 (m, 2H, K ; 3,30 (m, 1H, b);

4,22 (s.e, 1H, B) ; 6,41 (s, 1H, kb) ; 7,02 (m, 1H, Hou H; ) ; 7,09 (m, 1H, Hou H) ; 7,31
(d,%J=8,0 Hz, 1H, H) ; 7,54 (d,°J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,73 (M, 2H, H, His) ; 8,11 (s, 1H,
Hi7) ; 8,17 (m, 1H, hk) ; 10,75 (s, 1H, NH)

RMN **C (DMSO, & en ppm)* : & = 21,2 (G) ; 28,5 (Go) ; 38,5 (G) ; 53,8 (Go) ; 80,4
(Ci9) ; 1094 (G) ; 111,7 (@) ; 118,4 (Gou G ou Gou Gsou Gy) ;1192 (Gou Gou G
ou Gsou Gy) ;121,99 (Gou Gou Gou Gsou Gy) ; 122,6 (Gou G ou Gou Gsou G) ;
123,0 (Gou G ou G ou Gsou G7); 126,6 (G); 130,5 (Gs) ; 131,3 (Gou Gy); 1344
(C13) ; 136,9 (Gou Gy) ; 143,5 (G2) ; 148,4 (Ge) ; 154,4 (Ge)

CLHP/SM : t =9,7 min, 392 ([M-1] 100)
Spectrométrie de masse (ESI/TOF) 392 ([M-1], 100)

IR (KBr, vcm®) : v =3315 (N-H st) ; 2977, 2917 (=C-H st) ; 1665 (C={; 531, 1351
(NO;, st), 1422 (C=C st ou N-B)) ; 1351, 1167 (C-N st et C-O st) ; 739 (=C-H st)

* En raison de rotameres conformationnels entrdinandéfaut de relaxation, aussi bien en
'H RMN qu'en **C RMN, les expériences ont été conduites & 60°Cs danDMSO.
Lattribution des déplacements chimiques pour lecge>C a été réalisée en tenant compte
du spectre obtenu par I'expérience Dept 135.
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1-(3-aminophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-blindolke-2(9H)-carboxylate
detert-butyle 15

Formule brute : CooH25N30»
PM : 363,45 g.mot
Point de fusion :231 °C

A une solution de 1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-bdiale-2(9H)-
carboxylate deert-butyle 14 (340 mg, 0,86 mmol) dans le méthanol (100 mlagstitée une
quantité catalytique de palladium sur charbon @civi0% (92 mg, 0,086 mmol). Aprés trois

cycles de dégazage, le milieu réactionnel est pdacé atmosphere d’hydrogéene, a pression

atmosphérique, sous vive agitation et a températunta@ante. Au bout d’une heure, le milieu
réactionnel est filtré sur célite. La célite estda par plusieurs I'éthanol (2 x 10 ml). Le filtrat
obtenu est concentré sous vide pour donner unesblahc (280 mg, 0,77 mmol).

Rendement :90 %

RMN *H (DMSO, & en ppm): 5 = 1,50 (s, 9H, kb) ; 2,84 (m, 2H, B) ; 3,04 (m, 1H, k) ;

4,22 (s.e, 1H, bl) ; 5,10 (s, 2H, NB) ; 6,22 (s.e, 1H, i¥) ; 6,49 (m, 3H, Hk, His, Hi7) ; 7,06
(m, 2H, b, Ha, Hia) ; 7,31 (d,J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,48 (dJ= 7,6 Hz , 1H, H)) ; 10,93 (s.e,
1H, NH)

RMN 3C (DMSO, & en ppm)*: 8= 20,0 (G) ; 28,5 (Go) ; 37,0 (s.e, § ; 55,5 (s.e, @) ;
79,0 (s.e, @) ; 108,5 (G) ; 111,5 (G) ; 113,6 (Gsou Gy) ; 113,7 (Gsou G7) ; 115,9 (G ou
CoouGouGy) ;1182 (GouGouGouGg) ;1188 (GouGouGou Gy) ;1214 (G
ou GouGou Gg); 126,6 (G); 129,2 (Gs) ; 132,9 (s,e, £ou Gy) ; 136,6 (s.e, €ou Gy) ;
141,7 (Qz) :149,1 (Qe) Cignon détecté.

CLHP/SM : t = 8,0 min, m/z : 364 ([M+1] 100)
Spectrométrie de masse (ESI/TOF)364 ([M+1], 100)

IR (KBr, vcm®): v =3453, 3314 (N-H st) ; 2974, 2919 (=C-H st) ; 1660 st) ; 1615,
1467,1422 (C=C st et N-B) ; 1163 (C-N st ou C-O st) ; 744 (=C-H st)

* Lattribution des déplacements chimiques a étieatfiée a partir des spectres issus des

expériences>C et Dept 135. L'expérience en température n'aaétre effectuée pour des
raisons techniques.
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1-(3-azidophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-blindok-2(9H)-carboxylate de
tert-butyle 16

Formule brute : CooH23N505
PM : 389,45 g.mot

Méthode 1

A une solution de 1-(3-aminophényl)-3,4-dihydro-pitido[3,4-blindole-2(9H)-
carboxylate deert-butyle 15 (40 mg, 0,11 mmol) dans un mélange eau/acidecaeefi/1 (2
ml) refroidie a -5°C est additionnée une soluti@NaNQ fraichement préparée a 60 mg/ml
(190 pl, 0,17 mmol). Au bout d’'une heure, une solutde NaN fraichement préparée a 60
mg/ml (360 ul, 0,33 mmol) est ensuite ajoutée. ligeemréactionnel est agité a - 5°C pendant
30 min puis a température ambiante pendant deuretiai demi. Le milieu réactionnel est
ensuite amené a pH basique par ajout d’'une solagoNaCO; a 10%. Cette phase aqueuse
est extraite par le dichlorométhane. Les phaseaniages sont regroupées, séchées sur
NaSO, et concentrées sous vide. Le résidu obtenu e#téppar chromatographie sur silice

(dichlorométhane) pour donner un solide jaune €ld&r4 mg, 0,04 mmol).

Méthode 2

A une solution d'azoture de sodium (650 mg, 10 mmodns un mélange
eau/dichlorométhane 2/1 (3 ml), sous vigoureuskthgi et a 0°C, est ajoutée goutte a goutte
une solution d’anhydride triflique (280 ul, 1,67 mindans le dichlorométhane (1 ml). Le
milieu réactionnel est vigoureusement agité a O&@dant deux heures. Une solution de
NaCO; a 10% (1 ml) est ajoutée et les phases agueusgaatique sont séparées. La phase
agueuse est extraite par du dichlorométhane (2 ml)l Les phases organiques sont
regroupées et lavées par une solution d€€C@asaturée (1ml). Une solution de triflylazide (4

ml, 0,84 mmol si rendement de 100%) est obtenue.
A une solution de 1-(3-aminophényl)-3,4-dihydro-pitido[3,4-b]indole-2(9H)-
carboxylate deert-butyle 14 (40 mg, 0,11 mmol) dans le dichlorométhane (1soht ajoutés

successivement la triethylamine (46 pl, 0,33 mmoig solution de sulfate de cuivre a 9 mM

(2 ml, 9 umol) et la solution de triflylazide frAiement préparée (0,8 ml, théoriquement 0,17
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mmol). Le méthanol (2 ml) est ajouté goutte a goutsqu’a ce que le milieu réactionnel
devienne monophasique. Le milieu réactionnel esé aggoureusement pendant 3 heures, a
température ambiante. Une solution de®@; a 10% est ensuite ajoutée jusqu’a obtenir un
pH basique (pH = 10). La phase aqueuse est expraitdu dichlorométhane (3 x 15 ml). Les
phases organiques sont regroupées, séchées £30ON&t concentrées sous vide. Le résidu
obtenu est purifié par chromatographie (Dichlordmét). Un solide blanc est obtenu (20,5

mg, 0,05 mmol).

Rendement :48 %

RMN 'H (CDCls, 8 en ppm): & = 1,54 (s, 9H, bt) ; 2,88 (m, 2H, ) ; 3,10 (M, 1H, ) ;
4,34 (s.e, 1H, b) ; 6,37 (s.e, 1H, ) ; 6,97 (M, 1H, Kk ou Hs) ; 7,00 (s.e, 2H, i ou His,
Hi7) ; 7,18 (m, 2H, H, Hg) ; 7,29 (m, 2H, H, Hy4) ; 7,55 (d,J = 7,6 Hz, 1H, H) ; 7,75 (s.e,
1H, NH)

CLHP/SM : t = 10,25 min, m/z : 388 ([M-1)]

IR (KBr, v cm™): v =3312 (N-H st) ; 2977, 2930 (=C-H st) ; 2115@) ; 1678 (C=0 st) ;
1414 (C=C st ou N-) ; 1303, 1161 (C-N st et C-O st) ; 742 (=C-H st)

307



2-iodo-5-(2,3,4,9-tétrahydro-1H-pyrido[3,4-blindoll-yl)benzénaminel 7

Formule brute : C;7H17N5
PM : 389,23 g.mot
Point de fusion :118°C

A une solution del-(3-nitrophényl)-2,3,4,9-tétraloxd H-pyrido[3,4-blindole8 (360

mg, 1,37 mmol) dans I'acide acétique (10 ml) esti& le N-iodosuccinimide (308 mg, 1,37

mmol). Le milieu réactionnel est agité a tempémambiante, pendant une nuit. Une solution

de NaS,0za 10% est ajoutée jusqu’a décoloration du milieett€Cphase aqueuse est amenée

a pH basique (pH = 10) par ajout d’une solutiorN#&eCO; a 10% puis extraite par I'éther
diéthylique (2 x 150 ml). Les phases organiques segroupées, séchées sur,8l@, et
concentrées sous vide. Le résidu jaune obtenu wesiéppar chromatographie sur silice
(Et,O/hexane : 4/6). Une poudre blanche est obtenu@rdf) 1,03 mmol).

Rendement : 75 %

RMN *H (DMSO, & en ppm): 8= 2,72 (m, 2H, k) ; 2,95 (m, 1H, ) ; 3,05 (m, 1H, H) ;
3,35 (s, 1H, Nij) ; 5,18 (s, 1H, ht) ; 5,22 (s, 2H, NB) ; 6,24 (d*J = 2,8 Hz 1H, H.7) ; 6,34
(dd,®J = 8,4 Hz*J = 2,8 Hz 1H, Hsou His* ) ; 7,02 (m, 2H, H, Hs) ; 7,27 (mJ = 8,0 Hz
1H, Hy) ; 7,45 (d23 = 7,6 Hz 1H, Hy) ; 7,49 (d3) = 8,4 Hz 1H, Hy) ; 10,55 (s, 1H, Nb)

RMN *3C (CDCls, 8en ppm): d=22,7 (G) ; 40,7 (G) : 60,4 (Go) ; 83 (Gsou Gs*) ; 109,3
(C7); 1115 (G); 116,0 (Gs ou G3* et C7); 117,9 (Gou G ou G) ; 118,5 (G ou G ou
C3);120,9 (Gou Gou G); 127,2 (@) ; 135,0 (Gou Gy) ; 136,4 (G ou Gy) ; 139,4 (Ga) ;
144,6 (Qz) X 149,6 (Qe)

CLHP/SM : t = 5,2 min, m/z : 390 ([M+1] 100)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)390 ([M+1], 100)

IR (KBr, vcm?): v =3381, 3205, 3052 (N-H st) ; 2970, 2920, 2842 (=6tH 1619, 1591
1466 (C=C st et N-H) ; 1300 (C-N st) ; 812, 749 (=C-H st)

* Selon que | soit positionné sur le;dCou le Gs respectivement. L’attribution des
déplacements chimiques a été effectuée a partispires issus des expérienteset Dept
135.
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1-(3-amino-4-iodophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4blindole-2(9H)-
carboxylate detert-butyle 18

Formule brute : CooH24IN3O,
PM : 489,35 g.mot
Point de fusion :213°C

A une solution de 2-iodo-5-(2,3,4,9-tétrahydro-1ytigo[3,4-blindol-1-yl)
benzénaminel7 (0,47 g, 1,21 mmol) dans lisopropanol (13 ml) tsajoutés une solution
aqueuse de ¥CO; a 0,6M (4 ml, 2,4 mmol) et le dicarbonate deeti-butyle (0,26 g, 1,21
mmol). Le milieu réactionnel est laissé a 45°C,ssagitation, pendant une heure. Il est
ensuite concentré sous vide. Le résidu obtenuegsisrdans le dichlorométhane (200 ml).
Cette phase organique est lavée par une solutionésade NHCI (2 x 50 ml), séchée sur
NaSO, puis concentrée sous vide. Le résidu obtenu edtéppar chromatographie sur silice
(pentane/éther 60/40) pour donner un solide bla@(g, 0,90 mmol).

Rendement :74 %

RMN 'H (DMSO, & en ppm): & = 1,45 (s, 9H, k) ; 2,81 (m, 2H, Ig) ; 3,16 (s.e, 1H, b} ;
4,07 (s.e, 1H, b ; 5,27 (s, 2H, NB) ; 6,20 (d.e, 2H, kb, Hi3) ; 6,35 (ddJ =7,2 Hz, J = 2,8
Hz, 1H, Hiz ou His+) ; 7,03 (m, 1H, Hou Hs) ; 7,11 (m, 1H, Hou Hg) ; 7,34 (d,J = 8,0 Hz
Hyg) ; 7,50 (dJ =7,6 HZ Hy ou Hyg) ; 7,59 (dJ = 8,0 Hz H; ou Hyy) ; 10,82 (s.e, 1H, NH)

CLHP/SM : t = 9,40 min, m/z : 488 ([M-1] 100)
Spectrométrie de masse (ESI/TOF)490 ([M+1]", 100)

IR (KBr, v cm™) : v =3453, 3357, (N-H st) ; 2974, 2919 (=C-H st) ; 1§Z50 st) ; 1625,
1596, 1468 (C=C st et N-B) ; 1300, 1397, 1159 (C-N st et C-O st) ; 743 (=GtH

* Selon que | soit positionné sur leg®u le Gs respectivement.
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1. Molécules testées pour l'identification de la sonde

Bleu de xylenol Bleu de thymol phtaléine de o-crésol

..

N=N SO3zNa

H
L e O
+- = SO3Na
RS T e
HO _<\

(0] SO3zNa
Bleu d'indoine Crocein Orange G Acid red 4
\
NaO3S N=N OH /N N=N
HO NaOOC
Tropaeolin O Rouge de méthyl

o 0] ONa

Résorufine Alizarine
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2. Tableau récapitulatif concernant le test de criblag a haut-débit

Catégorie

Parameétres

Données

Méthode

Nature du test

Stratégie

Objectif

Provenance des Réactifs

Test enzymatique par suivi spectrimphétrique

Suivi par mesure de la DO(620 nm) derlaation des
dérivés halogénés du bleu de thymol par les agsivdado- et
bromo-péroxydases de la vBPO.

Double test de criblages

Identification d’inhibiteurs spécifiquele chaque activité de
la vBPO a partir de molécules perturbant I'halogi@madu
bleu de thymol

vBPO purifid.dhodosum
Autres réactifs : Sigma-Aldrich

Chimiothéque

Nature et provenance

Taille et
conditionnement

Contrdle qualité

Concentration testée

Drug-like, DIVERSet (Chemleidgan Diego)
16480 composés sur plaque 96 puits a 10 mM dabmieO

Purefé! RMN > 90 %
50 UM, 4 % de DMSO

Processus du HTS

Format

Controles

Nombre de plaques
Plateforme

Mesure, Lecteur,
analyse de données

Parameétres d’études

Validation

Normalisation

Plague 96 puits (Costar#9017, Corning)

Sans vBPO : Contréle positif
Avec vBPO, sans molécule : Contr6le négatif
8 témoins positifs et négatifs par plaque dispeséses
colonnes 1 et 12

206 microplaques sur 5 jours, glmaque activité
Genesis Workstation 200 (Tecan)

Suivi cinétique de la DO(620 nm) : mesure toute2lg s sur
20 min

SpectraMax Plus384 (Molecular Device)

Analyse des données par un programme « Maisoné& eod
Matlab.

Vitesse maximale (V), Vitessealisée ()
Retard (R) et Absorbance finalegA

Parameétres Z et Z’ calculés avec lapatre V

Intra-plaque & partir des donnéestémoins négatifs

Analyses post-HTS

Sélection des hits

Validation des
structures

Test secondaire

Mode d’action des hits
Identification des
inhibiteurs

Molécule diminuant la vitessefigénation (\) du bleu de
thymol par la vBPO
Seuil sur \{ déterminé par statistique

Analyse CLHP/SM. Demande de confirmation au fougeis

Test de confirmation : méme comditjue le test de criblage

Effet-dose réponse

Effet des hits sur la iodation chimique du bleutdenol
Suivi CLHP-SM de la réaction des hits avec les&sysis
VBPO/HO,/I", H,O./l" et Iy
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3. Protocole de sélection des 20 hits les plus actifs

Activité IPO Activité BPO
| | 400 Hits | |
V0,5 R 2400s V<03 R2 400 s
l l V20,3
23 hits 9 hits 167 hits 5 hits

VH,0, 0,001 &

50 hits

Sélection manuelle

)

27 hits

Sélection manuelle
Doublons
Redondance structurale

l |

Sélection IPO Sélection BPO
12 Hits 32 Hits

A 4

Cumul des sélections
38 molécules

Sélection manuelle

'

Sélection finale
20 molécules
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4. Liste des 20 hits sélectionnés

EVO01 EV02 EV03 EV04

EV08 EV09 EV10 EV11l

/ﬁ\ /\
Y w7 \@
HO / N Br N N—NH2
. .
o o) >

EV12 EV13 EV14 EV15
5
N/U\NH F
| 2 O Sa_N-.__O
OH N F Y
q OH N~
p (e 1,0
OH _N
N-
N
o N o N @ ()
s” s OH S o o)
EV16 EV17 EV18 EV19 EV20
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