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Introduction

Les progres récents accomplis sur I'annotation des génomes et de leurs protéomes
associés indiquent la répartition de nombreuses protéines en famille et sous famille issues
de genes ancestraux. Ces données impliquent plus que jamais la nécessité de contréler si
possible la sélectivité des dérivés chimiques de synthese qui sont développés dans les
laboratoires de recherche pour interférer avec la fonction de ces protéines. Cet impératif est
par ailleurs rendu obligatoire par l'utilisation de plus en plus fréquente de systéemes
biologiques intégrés pour tester ces molécules de syntheses, en partant de cellules jusqu’a
des modeles animaux de pathologies humaines. Parmi les outils de la chimie biologie qui se
sont développés parallelement a ces progres, les approches de criblage de familles de
protéines sur la base de leur fonctionnalité avec des sondes irréversibles, ne ciblant que les
formes actives de ces protéines, permettent dans un contexte in vivo d’objectiver quelles
sont les cibles d’un ligand chimique et donc de déterminer son profil de sélectivité d’une
maniére moins biaisée que dans des tests in vitro pour lesquels le choix des cibles est

souvent dicté par I'expérimentateur.

Les réflexions formulées ci-dessus s’adressent parfaitement a I'étude des protéases,
une famille de protéines comportant chez ’homme 570 membres actuellement. Parmi les
guestions cruciales que pose cette famille de protéases, |'identification de leurs substrats
dégradés in vivo figure probablement au premier rang de celles-ci. Néanmoins, ces questions
renvoient immédiatement a une autre problématique : quel est a un moment donné |'état
du « dégradome », cette notion, dans sa version restrictive, désignant I'ensemble des
protéases présentes sous formes actives au moment considéré. Pour aborder ces aspects, la
présence d’atomes nucléophiles dans le site actif de nombreuses protéases, a sérine et a
cystéine, a été exploitée pour développer des sondes capables de détecter I'état fonctionnel
de ces protéases (« activity-based probe »), en visant leurs formes actives. Ces sondes ont
bénéficié de I'existence de nombreux inhibiteurs irréversibles de ces protéases. Avec des
sondes peu sélectives, on peut ainsi accéder a une description de I'état fonctionnel d’un
ensemble trés large de ces protéases. Malheureusement, dans le cas des protéases a zing,
qui comptent a peu prés 192 membres chez 'lhomme, ces approches sont restées peu
performantes, car le site actif de ces protéases ne contient pas d’atomes nucléophiles
pouvant étre exploités pour développer des inhibiteurs irréversibles. Il a donc fallu recourir a
I'utilisation de groupements photoactivables, capables de modifier de facon covalente ces
protéases pour dériver des sondes dites « activity-based probe ». La famille des protéases a
zinc de la matrice (MMP) a été la plus étudiée dans ce contexte, avec différentes sondes

-8-



mais aucune n’a permis a ce jour de détecter de formes actives de MMP a partir d’un
systeme biologique complexe, tel un fluide ou un extrait de tissus.

Notre groupe a depuis quelques années développé ce type de sondes, mais en
rencontrant aussi les mémes limitations. Dans ce travail de thése nous avons tout d’abord
développé une nouvelle sonde pour détecter les MMP, en changeant la nature du
groupement photoactivable utilisé dans la premiere génération de sonde du laboratoire.
Cette nouvelle sonde a fait I'objet d’une caractérisation vis-a-vis de sa capacité a modifier de
facon covalente un grand nombre de MMP. Puis, pour valider son intérét, deux systemes
biologiques complexes ont été étudiés afin de détecter la présence de formes actives dans
ces systéemes, respectivement, des lavages bronchoalvéolaires de souris en conditions
inflammatoires et puis des artéres humaines prélevées sur des patients atteints

d’athérosclérose.



- Chapitre | Métalloprotéases Matricielles : généralités -

Les Métalloprotéases Matricielles (MMP) coupent les liaisons peptidiques dans la
partie intramoléculaire de leurs substrats et appartiennent donc a la famille des
endopeptidases. Au sein de la trés grande famille des protéases (presque 570 genes décrits
dans les mammiféres) les MMP sont regroupées dans la famille des métalloprotéases. Plus
spécifiguement, elles font partie des métalloprotéases dont le domaine catalytique posséde
un ion zinc dans leur site actif directement impliqué dans la catalyse et elles sont
caractérisées au niveau des séquences en acide aminé par la présence d’un motif signature
HEXXH (H = histidine, E = glutamate, X = acide aminé). Dans cette séquence, deux résidus
Histidine sont présents sur une structure secondaire en hélice alpha et pointent en direction
de l'ion zinc pour interagir avec celui-ci. Le résidu Glu est, quant a lui, impliqué dans I'acte
catalytique, servant de relai comme accepteur/donneur de liaison hydrogéne durant I'acte
catalytique. Les atomes de zinc impliqués dans un acte catalytique possedent en général
trois ligands fournis par I'enzyme, le quatrieme ligand étant une molécule intervenant dans
I’hydrolyse du substrat et souvent déplacé par l'interaction du substrat avec le site actif.
Selon la famille des protéases a zinc, le troisieme ligand peut étre de nature variée (Glu, Asp
et His), dans le cas des MMP celui-ci est toujours un résidu His. Les données issues des
analyses cristallographiques ont permis de montrer que les MMP forment du point de vue
structural une sous-famille, « les metzincines », comprenant les serralysines, les astacines,
les ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) et les MMP. Cette classification se justifie
par la présence dans ces protéases, de domaines catalytiques de 170 résidus a peu pres,
dont le repliement montre de tres fortes analogies structurales et notamment un résidu
méthionine situé dans une séquence strictement conservée entre ces protéases,
HEXXHXXGXXH7)M. Le travail d’annotation des genes chez 'homme a permis d’identifier 23

geénes codant pour les MMP, présents sur le chromosome 11.

Les MMP ont été décrites historiquement pour leur capacité a hydrolyser des
protéines de la matrice extracellulaire, dont le collagene, avec la découverte de la premiere
MMP présentant la capacité a dégrader le collagene sous sa forme native, la collagénase de
type 1 ou MMP-1. Cette activité de dégradation des protéines de la matrice a conduit au
terme de « matrixin », en anglais « matrix metalloproteases », pour désigner cette famille de
protéases. S'il est effectif que collectivement I'ensemble des MMP est bien capable de
dégrader I'ensemble des protéines identifiées a ce jour de la matrice extracellulaire, il est en
revanche important de mentionner que cette proposition ne repose que sur des données
issues d’expériences réalisées in vitro, et elles sont donc a prendre avec précautions. Cette
mise en garde s’'impose d’autant plus que la plupart des animaux dans lesquels le gene

codant pour une MMP a été invalidé montrent des phénotypes tout a fait normaux (a
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- Chapitre | Métalloprotéases Matricielles : généralités -

I'exception de la MMP-14). Contrairement a toute attente, les animaux MMP-14""
présentent de nombreuses anomalies osseuses, suggérant une forte implication de cette
MMP dans le métabolisme normal du collagene, une observation peu attendue, dans la
mesure ou les études réalisées in vitro n’ont pas conduit a présenter cette MMP comme une
collagénase majeure. Ces remarques renvoient a une trés grande attente dans le domaine
des MMP, celui de la détermination de leurs substrats réels in vivo dans différentes
situations physiopathologiques. Tirant parti des ressources en analyse protéomique, le
groupe de C. Overall a notamment pu montrer la capacité des MMP a dégrader un grand
nombre de protéines, autres que celles appartenant a la matrice extracellulaire, comme des
facteurs de croissance, des cytokines, des chémokines, des récepteurs. Cette multitude de
substrats, qui reste a démontrer in vivo, peut apparaitre étonnante, cependant elle semble
cohérente a la proposition que les MMP sont des acteurs majeurs des différents types de
remodelage tissulaire essentiels a la mise en place et au maintien de I'organisation de nos

cellules dans différents types de tissus.

Outre leur capacité a dégrader des protéines de la matrice extracellulaire, par la suite
d’autres criteres ont été proposés pour identifier les MMP, notamment leur inhibition par
des inhibiteurs protéiques particuliers, les TIMP (tissue inhibitors of matrix
metalloproteases) qui sont souvent co-exprimés avec les MMP et donc controle leur activité

protéolytique a I'extérieur de la cellule.

I. Rédle fonctionnel des MMP

Le premier membre de la famille des métalloprotéases matricielles (MMP) a été
découvert il y a 50 ans par Gross et Lapiere, décrivant une activité protéolytique capable de
dégrader le collagéne pendant la métamorphose de la queue du tétard.! Cette découverte a
ouvert la voie a la caractérisation d’une famille comprenant aujourd’hui 23 membres chez
I'homme, dont I'étude in vitro a conduit a proposer que collectivement les MMP sont
capables de dégrader tous les composants protéiques de la matrice extracellulaire, justifiant
leur appellation. Les MMP sont des endopeptidases appartenant a la sous famille des
metzincines, elle-méme issue de la super famille des zincines.” Ces protéases se
caractérisent par la présence au sein de leur site actif d’'un atome de zinc catalytique
directement impliqué dans la réaction d’hydrolyse des substrats protéiques.

Chague MMP n’a pas une spécificité stricte pour la dégradation d’un substrat
particulier, ainsi en plus des collagénases, le collagéne in vitro peut étre dégradé par la

MMP-14 et la MMP-9. A cette redondance de fonction s’ajoute la multiplicité des membres
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dans une sous-famille, celle des collagénases regroupant 3 membres les MMP-1, MMP-8 et
MMP-13 et les gélatinases deux membres les MMP-2 et MMP-9, en notant que la gélatine
est aussi dégradée par d’autres MMP. La différence dans le nombre 1, 8 et 13 associé aux
collagénases reflete le nombre d’années qui se sont écoulées pour découvrir, qu’en dehors
de la MMP-1, il y avait d’autres collagénases au sein de la famille des MMP. On comprend
des lors la difficulté qu’il peut y avoir dans un contexte de trés forte redondance a pouvoir
conclure sur I'identité de la MMP a cliver tel substrat dans un contexte donné.® Cette
redondance explique aussi pourquoi finalement les résultats obtenus sur les animaux
transgéniques n’exprimant pas une MMP particuliere ont été assez décevants. Une autre
dimension a prendre en compte est la notion que la fonction d’'une MMP peut varier d’'une
espéce a l'autre, ainsi le role de la MMP-1 comme collagénase essentielle dans plusieurs
espéces semble &tre rempli par la MMP-13 dans le cas de la souris et du rat.* La MMP-12 de
plusieurs espéces est capable de dégrader la gélatine, sauf celle produite par ’homme.’
Cette fonction des MMP changeant d’une espéce a I'autre est peut-étre a mettre aussi sur le

compte du type cellulaire sécrétant la MMP, pouvant changer selon les espéces.

La dégradation des membranes basales dans les tissus par les MMP a incité les
chercheurs a considérer les MMP comme des acteurs majeurs des processus inflammatoires,
d’angiogenése et de la progression tumorale.® La Figure 1 donne une illustration des
différents contextes pathologiques dans lesquels les MMP ont été le plus étudiées. Dans
tous ces exemples, on peut s’interroger sur l'identité du(des) substrat(s) dégradé(s) par les
MMP.

Atherosclerosis MMP3912

Smooth-muscle- Elastin -
cell migration degradation

MMP29

G Xe X(e X Xo X o D(e Xo Xo Xo)

Cartilage degradation, rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis  Normal

Blood-brain barrier degradation

Endothelial
basement Vascular cuff
membrane @
PP Y

Figure 1 : exemple d’implication des MMP dans différents contextes pathologiques’
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Les effets de dégradation de la matrice extracellulaire par les MMP peuvent étre
difficiles a interpréter, la matrice n’étant pas seulement un support mécanique pour les
cellules et une barriere inerte pour définir des tissus. On sait en effet que cette matrice peut
servir de réservoir a des protéines importantes pour la messagerie cellulaire. Ainsi, plusieurs
MMP semblent participer a la libération du VEGF, facteur de croissance fortement ancré
dans la matrice extracellulaire.® La dégradation de cette matrice peut aussi produire des
fragments protéiques aux activités multiples, comme I’endostatine’ et I'angiostatine qui
stimulent I'angiogenése.’® Donc au-deld du simple remodelage de la matrice, I'implication
des MMP dans un grand nombre de processus biologiques, allant de I'implantation des
embryons jusqu’a la mort cellulaire, en passant par les phénomeénes cicatrisation,
d’ossification et d’'immunité peut s’expliquer aussi par la mobilisation de facteurs présents

dans la matrice, parallelement au remodelage tissulaire %1%

L'implication des MMP dans la régulation d’un aussi grand nombre de phénomenes a
évidemment servi de moteur puissant pour le développement de stratégies thérapeutiques

15716 Cet axe thérapeutique

basées sur I'inhibition des MMP par des composés de synthese.
semblait justifié par I'observation, dans de nombreuses études, d’'une association entre la
surexpression des MMP et le développement de pathologies humaines, alors qu’a I'état

17,18,19

basal chez I'adulte, il n'y a que trés peu d’expression de MMP. Malheureusement,

I'utilisation des inhibiteurs en essais cliniques chez des patients atteints de cancer a abouti a

des résultats trés décevants.2%?1??

A posteriori ces résultats peuvent s’expliquer en
considérant tout d’abord que les inhibiteurs utilisés étaient trés peu sélectifs des MMP, d’ou
un blocage de I'ensemble des MMP, mais aussi d’autres métalloprotéases a zinc de la famille
des ADAM et des ADAM-TS. En outre, la connaissance du role réel des MMP in vivo dans la
progression tumorale était alors extrémement imparfaite. Enfin, nous savons aujourd’hui
gue toutes les MMP ne sont pas des cibles thérapeutiques, notamment dans le cancer,
certaines faisant parties de la réponse de |I’"h6te pour contrer I’évolution de la pathologie. Un
exemple assez caractéristique est celui de la MMP-8 exprimée par les neutrophiles dans
certains cancers. L'absence de la MMP-8 empéche le recrutement de neutrophiles dans la
tumeur, affaiblissant la réponse immunitaire. Dans ce cas le role de la MMP-8 serait

23,24,25,26

I'activation de chimiokines indispensables pour recruter les neutrophiles. Par la suite

d’autres MMP, les MMP-3, 9, 11, 12, 19, selon les contextes pathologiques, ont été avancées

comme des « anticibles » pour des interventions thérapeutiques.z‘c”26

Au cours de ces études, I'implication des MMP comme acteur majeur dans la

dégradation de la matrice extracellulaire s’est trouvée remise en question en constatant
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dans différents modeles animaux, mais aussi chez des patients, que des traitements aigus et
pendant de longues périodes avec des inhibiteurs de MMP, n’avaient aucun effet sur la
matrice extracellulaire. On a noté chez les patients essentiellement des douleurs musculo-
squelettiques suite au traitement par ces inhibiteurs. Cette absence d’effet sur les tissus
peut étre mise en relation avec I'absence de changement de phénotype pour la plupart des
souris transgéniques dans lequel un géne de MMP a été invalidé, a I'exception de la
MMP-14. Dans ces souris, on observe une dérégulation trés importante du métabolisme du
collagéne, aboutissant a une surmortalité des souriceaux, associée a une diminution
importante de leur taille et & de nombreuses anomalies au niveau du squelette.?’?
L’'ensemble de ces résultats a entrainé un changement de paradigme dans lequel la
dégradation des protéines de la matrice par les MMP est aujourd’hui largement
reconsidérée, au profit de la recherche de nouveaux substrats de ces protéases, avec
I’émergence d’'un nouveau champ de recherche le « dégradome des protéases », puis
« I'interactome », qui dans ce domaine englobe les substrats et les inhibiteurs des MMP.?
En effet, plus que la protéase, le substrat dégradé par cette protéase dicte la réponse
biologique.*® Parmi les études ayant mise en évidence de nouveaux substrats pour les MMP,
on peut notamment citer celle sur la MMP-7 démontrant que cette derniere joue un réle clé
dans I'activation des défensines lors d’infection bactérienne En utilisant des approches de
double hybrides, il a été aussi possible de révéler le role de la MMP-2 dans le clivage de la
MCP-3, une chimiokine. D’autres études ont également indiqué un réle important des MMP

dans 'immunité acquise en raison de leur capacité a cliver d’autres chimiokines.*

Dans cette méme période des études sur des cellules sur-exprimant une MMP
particuliere combinées au développement de nouvelles approches de protéomique,
notamment par le groupe de CM. Overall, ont permis de découvrir toute une liste de
nouveaux substrats des MMP. Dans le cas de la MMP-14, cette approche a permis
I'identification de 14 nouveaux substrats de cette MMP, dont seulement deux appartiennent
3 la matrice extracellulaire.®® Depuis, la mobilisation de facteurs de croissance par les MMP
est considéré comme une activité au coeur des nombreux roles de ces MMP. Dans ce cas, les
MMP interviennent non pas en clivant les facteurs de croissance, mais plutét leurs protéines
transporteuses, permettant ainsi leur libération pour aller interagir avec leurs récepteurs.34
L’activation par de nombreuses MMP de cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a et
IL-1 a aussi été reportée. Cependant I'ensemble de ces travaux concernent des études in

vitro et nécessitera d’étre validé dans des modeéles animaux.>>®
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A cette complexité de la fonction exacte des MMP, variant selon les contextes
physiopathologiques, s’ajoute aujourd’hui la notion de « web des protéases ». En effet, les
MMP ne fonctionnent pas isolément, mais probablement dans un réseau de protéases, dont
570 seraient exprimées chez 'hnomme,*’ chaque protéase accomplissant un acte définitif
sans retour.”’ Le niveau d’intégration des MMP dans ces réseaux de protéases est illustré
dans une étude utilisant un inhibiteur de MMP, le Prinomastat. Les auteurs montrent en
s’appuyant sur des techniques de protéomique que l'effet de l'inhibiteur entraine la
dérégulation de trente-sept protéases et de dix inhibiteurs protéiques.*® Dans un modéle de
métastases chez l'animal, cette interrelation entre protéases peut expliquer pourquoi
I'utilisation d’inhibiteur de MMP comme le TIMP-1 n’engendre pas une diminution de la
dissémination des cellules cancéreuses comme attendu, mais a 'inverse 'activation de voies

de signalisation non anticipées et une augmentation des métastases.>

Tous ces travaux aboutissent finalement sur la notion que les MMP doivent étre
considérées comme des molécules capables d’activer/désactiver des voies de signalisation
multiples et donc d’agir sur les décisions de la cellule. Aujourd’hui les MMP ne peuvent plus
étre considérées seulement comme de simples ciseaux moléculaires dont la fonction serait
essentiellement tournée vers les protéines de la matrice extracellulaire, mais comme des
acteurs a part entiére des voies de signalisation. Les différents niveaux post-traductionnels
contr6lant I'activation et I'activité des MMP prennent un sens particulier dans ce contexte,
qui suggere que les MMP doivent agir a un moment précis, au bon endroit, en contact
éventuellement de leur substrat, et de fagon limitée dans le temps. Les MMP sont a cet
égard pour une part sécrétées sous forme d’une proenzyme, nécessitant un clivage par une
autre protéase pour les activer ; pour une autre part directement activées dans la voie de
sécrétion pour les furines. Une fois activées, I'activité protéolytique des MMP est controlée
par des inhibiteurs spécifiques protéiques les TIMP ou bien des inhibiteurs protéiques non
spécifigues comme I'a-macroglobuline. Enfin, une connaissance précise des substrats
dégradés par ces protéases in vivo reste un objectif essentiel a réaliser dans les années a

venir.

Nous ne reviendrons pas dans le détail sur les différents contextes pathologiques
dans lesquels les MMP sont considérées comme jouant un réle important, plusieurs revues
étant aujourd’hui disponibles notamment dans les maladies du systéme nerveux central,*’
pulmonaires,*® et de la progression tumorale.** Nous allons en revanche nous focaliser sur la
métalloélastase a zinc du macrophage ou MMP-12, ainsi que sur son implication dans divers

processus pathologiques, notamment I'inflammation du poumon et I'athérosclérose.

-15 -



- Chapitre | Métalloprotéases Matricielles : généralités -

Il. La métalloélastase a zinc ou MMP-12

Il. 1. Caractérisation biochimique de la MMP-12

Dés 1975, le groupe de Z. Werb fut le premier a signaler la présence dans le milieu de
culture de macrophages murins activés par du thioglicolate, d’activités protéolytiques
capables de dégrader de I'élastine sous forme insoluble.*? Quelques années plus tard et
apres plusieurs étapes de purification, ce méme groupe reportait que cette activité élastase
avait les caractéristiques d’une activité de type métalloprotéase a zinc, montrant

notamment sa dépendance a 'EDTA et plus particulierement une dépendance au TIMP-1,

1 e

Absorbance

-

inhibiteur spécifique des MMP, mais possédant un poids moléculaire de 22 kDa seulement

(Figure 2).43

a) 0 . b) 10~ x Mol.wt.

Figure 2 : a) premier gel SDS-PAGE de la MMP-12 montrant la purification de la MMP-12 reportée par la
groupe de Z. Werb b) scan du gel en densitométrie avec la MMP-12 de poids moléculaire 22 kDa B

En 1992 reprenant le principe de ces études mais cette fois sur des macrophages
humains, le groupe de S. Shapiro a pu isoler un cDNA a partir d’'une banque murine codant
pour une protéine de poids moléculaire de 54 kDa, présentant toutes les caractéristiques
des MMP : a) un prodomaine, b) un domaine catalytique possédant la séquence signature
HEXXHXXGXXH et c) un domaine hémopexine (voir plus loin).** Cette étude a notamment
montré que si I'on exprime cette MMP-12 dans E. Coli, on peut observer 1) avant
renaturation de la protéine, une bande vers 54 kDa et 2) aprés renaturation, une seule
bande visible se situant vers 22 kDa, ces résultats allant dans le sens des données

précédemment observées par Z. Werb.

Le méme travail effectué par le groupe de S. Shapiro a partir de macrophages
humains a permis de montrer la présence d'une MMP-12, possédant les mémes
caractéristiques, mais avec seulement 64 % d’identité de séquence entre les formes murine

et humaine, ce qui apparait assez faible comme identité de séquence, comparé a ce qui est
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observé pour les autres MMP. Par exemple, les hMMP-2 et hMMP-9 possedent des
pourcentages d’identité de séquence aux alentours de 95 % entre formes murine et
humaine. De méme, les pourcentages d’identité entre la MMP-12 et les autres MMP varient
entre 33 % et 49 %, ce qui est, la encore, un pourcentage assez bas, suggérant des propriétés
particuliéres pour la MMP-12. En revanche, la localisation sur le chromosome humain 1122
de la séquence codant pour la MMP-12 reste partagée avec de nombreuses autres MMP. Par
la suite, des études sur les propriétés de la MMP-12 humaine (forme recombinante) et
notamment sur sa capacité a dégrader des substrats de la matrice extracellulaire ont été
réalisées. Ces études ont ainsi montré qu’en dehors de I'élastine, d’autres substrats tels que
la fibronectine, la laminine, I'entactine, le collagene de type IV entre autres sont bien clivés
par la MMP-12. Par contre le collagene interstitiel (type I, Il et Ill) n’est absolument pas clivé
par cette protéase. Par ailleurs, I'a-antitrypsine est également tres bien clivée par la
MMP-12, ce qui constitue un résultat trés intéressant, car cette protéine inhibe une autre
activité élastase a sérine : la leucocyte élastase, exprimée aussi en condition inflammatoire.
Cette derniére propriété suggére donc un réle de potentialisation de la MMP-12 dans la

dégradation de I’élastine en conditions pathologiques.*

Il. 2. Role de la MMP-12 dans les pathologies pulmonaires

La premiere lignée de souris transgénique n’exprimant pas la MMP-12 a été reportée
par le groupe S. Shapiro. Comme d’autres MMP, les souris MMP-127" n’ont pas de
phénotype particulier, si ce n’est la mort d’un certain nombre de souriceaux avant la mise a
bas, un effet pouvant étre mis en relation avec la forte expression de la MMP-12 dans le
placenta humain.*® Une des propriétés la plus surprenante de la MMP-12 que I'on peut
déduire a partir de ces souris transgéniques, est |'incapacité des macrophages n’exprimant
pas la MMP-12 a traverser des membranes basales reconstituées in vitro. Cette observation
est cohérente avec des études in vivo. En effet, si 'on implante en intrapérinotéal des
éponges contenant du matrigel a des souris, on observe dans le cas des souris MMP-127
une incapacité des macrophages a migrer vers ces éponges, a l'inverse de ce qui est observé
chez les animaux contrbles. Ceci indique que la MMP-12 est essentielle pour que les
macrophages puissent envahir un tissu.*’ Ce résultat est important et constitue un cas assez
unique chez les MMP puisqu’il ne semble pas y avoir de redondance, la MMP-12 paraissant
seule responsable de la capacité du macrophage a envahir un tissu. Il faut aussi noter le fait
gue les monocytes n’expriment pas la MMP-12. Ce n’est en effet qu’au cours de la
différenciation de ces derniers en macrophages qu’apparait I'expression de MMP-12, ainsi
que celle d’autres MMP. Cette expression de MMP est également accompagnée de la perte

d’activité protéases a sérine par ce sous-type cellulaire. Ceci explique pourquoi les
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monocytes migrent normalement dans les souris MMP-12'/', cette migration mobilisant
d’autres activités protéolytiques.

La perte du domaine hémopexine lors de I'activation de la MMP-12 est restée tres
longtemps une observation assez intrigante. Un début d’explication a pu cependant étre
apporté par une étude récente du groupe de S. Shapiro. Cette étude attribue en effet une
activité antimicrobienne au seul domaine hémopexine de la MMP-12. Les souris MMP-127
infectées par des pathogenes bactériens meurent beaucoup plus que les souris contréles.
Par ailleurs, pendant qu’une clairance marquée des bactéries peut étre observée dans ces
dernieres, pour les souris MMP-12'/', on observe une forte persistance de bactéries dans les
macrophages pulmonaires (Figure 3b).

S. aureus (high titre)

e Mmp127- (n = 6) Alveolar macrophage
100 —_—WT (n = 6) / \
3 754 : | Q
$ 50 g
g |l -
& 251 I 4
o P =0.0319 i
0 24 48 72 A WD
Time (h) Mmp12 Mmp12
a) b)

Figure 3: a) les souris MMP12”" ont une moindre survie par rapport aux contrdles aprés une infection

bactérienne b) forte accumulation des pathogénes dans les poumons des souris MmP127 par rapport aux
contréles **

De facon intéressante, la présence d’'un domaine catalytique fonctionnel n’est pas
nécessaire pour permettre aux animaux controles de se débarrasser du pathogene, car seul
le domaine hémopexine suffit pour observer cet effet. L’analyse des séquences de domaines
hémopexines révele que celui de la MMP-12 posséde une séquence signature KDDK/KDEK,
séquence qui, suivant I'espece qui est unique au sein de la famille des MMP (Figure 4a).
Cette séquence se trouve a I'extrémité d’une boucle, donc accessible pour des interactions
intermoléculaires. Le peptide KDDK montre lui-méme une activité antimicrobienne,
confirmant le rble de cette séquence dans la fonction antibactérienne du domaine
hémopexine de la MMP-12. La lyse des bactéries par le domaine hémopexine de cette

protéase a lieu dans le macrophage et mobilise la forme inactive de la MMP-12.%8

[ Mmp1  DRDEVREF AVQGON
mvPe  LSKKLF, GRQVWVYTGAS
mvp13 SHDLIFIFRGRKFWALNGYD

Blade IV P hxw!vslde
|: |_Human ARNQVFLFRKDDKYWLISNLR ¥
MMP12

"Rt GRNQLFLFKDEKNWLINNLV
Mouse SRNQ DEKKWLINNLV

M Polar vvPs  DRDLVFLFRGRQ SGYD
I Non-polar vvPe  GALHFFKD) GS
- wmmp10 NTDSVLIFKGSQFWAVRGNE

L_mmP13 SRDLMFIFRG ALNGYD

Figure 4: a) analyse des séquences d’'un segment du domaine hémopexine dans les MMP indiquant la
présence de la séquence KDDK/KDEK uniquement dans la MMP-12 b) la séquence KDDK/KDEK est observée
dans une boucle accessible sur le domaine hémopexine a8
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L'expression de la MMP-12 dans les macrophages pulmonaires et la sécrétion de
cette enzyme capable de digérer I'élastine sous conditions inflammatoires, ont conduit le
groupe de S. Shapiro a déterminer le rble joué par cette protéase dans I'emphyséme
pulmonaire. Cette pathologie se caractérise par une destruction de I’élastine avec un
élargissement des alvéoles pulmonaires, entrainant une dysfonction de la respiration (Figure
5).

Alveoli with -

emphysema

Microscopic view
of normal alveoli

LR
[ ..(-’
FADAM.

Figure 5 : schéma indiquant I'élargissement des alvéoles pulmonaires dans la BPCO 9

Chez la souris, le r6le majeur de la MMP-12 dans le développement de 'emphyseme
a été démontré. En effet, de fagon remarquable et par rapport aux contréles, les souris
MMP-12'/', apres une exposition a la cigarette, n"ont pas d’augmentation de macrophages
dans les poumons et ne développent pas d’emphyseme, confirmant le réle majeur et unique
de la MMP-12 dans la migration des macrophages et dans le développement de
I'emphyséme.”” Ces données obtenues a partir de modéles murins sont évidemment 3
considérer avec prudence. On peut en effet s’interroger sur 1) la capacité de ces modéles a
reproduire la pathologie humaine et 2) sur le role exact de la MMP-12 murine dans ce
contexte pathologique et d’'une divergence possible avec celui de la MMP-12 humaine
compte tenu de leur divergence de séquence. Une étude récente suggere une association
possible entre le polymorphisme du gene de la MMP-12 et les différences de mesure de la
fonction respiratoire chez 8300 patients. Cette étude démontre en effet que des patients
(des enfants atteints d’asthme ou bien des fumeurs atteints de BPCO) homozygotes (AA)
pour une mutation (G->A) dans le promoteur du gene de la MMP-12 ont de moins bonnes
fonctions respiratoires que les sujets normaux. Cette mutation implique une augmentation
de l'activité du promoteur de la MMP-12, suggérant un lien entre I'évolution de ces
pathologies et le taux d’expression de la MMP-12.>° Suite a cet article, plusieurs études ont
été publiées dans lesquelles les auteurs ont essayé de mettre en relation la quantité de
MMP-12 sous forme active et la fonction pulmonaire des patients. Les résultats de ces
études ne sont pas toujours tres concordants, probablement en relation avec la technique
utilisée pour calibrer la quantité de MMP-12 sous forme active, un objectif qui n’est pas

simple a régler compte tenu des quantités tres faibles de MMP-12 sous cette forme. Une des
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dernieres études sur le sujet conclue a l'existence d’une relation entre sévérité de la
pathologie des patients BPCO et le taux d’expression de la MMP-12 sous forme active,
suggérant une utilisation d’inhibiteurs spécifiques de la MMP-12 pour traiter ces patients.”
Le réle de la MMP-12 dans le développement de 'emphyseme chez la souris a été confirmé
par I'’étude d’animaux déficients en récepteur a6p6, récepteur dont une des fonctions est
d’activer le TGF-B qui est un régulateur négatif de I'expression de la MMP-12. Ces souris
transgéniques a6[36’/’ développent un emphyséme associé a une forte surexpression de
MMP-12.>

Il. 3. RoOle de la MMP-12 dans le développement de I’athérosclérose

Une des atteintes les plus complexes mais courante des arteres est liée a
I'athérosclérose dont I'élément déclenchant serait un dépo6t de LDL s’oxydant et initiant un
recrutement de monocytes qui vont se transformer en macrophages, capables de se charger
de LDL oxydé pour devenir des macrophages spumeux. Ces éléments finiront par former une
plague d’athérosclérose qui si elle se fragilise pourra entrainer selon le lit vasculaire un
infarctus du myocarde.53 Quatre arguments sont invoqués pour impliquer les MMP dans ce
processus pathologique :

a) au niveau de I'une plague en formation, les changements observés passent par un
remodelage tissulaire facilitant la migration de certaines cellules, comme les
macrophages et les cellules musculaires lisses. Les dépots de matrice et la
mobilisation de facteurs de croissance constatés dans les plagques évoquent un
role des MMP.

b) la rupture de la plaque résulte d’'une dégradation de la matrice constitutive de
I'artere attribuée a une activité protéolytique ciblant des protéines de la matrice
extracellulaire, comme le collagene de type IV et |'élastine, donc des substrats des
MMP.

c) les remodelages constatés ont lieu a des pH physiologiques, assurant une activité
maximale pour les MMP.

d) les MMP sont capables de cliver quasiment tous les constituants protéiques
présents dans une plaque en formation.

Plusieurs travaux et revues ont été publiés pour commenter le réle des MMP dans la

progression de plaques d’athérosclérose et leur rupture.>*>>>%>’

Dans ce qui suit nous nous
contentons de résumer les données publiées sur le role de la MMP-12 dans cette pathologie.

La MMP-12 pourrait avoir plusieurs substrats ayant leur importance dans cette
pathologie, comme I'activation du TNF-a stimulant le recrutement des macrophages ou
modulant la chimiokine MCP-1. Plusieurs facteurs de croissance peuvent étre libérés de la

matrice extracellulaire par la MMP-12, tels que le « fibroblast growth factor-2 », le
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« transforming growth factor-B », et le « vascular endothelial growth factor ».>® Par ailleurs,
une activité élastolytique est observée au niveau de la plaque, I'élastine étant un des
substrats préférés de la MMP-12.

A partir de modeles animaux, on constate chez les souris doublement transgéniques
MMP-12'/', Apo E7 gue ces animaux ont des plaques présentant des phénotypes plus stables
gue les animaux controles. Par ailleurs, peut-étre plus surprenant, une diminution dans la
croissance des plaques d’athérosclérose a été reportée chez ces animaux par le goupe de J.
Johnson.>® Etonnant, car cette observation suppose que la MMP-12 dans ce contexte
participe a I"élaboration de la plaque, loin d’une vision de destruction du tissu entrainant la
rupture de la plaque. Ceci suggere que le role de la MMP-12 pourrait changer au cours de la
progression de la pathologie. Cette remarque est a associer au role d’autres protéases, dont
il est difficile de prévoir quelle sera exactement la réponse finale enclenchée. De facon
intéressante, il est aussi reporté que dans les souris MMP—3'/', Apo E” ou MMP-9'/', Apo E'/',
on observe l'inverse, avec des plagues progressant cette fois-ci plus vite que dans les
animaux controles. Ces résultats indiquent donc que les différentes MMP ne jouent pas le
méme role dans cette pathologie, et que certaines MMP comme la MMP-12 semblent étre
des cibles thérapeutiques pour freiner la croissance des plaques, mais que d’autres MMP
comme la MMP-3 et la MMP-9 sont des « anticibles ». Les phénotypes des souris MMP-12'/',
Apo E” ayant des plaques formées ont pu étre observés suite a I'infusion pendant quatre
semaines du RXP470.1, inhibiteur sélectif de la MMP-12. On constate effectivement que

I’effet de I'inhibiteur a partir du traitement bloque totalement la croissance de la plague et

génere un phénotype de plaque plus stable que dans les animaux contréles (Figure 6).
Controles +RXP470.1

Brachiocephalic

Control . e o

Figure 6: effet du traitement par le RXP470.1 dans des souris Apo E " sur la croissance des plaques
d’athérome, celle-ci est bloquée dans les souris traitées par rapport aux contrdles

Une autre étude chez le lapin confirme le role de la MMP-12 dans la croissance des
plaques, ou cette fois la surexpression de la forme humaine de la MMP-12 chez un lapin
transgénique stimule effectivement la croissance des plaques.®® Dans ces modéles animaux,
il est suggéré qu’un des roles principaux de la MMP-12 serait d’assurer le recrutement des

macrophages dans la plaque et de faciliter la migration des cellules musculaires lisses et leur
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prolifération. Cependant, la nature des substrats mis en jeu reste la encore a déterminer
dans ces études. Si I'expression de la MMP-12 est reconnue pour les macrophages, par
contre son expression par des cellules musculaires lisses reste plus controversée. Cependant,
dans ce modele, seule la MMP-12 produite par le macrophage pourrait suffire a assurer la
migration des cellules musculaires lisses. On sait par exemple que dans beaucoup de
tumeurs, on observe a la surface des cellules tumorales des MMP, non pas produites par ces
cellules, mais par des fibroblastes entourant les cellules cancéreuses, ce qui suggere
I’existence de « récepteurs » a la surface des cellules permettant d'immobiliser les MMP et
donc des actions a distance entre cellules relayées par les MMP.

Chez ’lhomme I'existence d’une relation univoque entre expression de MMP-12 et un
effet causal sur le développement de I'athérosclérose reste a établir. Cependant, la présence
de MMP-12 a pu étre reliée a I'avancement de la pathologie61 et au phénotype instable des
plaques®®. Une étude entre une mutation dans le promoteur du géne de la MMP-12 et la
diminution du diametre de l'artére aprés une angioplastie par pose de « stent » chez des
patients diabétiques semble suggérer aussi une relation entre I'expression de la MMP-12 et
le remodelage vasculaire.®® Il faudra peut-étre attendre la mise au point d’agents de
contraste a base d’inhibiteurs de MMP et de MMP-12 en particulier pour faire progresser
encore nos connaissances dans ce domaine. Aujourd’hui ces agents d’imagerie sont étudiés
chez I'animal, le lapin ou la souris, et toutes les études précliniques devront étre réalisées

chez ces animaux avant de pouvoir progresser en étude clinique chez I’lhomme.5%%>6667

Ill. Eléments de structure des MMP

lll. 1. Les MMP, des protéases a plusieurs domaines

Les genes des différentes MMP codent pour des chaines peptidiques de longueur tres
variable avec des poids moléculaires variant pour les formes les plus petites de 20 kDa a plus
de 90 kDa. Ces différences permettent de générer des protéines présentant différents types
de domaines autonomes du point de vue structural, un élément ayant permis par un jeu de
duplication/fusion de genes ancestraux de faire émerger a partir d'un méme domaine
catalytique des protéases ayant des substrats tres différents et des régulations différenciées

(Figure 7).
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Figure 7 : schéma représentant tous les domaines protéiques observés dans les différentes MMP

Les MMP partagent entre elles une structure minimale se composant de trois
domaines : un peptide signal (en bleu), un prodomaine (en marron) et un domaine
catalytique (en gris). Elles se distinguent ensuite par la présence ou non dans leur structure
de domaines additionnels comme a) un domaine C-terminal de type hémopexine (en vert),
identique dans la plupart des MMP et connecté par une région charniere au domaine
catalytique, b) un domaine de type fibronectine (en jaune) inséré dans la séquence du
domaine catalytique et caractéristique des gélatinases (MMP-2 et MMP-9) et enfin c) un
domaine transmembranaire permettant a certaines MMP d’étre présentes a la surface des
cellules ancrées a la membrane. Dans le cas des MMP-17 et MMP-25, le domaine
transmembranaire est remplacé par un domaine glycosylphosphatidylinositol (GPI). Ces
éléments engendrent cing types de MMP, selon la présence d’un domaine catalytique seul
(MMP-7, MMP-26), du domaine catalytique associé au domaine hémopexine (de
nombreuses MMP), de I'addition a ces éléments d’un segment transmembranaire donnant
la sous famille des MT-MMP et de la présence des domaines type fibronectine (MMP-2 et
MMP-9). Comme le montre la Figure 8, d’autres éléments ont été incorporés, comme la
présence d’une séquence déterminant le mode d’activation des MMP, pour générer plus ou

moins arbitrairement un classement des MMP en 8 sous-groupes (Figure 8).
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MMP designation’ Structural class Common name(s)

MMP-1 Simple hemopexin domain Collagenase-1, interstitial collagenase, fibroblast collagenase
tissue collagenase

MMP-2 Gelatin-binding Gelatinase A, 72-kDa gelatinase, 72-kDa type IV collagenase.
neutrophil gelatinase

MMP-3 Simple hemopexin domain Stromelysin-1, transin-1, proteoglycanase, procollagenase
activating protein

MMP-7 Minimal domain Matrilysin, matrin, PUMP1, small uterine metalloproteinase

MMP-8

MMP-12

Simple hemopexin domain

Simple hemopexin domain

Coﬂ:x{;\a\e 2, neutrophil collagenase, PMN collagenase
granulocyte collagenase

MMP-9 Gelatin-binding Gelatinase B, 92-kDa gelatinase, 92-kDa type IV collagenase
MMP-10 Simple hemopexin domain Stromelysin-2, transin-2
MMP-11 Furin-activated and secreted ~ Stromelysin-3

Metalloelastase, macrophage elastase, macrophage
metalioelastase

MMP-13 Simple hemopexin domain Collagenase-3

MMP-14 Transmembrane MT1-MMP, MT-MMP1

MMP-15 Transmembrane MT2-MMP, MT-MMP2

MMP-16 Transmembrane MT3-MMP, MT-MMP3

MMP-17 GPl-linked MT4-MMP, MT-MMP4
Vitronectin-ike insort MMPs MMP-18 Simple hemopexin domain Collagenase-4 (Xenopus; no human homologue known)
( Homoped MMP-19 Simple hemopesindomain  RASI1. MMP-18!

—1 MMP-20 Simple hemopexin domain Enamelysin

Transmombrane MMPs MMP-215% Vitronectin-like insert Homologue of Xenopus XMMP

MMP-22 Simple hemopexin domain CMMP (chicken; no human homologue known)

MMP-23 Type Il transmembrane’ Cysteine array MMP (CA-MMP), femalysin, MIFR,

MMP-24

Transmembrane

MMP-21/MMP-22}
MT5-MMP, MT-MMP5

MMP-25 GPl-linked MT6-MMP. MT-MMP6, leukolysin
MMP-26 Minimal domain Endometase, matrilysin-2
Type Il transmombxranc MMP:
e MMP-27* Simple hemopexin domain
SO Pro_[Fu)(Catalytic Igike )

MMP-28

Furin-activated and secreted

Epilysin

Figure 8 : classification des MMP en huit sous-groupes distincts®

Le peptide signal composé d’environ 20 acides aminés permet la sécrétion de la MMP
depuis le milieu intracellulaire vers le milieu extracellulaire. Il est éliminé dans le réticulum
endoplasmique pendant la sécrétion de la MMP.

Le prodomaine se compose d’environ 80 acides aminés et contient la séquence
consensus PRCG(V/N)PD comprenant une cystéine, dont I'atome de soufre est en interaction

avec I'ion zinc catalytique dans la forme inactive des MMP(Figure 9). %

protéolyse

Intermédiaire de
la forme active

proforme

Forme active sans prodomaine

Figure 9: étapes conduisant au clivage du prodomaine des MMP par déplacement de la cystéine de son
interaction avec I'ion zinc®®

Cette interaction du résidu cystéine conduit au déplacement d’'une molécule d’eau
essentielle a la catalyse, inhibant donc I'activité catalytique. En outre, le positionnement du
prodomaine au niveau du site actif rend celui-ci inaccessible a tout type de substrat.
L'activation des MMP nécessite donc I’éloignement du prodomaine du site actif pour rendre
celui-ci fonctionnel et permettre I'accessibilité des substrats. Une premiére étape
d’activation consiste a libérer I'ion zinc du site actif de son interaction avec la cystéine, par
protéolyse du prodomaine en plusieurs points de clivage, aboutissant a déstabiliser
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I'ensemble de Iinteraction « prodomaine/site actif »*° ou bien par oxydation du résidu
cystéine par des petites molécules endogénes, déstabilisant aussi [Iinteraction
« prodomaine/site actif » et pouvant étre suivie d’une dégradation de celui-ci par des
protéases.

Selon le contexte tissulaire et le type de cellules impliquées, 'activation des MMP fait
intervenir différentes activités protéolytiques. La détermination de l'identité des protéases
responsables de cette activation est rendue difficile en raison de la présence de plusieurs
autres protéases pouvant s’exprimer au méme moment et dans le méme contexte tissulaire.
Ces composantes spatiales et temporelles sont probablement des parametres essentiels
associés au contréle de I'activité coordonnée des MMP. La plasmine est capable d’activer in
vitro les proMMP-1, proMMP-3, proMMP-7, proMMP-9, proMMP-10 et proMMP-13. Les
proMMP-11, proMMP-27 et proMT-MMP sont activées par la furine qui reconnait la
séquence RX(K/R)R au niveau du prodomaine. Ces protéases sont activées au niveau
intracellulaire et sont sécrétées sous forme active hors de la cellule.

De facon surprenante, c’est I'action concertée entre la MMP-14 et le TIMP-2, un

inhibiteur naturel de MMP, qui permet I'activation de la proMMP-2 (Figure 10).

MT{-MMP  ProMMP-2 Active
TIMP-2 MMP-2 @

f ProMT1-MMP membrane

Furin

Figure 10: schéma résumant les étapes proposées pour l'activation de la MMP-2 faisant intervenir la
MMP-14 et le TIMP-2"°

Le scenario envisagé est le suivant. La MMP-14 serait d’abord activée de facon
intracellulaire puis secrétée a la surface des cellules sous forme active. Elle formerait ensuite
un complexe ternaire avec une proMMP-2 et le TIMP-2, la partie N-terminale du TIMP-2
interagit avec le site actif de la MMP-14 et sa partie C-terminale avec le domaine
hémopexine de la proMMP-2 pour former un complexe ternaire. Ce complexe ternaire
contrélerait la présentation du prodomaine de la MMP-2 a une autre MMP-14, qui
finalement aboutirait a I'activation de la MMP-2. Dans ce mécanisme, les concentrations
locales de TIMP-2 sont déterminantes et doivent faire I'objet d’une régulation extrémement

fine. Un excés de TIMP-2 entraine en effet une inhibition compléte de toutes formes actives
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de MMP-14, inhibant ainsi I'activation de la MMP-2. Mais a l'inverse la présence d’une petite
quantité de TIMP-2 est essentielle pour activer la MMP-2. On notera également que les
proMMP peuvent étre activées in vitro de facon chimique par des composées mercuriques
comme I’APMA, des réactifs soufrés, ou des agents chaotropiques (SDS).

Le mécanisme d’hydrolyse du substrat par les MMP, communément admis pour la
plupart des protéases a zinc, utilise la présence d’une molécule d’eau activée a la fois par
I'ion zinc et la chalne latérale du glutamate présent dans la séquence HEXXH. Le substrat se
positionne dans le site actif de facon a ce que le groupe carbonyle de la liaison peptidique
clivée interagisse avec l'ion zinc, interaction aboutissant a polariser le groupe carbonyle
(Figure 11).”! Parallelement, la molécule d’eau interagissant avec I'ion zinc est légérement
déplacée dans une position ou son interaction simultanée avec l'ion zinc et le glutamate
favorise I'attaque nucléophile du Ca du carbonyle du substrat par un OH provenant de la
molécule d’eau, tandis que le carboxylate de la chaine latérale du glutamate récupére le
proton formé. Cette attaque par la molécule d’eau aboutit a la formation d’un intermédiaire
tétraédrique d’hybridation sp3 au niveau du Ca carbonyle, suivi du transfert d’'un proton
venant du groupement acide carboxylique vers I'atome d’azote de la liaison peptidique. Cet
intermédiaire instable entraine la rupture de la liaison C-N pour former les deux produits de
la réaction d’hydrolyse, avec production d'un cété d’'un groupement carboxylate et de

I'autre d’une fonction amine. (Figure 11).

?Iu Glu Glu
| Glu
S S S0\ ¢\
0%0 Ma 090 Ala 0o Ala P
o/ ' o” Sl o7 0®q
HOH Ho H % k; 'IO
—é—gc —C —— C\CNC . H\HNHC — H oo KP gy
P, Il i‘ é‘ 'f é‘ '? g—%g c3
.O ' ! O
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Figure 11 : schéma du clivage d’un substrat par la MmP-8”*

Hormis les matrilysines et la MMP-23, toutes les MMP contiennent un domaine
hémopexine d’environ 200 résidus. Ce domaine intervient dans la spécificité de fixation du
substrat, mais aussi lors des interactions avec les TIMP, les inhibiteurs physiologiques des
MMP. Dans le cas des collagénases, ce domaine est essentiel au clivage du collagéne natif. Il
est en effet proposé que ce domaine ait pour fonction de déstabiliser la triple-hélice de
collagéne, déstabilisation nécessaire pour les étapes ultérieures d’hydrolyse.”> Comme nous
I’'avons déja signalé, dans le cas de la MMP-12 le domaine hémopexine seul possede une

activité antimicrobienne grace a des éléments de séquence trés particuliers.
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Le domaine charniere est situé entre le domaine catalytique et le domaine
hémopexine et sa longueur varie selon les MMP. Cette variation peut avoir un effet non
négligeable sur les mobilités relatives de ces deux domaines et leur orientation respective
lors de linteraction avec un substrat, modulant ainsi la spécificité des MMP pour leurs

substrats.”

lll. 2. Structure 3D des domaines catalytiques des MMP

La résolution de la premiere structure cristallographique de MMP a été reportée par
une équipe du groupe Merck, illustrant une forte implication du monde pharmaceutique
dans le domaine des MMP a cette époque, implication motivée par la possibilité d’exploiter
ces données structurales pour concevoir des inhibiteurs a des fins thérapeutiques (MMP-
1).”* Depuis, plus de 100 structures de domaines catalytiques de MMP en complexe avec des
inhibiteurs synthétiques ont été déposées dans la PDB.

Le domaine catalytique des MMP se compose de 200 résidus et comporte 2 atomes
de zinc et 3 atomes de calcium. Les trois atomes de calcium, ainsi qu’un des atomes de zinc,
sont impliqués dans la stabilisation de la structure tridimensionnelle de ce petit domaine
protéique ne possédant pas de ponts disulfures. L'autre atome de zinc est situé dans le site
actif de ces protéases. La structure tridimensionnelle est constituée de 5 feuillets B et de
trois hélices, connectés par différentes boucles. Le site actif des MMP se caractérise par la
présence d’'une gorge peu profonde traversant d’ouest en est le corps de la protéine
(nomenclature W. Bode?), dont le centre est occupé par un ion zinc (2°) (zinc catalytique en
magenta, Figure 12a) en interaction avec trois histidines en bleu foncé. On remarque sur la
Figure 12 la présence du glutamate situé juste au-dessus de I'ion zinc, résidu impliqué dans
la catalyse. Cette cavité horizontale permet d’accueillir un fragment peptidique d’au moins
six résidus et se trouve complétée par un sous-site de spécificité appelé cavité S;’. Cette
cavité est un canal hydrophobe trés profond traversant la protéine de part en part et qui est
ouvert au solvant des deux cOtés de la cavité (Figure 12). La paroi extérieure de cette cavité
hydrophobe est définie par une boucle S;’ (en rouge, Figure 12), appelée aussi boucle de

spécificité.
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Cavité S,’
Boucle S’

Figure 12 : représentation de gauche a droite du domaine catalytique de la MMP-12 a) traité en mode
surface montrant la cavité S,” b) éléments de structure secondaire avec notamment la boucle S,’ c) détail de
la chélation de I'ion zinc par trois histidines et le résidu catalytique Glu pointant au-dessus du zinc

Si on compare la structure des domaines catalytiques des différentes MMP
accessibles dans la PDB, la superposition de ces domaines indique une tres grande

conservation de la topologie du site actif, a I'exception de la boucle S;’.

Figure 13: représentation montrant la conservation des structures secondaires dans la structure
tridimensionnelle de différents domaines catalytiques des MMP

En effet, la composition en acides aminés (nombre et nature des résidus) de cette
boucle S;” varie d’'une MMP a l'autre. Selon les MMP, ceci se traduit par des différences de
flexibilité de la boucle Sl' en solution et donc des volumes de cavité S;’ variables entre les
MMP. Le volume de la cavité S, est également influencé par la nature du résidu en position
214 (en référence a la MMP-1), résidu porté par I’hélice a définissant la paroi arriére de la
cavité Sy’ (en jaune sur la Figure 12). Lorsque ce résidu est une leucine, ce qui est le cas chez
la plupart des MMP (a I'exception des MMP-1, MMP-7, MMP-11, MMP-17 et MMP19), la
cavité S;” est relativement large et profonde. Dans le cas de la MMP-1 et de la MMP-7, la
présence dans cette position d’un résidu arginine (MMP-1) ou d’un résidu tyrosine (MMP-7)
pointant vers l'intérieur de la cavité S;’ réduit de fagon significative le volume de cette
derniere.

Par ailleurs, il est important de signaler que le site actif des MMP partage de fortes

similitudes topologiques avec celui d’autres metzincines, telles que les ADAM (A Disintegrin
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And Metalloproteases, prés de vingt membres chez I’homme) et les ADAM-TS (A Disintegrin

And Metalloproteinase with ThromboSpondin motifs, également pres d’une vingtaine de
75,76

comme l'illustre la Figure 14.

membres chez 'lhomme)

ADAMTS-4 ADAM-17

Figure 14 : structure des domaines catalytiques de membres de la famille des MMP, ADAM et ADAMTS dans
laquelle on observe la présence d’une hélice-a portant I'atome de zinc et la présence d’'une boucle S’ (en
rouge)

Cette similitude explique a posteriori pourquoi de nombreux inhibiteurs de MMP se
sont révélés étre aussi des inhibiteurs puissants vis-a-vis de membres des familles ADAM et
ADAM-TS.

IV. Inhibiteurs synthétiques de MMP

La plupart des inhibiteurs de MMP décrits dans la littérature exploitent les
particularités structurales décrites ci-dessus et incorporent dans leur structure un
groupement capable d’interagir avec I'atome zinc catalytigue ainsi qu’une chaine
hydrophobe (position P;’), susceptible de s’insérer dans la cavité S,’. En principe et sur la
base des considérations structurales évoquées plus haut, lI'introduction d’une grande
diversité moléculaire au niveau de cette position P,’ (chaines latérales de longueur et de
flexibilité variables) devrait permettre d’identifier des composés capables d’interagir
spécifiguement avec une MMP donnée, excluant ainsi les autres membres de la famille.
Dans ce sens, plusieurs composés possédant de longues chaines hydrophobes et rigides en
P, ont montré de trés faibles affinités vis-a-vis des MMP-1 et MMP-7, deux MMP dont la
cavité S; est peu profonde. Cependant, dans certains cas, de tels inhibiteurs se sont montrés
tres affins pour ces deux MMP. Lors de la liaison de ces ligands a leur cible, une réorientation

des résidus arginine ou tyrosine obstruant respectivement les cavités S;" de la MMP-1 et de
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la MMP-7 a été observée.”” Ces résultats soulignent la grande plasticité du sous site S;’ en
solution et donc son adaptabilité lors de la liaison de l'inhibiteur a sa cible, une propriété
expliquant la difficulté a mettre au point des inhibiteurs sélectifs.”®

De fagon assez décevante et malgré plus de trente années de recherche dans le
domaine des inhibiteurs de MMP, peu de composés réellement sélectifs pour une MMP

donnée ont été décrit dans la littérature.”*%°

Du point de vue de la cible, et au-dela des
analogies structurales déja évoquées, c’est bien la dynamique en solution de la boucle S{’
modulant la forme de la cavité hydrophobe et la plasticité du sous site S1’ qui restent difficile
a appréhender tant de fagon expérimentale qu’avec des approches théoriques de

modélisation.’88%82

Du point de vue des inhibiteurs, il est évidemment critique de pouvoir
accéder a des données expérimentales de type relation structure-activité, recueillies a partir
de composés ayant une grande diversité moléculaire en position P., permettant d’exploiter
au mieux les différences topologiques et dynamiques entre les différentes cavités S, des
MMP et de constater comment ces différences modulent I'activité des inhibiteurs. De plus,
le motif interagissant avec I'atome de zinc catalytique doit étre considéré avec attention, du
fait de son impact sur les profils d’affinité et de sélectivité des inhibiteurs vis-a-vis des MMP.

Les premiéres générations d’inhibiteurs de MMP apparues dans la littérature
incorporaient dans leur structure une séquence peptidique reconnue par les MMP a laquelle
était associé un groupement interagissant spécifiquement avec I'ion zinc catalytique.”* Dans
cette série, la majorité des molécules ainsi développées possédaient un groupement
chélatant de type acide hydroxamique. L’exploitation de ce motif chélatant a donné lieu a
I'identification d’inhibiteurs trés puissants vis-a-vis des MMP, tels que la galardine, mais non
capables de discriminer entre les MMP et bloquant par ailleurs des membres de la famille
ADAM et ADAM-TS. Par ailleurs, in vivo, beaucoup de ces inhibiteurs ont affiché un certain
nombre de limites avec notamment une forte sensibilité a I’hydrolyse de la fonction
hydroxamate et une toxicité musculo-squelettique. Malgré une grande diversité moléculaire
introduite notamment au niveau de la position Py, la plupart des inhibiteurs développés en
série hydroxamate se sont avérés étre la encore des inhibiteurs puissants, mais peu sélectifs
vis-a-vis des MMP. En revanche, lorsque une fonction carboxylate ou phosphinate est
introduite en tant que motif chélatant dans la structure des inhibiteurs, des composés
beaucoup plus sélectifs des MMP ont été obtenus.

Pour développer des sondes dirigées contre les MMP, nous nous sommes donc

inspirés d’inhibiteurs phosphiniques synthétisés au laboratoire.®
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I. Systémes de détection utilisant ’activité catalytique des MMP

La dérégulation du contréle de I'activité protéolytique des MMP dans de nombreuses
pathologies justifie de s’intéresser a la détection des formes actives des MMP.338
Différentes stratégies utilisant I'activité catalytigue des MMP ont été développées et sont

décrites ci-dessous.

I.1. Zymographies

L'une des premiéres techniques développées pour la détection des formes actives
des MMP est la zymographie, qui permet l'identification des MMP par la dégradation d’'un
substrat et par leurs poids moléculaires. La zymographie est une méthode d’électrophorese
utilisant un gel SDS-PAGE dans lequel un substrat protéique est copolymérisé.
Historiquement, la zymographie la plus étudiée est celle utilisant la gélatine. Les autres
zymographies développées different par le substrat protéique utilisé (caséine, collagéne,
élastine, transferrine).

Cette technique sépare la proforme inactive et de la forme active selon leurs poids
moléculaires. Cependant, un des défauts majeurs de cette méthode repose sur son
incapacité a distinguer les formes actives de MMP et celles en complexe avec des inhibiteurs
naturels. En effet, lors de la préparation des échantillons avant la migration sur gel
d’électrophorése, le complexe enzyme-inhibiteur est dissocié par la présence de SDS.
L'activité observée dans le gel est donc a la fois due a la protéine libre et a la protéine libérée
de son interaction avec les inhibiteurs.

Lors de la zymographie, les protéines sont séparées sur gel d’électrophorese SDS-
PAGE dans des conditions non-réductrices. Aprés élimination du SDS du gel par plusieurs
bains de Triton X-100, la protéine est renaturée dans le gel et dégrade son substrat
protéique préalablement copolymérisé dans le gel d’électrophorese. Pendant la
renaturation, les proformes des MMP sont activées, suite a la perte de lI'interaction entre la
cystéine du prodomaine et l'ion zinc catalytique. Les proformes sont donc capables de
dégrader le substrat protéique, mais observées a leur poids moléculaire initial, qui est
supérieur a celui des protéines actives. Le gel est ensuite coloré au Bleu de Coomassie, puis
décoloré a l'aide d’'un tampon contenant de I'acide acétique et du méthanol. Les zones de
lyses apparaissent comme des bandes blanches sur le gel d’électrophorese, aux poids
moléculaires ol les protéases ont dégradé le substrat protéique copolymérisé dans le gel ; le

reste du gel est coloré en bleu (Figure 15).%°
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l
l

Etape 1. migration des échantillons Etape 2. renaturation de |Ia Etape 3. coloration du gel Etape 4. décoloration du gel
protéine (élimination du SDS et
incubation a 37°C)

Figure 15 : principales étapes de la zymographie

I. 1. a) Zymographie de gélatine
La zymographie de gélatine a été développée pour la détection des gélatinases : les
MMP-2 et MMP-9. Kleiner et al. reportent une sensibilité de détection de 10 pg
(140 attomoles) de proMMP-2, ce qui en fait une technique extrémement sensible.®®
Woessner et al.®” ont obtenu une sensibilité de détection de 25 pg (270 attomoles) pour la
pro-MMP-9 (Figure 16).

Quantité de Pro-MMP-9 (pg) 300 250 200 150 80 50 25

Figure 16 : zymogramme de la détection de la pro-MMP-987

Cette technique a été largement utilisée pour I'étude des activités protéolytiques
présentes dans les échantillons biologiques complexes. Par exemple, Barbarosa et al. ont mis
en évidence la corrélation entre les activités protéolytiques plasmatiques et du sang total
issus de personnes exposées au plomb en étudiant les zymographies de gélatine a partir
d’échantillons de 40 personnes.®® Des activités gélatinases ont été détectées chez les lavages
bronchoalévolaires de patients souffrant de bronchiectasie et le niveau de sévérité de la
maladie semble étre corrélé avec I’activité protéolytique mesurée par zymographie.®

Malgré son utilisation tres courante, |'utilisation de la zymographie est limitée par
son incapacité a distinguer les formes préalablement complexées avec des inhibiteurs
naturels des formes réellement libres. Trés souvent, |'activité observée en zymographie est
donc surestimée par rapport a I'activité protéolytique réellement présente dans la solution
d’échantillon étudiée. Par ailleurs, I’activation des MMP peut prendre place durant la phase
de dénaturation des protéines, si des précautions ne sont pas prises. Enfin, le taux de
repliement correct effectif des MMP dans le gel a été estimé a seulement 35 % dans le cas
des gélatinases, ce qui conduit a une incertitude quant a I'activité totale en MMP d’un

échantillon donné.®’
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I. 1. b) Zymographie de caséine
La zymographie de caséine est utilisée pour la détection des stromélysines (MMP-3,
MMP-10), la MMP-7 et la MMP-12. Pour la détection des stromélysines, la zymographie de
caséine est 50 fois moins sensible (500 pg détectables pour la MMP-1 et MMP-3) que la

zymographie de gélatine ne I'est pour la détection des gélatinases (Figure 17).%° Pour la

MMP-7, la limite de détection est de 1 ng.”*
A

1 2 8 4 1 2 3 4

Figure 17 : comparaison de la sensibilité de détection en zymographie de gélatine (A) et de caséine (B). piste
1: 500 ng de MMP-1 (43 kDa), piste 2 : 100 pg d’un mélange de pro-MMP-2 (a, 72 kDa) et de forme active
MMP-2 (b, 68 kDa), piste 3 : 10 pg de forme active de MMP-2, piste 4 : 250 ng de MMP-3 (18,5 kDa) %0

Les difficultés pour la visualisation de petites protéines sont liées a la migration de la
caséine dans le gel. Une premiere pré-migration du gel pour supprimer I'excés de caséine,
puis un dépot des échantillons et une seconde migration du gel, améliorent nettement ce
probléme.® La zymographie de caséine a été utilisée pour identifier une surexpression de
MMP-7 dans des métastases de foies issus de patients ayant un cancer du colon par rapport
a des foies issus de patients sains.*

La zymographie caséine est certainement moins sensible et spécifique que la
zymographie gélatine, car de nombreuses protéases peuvent aussi dégrader efficacement la

caséine.”

I. 1. ¢) Zymographie de collagene
La zymographie de collagene est principalement étudiée pour la détection des
MMP-1 et MMP-13. Gogly et al. rapportent I'utilisation du collagéne natif de type | en
zymographie, conduisant a une limite de détection pour la MMP-1 de 0,1 pg sous forme

active et de 10 pg pour la proforme.**
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52kDa —»

Figure 18 : sensibilité de détection de la forme active de MMP-1 (52 kDa)>*
I. 1. d) Zymographie d’élastine
La zymographie d’élastine est principalement utilisée pour la détection de I'activité
de la MMP-12, mais les MMP-2 et MMP-9 sont aussi capables de dégrader ce substrat.'®
Hautamaki et al. °> ont démontré I'implication de la MMP-12 dans I'emphyséme provoqué
par une exposition a la fumée de cigarette. L'activité de dégradation de I'élastine, présente
uniguement dans les extraits des poumons des souris exposées aux fumées de cigarette, fait
apparaitre deux bandes a des poids moléculaires de 45 kDa et de 22 kDa, correspondant aux

poids moléculaires attendus pour la MMP-12.

I. 1. e) Zymographie de transferrine carboxyméthylée

Pour la détection de la MMP-7 et des collagénases (MMP-1, MMP-13), des essais
avec de la transferrine carboxyméthylée (substrat naturel de la MMP-7) ont été réalisés.*®
Cette technique était cependant assez peu sensible. Une nette amélioration de la sensibilité
a été développée par Yu et al.”’ pour la détection des MMP-1, MMP-7 et MMP-13. Le
prétraitement de I’échantillon avec de I’héparine conduit a la limite de détection de 30 pg de
pro-MMP-7 de rat (recombinante) en zymographie de transferrine, alors qu’en absence
d’héparine, la sensibilité est de 750 pg. Pour la proMMP-1 et la MMP-1 et pour la
proMMP-13 et la MMP-13, la sensibilité de détection est améliorée jusqu’a 0,2 ng.
L’héparine migre sous forme d’une bande entre 15 et 30 kDa. L’amélioration observée en
présence d’héparine intervient dans cette zone de poids moléculaire, en présence de 2 ug a
4 ug par piste de gel de zymographie. Dans le cas de la MMP-7, les différents poids
moléculaires des formes inactives (31 kDa), intermédiaires (22 kDa et 26 kDa) et actives (17

kDa et 18 kDa) sont compris dans la bande d’héparine (Figure 19).
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ProMMP-7 ( ngl/lane )
Mw 1.5 .75.37 .15.03.015 Mw 1.5 .75 .37 .15.03.015B

31-

21-

Figure 19: proMMP-7 de rat (entre 1,5 ng et 15 pg) analysée par zymographie de transferrine
carboxyméthylée en présence (droite) ou en absence (gauche) de 3 mg/mL d’héparine par piste‘c’7

Dans le cas des protéines de poids moléculaires plus élevés comme la MMP-1, il est
possible d’ajouter I'héparine en cours de migration, ce qui améliore la sensibilité de
détection dans la région ou I’héparine a migré.

Cette amélioration est aussi observée en zymographie de gélatine. Plusieurs
explications sont avancées pour comprendre l'effet de I’héparine sur la sensibilité de
détection :

- soit elle induit des changements de conformation qui améliorent I'activité de I'enzyme,
- soit elle aide a la renaturation de la protéine dans le gel,
- soit elle réduit I'autolyse de la protéine,

- soit elle aide a maintenir 'enzyme encrée au gel pendant I'incubation de la zymographie.

I. 1. f) Zymographie in situ

Le principe de la zymographie in situ reste le méme que celui de la zymographie
classique (dégradation d’'un substrat protéique par les MMP de I'échantillon) adapté pour
des coupes de tissus congelés. En plus de fournir des informations sur la présence de formes
actives (libres ou en complexe avec les inhibiteurs naturels), I'information de la localisation
sur le tissu de ces formes est obtenue. Deux approches sont utilisées : soit une émulsion
photographique contenant le substrat protéique, soit un substrat protéique fluorescent I'un
ou l'autre étant placé en contact avec la coupe d’organe. Dans le cas de I'émulsion
photographique, les MMP présentes sont détectées suite a I'exposition a la lumiére et a un
développement photographique : elles apparaissent sous forme de taches blanches sur un
fond noir. Dans le cas de la dégradation de substrat fluorescent, I'observation en
microscopie de fluorescence permet d’obtenir des ronds noirs sur un fond fluorescent

lorsque le substrat protéique est dégradé par I’enzyme (Figure 20). %
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Figure 20 : schéma de principe de la zymographie in situ %

La localisation des activités protéolytiques au sein de la coupe de tissu peut étre
observée. De facon usuelle, la zymographie in situ est utilisée pour la dégradation de la

1>* ont identifié des activités

gélatine et de la caséine.”® Par exemple, Galis et a
caséinolytiques et gélatinolytiques dans des coupes congelées d’artéres de patients
souffrant d’athérosclérose, alors que ces activités sont plus faibles dans les zones ne
présentant pas de plaques d’athérosclérose. De plus, ces activités sont partiellement
inhibées par de 'EDTA, de la 1,10-phénanthroline et le TIMP-1 (Figure 21). La question de la
spécificité de l'inhibiteur employé est un probleme majeur pour la caractérisation de

I'activité protéolytique observée.

Figure 21 : Détection de MMP en immunocytochimie (a gauche) et en zymographie in situ (a droite) dans des
coupes congelées de plaques humaines athérosclérotiques. Les zones d’activité gélatinase sont repérées en
blanc sur fond noir (détection en photographie, en haut a droite). Les zones d’activité caséinolytique sont
repérées en noir sur fond rouge fluorescent (au milieu a droite). En présence de 1,10-phenanthroline
(inhibiteur), I'activité caséinolytique (en bas a droite) est fortement diminuée. Immunocytochimie avec
I'anticorps anti-gélatinase (en haut a gauche), I'anticorps anti-stromélysine (au milieu a gauche) et sans
anticorps primaire incubé >

Nemori et al. ont développé une méthode de zymographie in situ spécifique pour la
détection de la MMP-7, ne réagissant pas avec les MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
MMP-13, MMP-14, et MMP-16 avec la transferrine carboxyméthylée comme substrat

protéique.'®
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Une autre méthode plus sensible consiste & utiliser un substrat fluorescent FRET.**

La gélatine marquée avec de la fluorescéine isothiocyanate est le plus souvent utilisée,'*?
mais des exemples d’utilisation du collagéne de type |, du collagéne de type IV ou de la
caséine, marqués avec des fluorophores quenchés, sont aussi disponibles dans la littérature.

La zymographie in situ ne permet cependant pas d’établir quelle protéase est
responsable de la dégradation du substrat protéique, et doit donc étre complétée avec des
expériences d’inhibition réalisées avec des inhibiteurs spécifiques des MMP pour confirmer
I'identité de celles-ci ou bien par I'utilisation d’anticorps monoclonaux, si les quantités de
MMP le permettent. Elle apparait majoritairement comme une technique qui compléte
d’autres analyses, tout en apportant I'information du lieu de dégradation du substrat au sein
d’une coupe de tissu. La zymographie utilisant la méthode photographique entraine des
difficultés d’expérimentation et de normalisation, notamment lors du trempage des coupes
de tissus dans I’émulsion photographique. A l'inverse, I'utilisation de la méthode des
substrats fluorescents est moins sensible, mais la variante avec des substrats quenchés

permet d’améliorer ce point.

I. 1. g) Zymographie en temps réel (real time zymography)

La notion de zymographie en temps réel a été introduite par Hattori et al.'®® Cette
variante de la zymographie utilise la gélatine marquée avec de la fluorescéine
isothiocyanate. A l'aide d’un transilluminateur, les auteurs ont montré qu’ils pouvaient
suivre en temps réel la réaction enzymatique, sans avoir a la stopper pour la visualiser
(Figure 22). Cette méthode présente plusieurs avantages par rapport a la zymographie
classique : elle permet d’optimiser rapidement les durées d’incubation du gel de
zymographie, d’avoir une sensibilité plus importante et elle peut conduire a des analyses
semi-quantitatives de I'activité enzymatique observée.

A B

MMP-2
active

123456788910 123456788910

Figure 22 : comparaison de la zymographie conventionnelle et de la zymographie en temps réel. La MMP-2
(forme active, 62 kDa) a été analysée avec un gel de 12% d’acrylamide contenant 0,05% collagéne-FITC. A.
zymographie en temps réel (bande a 50 kDa est un contaminent de la MMP-3). B. zymographie
conventionnelle contenant 0,1% de collagéne aprés 20 h d’incubation a 37°C. pistes 1 et 2: 40 ng MMP-2;
pistes 3 et 4 : 8 ng; Pistes 5 et 6: 1,6 ng; pistes 7 et 8 : 320 pg ; pistes 9 et 10 : 64 pg103
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Une amélioration de cette technique permet d’analyser sur un méme gel de
zymographie la dégradation de deux substrats : la gélatine marquée a la fluorescéine
isothiocyanate et la caséine marquée au rouge Texas. Les longueurs d’onde des deux
fluorophores étant distinctes, la détection des activités enzymatiques issues d’un mélange
de MMP-2, MMP-9 et de MMP-3 a été réalisée sur un méme échantillon, avec une sensibilité
de 16 pg pour la MMP-2, 3 pg pour la MMP-9 via la gélatine et 0,8 uU pour la MMP-3 via la

caséine (une unité U dégrade 1 ug de collagéne dénaturé par minute a 37 °C, Figure 23).104

A SC52 filter
Mw(kDa) [

119
94

B SC

60 filter

o

51

n
o
®

1 2 34 1 2 34
Figure 23 : analyse zymographique en temps réel avec deux filtres sur un transilluminateur : filtre SC52 (A) ou
filtre SC60 (B). piste 1: poids moléculaires ; piste 2: MMP-2 (10 ng); piste 3: MMP-3 (6.7 mU) ; piste 4:
104
MMP-9 (0.5 ng)

Pour conclure, les zymographies développées dans la littérature sont des outils
permettant la distinction entre les formes actives des MMP et les proformes, a la fois sur des
extraits protéiques analysés sur gel d’électrophoréese ou sur une coupe d’organe. Cependant,
cette méthode ne permet toujours pas la distinction entre les formes actives libres et les
formes actives complexées par les inhibiteurs naturels; I'activité protéolytique observée

n’est donc pas représentative de I'activité réellement présente dans I’échantillon.

I. 2. Substrats naturels protéiques

Afin de détecter 'activité des MMP sur leurs substrats naturels, plusieurs approches
ont été développées: des méthodes analytiques pour mesurer la quantité de substrat
dégradé, des substrats naturels marqués avec des éléments radioactifs ou des groupements
fluorescents, ou encore d’étiquettes (tags) telle la biotine ou des modifications chimiques
permettant la détection a certaines longueurs d’onde des produits de dégradation du

substrat naturel.

I. 2. a) Substrats protéiques radioactifs

125

Les substrats naturels marqués en radioactivité (°H, **C, '*°I) ont été initialement

utilisés pour la détection d’une activité de dégradation de la gélatine,’® du collagéne natif
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ou dénaturé,'® de la caséine’® ou de I'élastine.'® Généralement, les substrats protéiques
sont marqués avec de lI'anhydride acétique tritié. Aprés incubation en présence des MMP,
les fragments de dégradation radioactifs sont séparés du substrat intact, par centrifugation.
Le surnageant contient les fragments de dégradation, qui sont quantifiés avec un compteur
de radioactivité. La séparation des fragments et du substrat non dégradé peut aussi se faire

par précipitation au dioxane.*® Koshy et al.*®

ont adapté deux méthodes au format de
plagues 96 puits : en utilisant la centrifugation pour séparer les fragments dégradés, ou en
utilisant la filtration sur membrane PVDF sur laquelle le collagéne non digéré est retenu.
Cependant, cette méthode ne permet pas d’identifier quelle MMP est responsable de
la dégradation du substrat protéique. De plus, elle nécessite de manipuler des éléments

radioactifs et génére des déchets radioactifs qu’il faut éliminer via des filieres spécifiques.

I. 2. b) Gélatine biotinylée

Paemen et gl.'*

ont développé un test pour la détection de la dégradation de la
gélatine (collagéne de type | dénaturé) biotinylée par la gélatinase B. Pour cela, tout d’abord
de l'avidine est adsorbée a la surface de plaques 96 puits (Figure 24A), puis de la gélatine
marquée plusieurs fois avec de la biotine sur ses lysines est fixée sur I'avidine (Figure 24B)
par une de ces biotines. Apres incubation en présence de MMP, la gélatine biotinylée est
partiellement dégradée (Figure 24C) et les fragments de dégradation sont éliminés par
lavage. Sur la surface des plaques, il ne reste donc que les complexes avidine-biotine-
gélatine, avec de la gélatine partiellement dégradée, mais possédant toujours des biotines
non liées a I'avidine. Enfin, de I'avidine-peroxydase, capable de se fixer sur les biotines libres
de la gélatine, est ajoutée. L'absorbance est mesurée a 450 nm aprés ajout de peroxyde
d’hydrogéne et de tetraméthylbenzidine et reflete la quantité de produit issu de I'activité
enzymatique de la peroxydase (Figure 24D). Ainsi, plus une activité gélatinase est
importante, moins il y aura de gélatine biotinylée et donc I'absorbance a 450 nm sera faible.
Cependant, le nombre de biotine présents sur la gélatine étant faible (ainsi que le nombre de
lysines libres sur la gélatine), tous les fragments issus de la dégradation de la gélatine par les

MMP ne donnent pas un signal accessible a la détection.
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A. Adsorption de I'avidine V

|

B. Fixation de la gélatine

biotinylée sur 'avidine v

C. Dégradation de la gélatine ‘
par les MMP v v

D Avidine-peroxydase fixée

" surla biotine libre ')! s s

Vavidine gélatine ’biotine cMMP ‘)/ Avidine-Peroxydase

Figure 24 : schéma du principe de détection des activités MMP-2 et MMP-9 avec la gélatine biotinylée™

De facon similaire, I'hydrolyse de la gélatine biotinylée par des protéases
(thermolysine, trypsine, papaine, pepsine) a été évaluée. A la place du systéme de détection
avec I'avidine-peroxydase, les auteurs utilisent la streptavidine-alkaline phosphatase.'*?

Ratnikov et al.!*®

reportent une variante pour la détection des MMP-2 et MMP-9,
capturant spécifiguement les fragments de dégradation de la gélatine biotinylée. De la
streptavidine est adsorbée sur des plagues 96 puits. Apres préincubation des MMP avec la
gélatine biotinylée, les fragments de dégradation de la gélatine sont capturés par la
streptavidine présente au fond des puits. Ils sont révélés avec de la streptavidine-peroxydase
(streptavidine-HRP) via des substrats colorimétriques mesurant I'activité de la HRP. De plus,
cette méthode nécessite que les fragments posseédent deux groupements biotine disponibles
a interagir avec la streptavidine adsorbée au fond des puits et avec la streptavidine-
peroxydase pour la détection. Plus il y a d’activité enzymatique, plus le signal détecté a 450
nm est important. Cette méthode a une sensibilité de 0,16 ng/mL (100 uL) pour la MMP-2.
Utilisant le méme type de conditions expérimentales, la MMP-9 peut étre détectée avec une
sensibilité de 0,15 ng/mL.114

I. 2. ¢) Substrat protéique succinylé

Cette méthode, développée en plaques 96 puits, repose sur I'utilisation du substrat
protéique succinylé et la mesure des amines primaires exposées suite a la dégradation du
substrat modifié par les protéases. En effet, le substrat protéique est tout d’abord traité

avec de I'anhydride succinique afin de bloquer toutes les amines libres formées présentes
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sur celui-ci (Figure 25A). Suite a la dégradation du substrat par les protéases, les amines
libres sont détectées par leur réaction avec I'acide 2,4,6-trinitrobenzéne sulfonique (TNBSA),

conduisant 3 un composé coloré d’absorbance maximale a 450 nm (Figure 25B).%
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Figure 25 : gélatine succinylée sur ses amines libres et réaction des amines libres avec le TNBSA

Cette méthode a initialement été appliquée pour la dégradation de Iélastine
succinylée par I'élastase pancréatique de porc. La sensibilité reportée est de 1 ng/mL.**>

La sensibilité de cette méthode pour la dégradation de la gélatine est de 12,5 ng/mL
(1 nM) pour la MMP-9 et 20 ng/mL (2 nM) pour la MMP-2."° || est important de noter que le
substrat modifié est toujours reconnu par les MMP-2 et MMP-9, et que le signal détecté est
proportionnel a la quantité de MMP incubée, dans une gamme de 20 ng a 160 ng pour la
MMP-2 et de 12,5 ng a 100 ng pour la MMP-9. La gélatine modifiée est rapidement
dégradée par la MMP-2 et la MMP-9, mais elle est aussi dégradée par les MMP-1, MMP-3 et
MMP-7. En milieu complexe, cette méthode a été utilisée pour la mesure de l'inhibition des
MMP-1, MMP-2 et MMP-9 par des métabolites du pycnogenol (écorce de pin maritime).'*’
Cependant, méme si la MMP-9 est tres efficace pour dégrader la gélatine, d’autres protéases
sont aptes a dégrader ce substrat. C'est pourquoi en milieu complexe, le ratio de la quantité
de MMP-9 par rapport a la quantité des autres protéases présentes dans le milieu est un
facteur essentiel. Si le milieu contient trop de protéases dégradant la gélatine, les données

seront difficilement interprétables.

I. 2. a) Substrats protéiques fluorescents

Des groupements fluorescents tels que la fluorescéine isothiocyanate (FITC) ou le
BODIPY ont été régulierement employés pour modifier les substrats protéiques. Les
substrats marqués avec ces groupements n’émettent pas de fluorescence en raison de la
proximité entre les groupements fluorescents. Aprés dégradation du substrat par les
protéases, les peptides marqués sont détectables. L’activité protéolytique est

proportionnelle a la fluorescence émise.
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Un exemple utilisant la caséine marquée avec du BODIPY dans des plaques
microtitres 96 puits a permis la détection d’une activité protéolytique mesurable dans des
extraits de plante (Arabidopsis thalina).**®

Beaucoup plus récemment, des groupements fluorescents comme la Cyanine 3 sont
employés. Leur coefficient d’extinction molaire trés élevé permet une nette amélioration de
la sensibilité de ces approches. Kong et al.**® ont mis au point une méthode oU, en présence
de MMP-3, la gélatine marquée a la Cyanine 3 au fond des puits de plagues est dégradée.
Apres lavage, I'analyse de la fluorescence résiduelle est inversement proportionnelle a la
I'activité de MMP-3 initialement présente (Figure 26). La sensibilité de détection de cette

méthode est de 200 ng/ mL.

Gélatine marquée
4 la Cyanine3

MMP Analyse en fluorescence

Figure 26 : principe de la méthode de détection de la dégradation de la gélatine marquée a la Cyanine 3'*°

I. 2. b) Substrats naturels non modifiés

Afin de détecter la dégradation des substrats naturels non modifiés, de nouvelles
techniques ont été mises en place, basées sur des biopuces et des méthodes utilisant la SPR
(résonance des plasmons de surface).

1.1 ont développé une méthode utilisant des films photoniques de silicone

Gao eta
nanoporeux pour mesurer la dégradation de la gélatine par la MMP-2. Le support est
composé de gélatine (déposée par enduction centrifuge) sur une surface de silicone poreux,
qui forme une couche fine, uniforme et lisse sur laquelle les échantillons sont directement
déposés. Les produits de la digestion de la gélatine sont capables d’entrer dans les pores et
de provoquer des changements de couleurs, visibles a I'ceil nu. La limite de détection avec ce

type de technique est de 0,1 ng/mL pour la détection de la MMP-2 (Figure 27).
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Figure 27 : A. image optique de la dégradation de la gélatine par la MMP-2 B. spectre de la lumiére réfléchie
de plusieurs concentrations en MMP-2 (1 000 ng/mL MMP-2 désactivée par 10 minutes de chauffage a 100°C,
0,01;0,1;1; 10 et 100 ng/mL de MMP-2) **°

121 hour détecter la dégradation de la gélatine par

Une autre approche utilise la SPR
la MMP-3. La gélatine est immobilisée sur une surface d’or. L'activité protéolytique de la
MMP-3 cause une diminution de la longueur d’onde SPR, étudiée par spectroscopie SPR

(Figure 28).
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Figure 28 : principe de la méthode de détection utilisant une surface d’or greffée avec de la gélatine et la
résonance des plasmons de surface (SPR)121

La sensibilité de cette méthode SPR pour la détection de la MMP-3 est de 0,5 pg/mL.
Il convient cependant de mentionner que ces études ont été réalisées avec des protéines
pures.

Ce systéeme a été comparé avec le systeme par dégradation de gélatine modifiée a la

121 | o systeme de détection analysé par SPR est plus sensible dans la

Cyanine 3 (Figure 29).
détection de I'activité de la MMP-3 que le systéme utilisant la gélatine marquée a la Cyanine

3.
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Figure 29 : comparaison de la sensibilité de détection de la dégradation de la gélatine par la MMP-3 par la
méthode SPR et par la méthode de détection de la gélatine marquée 2 la Cyanine 3 ***

Une des difficultés de ce type d’approche est I'application en milieu complexe. En
effet, les fluides biologiques ou extraits de tissus contiennent beaucoup de protéines, dont
certaines sont trés abondantes. Les quantités de MMP recherchées sont probablement tres
inférieures a celles de protéines naturellement abondantes. Ceci peut conduire a un
phénoméne de « biofouling » (encrassement) sur la puce, ou du matériel protéique
s’accumule sur la surface de la puce et bloque la détection des MMP. Lutilisation en milieu

complexe de cette technique reste donc une étape clef non validée.

I. 3. Substrats synthétiques fluorescents

Afin de mimer les substrats naturels, des substrats synthétiques de petite taille ont

été développés.

I. 3. a) Substrats peptidiques commerciaux FRET

Les substrats fluorogéniques utilisés pour la détection de I'activité des MMP font
appel au transfert d’énergie entre molécules fluorescentes (FRET). Un groupement émetteur
de fluorescence et un groupement quencheur de fluorescence sont ajoutés dans la séquence
peptidique substrat des MMP. La proximité du groupement quencheur avec le groupement
émetteur de fluorescence empéche ainsi toute détection en fluorescence, a I'état initial.
Aprés coupure du peptide par les MMP, les deux produits formés comportent, pour |'un, le
groupement émetteur, et pour l'autre, le groupement quencheur de fluorescence (Figure
30) et se retrouvent éloignés I'un de I'autre. Il est donc possible de mesurer la fluorescence

émise en fonction du temps de dégradation du peptide fluorogénique.'*
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Figure 30 : principe de la coupure des substrats peptidiques FRET par les MMP
Différents substrats commerciaux sont disponibles. Il y a des substrats généraux pour
I'activité des MMP, mais aussi certains substrats beaucoup plus spécifiques (MMP-3,
MMP-13, MMP-12).

Substrats générigues pour la détection de I’ensemble des activités MMP

1123 ont développé I'utilisation de la fluorescence du tryptophane, quenchée

Gray eta
par le dinitrophényl (Dnp). Le substrat peptidique Dnp-Pro-Leu-Gly+Leu-Trp-Ala-D-Arg-NH,
est capable d’étre dégradé par les collagénases et les gélatinases (« + » représente le site de

coupure) et conduit a une augmentation de fluorescence.

Une version avec l|‘acide 7-méthoxycoumarine-4-acétique (Mca) et le
3-[2,4-dinitrophényl]-L-2,3-diaminopropionyl (Dpa) a permis d’augmenter la sensibilité de

124 ce substrat

détection de 50 a 100, avec le peptide Mca-Pro-Leu-Gly+Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,.
permet une limite de détection de I'ordre de 100 pM pour la MMP-7, 10 nM pour la MMP-1,
3 nM pour la MMP-3, 50 pM pour les gélatinases. Ce substrat commercial est considéré

comme un substrat universel pour la détection des activités des MMP (Tableau 1).

Tableau 1 : k..; / K., pour le substrat Mca-Pro-Leu-Gly+Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, vis-a-vis des MMP

vivp | MMP- [ MMP- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP- { MMP- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP- | MMP-
1 2 3 7 8 9 10 12 13 14 17 19 20 25 26
z(Mtl/ s'?{’; 1.10* | 6.10° | 1.10* | 1.10° | 5.10" | 1.10° | 1.10° | 6.10" | 4.10° | 2,4.10° | 2,5.10" | 1,3.10° | 4,5.10" | 4.10* | 2.10°

De plus, I'ajout d’une lysine en position N-terminale (substrat: Mca-Lys-Pro-Leu-
Gly+Leu-Dpa-Ala-Arg-NH,) a permis d’augmenter le kei/Km pour les collagénases et la
MMP-14, tout en conservant celui des matrilysines et des gélatinases et aussi d’augmenter la

125 Ce substrat permet aussi la détection de

solubilité du substrat peptidique (Tableau 2).
I’activité enzymatique de '’ADAM-17 (Kcat/Km = 7,8 .10° M™s™). En milieu complexe, avec ce
substrat (5 uM) des activités protéolytiques a la surface des cellules T98G ont été mesurées

mais cette activité n’est inhibée qu’a 57 % par 10 uM de GM6001 (inhibiteur large spectre
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des MMP) et 1 mM AEBSF (inhibiteur de protéases a sérines). Ce substrat manque donc de
sélectivité vis-a-vis de la famille des MMP, mais il peut étre couplé a des inhibiteurs

spécifiques, permettant de déterminer I'activité liée aux MMP. *#

Tableau 2 : k., / Km, pour le substrat Mca-Lys-Pro-Leu-Gly+Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, vis-a-vis des MMP

MMP MMP-1 | MMP-2 | MMP-3 | MMP-7 | MMP-8 | MMP-9 | MMP-12 | MMP-13 | MMP-14

ket / K (Ms) | 9.20* | 6,9.10° | 2.10* | 2,9.10° | 4,2.10° | 6,2.10° | 1,3.10° | 1,1.10° | 1,3.10°

Beekmann et al.®® ont synthétisé le substrat DABCYL-Gaba-Pro-GIn-Gly+Leu-
Glu(EDANS)-Ala-Lys-NH, pour détecter I'activité des MMP-1 (ket/Km = 2,1.10% M's™),
MMP-2 (Keat/Km = 6,19.10° M*s™), MMP-3 (Keat/Km = 4.10% M*s™), MMP-9 (Keat/Km = 2,09.10°
M7s?) en milieu tampon. L'activité protéolytique présente dans des fluides synoviaux de
patients souffrant d’arthrite rhumatoide ou d’ostéoarthrite a été mesurée en présence de 5
UM de ce substrat. Cette activité est inhibable a 94 % par 'EDTA (10 mM) et a 95 % par le
Batimastat (10 uM), alors que l'aprotinine (inhibiteur des protéases a sérines) n’inhibe pas
ce signal. En comparaison avec le signal obtenu avec les sujets sains, le signal détecté est
significativement plus élevé dans les fluides synoviaux des patients souffrant d’arthrite

rhumatoide ou d’ostéoarthrite.

Substrat avec une activité mixte sur les MMP-3, MMP-9 et MMP-13

Le substrat DABCYL-y-Abu-Arg-Pro-Lys-Pro-Val-Glu+Nva-Trp-Arg-Glu(EDANS)-Ala-Lys-
NH, a été développé par Beekman et al.?’ pour la détection des MMP-3
(Keat/Km = 2,9.10* M%sY), MMP-13 (Keat/Km = 1,3.10* M%), MMP-9 (keat/Km = 7,5.10° M%s™2).
Aucune activité n’est mesurée en présence de MMP-1, MMP-7 et MMP-8. (kcat/Kim < 1000 M

!s). L’activité enzymatique de la MMP-3 est mesurable dans des fluides synoviaux de sujets

sains. De plus, cette activité protéolytique, présente dans les fluides synoviaux de patients
souffrant d’arthrite rhumatoide, est approximativement 100 fois plus élevée que dans les

fluides synoviaux des sujets sains.

Substrat spécifique MMP-3

Le substrat Mca-Arg-Pro-Lys-Pro-Val-Glu-Nval-Trp-Arg-Lys(Dnp)-NH, (ou
Nval = L-norvaline) a été synthétisé par Nagase et al.’?® Il est sélectif de la MMP-3
(Keat/Km= 2,18.10° M's™) par rapport a la MMP-9 (kcat/Km= 1,0.10" Ms?) et n’est pas
dégradé par les MMP-1 et MMP-2.
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Substrat spécifique MMP-13

Le substrat Mca-Pro-B-cyclohexyl-Ala-Gly-Nva-His-Ala-Dap(Dnp)-NH, est spécifique de
la MMP-13 (Keat/Km = 1,09.10° M's™) par rapport a la MMP-8 (keat/Km = 2,52.10° M's?) et a
la MMP-1 (Keat/Km = 1,47.10% M1s71). 129

Substrat spécifique MMP-12

Le substrat Mca-Pro-Leu-Gly+Leu-Glu-Glu-Ala-Dap(Dnp)-NH, sélectif de la MMP-12
(Keat/Km = 1,85.10° M's™) a été développé au laboratoire par Devel et al.™*°. Ce substrat est
aussi dégradé par les MMP-13 (kcat/Km = 0,53 10° M'ls'l) et MMP-9 (Ket/Km = 0,33 10° M'ls’l).

I. 3. b) Peptides fluorogéniques de structure en triple hélice

Les peptides fluorogéniques de structure en triple hélice ont été utilisés pour mimer
le comportement du collagene natif et permettent la détection des activités collagénase
triple hélice (Figure 31). Deux approches ont été mises au point: les substrats ont été
assemblés soit avec un lien covalent soit avec une méthode non-covalente utilisant

I'autoassemblage des peptides amphiphiles lipophiles.

0
{(Gly ~Fro-Hyply Peptide NHACH,)gC-NH-CH,
CH,
CH,
0 0 CH,
{Gly —Pro-Hyp)y— Peptide C-NH-CH-C-NH-CH-C-Tyr-Gly
CH, o
M,
) iy
(Gly ~Pro-Hyp)y Peptide C-NH-CH,

Figure 31 : structure générale des peptides fluorogéniques de structure en triple hélice assemblés avec un lien
122
covalent

Un peptide fluorogénique générique (Figure 32) pour la détection des MMP a été
synthétisé par Lauer-Fields et al ! (Keat/Km =1 278 M5 keat/Km = 1 082 M5 Kkear/Ki = 503
M s keat/Km = 2 273 M's™ pour les MMP-1, MMP-2, MMP-3 et MMP-13 respectivement).

O
CH,(CH-,),,-(ll‘-(GIy-Hu-H_vp)S(‘yly-Pm-l.ys(Mca)-(_ily-Pr&Gln-Gly-I.cu-A.rg-(il)'-Gln-l_)'s([)np)-(jly-Leu~Hyp~tGl)~Plo~H}'p),-NH;

Figure 32 : structure du substrat fTHP-3, substrat générique pour les MmP**

De plus, un peptide al(V)436-447 fTHP, spécifique des MMP-2 et MMP-9 a été
élaboré (Ket/Km = 14.10° Ms? et ke/Km = 5,4.10° M™'s™ pour les MMP-2 et MMP-9

respectivement) par Lauer-Fields et al.*?

Ces deux peptides ont été utilisés sur des
surnageants de cellules de mélanome M14, exprimant les MMP-1, MMP-2 et MMP-9. Apres
induction des intégrines a2B1, le substrat générique fTHP-3 et le substrat a1(V)436-447 fTHP

ont montré une activité protéolytique totalement inhibable par 10 mM d’EDTA dans les
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surnageants cellulaires. En comparant l'intensité du signal observé avec le substrat
al(V)436-447 fTHP avec un standard de MMP-2, le signal détecté pourrait correspondre a

une activité de 1,02 nM de MMP présente dans les surnageants.

I. 3. ¢) Substrats peptidiques et détection a I'argent

Une autre approche originale pour la détection des formes actives de MMP-7 utilise
des biopuces comprenant un peptide lié a des nanoparticules d’or et une révélation a
I'argent.133 Pour cela, une surface solide est modifiée par de I'acide nitrilotriacétique (NTA),
puis saturée par des ions Ni**, chélatés par l'acide. Une sonde composée de nanoparticules
d’or greffées avec un peptide contenant une séquence reconnue par la MMP-7 et six
Histidine, est incubée sur le support solide (Figure 33). Via les histidines, cette sonde chélate
elle aussi les ions Ni**. Lors de 'ajout de MMP-7, le peptide greffé sur les nanoparticules est
dégradé. Puis, aprés lavage et élimination des fragments dégradés, seules les nanoparticules
possédant un peptide intact sont encore présentes a la surface de la puce. La révélation se
fait avec un kit “Silver Enhancer” (Sigma-Aldrich), qui permet d’avoir un signal visible de la
précipitation de I'argent métalligue au niveau des nanoparticules d’or portant le peptide.
Ainsi, dans ce systeme, seuls les peptides intacts sont révélés : la coloration du signal est

donc inversement proportionnelle a la quantité de protéase présente.

Puce modifiée au NTA S |
¢ li ‘ / S 3 c avages 3 :Revelatlon ‘

»
— Sonde NPOr HHHHHHRPLALWRSC

Mg TN

t B "4&; .
JHJ Y S

Figure 33 : principe de la détection de I'activité de la MMP-7 avec des biopuces comprenant un peptide greffé
sur des nanoparticules d’or **

Ce type d’approche a une sensibilité de détection de 0,1 ng/mL (4,8 pM) pour la
MMP-7 et le signal observé est linéaire par rapport a la quantité de MMP-7 utilisée dans la
gamme 0,1 ng/mL a 100 ng/mL (Figure 34). De plus, le volume analysé est de 2,5 uL, ce qui

correspond donc a une sensibilité de détection de 12 amol de MMP-7.
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Figure 34 : a. image des spots correspondant 4 0, 0.1, 1, 10, 50, and 100 ng/mL de MMP-7 (A—F) b. linéarité
du signal en fonction de la quantité de MMP-7 (3 spots différents)

Dans des surnageants de cellules K562, une concentration de 1,38 ng/mL de MMP-7
a été déterminée, en accord avec la concentration de 1,2 ng/mL obtenue par test ELISA.
Dans ce méme milieu complexe, cette approche a permis la détection d’un ajout d’une
guantité connue de MMP-7, allant de 1 a 50 ng/mL. Malgré ces atouts, cette méthode est
cependant trés dépendante de la spécificité des substrats peptidiques utilisés. Comme
précédemment mentionné, le manque de spécificité en milieu complexe peut conduire a
une surestimation de la quantité de MMP présente dans les milieux étudiés.

Les substrats synthétiques sont donc des outils permettant la détection des formes
actives des MMP. Cependant, en milieu complexe, ces substrats peuvent étre dégradés par
des protéases de facon non-spécifique. Pour améliorer la spécificité des substrats, des

approches utilisant une étape d’'immunocapture ont été mises en place.

I.4. Immunocapture et détection des formes actives de MMMP

Afin d’accroitre la sélectivité dans la détection des formes actives de MMP, des
méthodes utilisant une premiére étape d'immunocapture par un anticorps sélectif d’'une

MMP particuliére ont été utilisés, avant une deuxieme étape de détection.

I. 4. a) Immunocapture et substrats peptidiques

Les premiers essais d'immunocapture pour des MMP ont été proposés par Verheijen

et al.***

Aprés capture de la MMP par un anticorps spécifique, les formes actives sont
capables de dégrader le propeptide d’une pro-urokinase (proUKCOL) ainsi transformée en
urokinase active (UKCOL). Cette derniere est capable de dégrader un peptide substrat
conduisant a la formation d’un produit coloré, dont I'absorbance maximale est a 405 nm

(Figure 35).
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Figure 35 : schéma du principe de 'immunocapture de la MMP-9 par un anticorps136

Une autre variante consiste a activer les proenzymes par I’APMA, apres leur fixation
sur I'anticorps monoclonal, afin de connaitre I'activité issue des protéases libres et des
proformes présentes dans les échantillons. Ceci permet, par comparaison entre la mesure
d’activité avant et apres I'activation a I’APMA, de connaitre la quantité de proformes initiales
dans I’échantillon.

Dans une expérience mettant en jeu de la MMP-9 humaine recombinante active et
un anticorps monoclonal anti-MMP-9 humaine, Verheijen et al. ont obtenu une réponse
linéaire en fonction de la concentration initiale, dans une gamme de 0,06 ng/mL a 32 ng/mL
de hMMP-9. La hMMP-2 n’interagissant pas avec I'anticorps dirigé contre la hMMP-9, cette
méthode permet donc la distinction entre ces deux gélatinases. Par ailleurs, I'activité
mesurée est inhibable par le TIMP-2, montrant que le signal observé est bien spécifique
d’une forme active de MMP-9. Cette technique a une sensibilité de 60 pg/mL.**

Cette méthode a été validée en milieu complexe pour I'étude de I'activité

enzymatique de la MMP-9 dans la salive de patients souffrant du syndrome de Sjégren.”*® D

e
facon intéressante, I'activité enzymatique et 'activité enzymatique totale (aprés activation
des proformes) mesurées sont plus élevées dans les échantillons des patients souffrant du
syndrome de Sjogren que dans les échantillons de personnes saines. Cette technique a été
comparée a une approche utilisant la dégradation de la gélatine marquée a 'iode 125 : elle
est plus sensible et de plus, donne I'information de la MMP a I'origine de la dégradation du
substrat.

Cette méthode a aussi été employée pour la détection de I'activité protéolytique de
la MMP-9 sur des échantillons d’urine de patients ayant des carcinomes dans la vessie. Des
niveaux élevés de MMP-9 sous formes actives et proformes ont été trouvés chez les patients

137 Une méthode similaire utilisant un anticorps spécifique

par rapport aux personnes saines.
pour la détection de la MMP-2 a aussi été développée.’®
Vernooy et al.** ont aussi utilisé cette méthode pour mesurer I’activité enzymatique

des MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9 et MMP-13 présentes dans les sputa de patients
-50-



- Chapitre Il Systemes de détection des MMP -

souffrant de bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). Les limites de détection
en tampon sont de 1,4 ng/mL, 1,3 ng/mL, 50 ng/mL, 2,7 ng/mL, 8,3 ng/mL pour
respectivement les MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9 et MMP-13. L’activité des MMP-8 et
MMP-9 est significativement plus importante chez les patients souffrant de BPCO par
rapport aux sujets sains, tandis que l'activité de la MMP-1 est similaire dans les deux
populations. Les activités de la MMP-2 et de la MMP-13 sont restées en dessous des limites
de détection.

Une autre variante a ce protocole a été proposée par Lauer-Fields et al.

pour cela,
suite a la capture des MMP a l'aide d’un anticorps monoclonal, un substrat peptidique

fluorogénique de structure en triple-hélice est dégradé par les MMP (Figure 36).

: clivage :
c + Eieneur Quencheur g > ‘ + EIe"eur + QIencheur

Figure 36 : schéma de principe du test de I'activité enzymatique des MMP, avec I'anticorps monoclonal fixé
sur un puits, la MMP spécifiquement reconnue et le substrat fluorescent dégradé par la MMP'*°

Dans cette méthode, un anticorps monoclonal dirigé contre une MMP est immobilisé
sur le fond d’un puits d’'une plague 96 puits. Puis, la protéase est ajoutée et reconnue
spécifiqguement par cet anticorps monoclonal. L'interaction a lieu sur une surface éloignée
du site actif de I'enzyme, permettant la conservation de son activité protéolytique. La
dégradation du substrat fluorogénique fTHP-7 par la protéase conduit a I'émission de
fluorescence du substrat FRET (Figure 36).

L'application de cette méthode pour la détection des MMP-1, MMP-3, MMP-13 et
MMP-14 a été étudiée : cette méthode permet de détecter 1 fmol de forme active de
MMP-1 dans 200 pL (5 pM). De plus, des essais avec des anticorps non spécifiques (I1gG de
souris) et en présence de substrat fTHP7 ne montrent pas de signal de fluorescence,
indiquant que ce signal est bien spécifique d’une activité MMP-1. Enfin, il a été vérifié que
I’anticorps n’interagissait pas avec la hMMP-13.

L'activité enzymatique des formes actives des MMP-1, MMP-3, MMP-13 et MMP-14
(solubles) a été ensuite analysée dans les surnageants de culture cellulaire de mélanome
M14. Trois lignées cellulaires, dont les niveaux d’expression de certains récepteurs a la
surface sont différents, ont été utilisées : la lignée M14#11 (avec un niveau d’expression de
CD44 faible), la lignée M14P (servant de référence) et la lignée M14#5 (dans laquelle le
niveau de CD44 est plus important que chez la lignée M14P). L'objectif du travail était de
déterminer si les niveaux d’expression de CD44 ont une influence sur les MMP exprimées.
Les quantités mesurées de MMP-1 et MMP-3 sont faibles (1,37 ng/mL et 1,47 ng/mL,
respectivement) tandis que celles de MMP-13 (27,1 ng/mL) et de MMP-14 (2,19 ng/mL) sont
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plus élevés dans les surnageants de culture issus des lignées cellulaires M14#5.
résultats sont en accord avec des études montrant que CD44 pourraient s’associer avec la
MMP-14 pendant la migration cellulaire tumorale et que la MMP-14 pourrait activer la
proMMP-13.

Le méme principe d’'immunocapture puis d’ajout d’un substrat fluorescent a été

11 pour la détection de lactivité de la MMP-12 dans des

employé par LaPan et a
expectorations de patients souffrant de BPCO. La comparaison de plusieurs anticorps
monoclonaux anti-MMP-12 et de plusieurs substrats a conduit a la mise en place d’un
nouveau systeme de détection des formes actives de MMP-12, capable de détecter jusqu’a
1 ng/mL de celles-ci. Cependant, les concentrations détectées de ces formes actives
présentes chez les sujets sains et les patients ne sont pas significativement différentes.
Cependant, une étude plus récente montre une corrélation entre I'activité MMP-12 mesurée
et la sévérité de la pathologie BPCO dans les sputa des patients. Les mesures d’activité ont
été réalisées avec le méme type de méthode (immunocapture et substrats fluorogéniques)
sur une cohorte de 208 personnes.

Ces techniques de détection en deux étapes (immunocapture puis ajout d'un substrat
fluorescent) permettent d’améliorer la spécificité des signaux observés, notamment en
milieu complexe. Néanmoins, elles nécessitent de pouvoir disposer d’anticorps

monoclonaux, dont la spécificité de capture ait été démontrée.

I. 4. b) Test « sandwich »

Pieper-Fiirst et al.™*? ont décrit un test sandwich utilisant la résonance des plasmons
de surface (SPR) pour détecter la présence des MMP. Dans cette méthode, d’une part, un
anticorps monoclonal dirigé contre la proMMP-2 et la MMP-2 active (d’épitope inconnu) est
adsorbé sur des particules d’or. De la BSA est adsorbée sur les surfaces libres des
nanoparticules, permettant de limiter des interactions non-spécifiques. D’autre part, des
TIMP-2 sont adsorbés sur une surface plane d’or (Figure 37). En présence de MMP-2, un
complexe ternaire TIMP-MMP-anticorps est fixé sur la surface d’or. Ce complexe est détecté
en flux continu par une méthode de SPR (débit de 2 pL/min, lecture a 1050 s apreés injection
de la solution). La limite de détection avec cette méthode est de 0,5 pM de hMMP-2
(35 amoles, 2,5 pg, dans 70 pL).
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Figure 37 : systeme de détection sandwich pour la détection de la MMP-2. Le TIMP-2 est immobilisé sur une
surface d’or. Un mélange de MMP-2 et anticorps anti-MMP-2 adsorbé sur des nanoparticules d’or est ajouté.
Le lien est suivi par SPR

Dans la mesure ou le TIMP-2 possede deux sites de liaison pour la MMP-2 (un site
dans le domaine C-terminal et un site dans le site catalytique), cette technique permet donc
la détection des formes actives des MMP ainsi que des proformes. Les formes préalablement
complexées avec les TIMP ne devraient pas étre détectables dans ce systeme.

Cependant, malgré une tres grande sensibilité, la encore, dans un milieu complexe, le
phénomeéne de « biofouling » peut perturber la mesure de la présence des MMP. De plus,
I'anticorps ici développé n’étant pas spécifique des formes actives de la MMP-2, ce systeme
détecte a la fois des formes actives et des proformes des MMP-2.

Pour résumer, I'ensemble des systémes de détections présentés précédemment
utilise la capacité des MMP a dégrader un substrat, et ne révele donc que les formes actives
des MMP. Une méthode idéale permettrait, a I'aide d’un substrat spécifique d’'une MMP, de
détecter les formes actives de celle-ci, cependant, dans les différentes méthodes
précédemment citées, aucune ne permet de conclure de facon certaine sur la présence de
formes actives d’'une MMP donnée. En effet, I'utilisation de substrats protéiques naturels,
margués ou non, ne donne pas d’informations compléetes sur la nature des MMP mises en
jeu lors de la dégradation de ce substrat. Le méme probleme de sélectivité est aussi soulevé
dans l'utilisation de substrats peptidiques, notamment en milieu complexe. Enfin, la
zymographie, bien que trés sensible, ne permet pas de distinguer les formes actives des
formes inactivées, en complexe avec les inhibiteurs naturels. Il semble donc que ces
différentes méthodes ne s’appliquent pas a I'ensemble des MMP et ne se prétent pas pour
identifier quelles sont les cibles d’inhibiteurs de MMP in vivo. Face aux limites de ces
techniques, de nouvelles approches ont été mises en place, utilisant des inhibiteurs de MMP

pour la détection des formes actives.
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1l. Utilisation d’inhibiteurs de MIMP pour détecter les formes actives

Afin de détecter les formes actives des MMP, il est possible d’utiliser des inhibiteurs
aptes a former des complexes d’affinité ou covalents. Mobashery et al. ont essayé de
développer des inhibiteurs modifiant de fagcon covalente les MMP, en exploitant la présence
du glutamate dans le site actif. Une autre méthode repose sur l'utilisation d’inhibiteurs
greffés sur un support solide permettant I'enrichissement et la sélection des formes actives
de MMP. Enfin, I'utilisation des sondes « Activity Based Probe » (ABP) et notamment des
sondes « Affinity Activity-Based Probe » (AfBP) est une stratégie qui permet le marquage

covalent des formes actives des MMP.

Il. 1. Essais avec des inhibiteurs covalents

Mobashery et al.’* ont développé des inhibiteurs suicides, capable de modifier de
facon covalente les MMP. En effet, le groupement thiirane présent sur les inhibiteurs est

susceptible d’étre attaqué par l'acide carboxyligue du glutamate 404 pour former une

nouvelle liaison ester (Figure 38).**
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Figure 38 : principe de la modification covalente du glutamate 404 par I'inhibiteur covalent développé par
Mobashery et al™*

L'inhibiteur SB-3CT a une affinité de 13 nM pour la MMP-2, 600 nM pour la MMP-9 et
supérieure a 10 pM pour les MMP-3, MMP-1 et MMP-7."*® Le SB-3CT est un inhibiteur
(50 mg/kg) des métastases du foie et augmente la survie des animaux dans un modéle murin
lymphome agressif. 1*> Ce composé s’est révélé aussi efficace dans plusieurs modéles in vivo
et in vitro de maladies neurologiques. Cependant, il faut remarquer que la formation du lien
covalent entre l'inhibiteur et la protéine n’a jamais pu étre démontrée. A ce jour, ces
inhibiteurs n'ont pas été exploités pour synthétiser des sondes permettant la détection de

formes actives de MMP.

Il. 2. Utilisation d’inhibiteurs greffés sur un support solide

Un inhibiteur des MMP est immobilisé sur une résine et capture ainsi, de facon

spécifique les MMP présentes dans les milieux étudiés. Cette technique permet d’enrichir

-54-



- Chapitre Il Systemes de détection des MMP -

I’échantillon en forme active de MMP, notamment si les volumes a traiter sont trés élevés.
Les protéines en interaction avec l'inhibiteur greffé sont éluées de la colonne avec du
tampon de Laemmli et analysées par gel d’électrophorése, par zymographie ou par western
blot.

L'équipe de Mobashery a développé une résine de Sépharose greffée avec un dérivé

du Batimastat (composé 2, Figure 39).1%°

Figure 39 : structure chimique de I'inhibiteur hydroxamate dérivé du Batimastat (composé 2) greffé sur une
résine Sépharose147

Couplée avec de la détection en zymographie de gélatine, cette résine est capable de
retenir les formes actives des hMMP-2 et hMMP-9 étudiées, mais n’interagit pas avec les
proformes de ces enzymes. De plus, elle ne retient pas la hMMP-2 ou la hMMP-9 en
complexe d’affinité avec le TIMP-2, ce qui en fait un outil trés intéressant pour la détection
des formes libres de MMP actives. La question de la limite de détection avec ce type de
résine n’est pas abordée, mais 20 ng de protéines sont détectés. **

La détection de forme active de la hMMP-2 est réalisée dans des lysats de cellules

198 ot de la

HT1080 de fibrosarcome connues pour secréter des progélatinases, des TIMP
hMMP-2 sous forme active suite a une stimulation avec de la concanavaline A. De facon
intéressante, de la forme active de la hMMP-2 est retrouvée dans la fraction non-retenue, et
les auteurs démontrent que celle-ci n’est pas disponible dans une interaction avec un
inhibiteur, car liée a du TIMP-2. Une question non résolue concerne l|'accessibilité de
I'inhibiteur sur la résine en milieu complexe : la présence de grandes quantités de protéines
peut géner l'interaction entre l'inhibiteur et sa cible. Par ailleurs, la quantité de matériel
utilisée est trés importante : 15 mL de lysats cellulaires sont élués dans un volume final de
150 pL (concentration d’un facteur 100 par rapport au volume initial).

Dans des extraits de carcinome du sein et du larynx, cette résine a permis la
détection de formes actives de hAMMP-2 dans la fraction retenue sur la résine. Une partie de
cette hMMP-2 est toujours présente dans la fraction non retenue, ce qui peut s’expliquer
par la présence de formes actives bloquées par les TIMP et donc non retenues sur la colonne
(Figure 40). De plus, de la hMMP-14 est détectée par western blot dans la fraction retenue

sur la résine.
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Figure 40 : A. zymographie de gélatine des fractions non-retenues et retenues des extraits de carcinome
(piste 1, 3) et bénin (piste 2, 4) B. Western Blot avec un anticorps anti-MMP14 des extraits de larynx (piste 1,
2) et de sein (piste 3, 4) et carcinome (piste 1, 3) et bénin (piste 2, 4) aprés passage sur l'inhibiteur
supporté

Cette méthode a donc prouvé son efficacité dans I'étude des gélatinases, via la
sensibilité apportée par la zymographie, ainsi que dans la détection de la présence de
hMMP-14. Il convient cependant de remarquer que les quantités de matériel biologique

utilisées sont tres importantes.

De facon similaire, I'’équipe de Bischoff a développé une résine Sépharose greffée

199 7 affinité de

avec un inhibiteur Pro-Leu-Gly-NHOH ou NHOH est la fonction hydroxamate.
cet inhibiteur greffé est de I'ordre du micromolaire vis-a-vis des hMMP. La encore, cette
résine ne retient que les formes actives de MMP.

Une application de cette résine en milieu complexe a permis d’identifier la présence
de formes actives de hMMP-9 dans des fluides synoviaux issus de patients souffrant

d’arthrite rhumatoide, comme présenté en Figure 41.*°

Washing fractions Eluted fractions
r T 1

S L "1 2 3 4 5 61 2 3 4

Figure 41 : zymographie de gélatine des fluides synoviaux de patients avant passage sur résine (S), fractions
non-retenues (L), fractions de lavages (Washing fractions 1-6) et fractions éluées (Eluted fractions 1-7) 150

Il est intéressant de noter que I'échantillon de départ, avant passage sur la colonne
(fraction S) présente un profil en zymographie de gélatine proche de la fraction non-retenue
(fraction L), tandis que I'activité de la MMP-9 observée dans les fractions d’élutions (Eluted
fractions 1 a 7) est trés importante. La présence de MMP-9 active, dans ce milieu, n’est
clairement détectable qu’apres lavage, lors duquel les protéines abondantes sont éliminées,
et I’échantillon concentré. Il se peut que I’échantillon biologique ait évolué pendant la phase

de concentration, conduisant a une auto-activation de la protéase pendant cette étape. Ceci
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indique bien la difficulté de détection des MMP par des méthodes classiques en milieu
complexe, au sein d’un protéome riche en protéines, ainsi que la difficulté du traitement de
ces échantillons biologiques contenant des activités protéolytiques. En outre, les proformes
et les formes actives complexées avec les inhibiteurs naturels ne devraient pas étre
détectées dans cette approche. Dans cette technique utilisant un inhibiteur large spectre des
MMP, la détection apres enrichissement sur colonne est a 'origine de la sélectivité. En effet,
dans le cas des gélatinases, la zymographie de gélatine permet une tres grande sensibilité de
détection de ce systeme. Cependant, pour mesurer des activités liées a d’autres MMP, il est
nécessaire d’avoir recours a d’autres techniques (par exemple I'utilisation d’anticorps en
western blot) pour détecter la présence des MMP, ce qui peut poser des problémes en
terme de sensibilité et aussi d’universalité de la méthode (il est nécessaire d’avoir un
anticorps par MMP et il doit étre spécifique).

Un autre inhibiteur de type hydroxamate (Figure 42) greffé sur une résine Sépharose
a été synthétisé et adapté sur un systeme automatique d’extraction en phase solide pour
une utilisation & haut débit par I'équipe de Bischoff.”° Ce composé greffé a une affinité
nanomolaire vis-a-vis des hMMP-1, hMMP-7, hMMP-8, hMMP-12 et hMMP-13 et une
affinité de 200 nM pour la hMMP-10. Testé avec 50 ng de hMMP-12 et de hMMP-9, ce
systéme permet de récupérer plus de 95 % de la protéine apres lavages et élution avec un
tampon de 50 mM Tris, 5 mM d’EDTA, 0,05 % brij-35 a pH 8,5.
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Figure 42 : structure de I'inhibiteur TAPI-2 greffé sur Sépharose, développé par Bischoff et al.

Testé sur cing MMP recombinantes (hMMP-1, hMMP-7, hMMP-8, hMMP-10 et

hMMP-13), ce systeme permet de récupérer des protéines pures injectées avec un

150

rendement de plus de 99 %.

L'utilisation de cette deuxieme génération d’inhibiteurs supportés n’a cependant pas
été testée en milieu complexe. Il est probable qu’'un enrichissement en métalloprotéines
(non MMP) via la capture par I'inhibiteur supporté en milieu complexe ait lieu.

Une approche complémentaire développée par Bishoff et al.’>' consiste a utiliser
I'inhibiteur supporté couplé a de 'HPLC-MS. La méthode est basée sur I'enrichissement de
MMP avec l'inhibiteur TAPI-2 supporté, digestion sur un réacteur contenant de la trypsine
immobilisée et capture de peptides sur une colonne en phase inverse, suivi d’'une analyse en
nanolLC-MS. Ce systéme a permis I'identification de 4 pmol de hMMP-12 (8 nM dans 500 pL)

dans de l'urine, analysée en 75 minutes avec un systéme automatisé. Cependant, avec des
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guantités plus faibles de hMMP-12, l'intensité des signaux des fragments peptidiques apres
digestion trypsique, analysés par spectrométrie de masse, chute drastiquement et de facon
non-linéaire, ne permettant pas de descendre sur une sensibilité de I'ordre du fmol/mL.

En utilisant une autre stratégie, un systeme d’inhibiteur greffé sur Sépharose
comportant un groupement chélatant du zinc de type carboxylate a été récemment

152
l.

développé par Dragoni et a L'inhibiteur biotinylé (Figure 43) a des affinités nanomolaires

pour plusieurs hMMP : 5 nM pour la hMMP-12, 0,7 nM pour la hMMP-13, 4 nM pour la
hMMP-8, 450 nM pour la hMMP-7, et 25 uM pour la hMMP-1.
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Figure 43 : structure chimique de I'inhibiteur développé par Dragoni et al.
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La sélectivité de l'inhibiteur biotinylé dans un mélange de hMMP-12 (0,4 mM) et
d’anhydrase carbonique (0,1 mM) a été testée sur une colonne monomérique d’avidine.
Aprés chargement avec le mélange des enzymes et de la sonde biotinylée, la colonne est
lavée avec du tampon Tris, permettant I’élution de I'lanhydrase carbonique, non retenue sur
la colonne. L’élution est ensuite réalisée avec un inhibiteur NNGH, nanomolaire vis-a-vis de
la hMMP-12, capable de déplacer le complexe formé par la sonde et la hMMP-12. L’analyse
par gel d’électrophorese SDS-PAGE des fractions de lavage et d’élution montre une
séparation des deux protéines. Cette méthode est donc fonctionnelle pour la détection de
formes actives de la hMMP-12, présentes en tres grande quantité. Cependant, aucune
information sur le rendement de capture et surtout sur le rendement d’élution de la hMMP
n’est donnée. De plus, la gamme de sensibilité de la méthode ne doit pas étre élevée, dans la
mesure ou l'enrichissement sur support solide est couplé a une analyse par gel
d’électrophorése SDS-PAGE révélé au Bleu de Coomassie.

1.3 ont réalisé une étude comparative de la détection

Au laboratoire, Bregant et a
des hMMP-2, hAMMP-8 et hMMP-12, dans des milieux de complexité différente (en tampon
ou dans des extraits tumoraux) avec d’une part un inhibiteur phosphinique biotinylé, et
d’autre part, une sonde phosphinique biotinylée photoactivable, capable de modifier de
fagon covalente des MMP, les deux pouvant ensuite étre immobilisés via la biotine par des

billes magnétiques de streptavidine.

-58 -



- Chapitre Il Systemes de détection des MMP -

OH

0] 0] S
Q H\)L N o o N NH
Br@p . N/\n/ ~N \/\O/\/ N
! H H /&
OH = (¢] (¢]

N
o © AN
N
Inhibiteur 1 Ny
@1 o
0 o) 0 s
H 0 H H H
(Nj\er\:)J\N P N&NNN\/\/O\/\O/\/O\/\/NMNH
A o R g H o ¢ H o 0 HN,
o 0 0

N

Inhibiteur 2

Figure 44 : structure chimique de I'inhibiteur photoactivable 1 et de I'inhibiteur 2

L'inhibiteur biotinylé (inhibiteur 2) a une affinité picomolaire pour les hMMP, tandis
gue la sonde photoactivable (portant un groupement de type azoture, inhibiteur 1) a une
affinité subnanomolaire pour les MMP. Le protocole de capture consiste a incuber les
milieux en présence d’inhibiteur pour former un complexe enzyme-inhibiteur,
(éventuellement photoirradier le complexe pour former le lien covalent enzyme-inhibiteur,
pour la sonde 1), puis a ajouter les billes magnétiques de streptavidine, afin de former un
complexe ternaire streptavidine-inhibiteur-enzyme. La stabilité de ce complexe permet
d’éliminer les fractions non-retenues sur les billes et de réaliser des lavages afin de limiter au
maximum les interactions non-spécifiques. Le complexe enzyme-inhibiteur est élué des billes
soit avec du tampon de Laemmli avant analyse sur gel d’électrophorese SDS-PAGE, soit avec
une solution de bicarbonate de sodium 50 mM / acétonitrile (9/1), avant digestion trypsique
et analyse en spectrométrie de masse MALDI-TOF.

Utilisant I'approche de capture couplée a I'identification par gel d’électrophorese ou
par spectrométrie de masse, une capture spécifique de 500 femtomoles de hMMP-12 et
hMMP-8 en tampon a été réalisée. Au vu des résultats obtenus, il semble que I'inhibiteur 2
conduise a un meilleur rendement de capture des hMMP-8 et hMMP-12 que l'inhibiteur 1.
En milieu complexe, I'identification de MMP recombinantes, chacunes ajoutées a un extrait
tumoral (10 pg de protéines), a aussi été réalisée avec soit 10 ng de hMMP-12, soit 26 ng de
hMMP-8, en présence de 30 nM d’inhibiteur 2. Dans le but d’étudier la sensibilité de la
méthode, chacun des constituants du mélange de hMMP-2, hMMP-12 et hMMP-8
(500 femtomoles de chacune d’entre elles) additionné aussi a 10 ug d’extrait tumoral en
présence de 30 nM de l'inhibiteur 2 a été identifié sans ambiguité par spectrométrie de

masse, en utilisant seulement 1/20°™® de ce matériel pour la spectrométrie de masse
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(25 femtomoles par peptides). Ainsi I'inhibiteur 2 posséde une limite de détection tres basse,
et sa validation en milieu complexe en fait un outil puissant pour la détection des formes

actives de MMP au sein de protéomes complexes.

Il. 3. Principe des sondes « Activity Based Probe »

L’'ensemble des approches mentionnées ci-dessous ont pour objectif principal de
tester la présence de formes actives des MMP dans des fluides biologiques ou bien dans des
tissus prélevés. Ces outils n‘ont pas vocation a étre utilisés in vivo, mais servent surtout a
aborder la mesure du niveau d’expression d’'une protéase en conditions pathologiques ou
bien a établir la capacité d’un inhibiteur a atteindre sa cible in vivo dans un animal modeéle,
dans un test de détection ex vivo. Afin d’aborder ces aspects, le groupe de Cravatt et al. a
proposé de développer des sondes exploitant la structure des inhibiteurs synthétiques
disponibles, qui aprés modifications adéquates, seraient capables de former un lien
covalent, une fois l'interaction sonde/protéase réalisée. Tout l'intérét de telles sondes,
notamment si elles comportent un tag permettant une détection sensible, est de pouvoir
détecter et quantifier le niveau d’expression d’'une protéase sous forme active
exclusivement, méme in vivo. Dans cette démarche, la sonde peut étre soit trés sélective
pour suivre spécifiquement une cible donnée ou bien peu sélective et permettre d’étudier
en parallele le niveau d’expression d’une sous-famille compléte de cibles. De telles sondes
ont été désignées sous le terme d’activity-based probe ou ABP. Pouvant servir a réaliser le
profil d’expression de différentes protéines, I'utilisation de ces sondes conduit au
développement d’une nouvelle technique appelée « activity-based probe profiling » ABPP.

L'approche ABP a donné lieu a des utilisations tres importantes et variées,
essentiellement lorsque la sonde ABP cible une enzyme possédant un résidu nucléophile
pouvant réagir de facon efficace avec une fonction électrophile portée par la sonde. Dans ce
cas, comme décrit en Figure 45, la sonde va incorporer trois éléments distincts :

- la composante inhibitrice, capable d’inhiber I'enzyme sous forme active dans laquelle le
site actif libre de toute interaction est de spécificité variable selon les objectifs de I'étude.

- une espece réactive chimique, pouvant générer un lien covalent entre I’'enzyme et la sonde.
- une étiquette, détectant le complexe covalent enzyme-sonde. Cette étiquette peut étre un
groupement fluorescent, un élément radioactif ou une étiquette d’affinité permettant une

capture sélective des protéines modifiées, telle la biotine.
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Figure 45 : schéma de principe d’une sonde ABP comportant : une composante inhibitrice (noir), une espéce
chimique réactive (violet) et une étiquette (rouge)

Au sein d’'un protéome complexe, I'ajout de la sonde ABP conduit au marquage
spécifique des formes actives libres des protéases ciblées (Figure 46). Le complexe covalent
enzyme-sonde est révélé sur un gel d’électrophorése ou sur une membrane PVDF, via

I’étiquette présente sur la sonde, en utilisant différentes stratégies de visualisation.

Proteomes
12 345678

Figure 46 : Représentation schématique d’une expérience classique de marquage avec la sonde ABP™

Il faut cependant noter que le succes de telles approches dépend du type de protéase
étudiée. En effet, les protéases sont classées selon leur mécanisme catalytique : il existe cing
grands types de protéases: les protéases a cystéines, a sérine, a thréonine, a acide
aspartique et les métalloprotéases. Les trois premiéres familles utilisent un acide aminé
portant une fonction nucléophile dans leur site actif et se prétent donc trés bien a une
modification covalente par une fonction nucléophile portée par la sonde. Pour les protéases
a acide aspartique et les métalloprotéases, le nucléophile est une molécule d’eau activée, ne
pouvant étre utile pour faire un lien covalent. Pour ces protéases, d’autres stratégies doivent

étre utilisées pour développer des sondes ABP.

Concernant les protéases a cystéine, a sérine ou a thréonine, plusieurs sondes ABP
ont été élaborées. Certaines utilisent la réactivité des groupements fluorophosphonates,

trés largement exploités pour le marquage des sérines hydrolases.'>> %>’

Par exemple, Liu
et al.™ ont démontré qu’une sonde fluorophosphonate contenant un groupement
rapporteur de type biotine (Figure 47) était capable de modifier de facon covalente les

serines hydrolases.
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Figure 47 : structure chimique des sondes fluorophosphonates contenant un groupement biotine pour le
marquage des sérines hydrolases, développée par Liu et al.”

En effet, cette sonde ABP (utilisée a une concentration finale de 2 uM) modifie
I’amide hydrolase d’acides gras (fatty acid amide hydrolase, FAAH) de facon dépendante de
son activité. De plus, la protéine inactive contenant la mutation de la sérine 241 (impliquée
dans l'acte catalytique) n’est pas marquée par la sonde (Figure 48A), ce qui démontre que le

marquage est effectivement spécifique de la protéine active.
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Figure 48 : A. marquage de la FAAH et absence de marquage du mutant S241A B. marquage des protéines
présentes dans les extraits d’organes de rat (fraction soluble 1 pg/uL, 10 pg déposés) avec la sonde biotine
(2 um)

Par ailleurs, la sonde biotinylée est a la fois capable de marquer plusieurs protéines
issues de lysats cellulaires de cellules HEK-293, transfectées avec I’ADN de la protéine FAAH,
mais aussi de marquer des protéines présentes dans des extraits d’organes de rats (Figure
48B). Ainsi, la protéine | de 33 kDa, identifiée exclusivement dans la prostate pourrait étre
un homologue fonctionnel a I'antigéne spécifique de la prostate, identifié chez ’lhomme.**

128 ont utilisé un

Plus récemment, toujours dans I'étude de la FAAH, Cravatt et a
inhibiteur covalent in vivo qui atteint sa cible, et de fagon sélective. Pour ce faire, apres
s’étre assuré que l'inhibiteur URB597 modifiait de facon covalente la sérine nucléophile de la

FAAH par spectrométrie de masse, un analogue alcyne (JP104) a été synthétisé (Figure 49).

NH, O N,
Ry y

H ' - H
0. _N._ _~ N o N

URB597 JP104

Figure 49 : structure des inhibiteurs URB597 et son analogue alcyne Jp104™2

L'objectif de ce travail était d’injecter directement in vivo différentes concentrations

de I'analogue alcyne, de récupérer les organes, les homogénéiser, et d’ajouter une étiquette
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Rhodamine-azoture, capable de réagir par chimie « click » sur I'alcyne de l'inhibiteur. La
présence de linhibiteur était ensuite observée apreés une étape de séparation sur gel
d’électrophorése des protéines présentes dans les homogénats d’organes. La révélation du

gel était réalisée en utilisant un scanner spécifique du groupement fluorescent (Figure 50).
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Figure 50 : schéma de principe de I’étude réalisée par Cravatt et al. pour I’étude in vivo de l'utilisation de
Iinhibiteur JP104"°*

Cette approche a en effet permis de marquer une protéine dans le cerveau des
souris. L'absence de marquage de cette protéine dans les cerveaux des souris FAAH
montre effectivement que la protéine pourrait correspondre a la cible. De plus, I'intensité de
ce marquage était dépendante de la dose d’inhibiteur injectée. Par ailleurs, cette sonde,
sélective pour la FAAH dans le systeme nerveux, a aussi été capable de marquer d’autres
protéines dans des tissus périphériques : la sonde ainsi développée a donc cibler la protéine
cible (FAAH) dans les cerveaux des souris. Une des raisons de ce succés provient aussi de
I'emploi d’'une technique en deux temps, permettant de s’affranchir du groupement
fluorescent, stériquement encombrant et hydrophobe, pendant I'étape de marquage. Ainsi
les interactions non-spécifiques ont été limitées.

D’autres types de groupements ont été utilisés pour des sondes ABP. Les

1

groupements acyloxyméthylcétones™™, les diazométhylcétones™®, les époxydes™ et les

sulfones vinyliques ont aussi été exploités pour synthétiser des sondes capables de modifier
des protéases 3 cystéines. 2163164

Bogyo et al.’® ont développé une sonde ABP capable de visualiser in vivo I'activité
protéolytique de la Iégumaine, une protéase a cystéine lysosomale. La sonde développée
(LP-1) possede un groupement fluorescent Cyanine 5 et un groupement époxyde réactif

(Figure 51).

Figure 51: structure chimique de la sonde LP-1 portant un groupement époxyde réactif, un groupement
fluorescent Cyanine 5%
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L'ICsg de l'inhibiteur correspondant a cette sonde (ne portant pas le groupement
fluorescent Cyanine 5) est de 11 nM pour la légumaine, tandis que son affinité est
supérieure a 100 uM pour les cathepsines B et L et |la caspase-3. Dans un premier temps,
cette sonde (1 uM) a été utilisée sur des cellules intactes de macrophages RAW 264.7 et de
cellules NIH-373. Les protéines marquées par la sonde fluorescente, présentes dans les lysats
cellulaires, ont ensuite été analysées par gel d’électrophorése SDS-PAGE. La légumaine
apparait comme la principale protéine marquée par cette sonde, validant ainsi son utilisation
sur cellules entieres. Pour aller plus loin dans I'étude et suivre I'activité protéolytique de la
légumaine in vivo, des souris xénogreffées avec des tumeurs C2C12/Hras ont été placées
dans un imageur fluorescent, suite a I'injection de sonde LP-1 (25 nmol dans 100 pL de PBS).
Le signal observé a été suivi pendant 5 h d’acquisition. La spécificité du signal enregistré a
été validée par la comparaison avec des souris contrdles, dans lesquelles une sonde
fluorescente ne portant pas le groupement époxyde (donc inapte a créer un lien covalent,
LP-1 Ctrl) a été injectée. On observe ainsi que la sonde LP-1 s’accumule rapidement dans les
tissus tumoraux, tandis que la sonde controle non-covalente (LP-1 Ctrl) ne montre pas cette
accumulation (Figure 52). De plus, I’étude des organes par gel d’électrophorése SDS-PAGE,
confirme la présence de protéines marquées de facon intense, dont le poids moléculaire
correspond a celui de la légumaine. Ces travaux montrent ainsi qu’il est dorénavant possible

de suivre le marquage in vivo de certaines protéases avec des ABP fluorescentes.
Background 30min 60min 90min 120min 300min

LP-1

LP-1 ctrl

Figure 52 : comparaison du marquage in vivo avec la sonde LP-1 et tLP-1. marquage de souris portant
xénogreffes de tumeurs C2C12/Hras, injectées avec la sonde LP-1 et LP-1 Ctrl 165

Il. 4. Principe du marquage par photoaffinité

Les MMP utilisent une molécule d’eau activée par I'atome de zinc pour réaliser
I'attaque nucléophile sur leur substrat lors de I'acte catalytique. A I'inverse des protéases a
cystéines ou des sérines hydrolases, il est impossible d’exploiter la présence d’un résidu
nucléophile intervenant dans I'acte catalytique pour concevoir une sonde « activity-based

probe ».

-64 -

des



- Chapitre Il Systemes de détection des MMP -

Afin de former un lien covalent stable, un photomarquage d’affinité peut étre
envisagé en fonctionnalisant la sonde avec un groupement photoactivable capable de
générer, sous irradiation UV, un intermédiaire hautement réactif qui formera un lien

covalent entre I’'enzyme et la sonde. (Figure 53)

om0

Groupement inhibiteur étiquette
photoactivable

Figure 53 : schéma de la sonde ABP photoactivable comportant un groupement photoactivable (violet), un
inhibiteur (noir), une étiquette (rouge)

Contrairement aux ABP, le marquage avec les sondes photoactivables se réalise en
deux temps. Tout d’abord, I'inhibiteur photoactivable forme un complexe d’affinité avec sa
cible. Une fois ce complexe formé, l'irradiation UV permet la formation d’espéces trés

réactives capables de générer le lien covalent entre I'enzyme et la sonde (Figure 54).

c e e

enzyme Complexe d'affinité Complexe covalent
enzyme-sonde enzyme-sonde

Figure 54 : expérience de photomarquage d’affinité : formation du complexe d’affinité puis irradiation UV
pour former le complexe covalent enzyme-sonde

Une des difficultés majeures du marquage de photoaffinité réside dans le rendement
de marquage des protéines cibles, pouvant varier de 0,1 % (voire moins) a plus de 10 % dans
des cas favorables. Il est nécessaire de dissocier chacune des deux étapes précédemment
citées. L'affinité de la sonde module la formation du complexe d’affinité, elle dictera donc les
concentrations de sonde a utiliser pour former 100 % de complexe entre la sonde et les
protéines cibles. Pour la formation du lien covalent, le groupement photoactivable doit
ensuite réagir au sein du site actif de la protéine avec un ou des résidus de la protéine. Or, la
sonde est trés souvent entourée de nombreuses molécules d’eau au sein de la protéine,
pouvant elles aussi réagir avec les espéces formées sous irradiation UV, entrainant un échec

dans le marquage du complexe enzyme-sonde.

IIl. 5. Application du marquage par photoaffinité pour les MMP

Dans le cas des MMP, diverses approches de marquage par photoaffinité ont été

réalisées 3 laide des groupements photoactivables usuels: les azotures'®®, les

167,168,169

benzophénones ou les diazirines. Chacun de ces groupements photoactivables est
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capable de générer apres irradiation UV une autre espéce chimique tres réactive
(respectivement des nitrénes, des radicaux ou des carbénes), de durée de vie tres faible,
apte a former des liaisons covalentes avec les molécules de son environnement.

Pour étre utilisable dans les milieux biologiques, les groupements photoactivables
employés doivent obéir a plusieurs critéres ;2% 7!
- ils doivent étre initialement stables dans I’eau et dans le milieu biologique étudié
-ils ne doivent s’activer qu’aprés irradiation a une longueur d’onde spécifique, qui
n’endommage pas les protéines présentes dans I'échantillon (A > 300 nm)
- I'espéce réactive formée suite a l'irradiation doit avoir une durée de vie plus courte que
celle du complexe enzyme-sonde étudié, de facon a limiter les interactions non-spécifiques
- I'espéce réactive doit pouvoir réagir avec les liaisons chimiques de son environnement
proche, y compris des liaisons carbone-hydrogene, souvent peu réactives
- I'adduit covalent formé doit étre stable
- la taille et la position du groupement photoactivable introduit ne doit pas perturber

I'interaction de I'inhibiteur avec sa cible.

Afin de replacer ces différents groupements photoactivables dans le contexte
structural des MMP, il est nécessaire de prendre en compte la présence de la cavité S;’. En
effet, les groupements photoactivables étant souvent stériqguement encombrants, leur
positionnement dans la structure de I’ABP a une influence importante sur I'affinité et sur la

formation du lien covalent entre 'enzyme et la sonde.

II. 5.a) Groupement benzophénone

Lors de l'irradiation a 350 nm de la benzophénone, un électron de I'orbitale n non
liante de 'oxygéne est excité dans une orbitale m* du carbonyle!’?, ce qui conduit a la
formation d’un intermédiaire diradical triplet dont la durée de vie est de 80 us a 120 us
maximum. Dans ce diradical, I'orbitale n de I'oxygene, déficiente en électron, interagit avec
les faibles liaisons C-H de type 0 dans son environnement immédiat, par arrachement d’un
radical hydrogéne d’'une amine NC-H (ou un hétéroatome similaire), pour former deux
espéces radicalaires (étape 1, Figure 55). Cette étape 1 est I|'étape cinétiquement
déterminante. Dans une seconde étape, les deux radicaux réagissent tres rapidement entre

eux pour former le lien covalent (étape 2, Figure 55).
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Figure 55 : mécanisme de la photactivation de la benzophénone
L’étape de formation du diradical est une étape réversible : I'augmentation du temps
d’irradiation améliore le rendement de marquage, en déplagant la réaction vers la formation
de I'adduit covalent. Par ailleurs, le diradical peut réagir avec I'eau mais la molécule obtenue
peut subir une déshydratation pour former a nouveau la benzophénone (Figure 56). En cas
de ligand de faible affinité, I'excés de sonde peut réagir de facon non spécifique avec
d’autres molécules ou protéines présentes dans le milieu. De fagcon générale, le diradical est

plus réactif avec les liaisons C-H qu’avec les liaisons O-H.
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Figure 56 : réaction secondaire du diradical sur une molécule d’eau

D’un point de vue synthétique, de nombreux composés commerciaux possédant une
benzophénone sont disponibles, ce qui facilite I'accessibilité a ce type de molécules.
Cependant, le temps d’irradiation nécessaire pour le marquage covalent est souvent
supérieur a 30 minutes, il est donc essentiel de refroidir les échantillons durant I'étape de
photoactivation afin d’éviter une dégradation des protéines. De plus, I'encombrement
stérique de la benzophénone est assez important, pouvant diminuer |'affinité de la sonde
pour sa cible.

Rosenblatt et al. ont démontré que la benzophénone interagissait préférentiellement
avec les méthionines des cibles protéiques, et plus précisément le groupement méthyle de la

chaine latérale.'”® D

"autres études ont montré que la valine, la leucine ou la proline peuvent
aussi réagir avec les benzophénones, en cas de proximité spatiale avec le groupement

réactif.’*
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La synthese d’une sonde ABP hydroxamate HxBP-Rh (Figure 57), portant un

groupement benzophénone, a été réalisée par 'équipe de Cravatt.'”

Elle comprend trois
parties différentes :

- une composante inhibitrice dérivée du Marimastat, un inhibiteur large spectre des MMP,
comportant un groupement hydroxamate, chélatant de I'atome de zinc (en noir)

- une étiquette fluorescente : la rhodamine (en rouge)

- un groupement photoactivable : la benzophénone (en violet)
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Figure 57 : structure chimique de la sonde HxBP-Rh utilisée par le groupe de Cravatt et structure de I'inhibiteur
GM6001

La sonde HxBP-Rh a une constante d’inhibition de 13 nM, de 135 nM et de 13 nM,
vis-a-vis des hMMP-2, hMMP-7 et hMMP-9 respectivement. Le marquage de formes actives
de hMMP-2 (30 ng) par cette sonde (100 nM) est réalisé en tampon. De plus, dans une
expérience de compétition en présence du GM6001 (inhibiteur large spectre des MMP),
I'absence de signal correspondant a la hMMP-2 montre que le marquage est spécifique de
son site actif. Par ailleurs, la sonde ne marque pas la proforme de la hMMP-2. Tous ces
éléments valident donc son utilisation en tant qu’ABP capable de marquer les formes actives
recombinantes de la hMMP-2.

Afin de tester les capacités de la sonde en milieu complexe, elle a été employée pour
modifier de facon covalente chacune des hMMP-2, hMMP-7 et hMMP-9 (100 ng)
recombinantes, ajoutée dans un protéome complexe issu de rein de souris (15 pg de
protéines totales). La sonde permet alors de détecter 0,6 % de protéines spécifiques au sein
de ce protéome (Figure 58C). La limite de détection pour la hMMP-2 (3 ng, 60 fmol) avec
cette sonde est de 3 nM dans un protéome complexe (15 ug), soit de 0,02 % des protéines
totales (Figure 58B).
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Figure 58 : marquage de MMP exogéne dans un protéome de rein de souris. B. sensibilité de détection de la
hMMP-2 dans le protéome complexe. C. marquage de la hMMP-7 et hMMP-9 dans le protéome complexe175

De plus, le fait que le marquage d’une forme recombinante de MMP soit possible
montre I'absence d’inhibiteurs naturels dans ce milieu (Figure 59). Une autre expérience de
compétition (en présence de [linhibiteur GM6001 ou du TIMP-1) sur la hMMP-2
recombinante ajoutée dans ce milieu démontre que ce marquage en milieu complexe est
spécifique de la MMP. Il est a noter que la sonde marque deux autres métalloprotéases au
sein de ce protéome : la leucine aminopeptidase (LAP) et la dipeptidylpeptidase Il (DPPIII)

dont les signaux sont inhibés par I'inhibiteur hydroxamate GM6001.

Figure 59 : A. marquage de la hMMP-2 exogéne dans un protéome de rein de souris™

En présence de lignées cellulaires humaines de mélanomes invasifs (MUM-2B et
C-8161), la sonde marque de nombreuses protéines. Cravatt et al. ont ainsi montré une
surexpression de néprilysine (métalloprotéase) dans les lignées de mélanome invasif par
rapport a des lignées non-invasives (MUM-2C, M14-Mel et UACC-62).

De facon intéressante, cette sonde est donc capable de modifier plusieurs MMP
recombinantes ajoutées a ce milieu complexe. Cependant, elle n’a pas permis la détection
de formes endogenes de MMP, pourtant exprimées dans les mélanomes, mais elle a marqué
d’autres cibles, des métalloprotéases qui ne sont pas des MMP et dont les structures sont
tres différentes des MMP et entre elles. De plus, on peut noter que le marquage observé
avec la sonde fluorescente conduit a un bruit de fond important, lié a un marquage non-
spécifique de protéines. Une raison possible a cette absence de spécificité de marquage est
liée aux rapports de concentration entre les MMP et les autres protéases a zinc. En effet, si

la spécificité de la sonde n’est pas assez importante, les MMP ne seront pas observées car la
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sonde est piégée par les autres protéases a zinc, présentes plus abondamment. Un autre
élément non discuté dans ce travail est lié aux rendements de modification covalente. En
effet, si la sonde a un faible rendement de modification covalente pour certaines MMP, elle
aura d’autant plus de difficultés a marquer celles-ci, en tampon ou en milieu complexe.

1.7 ont ensuite congu une deuxiéme génération de sonde sans étiquette

Cravatt et a
fluorescente, afin de limiter les interactions non spécifiques dues aux groupements
fluorescents assez encombrants. lls ont ainsi réalisé une chimiotheque de sondes
peptidiques HxBPyne dérivées du Marimastat et de I'llomastat portant un groupement
alcyne, détectable dans une seconde étape par une Rhodamine-azoture, qui réagit sur
I’alcyne par réaction de cycloaddition de Huisgens pour former un triazole. Les sondes ainsi

développées sont utilisables pour la détection des métalloprotéases (Figure 60).
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Figure 60 : A. structure générale des sondes HxBPyne utilisées pour la détection des formes actives des MMP
par Cravatt et al. B. Comparaison du marquage des hMMP1/ hMMP3/ hMMP7/ hMMP12 avec la sonde
HxBPyne R, = Leu et la sonde HxBP-Rh'’®

Il est a noter que la détection des hMMP-1, hMMP-3, hMMP-7, hMMP-12 est
améliorée avec la sonde HxBPyne (ou R, = Leu) par rapport a la sonde HxBP-Rh
précédemment citée (Figure 60), ce qui montre lI'impact négatif de la présence du
fluorophore pour I'efficacité de marquage. En milieu complexe, la sonde HxBPyne a une
limite de détection entre 0,25 pg et 2,5 pug par milligramme de protéines totales pour les
guatre MMP testées, soit 0,25 % a 0,025 % des protéines totales, ce qui est proche de la
sensibilité obtenue avec la sonde fluorescente pour la hMMP-2. Il nest cependant pas
certain que cette sensibilité de détection des MMP soit suffisante pour marquer des formes
endogeénes de MMP. En outre, cette sonde est tres probablement non sélective des MMP a
cause de la présence d’'un groupement chélatant de type hydroxamate. En effet, il est
vraisemblable qu’en milieu complexe, elle se fixe sur les métalloprotéases présentes en
guantité importante dans le milieu et qu’elle serait ainsi dans l'incapacité de marquer les

MMP présentes en quantités beaucoup plus faible.
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Utilisant eux aussi une sonde benzophénone, Wang et al.*”’

ont synthétisé une petite
chimiotheque de 12 sondes ABP possédant un groupement hydroxamate pour la détection

des MMP (Figure 61).

Figure 61 : structure chimique des 12 sondes développées par Wang et al.

La détection des MMP-3 (10 ng), MMP-7 (96 ng) et MMP-14 (30 ng) a été réalisée
avec ces sondes, qui détectent aussi d’autres métalloprotéases, comme la thermolysine. En
présence de lysat cellulaire, la thermolysine recombinante est aussi marquée par la sonde B
(P," = Leu). Ainsi, ces sondes ne permettent donc toujours pas une détection spécifique des

MMP en milieu complexe.

II. 5.b) Groupement trifluométhylphényldiazirine

Parmi les diazirines, les groupements trifluorométhylphényldiazirines apparaissent
comme les plus stables chimiqguement et thermiguement, entrainant peu de réarrangements
intramoléculaires par rapport a d’autres diazirines. Elles ont ainsi été largement exploitées
pour le marquage de protéines par photoaffinité. Cependant, ce sont des molécules assez
encombrées, il convient donc d’étudier leur positionnement au sein de la sonde afin de
limiter les interférences dans I’affinité de la sonde pour sa cible.

Les acides aminés modifiés par les carbénes issus des groupements
trifluorométhylphényldiazirines sont tres variés: méthionine, sérine, glycine, valine,
asparagine, isoleucine, phénylalanine, cystéine. 178,179

Sous irradiation a 350 nm, les trifluorométhylphényldiazirines forment des carbénes
singulets hautement réactifs, issus de la perte d’'une molécule d’azote par la diazirine (Figure
62). Ces carbénes réagissent ensuite par un mécanisme d’insertion au sein d’une liaison X-H,
ou X peut étre un carbone ou un hétéroatome. Leur réactivité d’insertion au sein de
nombreuses liaisons (C-H, O-H, C-C, C-X = hétéoroatome), y compris les liaisons C-H souvent

peu réactives, est un avantage majeur des diazirines.
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Figure 62 : schéma de la réactivité du carbéne singulet aprés irradiation UV

Dans le cas d’une réaction du carbéne singulet avec une amine primaire ou
secondaire, une réaction secondaire possible provient de la formation d’'une énamine, suite
a la perte de HF (Figure 63). En milieu aqueux I'imine peut se réarranger pour former une
cétone, qui conduit a I'’échec du marquage de la cible par le groupement photoactivable par

hydrolyse du lien covalent.

H NHR NR
VP S
| 3 —> | ‘ CF; | N CHF,
e % Z
énamine imine
H,0 / H,0
(0]

CHF,

Yz

Figure 63 : réaction secondaire suite a I'insertion d’'une amine primaire ou secondaire

Les carbénes singulets peuvent aussi subir un croisement intersysteme en carbénes

triplets qui réagissent pour former des radicaux (Figure 64).

o

. . R H H
NTCF3 —— NTCFy MCFs

\/ \
singulet triplet R

Figure 64 : réactivité du carbéne triplet
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L'arrachement d’'un hydrogéne conduit a la formation de deux espéces radicalaires.
L’espece radicalaire peut ensuite soit réagir pour a nouveau réaliser un arrachement d’un
hydrogene, soit réagir avec I'espece radicalaire initialement formée.

Une autre réaction secondaire possible provient de 'oxydation par le dioxygene du

carbene triplet pour former une cétone, ce qui conduit a I’échec du marquage.

. 02 ) ﬁ\
[/ N \\/‘/ \,\C F3 U e \\\}//. C F s
N ~
triplet

Figure 65 : réaction secondaire du carbéne triplet sur le dioxygéne conduisant a une cétone

Le groupement trifluorométhylphényldiazirine a été utilisé pour la synthése de
sondes capables de marquer les MMP. La premiere équipe utilisant ce groupement dans ce
but est I'équipe de Yao,'®® qui propose deux sondes hydroxamates analogues dans leur
structure (possédant une étiquette fluorescente Cyanine 3), portant soit un groupement
photoactivable trifluorométhylphényldiazirine soit un groupement benzophenone (Figure
66A). Avec 500 nM de la sonde diazirine, il est possible de modifier jusqu’a 5 ng de
thermolysine et 1 ng de la hMMP-9. Avec une quantité de sonde diazirine supérieure a 5 uM,
bien que le marquage de la thermolysine soit amélioré, le marquage d’autres protéases
telles la papaine, la trypsine ou la cathepsine D est observé, montrant ainsi que la quantité

de sonde est un élément important dans la spécificité du marquage.

N (@] /
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Figure 66: structure des sondes hydroxamates développée par Yao et al. pour la détection de
métalloprotéases A. sonde trifluorométhylphényldiazirine B. sonde benzophénone 180

La comparaison du marquage de 10 ug de thermolysine en milieu complexe (extrait
de levures, 100 pg) avec les deux sondes révele qu’a quantités égales en protéines et en
présence de 5 uM de chaque sonde, seule la sonde diazirine est capable de marquer la
thermolysine. Cette différence de réactivité des groupements photoactivables est
globalement en faveur de la diazirine pour le marquage en milieu complexe.

La sonde diazirine a donc une bonne sensibilité pour la détection de la hMMP-9, mais
elle n’est pas spécifique de cette sous-famille des métalloprotéases. La question de
I’efficacité de cette sonde pour le marquage de MMP endogenes n’est pas abordée, mais la
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encore, la capacité de la sonde a modifier des métalloprotéases présentes en quantité
importante peut peut-étre nuire au marquage spécifique des MMP endogenes, présentes en
trés faible quantité.

Les équipes d’Overkleeft et de Bischoff'®'82 ont eux aussi travaillé sur la synthése de
sondes hydroxamates comportant un groupement photoactivable de type
trifluorométhylphényldiazirine et une étiquette biotine, capables de modifier la famille des
MMP et des ADAM. Dans un premier travail, ils ont comparé I'efficacité de deux sondes
possédant le groupement photoactivable soit en position Py soit en position P,’ pour la
modification covalente des MMP et des ADAM (Figure 67).

)K/ﬁ;\)L w \)L H0~H
T {Mt&
o B.

Figure 67 : A. sonde photoactivable A comportant le groupement photoactivable en position P,’. B. sonde
photactivable B comportant le groupement photoactivable en position P,’

pd

A.

Bien que les affinités des sondes A et B vis-a-vis des MMP soient tres proches
(respectivement 25,1 nM et 24,2 nM vis-a-vis de la MMP-9 et 3,6 nM et 12,5 nM vis-a-vis de
la MMP-12), la sonde B s’avere plus efficace que la sonde A pour marquer les différentes
MMP et ADAM testées (Figure 68).

A mp B ADAM
M 1 2 3 7 8 9 10 11 12 13
3 ‘r,... [
Sonde A |
(1pm) ”:'
20
37;‘—-— 3050 —
Sonde B 1
25 g §
(1 um) 2°t —— - — -

Figure 68 : comparaison du marquage des MMP et ADAM avec les sondes photoactivables A et B (dépot
entre 80 a 150 ng)

On peut remarquer cependant que les marquages entre les différentes MMP ne sont
pas homogenes : les MMP-1, MMP-3 et MMP-11 sont tres faiblement marquées par cette
sonde, tandis qu’au contraire, les MMP-8, MMP-12 et MMP-13 sont plus fortement
margquées.

De facon globale, 'amélioration des rendements de modification covalente due a la

présence du groupement photoactivable en position P;" peut s’expliquer par la particularité

-74 -



- Chapitre Il Systemes de détection des MMP -

structurale des MMP. Dans la cavité hydrophobe en position S,’, le carbéne formé par
I'irradiation de la diazirine est probablement moins amené a rencontrer des molécules
d’eau. Il réagit donc préférentiellement avec les résidus de la boucle S;" de I'enzyme pour
former un complexe covalent.

Méme si cette sonde est effectivement capable de marquer un trés large panel de
MMP et plusieurs ADAM, permettant la détection de ces deux sous-familles de
métalloprotéases, la sonde développée posséde, une fois encore, un groupement chélatant
du zinc de type hydroxamate. Elle pourrait donc avoir des difficultés a détecter des MMP en
milieux complexes a cause d’interactions non spécifiques dues a un marquage d’autres
métalloprotéases.

Un dernier exemple pour la conception d’'une sonde ABP pour la modification

1383 Les auteurs ont en effet

covalente des MMP a été élaboré par I'équipe de Qiu et a
synthétisé des analogues trimodulaires du Marimastat (inhibiteur large spectre des MMP)
contenant : une composante inhibitrice hydroxamate large spectre des MMP dérivée du
marismatat, un groupement photoactivable trifluorométhylphényldiazirine et un
groupement 2-azidoacétyle permettant la détection dans une deuxiéme étape. En effet,
apres ajout de sonde, le marquage est réalisé ensuite avec une biotine-alcyne, via une
réaction de cycloaddition de Huisgens. Cette approche, initialement développée dans les
travaux de Cravatt et al., a 'avantage de ne pas perturber I'interaction entre I'inhibiteur et Ia

protéine avec des groupements fluorescents assez encombrants (Figure 69).

Figure 69 : structure des deux sondes trimodulaires de Qjiu et al.*® comprenant : une composante inhibitrice
dérivée du Marismatat, un groupement photoactivable de type trifluorométhylphényldiazirine et un
groupement 2-azidoacétyle pour la détection via une cycloaddition de Huisgens avec la biotine-alcyne

Les deux sondes (sonde 1 et sonde 2 avec respectivement n = 0 ou n = 2) possédant
un bras espaceur entre le groupement 2-azidoacétyle plus ou moins long, ont une affinité de
180 nM pour le domaine catalytique de la hMMP-2. La sonde 2 modifie mieux le domaine
catalytique de la hMMP-2 que la sonde 1, suggérant qu’un espaceur plus important entre le
groupement photoactivable et I'azidoacétyle favorise le rendement de marquage.
Cependant, la limite de détection de la sonde 2 est de 80 nM (1,5 ng/uL) pour le domaine
catalytiqgue de la MMP-2h, ce qui correspond a une concentration encore assez élevée en
enzymes. La sonde 2 a été utilisée sur des cellules B16F10 et sur les protéines précipitées

dans du (NH4),S04, puis les échantillons ont été analysés par Western Blot avec un anticorps
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anti-hMMP-2 et par une révélation en anti-HRP streptavidine, apte a révéler la présence de
biotine dans I’échantillon. Les auteurs observent le marquage important d’'une protéine
gu’ils attribuent a la MMP-2 sous forme active. De facon trés étonnante, la question de la
sélectivité du marquage n’est pas abordée. En effet, aucune expérience de compétition dans
ce milieu n’a démontré la spécificité du signal observé, en western Blot ou avec la
streptavidine, alors que la compétition avec le GM6001 sur la protéine recombinante

montre que le signal observé n’est que partiellement éteint.

IL. 5. ¢) Groupement azoture d’aryle
Sous irradiation UV a 300 nm, les azotures d’aryle perdent une molécule de diazote
pour former un nitréne singulet. Ce nitréne singulet peut subir un croisement intersysteme

pour former un nitréne triplet (Figure 70).

A N3 hv _,/\\\/N'. AN “N,
J —UJ — U
= = =
singulet triplet
Figure 70 : formation du nitréne singulet apreés irradiation a 300 nm et formation du nitréne triplet aprés
croisement intersystéme
Le nitréne singulet peut réagir en tant qu’électrophile selon un mécanisme
d’insertion C-H (Figure 71).

Y Y
NF PN N R
. R™ 'H

singulet

Figure 71 : insertion C-H sur le nitréne singulet

Le nitréne singulet peut aussi se réarranger en benzazirine, qui elle-méme peut se
réarranger en déhydroazépine. Chacune de ces deux espéces peuvent réagir avec un

nucléophile Nu-H (Figure 72).

\\N Za Nu-H = /NU
Y O Mg
= X NS \NH2

singulet benzazirine

dehydroazépine

Figure 72: réarrangement du nitréne singulet en benzazirine, puis en déhydroazépine et attaque
nucléophile sur la benzazirine ou sur la déhydroazépine
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La réactivité du nitréne triplet passe par des intermédiaires radicalaires. Tout comme
les carbénes, I'arrachement d’un hydrogéne a une molécule de I'entourage conduit a la
formation de deux especes radicalaires. Celles-ci peuvent réagir entre elles pour former un

adduit covalent (Figure 73).

H . H .
SN S % PN
Y O =~ O
N N SR
triplet

Figure 73 : arrachement d’un hydrogéne de la cible protéique et réaction entre les deux radicaux ainsi formés

De facon identique aux carbénes triplets, les nitrenes triplets peuvent s’oxyder en

présence de dioxygéne (Figure 74).

AR Q_\\\/' N . /,/k _ N02
U =

S 02 F
triplet

Figure 74: réaction du nitréne singulet sur le dioxygéne

Au laboratoire, nous avons développé une sonde azoture capable de détecter les
formes actives de MMP humaines. Ces travaux seront détaillés dans la section II.6.

Tres récemment Lenger et al.’®

ont rapporté la détection de formes actives de MMP
isolées de plante (Arabidopsis thaliana, At) a I'aide d’une sonde photoactivable dérivée du
Marimastat, portant un groupement 4-azidotétrafluorobenzyle. La comparaison d’une sonde
benzophénone et d’une sonde 4-azidotétrafluorobenzyle montre que le marquage obtenu

avec la sonde azoture est plus efficace (Figure 75).
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Figure 75 : structure chimique des sondes développées par Lenger et al. pour la détection des formes
actives dans Arabidopsis thaliana A. sonde benzophénone B. sonde 4-azidotétrafluorobenzoyle184
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Le marquage des MMP-2, MMP-4 et MMP-5 d’Arabidopsis thaliana (respectivement
At2-MMP, At4-MMP, At5-MMP) avec la sonde azoture (1 uM) est réalisé dans des extraits de
feuilles de cette plante (1 mg/mL), dans laquelle les vecteurs d’expression de ces MMP ont
été clonés afin de conduire a la surexpression de MMP. Ce marquage semble spécifique du
site actif de la protéase : suite a une préincubation avec du Marimastat (500 uM), le
marquage diminue fortement. Afin d’identifier les protéines marquées, des expériences de
nanolLC-MS ont été réalisées apres purification et enrichissement sur des billes de
streptavidine et digestion trypsique du complexe covalent enzyme-sonde. Avec la sonde
azoture, I’At4-MMP a été identifiée par LC-MS avec 48 % de couverture de séquence et 21
fragments peptidiques identifiés. Cette protéine est présente uniquement dans les extraits
de plantes surexprimant les MMP par rapport aux plantes contrbéles n’exprimant pas les
At-MMP. Pour I'At5-MMP et I’At2-MMP, I'identification par spectrométrie de masse est plus

modérée (7 a 8 % de couverture de séquence).

II. 5. d) Bilan des sondes ABP développées dans la littérature pour la
détection des formes actives de MMP

Ci-dessous sont présentées les sondes précédemment citées et comparées du point

de vue de leur sensibilité pour la détection des MMP, en tampon et en milieu complexe.
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Tableau 3 : sensibilité des sondes ABP photoactivables développées dans la littérature pour la détection des

formes actives de MMP

Structure chimique de la Sensibilité en o . )
Sensibilité en milieu complexe Réf.
sonde tampon
o L NJ’LNV";”NMuiiﬁ :ﬁ}/* Dans 1 ug de protéines de rein de souris :
Hoono 2 H co (L
AL *r° | hMMP-2:3ng -hMMP-2 : 3 ng 175
- 100 ng pour les hMMP-7 et hMMP-9
o Dans un protéome de foie de souris :
/\fj\\ B s
. A L - hMMP-1 : 500 ng/mg de protéines totales
H H
Ho'Nmfj\” I N@NW - - hMMP-3 : 2,5 pg/mg de protéines totales 176
H - hMMP-7 : 250 ng/mg de protéines totales
- hMMP-12 : 1 ug/mg de protéines totales
O <,
R s /,va([)\ Q|- hMMP3 :10 ng
FTTTEETTTN | - hMMP-7 : 96 ng - 177
{
-hMMP-14 : 30 ng
HO. N (o]
N : ﬁ“Jf “}ﬂ% hMMP-2 : 1,5 ng/uL
o n:g N3 - 183
;Q@; " | (80 nM)
N
N
Q/N/\?\lv,\@ .
LA
o j; o hMMP-9 : 1 ng ; 180
HOHN N\g/\qu\/No m&ﬂ(ci‘
wo LR i A hMMP-2, -3, -7, -8, -
S G e 181/
\© H/ w M 9,-10,-11,-12, -13 : -
. 182

s 80 ng a 150 ng

o

Il est intéressant de remarquer que la meilleure sensibilité de détection publiée dans
les différentes approches est de 1 ng en tampon pour la hMMP-9 et de 3 ng pour la hMMP-2
en protéome complexe. Sur les différentes sondes reportées, toutes n’ont pas été utilisées
en milieu complexe, ce qui pourtant est une étape clef dans la recherche de formes actives

endogenes de MMP.
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A ce jour, aucune donnée sur une détection de formes actives endogenes issues de

fluides biologiques ou d’extraits d’organe n’a été reportée.

Il. 6. Travaux antérieurs sur une premiére génération de sonde ABP

Au laboratoire, une premiere génération de sonde ABP, précédemment synthétisée
pour la détection des formes actives de MMP, est composée de trois éléments 186
- un groupement photoactivable capable de générer un lien covalent suite a une irradiation a
la longueur d’onde d’excitation du groupement choisi
- une composante inhibitrice phosphinique, large spectre des MMP
- une étiquette permettant la visualisation du complexe covalent. Il a été choisi d’utiliser une

étiquette radioactive au tritium

3
—H

Figure 76 : structure chimique de la sonde 1

La plupart des MMP (sauf les MMP-1 et MMP-7) possedent une cavité profonde et
hydrophobe au niveau du sous-site S;’. Une partie du sous-site S;’ posséde une certaine
flexibilité, notamment au niveau du bas de la boucle S;’, tandis que le reste de la cavité est
bien défini dans les différentes MMP. La taille et la séquence de la boucle S;” sont variables
selon la nature des MMP.

Nous avons décidé de positionner le groupement photoactivable en P,’, enfoui dans
la cavité S;’. L'expérience du laboratoire dans le développement d’inhibiteurs phosphiniques
de MMP montre que les longues chaines hydrophobes en position P;" sont bien tolérées
dans la cavité S;’. De plus, les especes réactives formées apres photo-irradiation au fond de
la cavité sont plus susceptibles de réagir avec les résidus de la protéine qu’avec les
molécules d’eau. Le groupement photoactivable conduit, sous irradiation, a la formation de
précurseurs dont la réactivité détermine le pourcentage de modification covalente de la
protéine par la sonde. L'irradiation intervenant dans un contexte structural donné, il est
donc tres difficile de prévoir la réactivité des groupements photoactivables au sein de la
protéine. Nous avons choisi de cibler le sous-site S;’, en plagant le groupement
photoactivable dans une position qui n’affecte pas I'affinité et assure une proximité entre

I'intermédiaire formé par photo-irradiation et des groupes du sous site. Il a donc été choisi
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d’utiliser dans un premier temps le groupement photoactivable de type azoture possédant
un encombrement stérique faible. Il est intéressant de noter que, dans la littérature
(Tableau 3), peu de groupes ont fait ce choix de placer le groupement photoactivable en
position S;’, alors que selon notre étude du contexte structural, cela s’avere comme la
meilleure possibilité.

Pour la composante inhibitrice, nous avons choisi de nous intéresser a un
groupement chélatant du zinc de type phosphinique. En effet, malgré un pouvoir chélatant
du zinc plus faible, ce type de groupement a permis le développement d’inhibiteurs
spécifiques des MMP, dont utilisation a été validée in vivo.'® Ainsi, afin de pouvoir détecter
I’ensemble des MMP présentes dans un milieu complexe, nous avons décidé d’utiliser une
sonde dérivée d’un inhibiteur large spectre des MMP.

L'étiquette permettant la visualisation du complexe covalent enzyme-sonde est le
tritium. En effet, 'utilisation de la radioactivité conduit a une sensibilité de I'ordre d’un
picocurie via la détection a I'aide d’un B-imager 2000, soit une sensibilité tres importante. De
plus, l'utilisation de la radioactivité permet d’accéder a la quantification relative du
pourcentage de modification covalente entre les différentes MMP. Contrairement a des
groupements fluorescents souvent stériquement encombrants et hydrophobes, le tritium
modifie trés peu les propriétés physico-chimiques de la sonde, ce qui limite les interactions
non spécifiques en milieu complexe.

Les travaux de David et al.*®¢

ont démontré que la sonde azoture 1 présente de tres
bonnes affinités pour les MMP (inférieures a 13 nM) mais aussi une trés bonne sélectivité,
dans la mesure ou d’autres métalloprotéases proches des MMP ne sont pas inhibables par
cette sonde 1. De plus, il est possible de marquer spécifiguement le site actif des MMP avec
cette sonde, apres irradiation UV. En effet, en I'absence d’irradiation, aucun marquage de la
hMMP-12 n’est observé. De plus, apres pré-incubation d’un compétiteur (Figure 77) en
présence d’enzymes, le marquage est fortement diminué, indiquant la nécessité d’un site

actif libre pour un marquage efficace (Figure 77).

Figure 77 : modification covalente de la hMMP-12 avec la sonde azoture d’aryle. A. membrane PVDF
radioactive de hMMP-12 incubée en présence ou en absence de compétiteur 2 et avant irradiation UV. B.
méme expérience sur gel d’électrophorése SDS PAGE coloré au nitrate d’argent. C. structure chimique du
compétiteur
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La sonde ainsi développée est tres sensible pour la détection de la hMMP-12 : 50 pg
soit 2,5 fmol dans 25 pL (soit 100 pM ou 2 pg / uL) sont détectables par 2 uM de sonde
(Figure 78). Pour comparaison, les meilleures sensibilités de détection rapportées dans la

littérature sont de 12 fmol pour la hMMP-9 *¥° et de 60 fmol pour la hMMP-2.1"°
MMP-12 (ng)

1 0.5 0.1 0.05 0.01 0.005

Figure 78 : sensibilité de détection de la hMMP-12 par la sonde azoture (2 uM)

Dans cette étude les rendements de marquage ont été déterminés afin de mesurer
leur impact sur la capacité de la sonde a détecter différentes MMP. Ceci a constitué le
premier bilan quantitatif sur la modification covalente des MMP par une sonde ABP
photoactivable dans la littérature. Malgré un tres fort rendement de modification covalente
pour la hMMP-12, une grande variabilité du pourcentage de modification covalente des
MMP est observée (Figure 79) : la sonde modifie dans une moindre mesure les hMMP-2,
hMMP-13 et hMMP-14 mais elle modifie trés peu les AMMP-8, hMMP-9, hMMP-11.

MMP-2  MMP-8 MMP-9 MMP-11 MMP-12 MMP-13 MMP-14

—a ——

HE DEEE
lomodir, 24 1 15 % oar 11 42 35 19

Figure 79: pourcentages de modification covalente obtenus avec la sonde azoture développée au
. 186
laboratoire

L'utilisation d’'une sonde portant un groupement photoactivable de type azoture
(sonde 1) a donc permis de développer une sonde apte a modifier de facon covalente les
hMMP-12 et hMMP-3, mais plus difficilement les autres MMP. Afin de mieux comprendre
les variations de réactivité de I’azoture dans le contexte structural des différentes MMP, une
étude approfondie du site de modification covalente des hMMP-12 et hMMP-3 a été

réalisée au laboratoire. 18718 |

‘ensemble des données obtenues (analyses en spectrométrie
de masse et en séquencage d’Edman, études des rendements de photomarquages des
mutants de la position 241 sur la hMMP-12) permet de conclure que le groupement amine €
de la lysine 241 est la cible de la sonde 1 chez la hMMP-12. La dépendance du rendement de
modification covalente au pH (de 45 % a 85 % de modification covalente, avec
respectivement un tampon a pH 7 et a pH 12), montre que la nucléophilie de la lysine
influence le pourcentage de modification covalente. Le séquencage d’Edman et la
dépendance au pH du pourcentage de modification de la hMMP-3 par la sonde 1

démontrent I'implication de I'azote T du cycle imidazole de I'histidine en position 241.
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Figure 80 : structure chimique et numérotation de I'histidine 241 de la hMMP-3

Le nitréne formé par irradiation de l'azoture réagit préférentiellement avec les
groupements nucléophiles dans les protéines. Seules les hMMP-3 et hMMP-12 possedent
des résidus nucléophiles présents dans cette position (respectivement une histidine et une
lysine). La hMMP-9 et la MMP-12 murine (mMMMP-12) possedent une arginine en position
241. L’étude de la dépendance au pH du pourcentage de modification covalente de ces deux
MMP par la sonde 1 souligne a nouveau l'importance de la nucléophilie du résidu en
position 241, dans la mesure ou I'atome d’azote porté par la guanidine de I'arginine a une
nucléophilie plus faible que I'atome d’azote porté par la lysine ou I’histidine.

La taille et la séquence des résidus en position 241 de la boucle S;’ n’étant pas
conservées entre les différents domaines catalytiques des MMP (Tableau 4), ces travaux
suggerent de changer le groupement photoactivable pour converger vers une chimie de

modification des MMP plus homogéne.

Tableau 4 : alignement des séquences des MMP. Le résidu en position 241 n’est pas conservé entre les
différentes MMP
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Ill. Objectifs de la these

Malgré une tres grande affinité pour les MMP, la sonde azoture synthétisée au
laboratoire n’a pu modifier les MMP de facon homogene entre elles. Ainsi, les rendements
de modification covalente obtenus étaient importants avec la MMP-12 (42 %), mais
beaucoup plus faibles pour certaines MMP (1 % pour la MMP-8). De fait, le choix du
groupement photoactivable est essentiel pour moduler la capacité de modification
covalente des MMP par la sonde.

Le groupement photoactivable doit étre positionné pour s’insérer dans la cavité S;’.
En effet, la présence d’une cavité hydrophobe profonde chez la majorité des hMMP (sauf les

hMMP-1 et hMMP-7) autorise la présence de groupements assez volumineux. De plus,
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I’hydrophobicité de la cavité S;” est un atout pour améliorer les rendements de modification
covalente de I'enzyme par la sonde, dans la mesure ou la sonde est tres peu exposée aux
molécules d’eau, donc peu susceptible de réagir avec celles-ci.

Face au manque de réactivité des nitrénes sur les liaisons C-H, nous avons décidé
d’employer une sonde possédant un autre type de groupement photoactivable. Des essais
préliminaires ayant démontré que [l'utilisation d’un groupement benzophénone nuit
fortement a l'affinité de la sonde pour certaines MMP (Ki environ 100 nM pour la
hMMP-12), il a été envisagé  d’utiliser un groupement de type
trifluorométhylphényldiazirine. Les carbénes formés suite a l'irradiation de la diazirine
peuvent s’insérer au sein de liaisons diverses (C-H, O-H, C-C), ce qui constitue un avantage
important des diazirines.

L'objectif de ce travail est de réaliser la synthése d’une nouvelle sonde ABP
photoactivable possédant un groupement trifluorométhylphényldiazirine (Figure 81) pour
obtenir des pourcentages de marquages homogénes et élevés vis-a-vis des MMP
recombinantes et enfin, de montrer que son emploi en milieu complexe conduit a la

détection de formes endogénes de MMP dans des milieux complexes.

Figure 81 : structure chimique de la nouvelle sonde photoactivable pour la détection des formes actives de
MMP
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I. Conception et synthese de la sonde

I.1. Conception de la sonde

L’objectif de ce projet était de développer une nouvelle sonde présentant un profil de
modification covalente des MMP supérieur a celui observé pour la sonde précédemment
mise au point par le laboratoire. La conception de la sonde précédente avait été faite en
prenant en compte la structure de la cavité S;" des MMP, afin d’assurer une trés bonne
proximité entre le groupement photoactivable et des résidus situés dans cette cavité et donc
de permettre de bons rendements de photomarquage. Ce dernier point peut étre crucial, car
non satisfait, il peut conduire a des sondes médiocres en termes de réactivité et donc de
sensibilité de détection. Pour atteindre un tres bon rendement de photomarquage, notre
stratégie repose sur lutilisation d’une chaine latérale en position P, de la sonde
suffisamment longue, sur laquelle est greffé en position distale un groupement
photoactivable. Cette position permet au groupement photoactivable d’étre enfoui dans la
cavité S¢’, hors des molécules d’eau et d’étre entouré de nombreux résidus du site actif des
MMP. La réussite de cette stratégie requiert de ne pas compromettre I'affinité de la sonde
par effet stérique, pouvant résulter d’un mauvais placement du groupement photoactivable
dans la cavité S;’. L’affinité de la sonde dicte les concentrations a utiliser pour atteindre la
saturation des cibles a modifier. Il est donc avantageux que les concentrations de sonde
restent faibles pour minimiser le plus possible les interactions non-spécifiques et donc la
détection de nombreuses protéines hors d’intérét et qui peuvent étre tres abondantes
comme la sérum albumine.

Notre stratégie de conception s’est révélée judicieuse par I'obtention de rendements
de photomarquage extrémement importants pour la premiére sonde de photoaffinité

% pour satisfaire cette contrainte,

développée au laboratoire pour cibler les MMP.
historiguement, le groupement azoture avait été sélectionné car il est le moins encombrant
du point de vue stérique parmi les groupements photoactivables classiquement utilisés et sa
structure en position distale d’'un groupement phényle apparaissait trés bien adaptée au

contexte de la cavité S;" des MMP.

Sur la base de ces considérations, pour développer une deuxiéme génération de
sonde, l'utilisation d’un groupement benzophénone comme groupement photoactivable a
été écartée pour des raisons d’encombrement stérique trop important, laissant comme seul
choix possible le groupement trifluorométhylphényldiazirine. Ce choix semblait porteur de

possibilités nouvelles, car I'intermédiaire réactif généré par photoactivation de la diazirine
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est connu pour pouvoir réagir avec un plus grand nombre d’acides aminés que le nitréne de
I'azoture.'®
MMP.

En dehors de ces considérations sur |'affinité de la sonde et les rendements de

Il restait a vérifier I'impact de ce groupement sur I'affinité de la sonde pour les

photomarquage, nous avons souhaité dans ce projet augmenter la solubilité de la nouvelle
sonde et aussi diminuer le photomarquage important de la sérum albumine qui avait été
observé avec la sonde précédente. Pour ce faire, la partie en P, de la nouvelle sonde a été
simplifiée, afin d’avoir moins de groupements hydrophobes a ce niveau, et le résidu
tryptophane a été remplacé par une tyrosine, modification pouvant largement diminuer

I'interaction de la sonde avec la sérum albumine,*®

puisque celle-ci porte un site
d’interaction pour le tryptophane. Enfin, un petit lien PEG a été introduit a I'extrémité

C-terminale, autorisant un radiomarquage pour la détection des adduits covalents.

I.2. Syntheése de la sonde

La synthese de la sonde a été réalisée en utilisant une synthese sur support solide,
nécessitant de préparer préalablement le synthon phosphinique A et le synthon
trifluorométhylphényldiazirine B (Schéma 1). Le synthon trifluorométhylphényldiazirine B a
été synthétisé par notre collegue D. Georgiadis du « Laboratory of Organic Chemistry,
University of Athens », en Grece. La synthése du synthon A a été réalisée a partir du
diéthymalonate, comme décrit dans la partie « matériel et méthodes ». Pour la synthése de
la sonde, les deux acides aminés ont été incorporés sur une résine Universal PEGNovaTag en
utilisant la stratégie Fmoc, suivi par l'incorporation du synthon A. Le synthon B a été
incorporé ensuite sur support solide via une activation en chloroxime puis cycloaddition 1-3
dipolaire. Apres cette phase de synthese, la molécule est libérée de son support par ajout de
TFA. La sonde comporte en position P, un centre asymétrique, qui n’étant pas contrélé dans
notre protocole de synthése, génere un mélange de deux diastéréoisomeéres pour ce
composé. Ces deux diastéréoisomeres ont été séparés par une étape de purification par RP-
HPLC. Les deux diastéréoisomeres ont été propionylés en utilisant du N-succinimidyl (*H)-
propionate radioactif et purifiés par RP-HPLC (Figure 82). Le diastéréoisomere élué dans la
premiére fraction HPLC (sonde 2) présente I'affinité la plus élevée pour les MMP. Par
analogie avec des travaux précédents sur ce type de composés,'® le carbone a du résidu en
position Py’ dans ce diastéréoisomere a été considéré comme ayant la configuration S. La
sonde obtenue posséde une activité spécifique de 50,7 Ci/mmol, un élément important pour
la suite de ce travail, puisque la sensibilité de notre appareil pour détecter les adduits
covalents radiomarqués est de 1 pCi, donc de 0,02 femtomoles théoriquement. Cependant,
pour des raisons de géométrie de détection seule la moitié des désintégrations est comptée

dans I'appareil. Par ailleurs si on prend un rendement de modification covalente de 50 %, ce
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qui est déja tres important, la sensibilité attendue est de 0,08 femtomoles ou de

0,4 femtomoles si le rendement n’est que de 10 %.

Ol

OH
o o
N \i)J\NH o
o} [0} —\OHKAO/\/O\/\OMNJ\/\Q‘H
N H o sy
sonde 2

FsC o
Schéma 1 : schéma de synthése de la sonde 2; i - piperidine/DMF 20/80 puis Fmoc-AA-OH (10 eq.), HATU (9,4
eq.), DIEA (20 eq.), DMF, TA, 30 min ii - CIHOBt (1 eq.), A (1,3 eq.), DIC (1 eq.), DMF, TA 15h iii - pyridine
(1,8 eq.), B (18 eq.) CH,Cl,, N-chlorosuccinimide (20 eq.), 40 °C, 4 h puis addition sur la résine, triethylamine
(14eq.) TA, 15 h, CH)Cl, iv - TFA/TIS/H,0 95/2,5/2,5, TA, 1,5 h v - purification RP-HPLC puis
ajout du N-succinimidyl(sH) propionate radioactif (6,7 eq.), N-succinimidylpropionate (0,9 eq.), DIEA (5,5 eq.),
DMF, RT,40 h
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Figure 82 : RP-HPLC analytique de la sonde 2 (diastéréoisomeére 1) sur une colonne Ascentis Express C18 (10
cm x 4,6 mm; 2,7 um, débit 1,2 ml/min) UV a A = 275 nm gradient : 0-100 % B entre 0 et 12 min : Rt = 11,0 min
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Il. Photomarquage de MMP recombinantes

Il. 1. Affinité de la sonde pour les MMP

Les affinités de la sonde 2 pour les différentes MMP ont été déterminées par tests
(Mca-Mat et

Mca-MMP-3, voir Matériel et Méthodes), apres incubation de différentes quantités de sonde

enzymatiques en utilisant des substrats peptidiques fluorogéniques
en présence de chacune des MMP. Les constantes d’inhibition ont été déterminées en
utilisant la méthode d’Horovitz et Levitzki et comparées a celles obtenues avec la sonde 1
(Tableau 5).*' Nous avons testé a la fois les MMP sous forme entiére et sous forme de
domaines catalytiques uniquement, afin de contréler la capacité de la sonde 2 a interagir

avec les différentes formes actives des MMP.

Tableau 5 : affinités des sonde 1 et sonde 2 pour les domaines catalytiques et les formes entiéres des MMP
(tampon Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 6,8, 22 °C)

e | MMP-2 [ hMMP-3 [ hMMP-8 [ hMMP-9 [ hMMP-12 | hMMP-13 | hMMP-14 | mMMP-12
cat cat cat cat cat cat cat cat
Ki sonde 1 0,7 13 0,8 0,75 0,17 0,4 35 ;
(nM)
Ki sonde 2 0,5 527 0,6 2,6 1,0 1,6 215 2,4
(nM)
hMMP hMMP-2 hMMP-3 hMMP-8 hMMP-9 hMMP-13 | hMMP-14
Ki sonde 2 1,5 176 3,0 5,6 27 140
(nM)

L’évaluation des affinités de la sonde 2 pour les domaines catalytiques et les enzymes
sous forme entiere montre que celle-ci se comporte comme un inhibiteur puissant de ces
différentes formes de MMP (hMMP-2, -8, -9, -12 et -13), avec des affinités cependant plus
modestes pour les hMMP-3 et hMMP-14 (Tableau 5). A I'exception de ces deux MMP, le
profil d’affinité de la sonde 2 est similaire a celui observé pour la sonde 1 (Tableau 5). Les
différences d’affinité observées pour les MMP-3 et MMP-14 peuvent provenir de
I'encombrement stérique plus important du groupement trifluorométhylphényldiazirine par
rapport au groupement azoture, ou bien des modifications introduites dans les positions P,’
et Py’ de la sonde 2.

Compte tenu de I'affinité nanomolaire de la sonde 2 pour les différentes MMP (sauf
les MMP-3 et MMP-14), une concentration de 100 nM dans les expériences en milieux
complexes a été choisie, car elle permet d’atteindre la saturation des formes actives de
MMP, avant photoactivation, excepté pour les MMP-3 et MMP-14 qui ne seront que

partiellement inhibées par la sonde.
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Il. 2. Modification covalente des MMP recombinantes

L’étude des complexes covalents enzyme-sonde comprend les étapes suivantes : une
incubation a I'abri de la lumiére de la sonde en présence de MMP afin de permettre la
formation du complexe et de vérifier que l'inhibition des MMP est totale pour les
concentrations de sonde choisie; puis I'étape d’activation par photoirradiation a une
température de 10 °C. La présence d’un complexe covalent est ensuite analysée par gel
d’électrophorése SDS-PAGE en conditions dénaturantes, afin de séparer les adduits
covalents de I'excés de sonde. Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de
PVDF (PolyVinylidine DiFluoride), qui est analysée sur un radioimageur pour détecter les
adduits covalents portant le tag radioactif. Alternativement, la modification covalente des
domaines catalytiques des MMP par la sonde peut étre aussi observée sur gel
d’électrophorése révélé au nitrate d’argent. En effet, pour les domaines catalytiques des
MMP, une séparation entre I'enzyme modifiée par la sonde (bande supérieure) et la forme
non modifiée de I'enzyme (bande inférieure) sur gel d’électrophorése SDS-PAGE a été

documentée précédemment.'®®

II. 2. a) Marquage covalent du site actif des MMP

Afin d’établir que I'observation de I'adduit met en jeu obligatoirement la formation
d’un lien covalent et ne résulte pas d’un complexe MMP/sonde non-covalent, nous avons
comparé les résultats obtenus avec ou sans irradiation de la sonde en utilisant le domaine
catalytique de la hMMP-9. En absence d’irradiation, aucun signal de radioactivité n’est
détecté sur les membranes, par contre un signal apparait apres photoactivation. Ces
résultats indiquent que la détection d’'un signal de radioactivité résulte bien d’une
modification covalente de la MMP-9 par la sonde (Figure 83).

S’agissant de réaliser la détection de formes actives de MMP, il est impératif de
montrer que le photomarquage implique le site actif de I'enzyme. Une expérience de
compétition en présence de LD500.1, inhibiteur puissant des MMP (Ki = 0,004 nM pour la
hMMP-9), a donc été réalisée. Aucun signal n’est détecté en radioactivité car I'inhibiteur
LD500.1 est en complexe avec la MMP, ce qui bloque I'accés au site actif pour la sonde. Ces
résultats montrent qu’il est donc nécessaire d’avoir un site actif libre pour avoir un

marquage de MMP avec la sonde 2.
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Figure 83 : marquage covalent de la MMP-9 et structure de I'inhibiteur LD500.1. La hMMP-9 (250 nM) a été
incubée en présence de sonde (1 pM), sans photoirradiation (piste 1) ou avec photoirradiation (piste 2). La
piste 3 montre le résultat d’'une expérience de compétition en présence de LD500.1 (10 uM)

Les expériences réalisées sur la hMMP-9 indiquent donc trés clairement que le
photomarquage a lieu au niveau du site actif de I'enzyme, un résultat en accord avec une
conception de la sonde reposant sur l'utilisation d’un motif phosphinique, inhibiteur
puissant des MMP. Cette sonde doit donc permettre la détection uniquement de formes
actives de MMP.

II. 2. b) Modification d’'un panel de MMP recombinantes

La capacité de la sonde 2 a modifier un panel plus large de MMP (MMP-2, -3, -8, -9, -
12, -13, -14, chacune séparément a une concentration finale de 250 nM) est reportée dans la
Figure 84, ol sont présentées des expériences de modification analysées par gel SDS-PAGE
révélé au nitrate d’argent. La présence d’un dédoublement de bande pour tous les domaines
catalytiqgues des MMP testées, apres traitement par la sonde 2, montre que celle-ci est
capable de modifier 'ensemble des MMP. Cependant, des différences dans le rendement de
photomarquage entre les différentes MMP sont suggérées par la variation d’intensité entre

bandes inférieures et supérieures, qui refléte le rendement de marquage.

MMP-2  MMP-3 MMP-8§ MMP-9 MMP-12 MMP-13 MMP-14  \w (xpa)

Sonde2,hv - + - + - - - - -+ - + - +
—’)5
—
— < __-—-—20
i - e TP — — ——

—— .

Figure 84 : gel d’électrophorése SDS-PAGE des domaines catalytiques des MMP (250 nM) modifiés par la
sonde 2 (1 uM). (dépot de 2 pmol de MMP sur le gel SDS-PAGE révélé au nitrate d’argent)

Pour accéder a une meilleure quantification des pourcentages de photomarquage,
nous avons utilisé les données issues de la radioimagerie, puisque I'acquisition au B-imageur

permet d’accéder a un comptage absolu du signal de radioactivité, a I'inverse du marquage
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au nitrate d’argent. Néanmoins, le signal observé sur le gel SDS-PAGE révélé au nitrate
d’argent peut étre exploité en faisant le rapport des intensités des bandes
inférieures/supérieures pour une méme MMP. Sur la base de plusieurs expériences, nous
avons déduit un rendement de modification de 50 % a la MMP-9 (Figure 84), puis attribué ce
pourcentage au signal de radioactivité observé pour la MMP-9. Le rapport des signaux de
radioactivité permet alors de calculer les rendements de modification covalente pour toutes
les autres MMP, reportés dans la Figure 85. Cette approche pour le calcul de rendement, en
prenant le signal a I’'argent de la MMP-9 en référence, a été choisie. Bien qu’il soit possible
de calculer les quantités de MMP a partir du signal de radioactivité, cela suppose gu’il existe
un rendement de transfert de 100 % des protéines du gel SDS-PAGE vers la membrane PVDF
sur laquelle est fait le comptage. Or on sait que ce rendement n’atteint pas forcément
100 %.

MMP-2 MMP-3 MMP-8 MMP-9  MMP-12 MMP-13 MMP-14
Sonde 2, hv + - ~ + + + +

MW (kDa)

Pourcentage de
modification(%)

Figure 85 : membrane PVDF analysée en radioactivité des domaines catalytiques des MMP (250 nM) modifiés
par la sonde 2 (1 uM). 100 fmol ont été déposées sur gel SDS-PAGE a 15 % d’acrylamide. Les pourcentages de
modification covalente ont été évalués a partir du comptage en radioactivité, sur une base de 50 % de
modification de la hMMP-9

D’aprés ces données, les MMP-3 et MMP-12 apparaissent les moins bien modifiées
par la sonde 2 (respectivement 12 % et 11 %), alors que les MMP-9 et MMP-14 sont
modifiées avec des rendements particulierement importants, respectivement 50 % et 58 %
(Figure 85).

De fagon intéressante, la sonde 2, qui a une affinité modeste pour la MMP-14,
montre un des plus forts pourcentages de modification, indiquant que I’affinité de la sonde
pour sa cible n’est pas nécessairement un élément déterminant pour le rendement de
photomarquage. Compte tenu de I'affinité de la sonde pour la MMP-14 (215 nM) et des
conditions d’utilisation de la sonde (1 uM) dans nos expériences, toute la MMP-14 n’était
pas saturée. Cette situation conduit donc a sous-estimer le pourcentage de marquage de
cette MMP par la sonde 2.

Les pourcentages obtenus précédemment pour la modification covalente des MMP
avec la sonde azoture sont présentés dans le Tableau 6, pour comparaison avec I'efficacité

de la nouvelle sonde (sonde 2).

-91 -



- Chapitre Il Résultats et discussion -

Tableau 6 : pourcentages de modification covalente des MMP par la sonde 1 et la sonde 2

hMMP hMMP-2 hMMP-3 hMMP-8 hMMP-9 | h(MMP-12 | AMMP-13 | hMMP-14
cat cat cat cat cat cat cat
% de modification
covalente par la 24 65 1 15 42 35 19
sonde 1
% de modification
covalente par la 38 12 33 50 11 15 58
sonde 2

Les pourcentages de modification covalente des différentes MMP par la sonde
diazirine (sonde 2) se révélent plus élevés que ceux obtenus avec la sonde azoture (sonde 1),
a I'exception des MMP-3, MMP-12 et MMP-13. Ces expériences peuvent s’expliquer par la
différence de réactivité des carbenes (pour la sonde diazirine) et des nitrénes (pour la sonde
azoture) et leur capacité a former un lien covalent selon la nature des résidus situés a
proximité du groupement réactif. Dans le contexte précis d’une réaction de photochimie au
sein d’une cavité protéique, le carbene semble avoir une réactivité globalement plus
universelle avec les différentes MMP, par rapport au nitréne. La modification tres élevée des
MMP-3 et MMP-12 par la sonde azoture a été expliquée par la présence dans ces enzymes
de deux résidus Histidine et Lysine, respectivement, portant des fonctions nucléophiles sur

187 | est intéressant de noter qu’avec un

leur chaine latérale modifiées par le dérivé nitréne.
carbene, cette nucléophilie aurait une contribution plus faible dans [l'efficacité de

modification covalente ou que la chimie de modification covalente ne serait pas la méme.

Les expériences précédentes de photomarquage ont été réalisées sur les domaines
catalytiques des MMP. Afin de montrer que la sonde peut aussi modifier de fagon covalente
les formes entiéres des MMP, une comparaison entre les pourcentages de modification de la

hMMP-9 forme entiére et son domaine catalytique seul a été réalisée (Figure 86).
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Sonde2 + + + + + + + +
hv -+ -+ - -+
hMMP-9 hMMP-9  hMMP-9 hMMP-9

Cat Full Cat Full
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Figure 86: membrane PVDF analysée en radioactivité et gel SDS-PAGE révélé au nitrate d’argent de la
modification de la forme entiére de la MMP-9h et du domaine catalytique de la MMP-9h (250 nM) par la sonde
(1 uM), (200 fmol déposées sur la membrane PVDF et 2 pmol déposées sur le gel coloré au nitrate d’argent)

La sonde modifie de facon identique la forme entiere et le domaine catalytique de la
MMP-9h (respectivement 46 % et 50 % de pourcentage de modification covalente). On peut
dans cette expérience, réaliser la sensibilité offerte par la radioimagerie. En effet, celle-ci
indique qu’un produit d’autolyse de la MMP-9 est modifié par la sonde, dont la quantité
peut étre calculée en faisant les rapports d’intensité entre forme entiére et sous-produit
(12 %, 24 fmol sur la membrane PVDF). De facon intéressante, I'existence de ce sous-produit

est tres difficile a détecter dans le gel coloré a I'argent.

Il. 3. Sensibilité de détection des MMP

Afin de connaitre la limite de détection pour la modification covalente de la hMMP-9
par la sonde, différentes quantités de hMMP-9 (0,01 nM, 0,05 nM, 0,1 nM, 0,2 nM, 0,5 nM, 1
nM et 2 nM) ont été incubées en présence de sonde (100 nM). Ces expériences permettent
de déduire une limite de 0,5 femtomoles pour la détection de la MMP-9 (50 pM dans 10 pL,
10 pg de protéine, Figure 87). Ci-dessus nous avions calculé une limite de détection
théorique de 0,08 femtomoles, ce qui laisse penser que le rendement de transfert des
protéines n’est pas total. Il se peut aussi que la faible quantité de protéines manipulée dans

ces expériences entraine des pertes de matériel lors des manipulations.

MMP-9 (fmol) 20 10 5 2 1 0.5 0.1
Sonde 2 hv — - - — - - - MW (kDa)

Figure 87 : membrane PVDF analysée en radioactivité présentant différentes quantités de hMMP-9 modifiée
par la sonde (100 nM)
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De facon similaire, la sensibilité de détection de la hMMP-12 est de 2 femtomoles

(200 pM dans 10 pL, 40 pg de protéines, Figure 88).

hMMP-12 (fmol) 50 20 10 2
Sonde 2, hv + +  + o+ MW (kDa)

Figure 88: membrane PVDF analysée en radioactivité présentant différentes quantités de hMMP-12
modifiée par la sonde (100 nM)

La sonde azoture (sonde 1) posséde une limite de détection de 2,5 femtomoles
(100 pM dans 25 uL, 50 pg de protéine) pour la hMMP-12. Cette limite de détection est
comparable a celle obtenue avec la sonde 2. La sonde 2 ayant un rendement de modification
covalente pour la hMMP-12 quatre fois plus faible que celui de la sonde 1 (11 % et 45 % pour
la sonde 2 et la sonde 1, respectivement), elle devrait donc avoir une moins bonne
sensibilité. Cependant, la radioactivité spécifique de la sonde 2 est six fois plus élevée
(50,7 Ci/mmol et 8 Ci/mmol pour la sonde 2 et la sonde 1, respectivement), ce qui
contrebalance les différences sur les rendements de modification covalente et explique la
sensibilité obtenue.

A pourcentages de modification covalente comparables, la sonde diazirine a une
meilleure sensibilité pour la détection de la hMMP-9, par rapport a la sensibilité de la sonde
1 pour la hMMP-12. Ce gain de sensibilité d’un facteur 5 est aussi a mettre en relation avec
la radioactivité spécifique plus importante de la sonde diazirine par rapport a la sonde
azoture.

Cette sensibilité sera sans doute un atout pour permettre la détection de formes

actives de MMP dans des milieux complexes.

Il. 4. Marquage d’'un mélange de domaines catalytiques de MMP en
tampon et en milieu complexe

La sonde doit étre capable dans son utilisation finale de modifier simultanément
plusieurs MMP. Pour vérifier ce point, des expériences de modification de MMP par la sonde
ont été réalisées en tampon, mais aussi dans un milieu complexe de protéines, avec un
mélange de quatre MMP : hMMP-2, hMMP-9, hMMP-12 et hMMP-13, (chaque MMP étant a
une concentration finale de 2,5 nM) modifiées par la sonde 2 (100 nM). L'utilisation des gels
d’électrophorése bidimensionnels pour séparer les quatre domaines catalytiques permet

d’observer quatre spots de radioactivité, correspondant chacun a une MMP (Figure 89a). Les
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guatre mémes MMP ont été ajoutées a un milieu complexe composé du cytosol de cellules

U 937 (40 pg), mais a une concentration de 0,25 nM pour chacune d’entre elles (Figure 89b).
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Figure 89 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant le marquage covalent d’un mélange de MMP
(MMP-2 ¢, MMP-9 @, MMP-12 Ml et MMP-13 A) avec la sonde. a) un mélange de quatre MMP chacune a 2,5
nM a été marqué en présence de sonde (100 nM) dans un tampon 50 mM Tris-HCI, 10 mM CacCl,, 0,01% Brij-35,
pH 6.8, (50 fmol de chacune déposées sur gel SDS-PAGE) b) un mélange de quatre MMP chacune a 0,25 nM a été
marqué en présence de sonde (100 nM) dans 40 pg d’un extrait cytosolique de cellules U937. (5 fmol de chaque
MMP déposées sur gel SDS-PAGE)

Malgré I'utilisation de MMP a des concentrations dix fois plus faibles, le marquage
des quatre MMP est toujours possible, méme dans un milieu protéique complexe. La sonde
est ainsi capable de détecter la présence de 5 femtomoles (100 pg) de chaque MMP
présente dans un protéome complexe de 40 pg de protéines totales, donc dans ces
conditions, les MMP ne représentent que 0,00025 % des protéines totales. Ce résultat
indique la tres grande spécificité d’interaction de la sonde 2, malgré la présence de diverses
protéines dans ce milieu, dont certaines présentes en trés grande quantité. La présence
d’autres protéines marquées (trois spots radioactifs aux pl de 5 et 5,5) peut étre due, soit a
des protéines non spécifiques marquées par la sonde, soit a des MMP effectivement
présentes dans ces milieux, car les MMP possédent ce type de point isolélectrique et de
gamme de poids moléculaire et les macrophages sont connus pour exprimer quasiment
toutes les MMP. Les MMP étant des protéines secrétées dans le milieu extracellulaire, on
peut poser I'hypothése que ce marquage observé dans le cytosol puisse refléter la
contamination par le milieu extracellulaire du milieu intracellulaire ou bien représenter le
marquage des MMP dans les voies de sécrétion. La preuve de concept montrant que le
marguage d’un mélange de MMP en milieu complexe étant validée, les autres protéines
marguées n’ont pas fait 'objet d’études complémentaires, car elles correspondent a des

protéines trés faiblement exprimées et donc seront tres difficiles a caractériser par
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spectrométrie de masse. En effet, sur la base de l'intensité des signaux observés, on peut

estimer que les quantités marquées sont de I'ordre de 0,5 a 5 femtomoles.

II.5. Etude des mutants de la hMMP-12

L'explication des différences de pourcentage de rendement de modification peut
reposer sur la nature du(des) résidu(s) modifié(s) dans chaqgue MMP. On sait en effet,
d’apres les travaux du laboratoire, que la position du groupement photoactivable dans la
cavité S;” se trouve proche d’une zone présentant des différences de résidus entre les
différentes MMP. Nous avons donc cherché a identifier le site de la modification chimique
réalisée par la sonde 2 dans la MMP-12 et la MMP-9, en utilisant les approches qui s’étaient
révélées fructueuses dans le cas de la premiere sonde azoture, reposant sur I'analyse de
fragments trypsiques des adduits covalents par micro-HPLC couplée a la spectrométrie de
masse. En dépit de nombreux efforts, il n’a pas été possible d’identifier le résidu modifié par

la sonde 2 pour ces deux MMP.

L’analyse des sites de modification de la sonde 1 a révélé que la hMMP-12 était
modifiée au niveau de I'amine € de la lysine 241, située dans la boucle S.”. %7 ’étude de
mutants de la position 241 par la sonde 1 a par ailleurs confirmé cette identification, en
montrant que la substitution de la lysine par différents résidus entrainait une forte
diminution des rendements de photomarquage, qui tombent a3 5 % et moins dans ces
mutants (Figure 90). Les mutants de la position 241 dont les chaines latérales sont occupées
par des atomes de nucléophilie faible (Arg, GIn, Thr) sont modifiés avec des rendements plus
faibles que la MMP-12 « wild-type ». A cet égard, le rendement de modification covalente
avec I'histidine est plus faible qu’attendu, montrant que le parametre de la nucléophilie seul
ne suffit pas a expliquer les pourcentages de modification covalente, mais qu’il faut aussi
tenir compte des propriétés conformationnelles du résidu en position 241.

A B

Mutants de la L_\'*»"l Mutants de la L_\'s:“

WT Ala  Arg Gln Thr His WT Ala Arg Gln Thr His

Figure 90 : Gels SDS-PAGE mono dimensionnels des complexes hMMP-12 (1uM)/sonde 1 (2uM) et mutants
(1uM)/sonde 1 (2uM) aprés irradiation, suivis (A) d’une coloration au nitrate d’argent et (B) d’'une mesure de
la radioactivité aprés transfert sur membrane de PVDF. Dans chaque puits, 5 pmol de protéines totales
actives ont été déposées (d’apres thése AS Dabert-Gay)
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Tableau 7 : tableau des pourcentages de modification covalente (d’apres thése AS Dabert-Gay)

hMMP-12 K241H K241A K241R K241T K241Q WT
A -
% de modification 6 ) 4 4 5 42
covalente par la sonde 1

La prise en compte du contexte structural reporté sur la Figure 91 montre quels sont
les résidus situés en proximité de I'azoture dans la sonde 1 (pour rappel la lysine est
extrémement flexible en solution, donc le groupe € amino de la chaine latérale peut se
rapprocher du groupement azoture et expliquer la modification observée pour la sonde 1).
Dans le cas de la diazirine, on voit que ce groupe est aussi tres proche de la position 241,
mais compte tenu des différences de réactivité, la chimie de modification pourrait étre tres

différente entre azoture et diazirine.

Figure 91 : contexte structural de la hMMP-12 en présence de la sonde 1 (a gauche) ou de la sonde 2 (a
droite)

En I'absence de données directes sur les sites de modification de la sonde 2, nos
remarques ci-dessus nous ont incités a évaluer les rendements de marquage dans les
différents mutants de la position 241 de la MMP-12, des données susceptibles de nous

fournir des indications indirectes sur le site de modification de cette nouvelle sonde.

L'affinité de la sonde 2 pour ces mutants a tout d’abord été controlée. Comme le
révelent les données reportées dans le Tableau 8, I'affinité observée pour la hMMP-12 est

conservée dans les mutants.

Tableau 8 : Ki de la sonde vis-a-vis des mutants de la MMP-12

MMP-12

K241H

K241A

K241R

K241T

K241Q

WT

Ki sonde 2 (nM)

0,6

0,8

0,7

0,95

0,9

1,0
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La modification covalente des mutants K241H, K241A, K241R, K241T et K241Q par la
sonde 2 a été étudiée dans des conditions expérimentales similaires a celles de Ia

modification covalente des domaines catalytiques des MMP (Figure 92).

a MMP-12 K241H K241A K241R K241T K241Q WT
Sonde 2, hv - + -+ - + - + - + - + MW (kDa)

b MMP-12 K241H K241A K241R K241T K241Q WT
Sonde 2, hv + + + + + +

Pourcentage de modification 94 25 81 51 80 100
par rapport au WT (%)

Figure 92 : modification covalente des mutants de la MMP-12h (250 nM) par la sonde (1 uM). a) gel
d’électrophorése révélé au nitrate d’argent (2 pmol déposées) b) membrane PVDF révélée en radioactivité
(200 fmol déposées)

La variabilité des pourcentages de modification covalente de ces mutants par la
sonde 2 suggere que la mutation du résidu en position 241 a une influence sur la
modification covalente. On note que les pourcentages observés pour la sonde 2 restent tres
supérieurs a ceux observés pour la sonde 1. Le pourcentage de modification covalente varie
peu lorsque la position 241 est occupée par Histidine, Arginine ou Glutamine. L'impact plus
important de la mutation de la Lysine en Thréonine ou Alanine peut provenir de différences
conformationnelles imposées par la nature de la chaine latérale, plus de flexibilité dans le
cas de I'alanine et plus grande contrainte en présence de la thréonine. La sensibilité des
rendements de marquage a la nature du résidu en position 241, conjugué au maintien de
trés bons rendements de marquage, suggere que la sonde 2 pourrait cibler plutét le
squelette peptidique de la lysine 241 que la chaine latérale de I'acide aminé dans cette

position.

Il. 6. Conclusion sur le marquage des MMP recombinantes

La sonde développée dans ce projet, portant un  groupement
trifluorophénylméthyldiazirine en position P{’ ciblant des résidus de la cavité S;" des MMP,
est capable de détecter les formes actives des MMP, un résultat indiquant qu’elle pourra

étre utilisée comme une sonde ABP. Elle a de surcroit une tres bonne affinité pour plusieurs
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MMP, mais plus modeste pour les MMP-3 et MMP-14. L'utilisation du groupement diazirine
a la place du groupement azoture aboutit a une sonde capable de modifier un panel de sept
MMP en tampon, avec des rendements de modification covalente globalement bien plus
élevés que ceux reportés pour la sonde 1, notamment pour la MMP-8 avec un pourcentage
passant de quelques pourcents pour la premiére sonde a 33 % pour la nouvelle. Les trés
bons rendements de photomarquage que nous obtenons sont liés a la conception de nos
sondes, et notamment a I'emplacement stratégique du groupement photoactivable venant
s’enfouir dans le bas de la cavité Si, en proximité de nombreux résidus des MMP et
probablement trés peu exposé aux molécules d’eau. Bien que des sondes ABP aient été
développées avec des groupements photoactivables en position P;’, dans tous ces cas
I'emplacement du groupement photoactivable est situé plutét en partie haute de la cavité
Si’, dans une partie extrémement rigide pouvant limiter I'efficacité de modification
covalente. A l'inverse, la sonde place le groupement photoactivable dans une région plus
« flexible » de la cavité S{’, ce qui pourrait potentiellement constituer un handicap, mais qui
est compensé par la présence de nombreux résidus modifiables.

L'intérét d’'un bon rendement de marquage est illustré dans le cas de la MMP-14,
pour laquelle la plus faible affinité de la sonde est compensée par un trés fort rendement de
modification. L'utilisation de cette sonde a des concentrations de 100 nM dans une
application en milieu complexe permet le radiomarquage d’un mélange de quatre MMP,
présentes dans des quantités extrémement faibles (5 femtomoles de chague MMP placées
dans un mélange complexe contenant 40 Ug de protéines, soit 0,00025 % de protéines
d’intérét). Comparée a la sonde développée par le groupe de Cravatt,’> on note un niveau
de bruit de fond bien plus faible dans le cas de la sonde 2 (Figure 59), élément contribuant a
diminuer fortement le seuil de détection par un bon rapport signal/bruit. Pour rappel, le
seuil de détection reporté par Cravatt pour la MMP-2 en mélange complexe était de
60 femtomoles comparé a 0,5 femtomoles pour la sonde 2 vis-a-vis de MMP-9. Enfin le
nombre trés réduit de protéines marquées en mélange complexe indique la trés bonne
spécificité de cette sonde, une qualité essentielle pour pouvoir détecter des quantités
probablement trés faibles de MMP dans des mélanges complexes, comprenant des
protéines en tres forte abondance. A cet égard, il est intéressant de rappeler que la sonde
développée par Cravatt pour marquer des MMP n’a pas pu permettre la détection de formes
endogenes de MMP, mais a en revanche conduit a modifier plusieurs autres protéases a

zinc.

Nos efforts sur I'identification du site de modification covalente par la sonde 2 des

MMP-12 et MMP-9 par spectrométrie de masse n’ont pas abouti. Il a cependant été observé
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gue la mutation des résidus présents en position 241 avait un effet sur les pourcentages de
modification covalente de la MMP-12, et donc que cette position pourrait étre la cible de la
sonde 2 pour cette MMP, mais avec une modification ciblant plutét le squelette que la
chaine latérale comme démontré pour la sonde précédente. La sonde 2 possédant toutes les
qualités requises de spécificité et de sensibilité, ceci nous a conduit a éprouver sa capacité a

détecter des MMP dans des contextes pathologiques.

Il. Etude de milieux complexes avec la sonde

Malgré le développement de nombreuses sondes ABP dirigées contre les MMP, il
n’existe aujourd’hui aucune publication reportant la détection de formes endogénes de
MMP a partir de fluides biologiques ou d’extrait de tissus. Les seules détections de formes
endogenes de MMP concernent des travaux réalisés a partir de culture cellulaire. Pour
éprouver 'efficacité de notre sonde, nous avons opté dans un premier temps pour un fluide
biologique permettant un accés le plus rapide possible aux MMP endogenes, ceci afin de
limiter la perte de ces formes pouvant étre instables, si le temps et le nombre de
manipulations sont trop importants. Nous avons donc choisi pour cette étude de prendre
des lavages bronchoalvéolaires (BAL) provenant de souris exposées a des nanoparticules de
carbone induisant une réponse inflammatoire aiglie et rapide dans leurs poumons. Ce
systeme permet un accés direct a un fluide biologique dans le laboratoire, recueilli le matin
et traité le plus rapidement possible par ajout de la sonde, afin de bloquer le site actif des
formes actives de MMP par la sonde, cette inhibition pouvant empécher des réactions
d’autolyse/protéolyse des MMP dans ces milieux. Du point de vue expérimental, la difficulté
de ce modele réside dans le protocole d’exposition que nous avons choisi pour administrer
les particules. En effet, au lieu d’utiliser un protocole d’instillation intratrachéale, nous avons
opté pour un protocole dit « d’aspiration pharyngique », permettant un meilleur contréle de
la quantité de solution de particules entrant dans le poumon des animaux, aboutissant a une
meilleure reproductibilité des expériences entre animaux. Le choix de ce modele animal se
justifiait par ailleurs, car il est considéré comme un « modele » de broncho-pneumopathie
chronique obstructive (BPCO). Pour cette maladie respiratoire trés invalidante chez
I'homme, sur la base d’une étude portant sur une association du polymorphisme du
promoteur du géne de la MMP-12, il a été proposé que la MMP-12 jouerait un role
déterminant sur la fonction respiratoire de patients BPCO.?® Suite a ce travail publié dans
« New England Journal of Medicine », différents groupes dans le monde ont commencé a
développer des approches visant a détecter la MMP-12 en utilisant dans anticorps. Par

ailleurs, dans ce modele murin d’exposition a des nanoparticules, dans les lavages
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bronchoalvéolaires, il a été reporté par immunohistologie, 3 jours apres I'administration des
particules, une mobilisation tres rapide de différentes cellules dont des macrophages
exprimant de la MMP-12, ainsi qu’une activité élastolytique attribuée a la production de

MMP-12 sous forme active.'®?

Cependant, on doit noter que I'attribution de I'activité
élastolytique n’est pas directe dans cette étude, mais repose seulement sur la détection de
MMP-12 par des anticorps, sans aucune preuve que la MMP-12 détectée corresponde a une
forme active et soit responsable de I'activité élastolytique observée. Nous avons donc repris
ce modeéle, avec pour objectif principal de pouvoir détecter la MMP-12. Comme déja
mentionné, les macrophages activés étant connus pour exprimer d’autres MMP, la sonde 2
pourrait permettre la détection d’autres MMP, dont la MMP-9, trés bien marquée par celle-

ci.
lll. 1. Caractérisation de la sonde 2 vis-a-vis de la mMMP-12

Pour commencer cette étude, nous avons tout d’abord déterminé I'affinité de la
sonde 2 vis-a-vis de la forme murine de MMP-12 (mMMP-12), ainsi que les rendements de
modification car la position 241 de cette forme murine possede un résidu arginine a la place
de la lysine. Cette différence avait été a I'origine de notre incapacité a détecter des formes
murines de MMP-12 avec la premiére sonde. L’affinité de la sonde pour la mMMP-12 est de
2,4 nM, donc du méme ordre de grandeur que pour la hMMP-12. Par ailleurs, comme le
révele la Figure 93a, la sonde 2 permet une détection de la forme murine de la MMP-12,
autorisant un seuil de détection de 1 femtomole, avec un rendement de marquage de 23 %.
Enfin les expériences de compétition, en utilisant un inhibiteur sélectif de la MMP-12
interagissant avec le site actif de I’enzyme, ont confirmé que la sonde agissait au niveau du

site actif de cette MMP (Figure 93b), comme attendu, confirmant son statut de sonde ABP.
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a mMMP-12 (fmol) 10 5 2 1
Sonde 2, hv + + + + MW (:De)
=855
P [
Oy OH
b RXP470.1 - - + . - -
Sonde 2 + + + + + + )
hv - + + - + + MW (kDo)

Figure 93 : caractérisations de la mMMP-12. a) sensibilité de détection par la sonde 2 b) marquage covalent
du site actif de la mMMP-12 analysé. La mMMP-12 (250 nM) a été incubée en présence de sonde (1 pM),
sans photoirradiation (pistes 1, 4) ou avec photoirradiation (pistes 2, 5). Une expérience de compétition en
présence de RXP470.1 (10 uM) a été réalisée (piste 3, 6). c) structure de I'inhibiteur RXP470.1

lll. 2. Marquage de formes endogenes de la mMMP-12 dans les BAL

Le traitement par la sonde 2 de BAL obtenus a partir de souris non traitées par les
particules n’engendre que le marquage d’'une protéine située vers 72 kDa. Cette bande
intense peut étre attribuée au marquage de la sérum albumine, protéine présente dans les
BAL, bien que son poids moléculaire apparent soit plutét attendu vers 66 kDa. L’addition de
sérum albumine dans un tampon entraine effectivement un marquage tres intense vers
68 kDa. En revanche, lorsque des BAL d’animaux exposés aux particules sont traités avec la
sonde 2, deux bandes supplémentaires apparaissent par rapport aux contrdles, une au-
dessus de 72 kDa et 'autre vers 25 kDa (Figure 94). Donc, I'exposition des animaux aux
nanoparticules induit la présence de deux protéines dans le BAL, modifiables de fagon

covalente par la sonde 2.
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BAL souris BAL souris

non-traitée traitée
Sonde2,hv + + MW (kDa)

— 15

Figure 94 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant le marquage des BAL d’une souris non-
traitée (a gauche, 1,4 ug de protéines totales) et d’une souris traitée par les nanoparticules (a droite, 2,4 ug
de protéines totales) par la sonde 2 (100 nM)

Le traitement des culots de cellules isolées des BAL des animaux traités par la sonde 2
ne montrent quasiment aucun marquage, seules restent une protéine trés faiblement
marquée a 72 kDa, attribuée a une contamination par la sérum albumine et une protéine a
16 kDa (Figure 95). L'expérience de compétition avec le RXP470.1, inhibiteur sélectif de la
hMMP-12, ne montre pas de variation d’intensité du marquage de la protéine a 16 kDa, ce
qui nous a conduit a considérer ce marquage comme non-spécifique. L'analyse des culots
cellulaires a été réalisée, car plusieurs études suggerent la présence de MMP-12 sous forme
active a la surface des macrophages, théoriqguement il était donc possible de retrouver cette
protéine dans les fractions cellulaires. L’absence de détection MMP-12 au poids moléculaire
attendu (25 kDa) dans les fractions cellulaires nous a conduits a nous intéresser dans la suite

de cette étude qu’aux résultats obtenus a partir des BAL.

BAL Culots
mMMP-12 - - -
RXP470.1 - - +
Sonde2,hv + + +

Figure 95 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant le marquage des BAL (2,7 ug de protéines
totales) et du culot cellulaire correspondant par la sonde (100 nM) en présence ou en absence de RXP470.1
(10 pMm)
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L'observation d’'une bande a 25 kDa dans les BAL est cohérente avec un marquage de
la MMP-12. En effet, apres activation par élimination de son propeptide, cette MMP est
connue pour générer une premiere forme a 45 kDa qui se dégrade tres rapidement pour
produire un domaine catalytique pouvant avoir ce poids moléculaire. Pour vérifier cette
hypothese, nous avons donc réalisé des expériences de compétition avec le RXP470.1, un
inhibiteur sélectif de la MMP-12. Avant de faire ces expériences, nous avons pris soin de
déterminer la capacité du RXP470.1 a inhiber dans du BAL de souris controle de la
MmMMP-12 recombinante rajoutée a ce milieu. En effet, le BAL contient de nombreuses
protéines et divers surfactants pouvant entrainer une capture non-spécifique de I'inhibiteur,
aboutissant a fortement diminuer la concentration libre d’inhibiteur pouvant bloquer la
MMP-12. Ces expériences révelent qu’il une concentration de 1 UM de RXP470.1 est
nécessaire pour observer une extinction compléete du signal di au marquage de la MMP-12
recombinante par la sonde 2, dans cette expérience de compétition réalisée dans du BAL
(Figure 96). Une estimation d’ICsode 22 nM est obtenue dans ces conditions.

BAL souris non-traitée

mMMP12 - - + + o+ o+
RXP470.1 - - 10 uM 1 pM 100nM 10nM
Sonde + o+ + + o+ +
MW (kDa)

250

150 —
100 —
75 —
50 —
37 —

25 —
20 —

10 —

Figure 96: membrane PVDF analysée en radioactivité montrant la compétition de la mMMP-12
recombinante (1 nM, 16 fmol déposées) par différentes concentrations RXP470.1 (10 nM, 100 nM, 1 uM et
10 uM) et le marquage par la sonde 2 (100 nM) dans du BAL de souris non-traitée (1,4 ug de protéines
totales)

Comme le montre la Figure 97, une compétition du marquage de la bande a 25 kDa
par le RXP470.1 est observée dans les BAL des animaux exposés aux nanoparticules,
compétition qui est dose dépendante. L’'augmentation de la concentration du RXP470.1 dans
ces BAL, avant I'addition de la sonde 2, engendre effectivement une forte diminution du
signal de radioactivité observé pour la bande a 25 kDa. Les valeurs moyennes d’inhibition
observées en prenant en compte le traitement de six animaux sont présentées dans le
Tableau 9 et confirment I'effet dose obtenu avec le RXP470.1. Ces données nous permettent
donc de proposer que le marquage de la protéine a 25 kDa représente une modification

covalente de la MMP-12 endogene présente dans le BAL des animaux traités par les
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nanoparticules. Une estimation de I'lCso du RXP470.1 vis-a-vis de cette protéine donne une
valeur de 57 nM, ce qui peut expliquer la nécessité d’utiliser une concentration de 10 uM de
RXP470.1 pour éteindre totalement le signal observé. La sonde n’a pas les les mémes ICsq
pour les formes endogenes et recombinantes. Ceci peut étre expliqué par la différence de
poids moléculaire entre MMP-12 endogene et produite par voie recombinante dans ces

expériences.

BAL Souris traitée

RXP470.1 10noM 100nM 1 pM 10 pM -
Sonde 2 + + + + +

Figure 97 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant la compétition de la bande a 25 kDa par
différentes concentrations de RXP470.1 (10 nM, 100 nM, 1 uM et 10 uM) et le marquage par la sonde 2
(100 nM) dans du BAL de souris traitée par les nanoparticules (2,9 pg de protéines totales)

Comme remarqué ci-dessus, la sonde 2 marque aussi une protéine au-dessus de
72 kDa, cependant dans ce cas ayant seulement observé une extinction partielle, mais qui
n’est pas dose dépendante de cette bande par compétition avec le RXP470.1, nous excluons
que cette protéine puisse représenter une forme putative de la MMP-12 de haut poids
moléculaire. Les formes murines de la MMP-9 et de la MMP-2 sont connues pour migrer
dans leur version active vers 95 kDa et 62 kDa, cependant nous n’avons pas pu observer ces
bandes par zymographie de gélatine, une technique pourtant extrémement sensible pour
détecter ces deux MMP. Donc l'identité de la protéine migrant au-dessus de 72 kDa n’est pas

attribuable.

Tableau 9 : pourcentage de marquage de la protéine a 25 kDa en fonction de la concentration en RXP470.1,
moyenne pour 6 souris exposées aux nanoparticules

concentration en RXP470.1 10 nM 100 nM 1um 10 pm
pourcentage d’inhibition (%) 11 58 80 95

Les activités caséinolytiques des BAL ont été évaluées par zymographie. En accord
avec les observations faites dans la littérature,®? la présence d’une protéine capable de

dégrader ce substrat a un poids moléculaire de 25 kDa a été détectée (Figure 98). La
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présence de cette protéine uniqguement chez les souris traitées aux nanoparticules
correspond par ailleurs a I'observation faite en radioimagerie avec le traitement de la sonde.
Il faut cependant rappeler que l'activité observée en zymographie de caséine correspond a
I’ensemble des formes de protéines actives présentes dans ces milieux, a savoir les formes
actives libres et les formes actives en complexe avec les inhibiteurs naturels, tandis que

notre sonde est capable de marquer uniguement les formes actives libres des MMP.

BAL souris BAL souris
non traitée traitée
MW (kDa)

25
20

Figure 98 : zymographie de caséine des BAL d’une souris non traitée (2,7 pg) et d’'une souris traitée (10,7 ug)

Afin de conforter nos conclusions sur la MMP-12, les mémes expériences ont été
répétées avec des souris n’exprimant pas la MMP-12 (KO MMP-12). On peut voir dans ces
échantillons traités avec la sonde 2 une forte diminution du signal a 25 kDa, mais non une
extinction complete du signal (Figure 99). Des expériences de compétitions réalisées avec le
RXP470.1 sur quatre souris KO MMP-12 n’indiqguent pas d’inhibition statistiguement
significative de ce signal (Figure 100). Donc ce signal résiduel pourrait provenir du domaine

catalytique d’une autre MMP, peu sensible au RXP470.1.

BAL souris traitée KO MMP-12

RXP470.1 - 10puM 1uM 100nM 10nM
Sonde 2 + + + + +
MW (kDa)
250

150
100
75

50

10 —

Figure 99 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant la compétition de la bande a 25 kDa par
différentes concentrations de RXP470.1 (10 nM, 100 nM, 1 pM et 10 pM) et marquage par la sonde 2
(100 nM) dans du BAL d’une souris KO MMP-12, traitée par les nanoparticules (4,16 pg de protéines totales)
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Figure 100 : comparaison de la quantité de radioactivité (pCi par pg de protéines totales) de la bande a
25 kDa en fonction de la concentration en RXP470.1 chez les souris exposées WT (bleu) et KO MMP-12
(rouge). Moyenne de 6 souris WT et 4 souris KO MMP-12

Les résultats présentés ci-dessus révelent la présence de mMMP-12 sous forme
active dans les BAL des animaux exposés aux nanoparticules, ce qui indique I'absence dans
ces BAL d’inhibiteurs naturels des MMP, les TIMP, ainsi que I'absence d’inhibiteurs naturels
non-spécifiques des protéases, comme |'d-macroglobuline. Pour démontrer |'absence
d’a-macroglobuline dans ces milieux, nous avons montré que si nous ajoutions de
I’a-macroglobuline ainsi que de la mMMP-12 recombinante dans ces BAL, puis traitions les
échantillons normalement avec la sonde, nous pouvions alors observer une nouvelle bande
radiomarquée vers 150 kDa, au poids moléculaire attendu pour les monomeres
d’a-macroglobuline. De facon tres intéressante, suite a I'addition d’a-macroglobuline, on
observe une forte diminution du signal a 25 kDa dans les BAL, indiquant que la bande a
25 kDa est bien une protéase pouvant cliver le peptide « appat » de I'ad-macroglobuline et
ainsi étre capturée par [l'a-macroglobuline. Lors de [l'ajout de 10 nM de
mMMP-12 recombinante, le signal de la bande a 25 kDa est diminué de 40 % et le signal de
la mMMMP-12 est diminué de 88 %. Le fait que toutes les MMP recombinantes et endogenes
n’aient pas été complétement prises en charge par I’'a0-macroglobuline est peut étre dd a la
grande quantité d’enzyme recombinante ajoutée au milieu. Cette capture des protéases par
I’a-macroglobuline inhibe leur incapacité a cliver des substrats macromoléculaires, car les
protéases ainsi piégées se retrouvent dans une cavité inaccessible a de tels substrats. En
revanche, des petits substrats peuvent toujours accéder au site actif des protéases piégées
par I'a-macroglobuline et étre ainsi clivés normalement, car le site actif des protéases
piégées reste fonctionnel. Donc notre sonde, pour les mémes raisons doit pouvoir accéder
au site actif de la mMMP-12 lorsqu’elle est piégée et donc marquer I'a-macroglobuline en
complexe avec la mMMMP-12. C'est exactement ce que nous avons observé. L'expérience de

compétition réalisée avec le RXP470.1 confirme que c’est bien la MMP-12 qui a été piégée
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par I'ad-macroglobuline, puisque que dans ces conditions plus aucun signal n’apparait a

150 kDa, pas plus qu’a 25 kDa, comme attendu.

BAL
mMMP-12 + + +
a-macroglobuline - + +
RXP 470.1 - - -
Sonde 2, hv + + +
MW (kDa)
— 250
— 150
— 100

Figure 101: membrane PVDF analysée en radioactivité montrant le BAL en présence de mMMP-12
recombinante (10 nM) et de sonde (100 nM) (pistel) BAL en présence mMMP-12 recombinante (10 nM),
d’a-macroglobuline (760 nM) et de RXP470.1 (10 uM, piste 2) et BAL en présence de mMMP-12
recombinante (10 nM), d’ a-macroglobuline (760 nM) (piste3)

Il est intéressant de comparer notre systeme de détection avec ceux usuellement
utilisés pour la détection de MMP, notamment en Western Blot et a I'aide des substrats
fluorescents pour les formes actives.

En effet, nous avons réalisé des tests d’activité avec un substrat fluorescent
spécifiqgue de la MMP-12 dans les BAL. Cette activité a été comparée a I'activité mesurée
apres incubation en présence de RXP470.1, la différence entre ces deux activités mesurées
correspond a une activité spécifique de la MMP-12. En présence de 0,6 ug a 2 ug de
protéines totales, il est intéressant de remarquer qu’une activité est effectivement détectée
dans ces milieux, mais seulement 17 % du signal est inhibable par 10 uM de RXP470.1. Ceci
implique que seule une trés faible quantité d’activité spécifique est mesurée par ce systeme
de détection. On peut seulement noter que I'activité détectée dans les BAL issus des souris
non-traitées est nettement plus faible que celle détectée dans les BAL issus de souris traitées

aux nanoparticules.
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Figure 102 : moyenne de I'activité enzymatique mesurée a I'aide d’un substrat spécifique MMP-12 (Delta F)
dans les BAL traités (moyenne sur 6 souris) ou non traités (moyenne sur 4 souris) par les nanoparticules en
absence (bleu) ou en présence de RXP470.1 (10 uM, rouge)

Il semble ainsi que le signal détecté avec ce substrat fluorescent soit d(i a des
activités protéolytiques présentes dans le milieu autres que celles provenant des MMP,
probablement induites lors de lI'inflammation par les nanoparticules. La présence de ces
protéases ne permet pas la détection de la MMP-12 dans ce cas.

Par ailleurs, les membranes PVDF analysées en radioimagerie ont aussi été traitées
pour une révélation en Western Blot, par un anticorps polyclonal dirigé contre le domaine
catalytique de la MMP-12 murine (Figure 103). On peut noter la présence de deux signaux a
55 kDa et 70 kDa, observés a la fois chez les souris traitées et les souris non-traitées. Le
signal détecté a 70 kDa correspond a la protéine trés marquée avec la sonde en
radioimagerie, attribuée a la sérum albumine. De fagon intéressante, la bande observée a
55 kDa n’est pas détectée par notre sonde. Il est important de rappeler que la détection en
Western Blot par des anticorps n’a rien de spécifique des formes actives ; il pourrait donc
s’agir d’une forme inactive de MMP-12, non détectable par la sonde. En revanche,
contrairement a la radioimagerie, aucun signal n’est détecté a 25 kDa. Il est probable que
I’'absence de signal provienne d’un défaut de sensibilité de la méthode Western Blot. En
effet, la sensibilité de détection en Western Blot a été estimée a 30 ng pour la forme
recombinante de MMP-12 murine, or il n’a été déposé sur ces membranes, selon les
guantités estimées par radioimagerie, que 0,23 ng (9 femtomoles) de MMP endogéne a
25 kDa. L’échec dans la détection de cette bande par Western Blot souligne tout I'intérét de
notre stratégie, dont la sensibilité extrémement importante permet de détecter des

guantités inaccessibles en Western Blot.
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Figure 103 : membrane PVDF analysée en Western Blot des BAL de souris traitées ou non-traitées, avec un
anticorps dirigé contre le domaine catalytique de la MMP-12 murine (quantité de protéines déposée
respectivement de gauche a droite : 4,8 ug, 4,8 ug, 4 ug, 4 pg, 1 ug, 1 ug, 50 ng)

Ill. 3. Etude des carotides et aortes humaines

L'expression de MMP au cours de I'athérosclérose chez 'homme a été largement
reportée et débattue dans la littérature. Cependant, les mémes questions se posent pour
toutes ces études quant a la détection de seules formes actives des MMP dans ces tissus. Les
résultats que nous avons obtenus dans les BAL nous ont incités a essayer de détecter des
formes actives de MMP avec la sonde 2, d’autant que l|’expression de la MMP-12,

notamment par les macrophages se situant dans la plaque, a été reportée dans la littérature.

Par rapport au BAL, la manipulation de carotides ou d’aortes humaines pose au
moins deux difficultés majeures qui peuvent compromettre toute possibilité de détection
des métalloprotéases. D’une part le matériel auquel nous avons eu acceés provient de
prélevements qui ont été faits au cours d’intervention chirurgicale et qui ont été conservés a
- 80 °C pendant parfois plusieurs années, des conditions ne garantissant pas la préservation
de formes actives de MMP. On sait par exemple qu’aprés quelques mois les formes
recombinantes de MMP-9 conservées a - 80 °C présentent un taux d’autolyse extrémement
important conduisant a la disparition de la forme initiale de haut poids moléculaire de cette
protéine. Par ailleurs, les arteres humaines sont un matériel difficile a manipuler, ayant
tendance a former une pate s’apparentant a du « chewing-gum » duquel il est difficile
d’extraire les MMP. Il est reporté dans la littérature que les MMP en présence de matrice
extracellulaire ont tendance a interagir fortement avec celle-ci et deviennent ainsi
difficilement isolables sans le recours a des méthodes d’extraction assez énergiques, qui si
elles permettent de mieux isoler les MMP, ne sont pas sans conséquences sur le maintien de
I'activité de ces protéases.

Sur la base de ces réflexions, nous avons cherché a mettre en ceuvre un protocole

permettant une extraction a la fois efficace et susceptible de maintenir I'activité des MMP,
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ou tout du moins celle de la MMP-12, quand elle est sous forme de domaine catalytique.
L’expression des MMP sous formes recombinantes nous a appris que dans un tampon 2 M
urée, le domaine catalytique de la MMP-12 reste parfaitement replié et fonctionnel. En
effet, si on préleve de la MMP-12 d’une telle solution pour réaliser un test d’activité, ou la
MMP-12 va certes subir une forte dilution changeant toutes les conditions physico-
chimigues, on observe une activité maximale, laissant penser qu’il existe bien dans l'urée un
repliement qui est fonctionnel. Ces données nous ont donc incités a retenir un protocole
précédemment utilisé pour faire des extractions de MMP, sans que dans ce cas, la question
du maintien de I'activité enzymatique n’ait été posée dans cette étude. Cependant, avant
d’adopter ce protocole, il fallait aussi qu’il soit validé vis-a-vis de la sonde, en n’altérant pas

sa capacité a modifier la MMP-12.

La Figure 104 compare |'efficacité de la sonde 2 a photomarquer la hMMP-12 dans
des conditions de tampon classique et en présence d’urée et de 1 % de cocktail d’inhibiteurs
de protéases (non-MMP), rajouté pour bloquer les activités protéolytiques autres que celles
des MMP. La comparaison de lintensité du signal de radioactivité entre ces deux
expériences indique que l'urée n’a que peu d’influence sur le rendement de marquage,
puisque celui observé en présence d’urée représente 90 % du marquage obtenu en
condition standard.

Tp Tris-HC1 Tp Extraction
hMMP-12 + +

Figure 104 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant le marquage de la hMMP-12 (2 nM) par la
sonde (100 nM) dans un tampon 50 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,, 0,01 % brij-35, pH 6,8 et dans un tampon
50 mM Tris, 10 mM CacCl,, 0,1% brij-35, 2 M Urée, 1 M NaCl, cocktail d’inhibiteurs Sigma P8340 (1 %) pH 6,8
(32 fmol déposées sur le gel SDS-PAGE)

Brievement, pour le traitement des artéres, carotides et aortes, le protocole a
consisté apreés décongélation des échantillons, a les couper en petits morceaux sur de la
glace, puis a incuber ces morceaux pendant 30 min dans le tampon d’extraction et enfin a

centrifuger a 10 000 g pendant 1 h les échantillons, pour récupérer le surnageant.

Cette étape d’extraction dans le tampon contenant |'urée a été testée avec deux
conditions, en absence ou en présence de sonde 2. Dans le deuxiéme protocole, dés que les
MMP passent dans le tampon d’extraction, elles se retrouvent en présence de la sonde, un

moyen de former au plus tot les complexes MMP/sonde potentiels. Cependant, ce protocole
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peut se heurter a une capture non spécifique de la sonde par I'ensemble des protéines qui
passent dans la phase soluble, c’est-a-dire tous les composants tant extra que
intracellulaires, mais aussi toute la partie non-soluble. Pour éviter cela, on peut préférer

ajouter la sonde (protocole 1) gu’une fois la fraction insoluble éliminée par centrifugation.

Avant de commenter les résultats, il était important de vérifier que lorsque I'on
ajoute de la hMMP-12 recombinante dans ces milieux, cette hMMP-12 est parfaitement
modifiable par la sonde, ce qui valide la fonctionnalité de notre dispositif de détection dans
ces conditions. D’autre part, on vérifie aussi que |'expérience de compétition en présence de
1 uM de RXP470.1 entraine une disparition totale du signal de radioactivité, indiquant que le
RXP470.1 est, a cette concentration, en quantité suffisante pour bloquer totalement le site
actif de la hMMP-12, sans déplacement par la sonde (100 nM). Ces expériences de validation
sont reportées dans la Figure 105, il s’agit ici d’un protocole d’extraction a partir de carotides
effectué sans ajout préalable de la sonde. L'interprétation selon le degré pathologique des

échantillons (CP = culprit, NP = non pathologique) ne sera pas faite a ce stade de la

discussion.

Carotides Aortes
NP CP SLPI Saine

hMMP-12 - + - + - + - +

Sonde 2 + + + + + + + +

MW (kDa)

250 —

150 —

100 —

75—

50 —

37 —

25 —

20 —

Figure 105 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant le marquage en absence ou en présence de
hMMP-12 recombinante (5 nM) et de sonde (100 nM) dans des extraits de carotides (quantité de protéines
déposée sur gel SDS-PAGE 12 % : 15 pg pour les carotides NP, 30 pg pour les carotides CP, 29 ug pour les
aortes SLPI, 12 pg pour les aortes saines)

Dans la Figure 106 sont comparés des échantillons de carotides et d’aortes utilisant
un protocole d’extraction «avec» ou «sans» sonde. Il semblerait que, dans ces
expériences, le protocole sans sonde débouche sur des signaux plus intenses qu’avec le
protocole olu la sonde est présente pendant I'extraction. Comparées aux expériences
réalisées avec des BAL, on remarque a nouveau la présence d’'une bande intense vers

72 kDa, par contre aucune bande vers 25 kDa, mais une nouvelle bande vers 45 kDa.
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Extraction avec sonde

|

Extraction sans sonde

|

Aortes
. Aortes
Carotides CP SLPI Saine Carotides CP SLPI Saine
RXP470.1 - + RXP470.1 - + - + RXP470.1 - + RXP470.1 - + - +
Sonde2,hv + + Sonde 2 + + + + Sonde 2 + o+ V[%Qr]}[()iez + + + +
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Figure 106 : membrane PVDF analysée en radioactivité montrant la comparaison du marquage observé dans
les carotides CP, les aortes SLPI et saines, suite a une extraction avec sonde (100 nM) ou sans sonde, en
absence ou en présence de RXP470.1 (10 uM). Dépot de 20 ug de protéines (piste 1, 2, 7 a 12), 18 ug de
protéines (pistes 3 et 4), 29 ug de protéines (pistes 5 et 6)

Tableau 10 : pourcentage d’inhibition du marquage des protéines a 72 kDa et 45 kDa, apreés traitement par
1 uM de RXP470.1 sur les milieux, aprés extraction avec ou sans sonde

Carotides Aortes
CP Saine SLPI Saine SLPI
Pourcentage d’inhibition
L ) Extraction | Extraction Extraction avec Extraction sans
apres incubation de 1 uM
avec sonde | sans sonde sonde sonde
de RXP470.1
bande a 72 kDa (%) 0% 40 % 0% 40 % 33% 24 %
bande a 45 kDa (%) 55 % 25 % 0% 10% 0% 48 %

On remarque d’apreés le Tableau 10 que les expériences de compétition réalisées avec
le RXP470.1 (1 uUM) n’entrainent au mieux que 50 % d’inhibition du marquage par la sonde
des signaux observés a 72 kDa et 45 kDa, avec des résultats trés variables d’'un échantillon a
I'autre. Bien entendu, on peut arguer qu’il s’agit d’échantillons tres différents, carotides
versus aortes, saines ou pathologiques, mais malgré ces différences, a l'intensité pres, nous
observons un profil de marquage trés similaire, suggérant que I'on marque les mémes
protéines. En comparaison, dans les BAL, 1 uM de RXP470.1 conduisait dans les expériences
de compétition a 80 % d’inhibition de la bande a 25 kDa et ce, avec une tres bonne
reproductibilité du signal. Le signal observé a 72 kDa dans les BAL a été attribué au
marquage de la sérum albumine, signal qui se caractérise aussi avec un effet de compétition

faible du RXP470.1. Par association, pour des signaux situés a la méme position dans le gel,
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on peut penser que dans ces échantillons d’artéres, nous marquons aussi la sérum albumine.
Pour étayer cette proposition et éclaircir I'origine de la bande a 45 kDa, des expériences de
zymographie en caséine et en gélatine ont été réalisées sur ces échantillons. Pour compléter
ces expériences, des westerns blots ont été aussi réalisés avec anticorps polyclonaux dirigés
contre le domaine catalytique de la forme humaine de la MMP-12.

L’ensemble de ces résultats est regroupé en Figure 107, a laquelle ont été ajoutés les

gels d’électrophorese colorés au nitrate d’argent.

a b [ d e
Carotides Aortes Carotides  Aortes Carotides  Aortes Carotides Aortes Carotides Aortes
NP CP SLPI Saine NP CP SLPI Saine NP CP  SLPI Saine NP CPSLPISaine NP CPSLPISaine
MW (kDa) i ALt ntiod AL oLtiodl
} MW (kDa) MW (kD;
250
250 250
150 — 150 150
100 — 100 100
75 — 75
____________ _ 5 =
50 _ 50 50
31— -3z - 37-

25

25

20

Figure 107 : analyse des échantillons de carotides NP (15 ug), carotide CP (30 pg), aorte SLPI (29 pg) et aorte
saine (12 pg) a) gel SDS-PAGE 12 % révélé au nitrate d’argent b) image en radioactivité de la membrane PVDF
obtenue aprés marquage par la sonde (100 nM) c) révélation en Western Blot par I'anticorps dirigé contre la
hMMP-12 d) zymographie de caséine e) zymographie de gélatine

Les principales informations déductibles de ces résultats sont :

- la présence de trois activités protéolytiques migrant vers 37 kDa et 45 kDa et au-dessus de
75 kDa sont révélées par la zymographie de caséine (lignes 1, 2 et 3). On peut penser que les
protéines observées en zymographie de caséine migrent plus lentement a cause de la
présence de caséine qui freine la migration

- la reconnaissance des trois bandes (72, 45 et 37 kDa) par I’anticorps polyclonal suggére que
nous sommes en présence de MMP-12, sous différentes formes (lignes 1, 2 et 3)

- les formes de la MMP-12 migrant vers 72 et 45 kDa sont marquées par la sonde (ligne 1-2),
par contre pas celle migrant a 37 kDa (ligne 3)

- une forme de MMP-12 détectée par I'anticorps sous la bande a 37 kDa (ligne 4) donne un

tres faible signal en présence de la sonde, mais pas de signal en zymographie de caséine
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- finalement le gel coloré a I'argent indique une grande quantité de protéines migranta 72 et
45 kDa.

Sur les trois activités protéolytiques détectées en zymographie de caséine, seules les
bandes migrant vers 75 kDa et 45 kDa donnent des signaux avec la sonde, et donc pourraient
représenter des formes de MMP-12 car reconnues par l'anticorps polyclonal, et sont sous
formes actives. Cette hypothése repose toutefois sur la spécificité de cet anticorps. L'effet
de compétition assez réduit observé par le RXP470.1 pourrait provenir d’'un marquage
radioactif de protéines trés abondantes migrant a la méme position, comme l'indique le gel
SDS-PAGE révélé au nitrate d’argent. Sur le gel de zymographie de gélatine, la présence
d’'une bande vers 90 kDa pourrait correspondre au poids moléculaire attendu pour la
proforme de la MMP-9, non marquée par notre sonde. De plus, les bandes a 60 kDa et
67 kDa pourraient aussi correspondre au poids moléculaire attendu respectivement pour les
formes actives des MMP-2 et MMP-9. Cependant, aucune de ces formes ne semble marquée
par la sonde. Pour la bande détectée a 37 kDa, celle-ci peut correspondre a une forme de
MMP-12 en interaction avec un TIMP, expliquant pourquoi elle n’est pas détectée par la
sonde. Finalement, une bande migrant en-dessous de 37 kDa pourrait aussi représenter une
forme active de MMP-12, cependant elle doit étre en faible quantité compte tenu du signal

de la sonde.
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1V. Discussion

Ce projet de recherche représente la continuité d’efforts consentis par plusieurs
équipes dans le monde pour mettre au point des sondes ABP pouvant étre utilisées pour
détecter des formes actives de MMP, a la fois comme outil de recherche, et pour des
expériences de validation des MMP pour des applications diagnostiques, voire
thérapeutiques. Les enjeux sont donc trés importants, notamment parce que les MMP se
trouvent au centre de nombreuses pathologies humaines. Cependant, malgré le
développement de nombreuses ABP congues pour cibler les MMP, jusqu’a présent aucune
n’a pu étre utilisée dans de telles applications : a ce jour, la détection de formes endogenes
de MMP sous formes actives n’a jamais été reportée dans la littérature, a I'exception de
modeles cellulaires, mais rien a partir modeles animaux ou d’échantillons humains.

Les résultats que nous avons obtenus pour I'analyse des BAL d’animaux exposés a des
nanoparticules permettent de situer la difficulté pour réaliser ces objectifs. En effet, comme
suggéré dans la littérature, et maintenant explicité dans ce travail, les quantités de matériel
protéique a détecter sont extrémement faibles. Ainsi, nous pouvons déduire de nos
expériences que, dans ce modele animal induisant pourtant une réaction d’inflammation
aigle, les concentrations de MMP-12 sous forme active sont de I'ordre de 1 nM dans les
BAL. Cela représente 1 femtomole de MMP-12 par pL de BAL, soit exactement la limite de
détection de notre sonde pour la forme murine de la MMP-12. Dans nos expériences, nous
avons utilisé 8 uL de BAL, quantité nous situant donc au-dessus de notre seuil de détection.
Nous aurions pu envisager d’utiliser un plus grand volume de BAL et reconcentrer les
échantillons par lyophilisation, par exemple. Cependant ces étapes de concentrations nous
paraissent a éviter si possible, car elles conduisent trés souvent sur une perte de matériel,
avec le risque que durant la concentration de I'échantillon les phénomenes d’autolyse ou de
lyse par les protéases présentes alterent profondément celui-ci et puissent conduire a des
conclusions erronées.

La sensibilité de détection, placée au centre de ce projet de recherche, que nous
reportons pour la sonde 2, dépend de trois éléments qui sont au cceur de la conception de
cette sonde :

a) [l'utilisation d’un motif de type « peptide phosphinique » pour controler I'affinité de
la sonde vis-a-vis des MMP et sa sélectivité d’interaction.
b) la position du groupement photoactivable dans le fond de la cavité S;" de facon a

limiter les réactions entre sonde et molécules d’eau, mais en favorisant la
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modification de résidus des MMP par une proximité spatiale entre ceux-ci et le
groupement photoactivable

c) [l'utilisation d’une méthode de détection ultrasensible, c’est-a-dire la radioactivité.

Le premier point est trés important car seule une trés bonne affinité permet de
limiter les quantités de sonde a utiliser et donc de minimiser les interactions non-
spécifigues. Méme avec des affinités nanomolaires, on est amené a utiliser des
concentrations de 100 nM de sonde pour parvenir a 100 % de formation du complexe non-
covalent en conditions de tampon, mais dés que I'on passe en mélange complexe, la
présence de plusieurs protéines endogenes en trés forte abondance comme la sérum
albumine entraine une capture partielle de la sonde, limitant la concentration de la fraction
libre et donc la fraction de formes actives de MMP pouvant étre inhibée par la sonde. On
peut alors soit garder cette concentration, qui risque de limiter le pourcentage de marquage
(notre option), soit accroitre les concentrations de la sonde avec le risque d’augmenter les
marquages non-spécifiques. La sélectivité de la sonde est un autre aspect important, car
outre qu’une faible sélectivité peut conduire a I'observation de faux positifs, elle augmente
aussi l'intensité du bruit de fond et donc diminue la qualité du rapport signal/bruit. Nous
avons signalé précédemment comment l'utilisation d’inhibiteurs hydroxamates dans de
nombreuses sondes ABP a conduit a des marquages non sélectifs de métalloprotéases,
n’ayant rien a voir avec les MMP, mais aussi a une intensité du bruit de fond tres important,
renforcé par l'utilisation de la fluorescence comme moyen de détection.'” En revanche,
I'utilisation de peptide phosphinique permet de développer des sondes ayant une tres
bonne sélectivité, avec pour premiere explication, le tres faible pouvoir chélatant du
groupement PO, vis-a-vis du zinc, expliquant par exemple le développement du premier
inhibiteur trés sélectif de la MMP-12 grace a cette famille d’inhibiteurs.”*® Dans notre travail,
au moins pour trois mélanges complexes différents (extrait cytosolique de macrophage, BAL
et extraits d’artéres humaines), le nombre de protéines radiomarquées par la sonde 2 reste
réduit dans toutes ces expériences, avec un rapport signal/bruit tout a fait satisfaisant,
arguant pour une tres bonne sélectivité de la sonde. Son inaptitude a marquer les MMP, qui
pourrait aussi étre une explication pour le faible nombre de protéines marquées, n’est pas
retenue dans notre cas, puisque la MMP-12 est marquée, alors que c’est une des MMP

possédant un faible rendement de photomarquage par la sonde 2.

Sur le deuxieme point, le choix du groupement photoactivable et son emplacement
dans la cavité, ce projet a tiré parti de I'expertise acquise depuis des années par le groupe

sur le développement de peptide phosphinique possédant notamment des chaines latérales
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en position Py’ tres longues. Cette expertise a permis d’assurer le développement des sondes
et I'emplacement du groupement photoactivable sans craindre de sacrifier les affinités.
Cette remarque explique aussi pourquoi nous sommes le seul groupe dans le monde a avoir
choisi cette stratégie pour développer des sondes ABP des MMP. Si le groupement
benzophénone pouvait étre exclu en premiere intention pour des raisons stériques, entre
azoture et diazirine, aucun argument fort ne pouvait étre pris en compte pour sélectionner
le meilleur groupement. A posteriori, nous pouvons aujourd’hui expliquer pourquoi le
groupement diazirine se révele, dans le cas des MMP, supérieur au groupement azoture en
termes de rendements de marquage. Le groupement diazirine se comporte finalement
comme on aurait pu I'espérer d’apreés la littérature, avec une capacité a tres bien réagir avec
de nombreux acides aminés, capable de modifier aussi bien des atomes du squelette, que
des atomes des chaines latérales. Le groupement azoture a posteriori, comme expliqué plus
haut, s’est révélé tres performant pour deux MMP, les hMMP-12 et hMMP-3 (seulement
pour les formes humaines mais pas pour les formes murines) et beaucoup moins efficace

pour les autres MMP. 8687

Une autre difficulté a laquelle doit faire face une sonde munie
d’un groupement photoactivable est la présence de variation des résidus composant le site
actif entre formes humaines et murines. Nous n’avons pas été capables dans le cas de la
sonde diazirine d’identifier le(s) résidu(s) modifié(s) par la sonde 2 dans les MMP, ce qui
aurait pu nous procurer des informations pour expliquer les différences de rendements
entre MMP, la chimie de modification exacte mise en jeu et des données structurales et
dynamiques de la protéine modifiée. En effet, dans le cas de la MMP-12 humaine, avec la
premieére sonde développée au laboratoire, la caractérisation précise du lieu de la
modification chimique a permis de démontrer que le groupement € NH; de la lysine pouvait
se replier sur la cavité S;” de cette MMP et étre ainsi modifié par le nitrene. Cette donnée
structurale et dynamique a été par la suite confirmée dans des structures
cristallographiques, obtenues au laboratoire, de complexes de la MMP-12 en interaction
avec des inhibiteurs portant des chaines en position P;" tres longues, montrant
effectivement une position de la chaine latérale de la lysine au-dessus de la cavité S;’ en
interaction avec la partie distale de la chaine en position P;’. Les données que nous avons
obtenues avec les mutants de la hMMP-12 nous conduisent a formuler I’'hypothése que le
site de modification par la sonde 2 pourrait étre au niveau du squelette de la position 241 ou
d’un résidu tres proche, expliquant des rendements de modification beaucoup moins
sensibles a la nature du résidu présent dans cette position, que ce que nous avions observé
pour la sonde 1.

Finalement, le choix de la radioactivitt comme mode de détection a été aussi

déterminant, a la fois pour la sensibilité de détection qu’elle offre, mais aussi grace a
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I'utilisation d’un radioimageur permettant de compter les désintégrations et donc de
guantifier les intensités observées sur les membranes, facilitant l'interprétation des
données. Un autre avantage non négligeable par rapport a la fluorescence est que ce tag ne
modifie pas la structure de la sonde et n’introduit pas de groupement posant des problemes
stériques et de solubilité des échantillons imposés par certains groupements fluorescents
particulierement apolaires. Afin de remédier a ces difficultés, il a été proposé d’introduire le
groupement fluorescent aprés I'étape modification des protéines par une sonde par chimie

click.*’®

Cette option est certes trés intéressante, mais elle rajoute une étape supplémentaire
dans le protocole de marquage et peut en elle-méme poser des probléemes sur les
rendements d’incorporation du groupement fluorescent.

Les propriétés de la sonde discutées ci-dessus expliquent certainement pourquoi
finalement nous avons pu observer pour la premiére fois le marquage d’une forme
endogene de MMP-12. A la base de cette réussite, I'accessibilité immédiate des échantillons
prélevés chez la souris a certainement été un facteur déterminant. En revanche, I'analyse
des extraits d’arteres humaines reste limitée et ne permet pas de conclure de fagon
définitive. On peut supposer que se rajoute a la question de la « fraicheur » des échantillons,
la présence possible d’une plus grande complexité en quantité de protéines dans les extraits
d’artéere, pouvant augmenter les marquages non-spécifiques ou bien entrainer un
phénoméne de capture non-spécifique de la sonde. A cet égard, le marquage de la sérum
albumine reste un probleme seulement partiellement résolu, qui s’est avéré génant dans
notre étude, car le poids moléculaire apparent de ce marquage vers 75 kDa est dans une
zone correspondant aux formes actives de certaines MMP, comme les MMP-2 et MMP-9. ||
est tres difficile d’éviter la liaison de composés chimiques a la sérum albumine, surtout
lorsqu’ils possédent des parties apolaires. A ce stade, maintenant que nous avons validé la
capacité de la sonde 2 a détecter des formes actives de MMP, nous pourrions envisager de
faire une petite librairie d’analogues de la sonde 2 en faisant varier par exemple la position
Ps” de la sonde et faire un criblage basé sur le pourcentage de capture des analogues a la
sérum albumine.

Notre approche est aujourd’hui limitée a la disponibilité d’inhibiteurs hautement
sélectifs des MMP, en effet la visualisation d’'une bande radioactive ne peut suffire a
identifier la MMP concernée a partir du seul poids moléculaire. La disponibilité au sein du
laboratoire d’un inhibiteur hautement sélectif de la MMP-12 nous a orienté a choisir un
modele animal impliquant I'expression de cette MMP. Les expériences de compétition se
sont révélées a cet égard trés utiles pour étayer notre identification de la MMP-12 dans les
BAL. Cette identification a pu bénéficier aussi de I'acces aux souris MMP-127. Les données

concernant le poids moléculaire de la forme active de la MMP détectée sont trés
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intéressantes dans notre approche. En effet, il a été largement débattu dans la littérature
gue la MMP-12 constituait une exception au sein de la famille des MMP, a cause de
I'existence d’un clivage prenant place deés que la protéase s’active entre le domaine
catalytique et le domaine hémopexine. Cette proposition a été essentiellement validée par
la détection de la MMP-12 au poids moléculaire correspondant a son domaine catalytique
en utilisant des anticorps. Cependant, de telles observations, si elles prouvent bien
I’existence de ce clivage, ne disent rien en revanche quant a la présence de ce domaine
catalytique sous forme active a ce poids moléculaire. L'utilisation de la sonde 2 indique trés
clairement que la MMP-12 dans les BAL est présente sous forme d’un domaine catalytique
fonctionnel. Ce type d’information n’est pas toujours accessible dans les études de
protéomique par spectrométrie de masse, notamment pour des protéines multi-domaines
comme les MMP. La détection de peptides couvrant tous les domaines peut correspondre a
différentes situations, formes entiéres seules, mélange de formes entiéres en présence de
domaine catalytique, une situation ne permettant pas de conclure a la présence de domaine

193194 Concernant la présence de MMP-12 a la surface

catalytique seul de fagon univoque.
des macrophages, comme cela a été reporté en analysant aussi des BAL de souris exposées a
des polluants et en utilisant des substrats synthétiques s’incorporant a la surface des
macrophages, mais nos résultats ne semblent pas concorder avec ces observations.'*
Cependant, il n’est pas exclu que nous ayons perdu les formes actives de MMP-12 lors de la
préparation des culots membranaires des macrophages présents dans les BAL.

Sur la base de la sensibilité de la sonde 2 et des quantités reportées chez I’homme
dans des BAL de patients atteints de BPCO, en prenant la partie basse de ces estimations,
soit 1 ng/mL, nous pouvons conclure que cette sonde devrait étre adaptée pour détecter de
la MMP-12 dans ces échantillons. Avec 200 [L de lavage, représentant 200 pg de MMP-12,
et compte tenu du seuil de détection de 25 pg pour cette sonde, la détection de MMP-12
devrait étre possible. La relation entre fonction respiratoire du patient et quantité de forme
active de MMP-12 reste discutée dans la littérature, mais comme nous I’'avons indiqué dans
I'introduction, les outils a base de capture d’anticorps restent peut étre pour l'instant mal
adaptés pour quantifier des formes fonctionnelles de protéases et permettre de formuler

des conclusions définitives.
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Conclusion génerale

Cette étude reporte pour la premiére fois la détection de forme active de MMP-12
dans un fluide obtenu a partir d’'un modele animal, mimant une pathologie humaine. Ce
travail démontre que le recours a des sondes photoactivables implique de tester la réactivé
des groupements choisis qui influence finalement la sensibilité de la sonde. Ce parametre est
essentiel, car comme nous I'avons démontré dans cette étude les quantités de formes
actives de MMP sont extrémement faibles. A moins de reconcenter les échantillons a
analyser, la faiblesse des quantités de MMP sous formes actives rendent la plupart des
systéemes de détection classiquement utilisés inopérants, méme la spectrométrie de masse.
La zymographie en gélatine est la seule a rivaliser avec le seuil de détection obtenu avec la
sonde reportée dans cette étude, cependant comme nous I'avons précisé, elle ne permet
pas de distinguer entre formes actives « libres » ou en interactions avec des TIMP et reste
dédiée aux seules gélatinases (MMP-2 et MMP-9)."®® Par ailleurs, cette technique est
beaucoup plus difficilement quantifiable que notre approche.

Pour le futur proche, la sonde 2 mise au point dans ce projet va pouvoir étre utilisée
pour tester la capacité d’inhibiteurs de la MMP-12 a, d’'une part, passer dans le fluide
alvéolaire apres injection sous cutanée, et d’autre part, a bloquer effectivement le site actif
de la MMP-12. Il suffira dans ces conditions d’ajouter la sonde et de vérifier 'absence de
marquage de la MMP-12. Si I'inhibiteur arrive dans ce compartiment a la concentration utile,
il bloquera ainsi I'accés de la sonde au site actif de la MMP-12. Sur le méme principe, on
pourra réaliser des effets doses pour déterminer la quantité d’inhibiteur devant étre utilisée
pour avoir un effet thérapeutique optimal pour l'inhibiteur. C'est en effet, une des
utilisations les plus intéressantes des sondes ABP pour valider in vivo la sélectivité
d’interaction d’une drogue. Nous avons développé récemment dans le laboratoire de
nouveaux inhibiteurs de MMP-12, et cette nouvelle sonde sera donc particulierement utile
pour les valider et choisir dans une série les mieux adaptés pour cibler un
compartiment/organe précis.

Le recours a une photoactivation reste évidemment un handicap et limite |'utilisation
de la sonde 2 pour des applications in vivo. L’absence d’atomes nucléophiles dans le site actif
des MMP pouvant étre la cible d’'un groupe électrophile nous contraint a recourir a des
groupements photoactivables pour développer des sondes ABP. Il sera peut étre possible
avec le développement des nanotechnologies de faire des photoactivations in situ, en
utilisant des atomes capables d’émettre des photons dans le spectre d’absorption des
groupements photoactivables, avec les énergies requises. Alternativement, on pourrait
penser a accorder les énergies d’activation de certains groupements photoactivables, par
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modification chimique, aux énergies d’atomes émettant de photons, notamment pour la
plupart des atomes utilisés en médecine nucléaire.™’

Nous avons présenté une application dans les BAL de souris comme exemple positif
d’utilisation de la sonde et des résultats plus mitigés pour les extraits d’artéere. On pourrait
proposer de tester dans ce cas différentes conditions d’extraction, si la quantité de matériel
n’est pas trop limitée. Des fluides biologiques, ne nécessitant pas un traitement préalable,
constituent un échantillon de choix par rapport a des extraits d’organe. Les travaux initiés a
ce jour avec la sonde 2 visent ce type d’échantillons, avec des sputa de patients BPCO et des
lavages bronchoalvéolaires de patients atteints de mucoviscidose. D’autres fluides sont
envisageables : en effet la présence de MMP dans des fluides comme le plasma et les urines
est reportée dans de nombreuses études actuellement et pour des pathologies différentes.
Dans le plasma, la détection est beaucoup plus difficile, tout du moins pour les formes
activées de MMP, puisqu’une fois activée, elles peuvent étre capturées par
I’a-macroglobuline. Nous avons vu que de tels complexes sont détectables par la sonde 2,
cependant a moins d’avoir une sonde tres sélective pour une MMP particuliere, I'identité de
la MMP capturée ne peut étre établie. Dans ce cas, des analyses en spectrométrie de masse
en isolant I'a-macroglobuline pourraient procurer une réponse.

Ce travail valide I'utilisation de la sonde 2 pour d’autres applications ou la MMP-12
est sur-exprimée (BPCO, athérosclérose, cancer, et autres pathologies a composante
inflammatoire), mais aussi d’autres MMP. Ce projet pourra par la suite évoluer vers deux
directions opposées, ou bien la conception de sondes extrémement sélective d’une forme de
MMP particuliere, comme la MMP-12, ou bien a I'opposé capable de cibler des membres de
la famille des ADAM ou des ADAMTS. Cette derniére option correspond a une nécessité
d’avoir une lecture la plus large possible des protéases exprimées a un moment donné,
puisqu’il est admis dans la littérature que les protéases puissent agir en synergie. Dans ce
cas, la détection a partir de gel d’électrophoréese devra étre complétée par des analyses en
spectrométrie de masse, seules a gérer I'analyse d’une grande diversité de protéines. Il
faudra certainement aprés la phase de formation des complexes covalents concentrer les

échantillons de facon sélective, de fagon a avoir les quantités nécessaires pour ces analyses.
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I. Synthése chimique de la sonde

I.1. Méthodes d’analyses en chimie

I. 1.a) HPLC

Les séparations par HPLC préparative ont été réalisées sur un appareil Gilson avec
une colonne AIT C18 Kromasil (10 um, 100 A, 250 x 10 mm, débit 3 mL/min). L’analyse des
composés s’est effectuée sur un appareil Thermo Separation Product utilisant une colonne
Ascentis Express (100 A, 10cm x 4,6 mm x 2,7mm, débit 1,8 mL/min) ou sur un appareil
Shimadzu avec une colonne Hypersil C-18 (8 um, 300 A, 250 x 4,6 mm, débit : 1 mL/min,
gradient de 0 a 30 min / 0 a 100 % B). La longueur d’onde utilisée pour la détection en UV
des produits est 230 nm ou 280 nm. Les solvants d’élutions sont les suivants: A = H,0 /
CH3CN / TFA:90% / 10% / 0,1% et B = CH3CN / H,O / TFA : 90% / 10% / 0,09%.

La séparation et I'analyse par HPLC des produits radioactifs a été réalisé sur un
appareillage Hitachi Elite LaChrom (VWR) sur une colonne Waters Atlantis C18 (5 um, 100 A,
4,6 cm x 250 mm, débit 1,2 mL / min, gradient de 0 a 30 min / 0 a 100 % B) et sur une
colonne Ascentis Express C18 (2,7um, 100 A, 4,6 cm x 10 mm, débit : 1,2 mL / min, gradient
de 0 a 10 min / 0 a 100% B). Les solvants d’élutions sont les suivants : A = H,O / CH3sCN / AF :
90%/10%/0,1%etB=CHsCN/H,0/AF:90% /10 % /0,1 %. La longueur d’onde utilisée
pour la détection en UV des produits est 230 nm ou 280 nm. L’analyse en radioactivité est
effectuée sur un détecteur Berthold (LB507A et LB5035).

L. 1. b) ESI

Les composés synthétisés ont été analysés par spectrométrie de masse avec une
source ESI (Electrospray) couplée a un piége a ions Esquire-HCT (Bruker Daltonics). Les
parametres d’ionisation ont été configurés comme suit : potentiel d’électrospray : 4000 V;

voltage skimmer : 40 V ; sortie de capillaire : 226 V ; et température de source de 365 °C.

I.1.c) MALDI-TOF

Les protéines et les composés ont été analysés par spectrometre de masse MALDI-
TOF/TOF (Matrix Assisted Laser Desorption — Time of Flight), série 4800 proposé par Applied
Biosystems/MDS SCIEX. Cet appareil permet la mesure de la masse de molécules de 200 Da a
500 000 Da avec une sensibilité inférieure a une nanomole.

L'analyse d’un échantillon en MALDI se déroule en trois temps. Le mélange
échantillon-matrice est ionisé par une source laser et accéléré, puis analysé dans un
analyseur TOF (libre de tout champ électrique), et enfin, le rapport masse/charge (m/z) de

chaque ion est mesuré sur un détecteur.
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Le laser permet l'ionisation de I’échantillon. Dans I'analyseur TOF libre de tout champ
électrique, chaque ion a un rapport m/z directement corrélé au temps de vol t via la relation

en Equation 1. Ainsi les ions de m/z élevés arriveront plus tardivement sur le détecteur que

t=1L / m
N 2.z.e.V

ou L: longueur du TOF (m), z: charge de l'ion, e : charge de I'électron (1,602.10%° C), V :

ceux de faible m/z.

différence de potentiel entre la cible et la grille d’extraction (V), m : masse de I'ion (g)

Equation 1 : Relation entre le temps de vol et m/z de I'ion
La matrice utilisée est I'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique (a-HCCA).

NC O

HO@ﬂOH

Figure 108 : Structure chimique de la matrice a-HCCA

Le mode réflectron augmente la résolution des spectres obtenus. Un systeme de
miroirs électrostatiques permet d’allonger la distance parcourue par les ions dans le TOF
tout en aidant a la refocalisation des ions de méme m/z dans un méme plan.

Pour les analyses MS-MS le mode PSD (Post Source Decay) a été utilisé. Les ions
parents ayant accumulé trop d’énergie lors de l'ionisation vont se fragmenter en ions fils
métastables pendant le vol. Les ions parents et fils arrivent en méme temps en mode
linéaire. En mode réflectron, grace a la refocalisation des ions, il est possible de les séparer
selon leur m/z.

En moyenne, les spectres sont le résultat de 1 000 a 2 000 shots avec une calibration

interne.

I.1.d) RMN
Les spectres RMN *H et 3C ont été enregistrés sur un spectrométre Bruker AC-250Hz.
Les déplacements chimiques (d) sont exprimés en ppm. Les spectres sont calibrés sur les pics
de solvants résiduels (CDCls: 'H: 5 = 7,26) commercialisés par la société Eurisotop. La
multiplicité des signaux est reportée comme suit: singulet (s), doublet (d), triplet (t),

guadruplet (g), multiplet (m), doublet de doublet (dd).
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I. 1. e) Spectrophotometre UV-Vis

Les mesures d’absorbances ont été effectuées sur un spectrophotometre Beckman
DU640B dans une cuve de 100 pL aprées avoir effectué un blanc sur I'air.
Certaines mesures d’absorbance ont été réalisées sur le spectrophotomeétre Shimadzu UV-
1800 avec le logiciel UV Probe2.42 dans des cuves de 100 uL, en comparaison avec une cuve

de 100 pL contenant le solvant utilisé pour solubiliser les molécules.

I. 2. Réactifs chimiques

Les solvants et réactifs ont été utilisés sans purification supplémentaire. L'Et,0, le
cylclohexane et I'EtOH sont commercialisés par VWR. Le DMF anhydre, I'EtOAc, I'acide
trifluoroacétique (TFA), le triisopropylsilane (TIS), diisopropylcarbodiimide (DIC), I'acide
formique (AF) et le CH3CN sont commercialisés par Sigma Aldrich. Le 6-chloro-1-
hydroxybenzotriazole (CIHOBt) est fourni par Molekula. Le DMF et le CH,Cl, sont fournis par
Fluka. CHCI; a été séché sur hydrure de calcium et distillé. La résine PEGNovaTag
(Novabiochem, loading : 0,33 mmol/g), les Fmoc-AA-OH et le O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HATU) sont fournis par Novabiochem.
Les chromatographies sur couche mince ont été réalisées sur des plaques de silice (gel de
silice 60 F254, Merck). La révélation des plagues a été réalisée sous UV (264 nm) et par de
I'acide phosphomolybdique a 20 % dans I’éthanol (Sigma-Aldrich). Les chromatographies
Flash ont été effectuées sur gel de silice (Si 60, 40-63mm, Merck) ou sur gel de silice inverse
(100 C-18 reverse phase, Fluka).

I.3. Synthése du synthon phosphinique

Le schéma réactionnel de synthése du synthon phosphinique est le suivant (Schéma
2).
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Schéma 2 : synthése du bloc phosphinique A

Malonate de diethyl-2-(prop-2-yn-1-yl) (3)

P.M. : 198,09 g/mol

Formule brute : C10H1404

Le diéthylmalonate (18,2 mL, 120 mmol, 1 eq.) est chauffé a 50 °C, puis I'éthoxyde de
sodium (21 % in EtOH, 40,3 mL, 108 mmol, 0,9 eq.) est ajouté. Le milieu est agité pendant
1,5 h a 50 °C. Un précipité blanc se forme. Le milieu est maintenu a 30 °C et le bromure de
propargyl (80 % in toluéne, 12,9 mL, 120 mmol, 1 eq.) est ajouté. Un fin précipité beige est
observé. Le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendant 3 h. Le milieu est
évaporé sous vide, et repris dans un mélange Et,0/H,0 1/1. La solution aqueuse est extraite
2 fois a I'éther. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSQ,, filtrées et
évaporées. L’huile jaune obtenue est purifiée par chromatographie flash
(Cyclohexane/EtOAc: 8/2) permettant d’obtenir 17,5 g de composés 3, soit 74 % de
rendement.

Rf (cyclohexane/EtOAc :9/1) =0,2

'H NMR (CDCls, 250 MHz) : 6 (ppm): 4,2 (g, J = 7,2 Hz, 4H), 3,6 (t, J = 7,7 Hz, 1H), 2,78 (dd, J =
2,5 Hz, J = 7,7 Hz, 2H), 2,01 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 1,28 (t, J = 7,2 Hz, 6H)
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Acide 2-(éthoxycarbonyl)pent-4-ynoique (4)
O O

HO OEt

i

P.M. : 170,06 g/mol
Formule brute : CgH1004

KOH (3,15 g, 56 mmol, 1,1 eq.) est dissous a 0 °C (glace/eau) dans 20 mL d’EtOH et
ajouté goutte a goutte au malonate 3 (10 g, 50 mmol, 1 eq.). Le milieu est laissé sous
agitation magnétique a température ambiante pendant 1 h 30. Le brut réactionnel est
évaporé au rotavapor, puis repris dans EtOAc / H,0. La phase aqueuse est acidifiée (pH 3) et
extraite 3 fois a 'EtOAc, conduisant a I'obtention de 3,4 g (20 mmol) du monoacide 4, soit
40 % de rendement. Le brut est directement engagé dans |'étape suivante.
Rf (Cyclohexane/EtOAc:9/1) =0,3
'H NMR (CDCls, 250 MHz) : & (ppm) : 10,4 (s, 1H), 4,25 (g, J = 7,2 Hz, 2H), 3,6 (t, J = 7,7 Hz,
1H), 2,80 (dd, J= 2,5 Hz, J = 7,7 Hz, 2H), 2,05 (t, /= 2,5 Hz, 1H), 1,30 (t, / = 7,2 Hz, 3H)
13C NMR (CDCl3, 63 MHz) : 6 (ppm) : 173,4 (C), 167,8 (C), 79,6 (C), 70,9 (CH), 62,4 (CH,), 50,9
(CH), 18,5 (CH;), 14,1 (CH3)

2-méthylénepent-4-ynoate d’éthyle (5)

OEt

4

P.M. : 138,07 g/mol
Formule brute : CgH100,

La diéthylamine (4,3 mL, 42 mmol, 2,1 eq.) est ajoutée au monoacide 4 (3,4 g,
20 mmol, 1 eq.). Le mélange réactionnel est refroidi a 0 °C (bain de glace) et le formaldéhyde
37 % (6,5 mL, 80 mmol, 4 eq.) est ajouté goutte a goutte. Le milieu est remis a température
ambiante et laissé sous agitation magnétique pendant 16 h. Le brut réactionnel est dilué
avec de I'eau et extrait 3 fois a I'éther. Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur
MgSQ,, filtrées et évaporées au rotavapor. L’acrylate 5 obtenu (huile jaune trés volatile) est
utilisé directement dans I'étape suivante.
Rf (Cyclohexane/EtOAc :9/1) = 0,6
'H NMR (CDCls, 250 MHz) : & (ppm) : 6,34 (d, J = 1 Hz, 1H), 6,03 (d, J = 1 Hz, 1H), 4,23 (q,
J=7,2Hz, 2H), 3,24 (d,J = 2,7 Hz, 2H), 2,2 (t, J = 2,7 Hz, 1H), 1,3 (t, J = 7,2 Hz, 3H)
13C NMR (CDCls, 63 MHz) : & (ppm) : 166,2 (C), 135,4 (C), 126,2 (CH,), 80,3 (C), 72,0 (CH), 61,1
(CH3), 21,7 (CHy), 14,3 (CHs)
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Acide 2-(éthoxycarbonyl)pent-4-yn-1yl)phénylphosphinique (6)
g 8
FI’ OEt
OH
X

L’hexaméthyldisilazane (3,5 mL, 16,7 mmol, 1 eqg.) est ajouté a [lacide

P.M. : 280,09 g/mol

Formule brute : C14H1704P

phénylphosphinique (2,37 g, 16,7 mmol, 1 eq.), sous argon. Le milieu réactionnel est chauffé
a 100 °C sous agitation pendant 30 min. La solution incolore est placée a 90 °C et I'acrylate 5
(20 mmol) est ajouté a contre-courant d’argon. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation
a 90 °C pendant 20 h. Il est placé a 70 °C et « quenché » avec 6 mL d’EtOH pendant 1 h. Le
brut est évaporé au rotavapor et purifié par chromatographie flash (CH,Cl,/AcOH/MeOH :
100/3/3), permettant I'obtention de 2,25 g (8 mmol) du bloc phosphinique 6, soit 48 % de
rendement.

Rf (CH,Cl,/AcOH/MeOH : 7/0,5/0,5) = 0,8

'H NMR (CDCls, 250 MHz) : 6 (ppm) : 7,74 (m, 2H), 7,46 (m, 3H), 4,03 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,93
(s, 1H), 2,53 (m, 2H), 2,2 (td, J = 7,1, J = 13,7 Hz, 1H), 2,10 (m, 1H), 1,93 (s, 1H), 1,3 (t, J = 7,2
Hz, 3H)

31p NMR (CDCls, 101 MHz) : & (ppm) : 40,81

ESI MH" calculé : 280,1, trouvé : 280,9

((((3S,5S,7S)-adamantan-1-yloxy)phénylphosphoryl)méthyl)pent-4-ynoate d’éthyle (7)

(0]
(g
FI> OEt
(0]

4

P.M. : 414,20 g/mol
Formule brute : Cy4H3104P

Sous argon, l|‘acide phosphinique 6 (300 mg, 1,07 mmol, 1 eq.) et le
1-bromoadamantane (690 mg, 3,2 mmol, 3 eq.) sont dissous dans 20 mL de CHCls. Le milieu
est chauffé a 60 °C. Ag,0 (744 mg, 3,2 mmol, 3 eq.) est ajouté par portion de 250 mg
pendant 30 min puis le mélange réactionnel est laissé 18 h a 90 °C. Le milieu réactionnel est
évaporé au rotavapor. Il est filtré sur Célite ; la Célite est lavée plusieurs fois au DCM. Le brut
est purifié par chromatographie flash (CH,Cl,/AcOH/MeOH: 7/0,1/0,1) permettant

I’obtention de 250 mg (0,6 mmol) de composé 7, soit 56 % de rendement.
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Rf (CH,Cl,/AcOH/MeOH : 7/0,5/0,5) = 0,8
ESI MH" calculé : 415,2, trouvé : 415,4

Acide 2-((((3S,5S,7S)-adamantan-1-yloxy)phénylphosphoryl)méthyl)pent-4-ynoique (A)

(e 3
OH

I
P
(0]
A

P.M. : 386,16 g/mol
Formule brute : C;;H,704P

L'ester (100 mg, 241 umol, 1 eq.) est refroidi (bain de glace). LiOH.H,O (400 mg, 964
umol, 4 eq.) est dissous dans 1 mL de THF/H,0 1/1, puis ajouté goutte a goutte sur I'ester. Le
milieu réactionnel est laissé sous agitation pendant 20 h. Le brut réactionnel est acidifié (pH
1) puis purifié par chromatographie sur silice C-18 (H,O / CH3CN / TFA:90/ 10/ 0,1 jusqu’a
0/ 100 / 0,1) permettant I'obtention de 12,5 mg (31 umol) de composé A, soit 13 % de
rendement.
Rf (CH,Cl,/MeOH : 95/5) = 0,4
'H NMR (CDCls, 250 MHz) : & (ppm) : 7,83 (m, 2H), 7,55 (m, 3H), 2,56 (m, 5H), 2,12 (s, 4H),
2,04 (s, 6H), 1,57 (s, 6H)
ESI MH" calculé : 387,2, trouvé : 387,2
ESI MH™ calculé : 385,2, trouvé : 385,1
HPLC analytique (Ascentis Express C18) R; = 6,85 min
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I.4. Synthese de la sonde radioactive

OtBu
1_Q
/O . FmocHN JI\ N
FmocN — R
R OtBu

Schéma 3 : schéma de synthése de la sonde 2 ; i- piperidine/DMF 20/80. puis Fmoc-AA-OH (10 eq.), HATU
(9,4 eq.), DIEA (20 eq.), DMF, TA, 30 min ii - CIHOBt (1 eq.), A (1,3 eq.), DIC (1 eq.), DMF, TA 15h iii - pyridine
(1,8 eq.), B (18 eq.) CH,Cl,, N-chlorosuccinimide (20 eq.), 40 °C, 4 h puis addition sur la résine, triéthylamine
(14 eq.) TA, 15h, CH,Cl, iv - TFA/TIS/H,0 95/2.5/2.5, TA, 1 h 30 v - N-succinimidyl(*H) propionate radioactif
(6,7 eq.), N-succinimidylpropionate (0,9 eq.), DIEA (5,5 eq.), DMF, TA, 40 h
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Couplage d’acides aminés

FmocHN

N

OtBu

R= 0O ™0 ™ NHMmt

1g (330 umol, 1 eq.) de résine Universal PEG NovaTag (Novabiochem, loading:
0,33 mmol / g) est gonflée dans 10 mL de DMF. Le groupement Fmoc est déprotégé avec une
solution de pipéridine/DMF (1/4) pendant 3 min et deux fois 7 min avec une solution fraiche.
La résine est rincée successivement avec du DMF, du CH,Cl, et du DMF. Un mélange de
1,18 g (3,1 mmol, 9,4 eq.) de HATU et 1,26 g (3,3 mmol, 10 eq.) de Fmoc-Ser(tBu)-OH est
dissous dans 10,9 mL de DMF et 1,1 mL de DIEA (6,6 mmol, 20 eq.) et agité pendant 5 min,
avant d’étre ajouté sur la résine. La résine est laissée dans ce milieu pendant 30 min a
température ambiante sous agitation mécanique. Le couplage est réitéré avec 615 mg (1,6
mmol, 4,9 eq.) de HATU, 632 mg (1,65 mmol, 5 eq.) de Fmoc-Ser(tBu)-OH, 10,9 mL de DMF
et 560 pL de DIEA (3,3 mmol, 10 eq.). Aprés le second couplage, la résine est rincée. Pour le
couplage du second acide aminé, le protocole précédent est réitéré (déprotection du
groupement Fmoc, ringage, premier couplage, second couplage et rincage) en utilisant 1,5 g
(3,3 mmol, 10 eq.) de Fmoc-Tyr(tBu)-OH pour le premier couplage et 758 mg (1,65 mmol, 5
eq.) pour le second couplage. La résine est ensuite rincée avec du DMF et du CH,Cl,, séchée

et placée sous argon et a - 20 °C.

Couplage du synthon phosphinique A

0]

)

i
o)

@ X \OtBu

42 mg (10 umol, 1 eq.) de résine est gonflé dans du DMF pendant 30 min, puis le

/IZ

groupement Fmoc est déprotégé avec une solution de pipéridine/DMF (1/4) pendant 3 min
et deux fois 7 min avec une solution fraiche. La résine est rincée successivement avec du
DMF, du CH,Cl, et du DMF. 5,3 mg de bloc phosphinique A (13,7 umol, 1,3 eq.), 1,7 mg de
CIHOBt (10 umol, 1 eq.), 500 uL de DMF et 1,6 pL de DIC (10 umol, 1 eq.) sont agités dans un

réacteur de 1 mL pendant 5 min. La résine est laissée dans ce milieu pendant une nuit sous

-131-



- Chapitre IV Matériels et méthodes

agitation mécanique a température ambiante. Apreés couplage, la résine est rincée. Afin
d’améliorer la séparation du produit final et des produits secondaires, les amines libres
présentes sur la résine placées en présence de 1-acétylimidazole. La résine est placée dans
18 mg d’1-acétylimidazole (163 umol, 16 eq.) préalablement dissous dans 500 uL de DMF,
pendant 30 min sous agitation mécanique, a température ambiante. La résine est rincée,

séchée et placée sous argon a - 20 °C.

Cycloaddition 1,3 dipolaire sur support solide

Toutes les étapes suivantes sont réalisées a I'abri de la lumiere afin d’éviter
I’activation de la trifluométhylphényldiazirine.

L’'oxime B (42 mg, 183 umol, 18 eq.) est placée dans un ballon de 5 mL, a I'abri de la
lumiére et sous argon. 1 mL de CH,Cl,et 1,5 pL de pyridine (18 umol, 1,8 eq.) sont ajoutés. Le
milieu est chauffé au reflux du CH,Cl, (40 °C). Le N-chlorosuccinimide (27 mg, 202 umol,
20 eq.) est ajouté par portions égales de 9 mg pendant 15 min. Afin d’assurer I’étanchéité du
montage, du téflon est enroulé autour de la connexion entre le ballon et le réfrigérant. Le
milieu est chauffé a 40 °C pendant 4 h et suivi par CCM (Cyclohexane/EtOAc : 8/2, Rf = 0,8).
Le milieu est évaporé au rotavapor, puis repris dans Et,0/H,0. La phase organique est lavée
deux fois a I'eau, puis elle est séchée sur MgSO,, filtrée et évaporée au rotavapor, pour
obtenir une huile jaune directement engagée dans la cycloaddition 1,3-dipolaire.

La résine précédente est gonflée et rincée. La chloroxime (183 umol, 18 eq.) est
reprise dans 250 puL de DCM et ajoutée sur la résine. 20 uL de triéthylamine (143 pumol,
14 eq.) sont ajoutés dans ce milieu. La résine est laissée 15 h sous agitation mécanique a
température ambiante, a I'abri de la lumiere. La solution est orange en fin de réaction. La

résine est rincée.
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Clivage du support solide: précurseur de la sonde radioactive

La résine est clivée. Les solutions de clivage sont diluées par 10 dans de I'eau distillée,
et immédiatement lyophilisées. Elles sont purifiées par HPLC a 230 nm. Chaque pic
correspondant au produit souhaité est immédiatement lyophilisé et placé a I'abri de la
lumiere afin d’éviter toute dégradation de la diazirine.

Deux diastéréoisomeres sont séparés par HPLC : diastéréoisomere 1, élué dans la 1%
fraction (547 nmol) et diastéréoisomere 2, élué dans la 2°™M® fraction (508 nmol), soit 10,5 %

de rendement.
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Figure 109 : HPLC analytique du diastéréoisomeére 1 (Hypersil C-18, A =280 nm, 0 - 100 % B entre 0 et 30 min)
R;=17,5 min
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Figure 110 : HPLC analytique du diastéréoisomére 1 (Hypersil C-18, A = 230 nm, 0 - 100 % B entre 0 et 30 min)
R;=17,5 min
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Figure 111 : ESI mode positif du diastéréoisomére 1 MH" calculé : 932,35, trouvé : 932,5

Sous irradiation du laser du MALDI, la diazirine est capable de se convertir
partiellement en carbéne correspondant, ce qui conduit & 'observation d’un ion [M-N,+H"],

possédant un m/z réduit de 28,01 (perte de N,) par rapport au m/z attendu.

HJ\‘ —
N /N

schéma 4 : photo-irradiation de la diazirine conduisant a la formation d’un carbéne

MH*
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Figure 112 : MALDI en mode positif MH" calculé : 932,35, trouvé : 932,28 et [M-N,+H']" calculé : 904,34,
trouvé: 904,29
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Propionylation radioactive conduisant a la sonde 2 (diastéréoisomére 1)

=N

Le N-succinimidyl(*H) propionate radioactif, conservé dans du MeOH, est évaporé au
SpeedVac. Le N-succinimidyl(®H) propionate radioactif (292 nmol, 6,7 eq.) est repris dans 60
uL de DMF et ajouté sur le précurseur précédemment synthétisé (43 nmol, 1 eq.). 1,7 uL
d’une solution a 22,7 mM de N-succinimidyl propionate (39 nmol, 0,9 eq.), fraichement
préparée dans le DMF, 4,1 uL d’une solution a 58,4 mM de DIEA (240 nmol, 5,5 eq.) et 134
uL de DMF sont ajoutés. Le milieu est laissé sous agitation magnétique pendant 40 h. Le brut
réactionnel est purifié par RP-HPLC.

10,4 nmol de diastéréoisomére élué dans la 1°™ fraction (diastéréoisomere 1) sont
obtenues aprés purification et repris dans 600 pL d’EtOH/H,O (80/20), soit 24% de
rendement. La radioactivité de 1 ulL de solution a été mesurée en triplicate pour donner une

activité totale de 526 uCi, soit une activité spécifique de ce composé de 50,7 Ci/mmol.

154
Absorbance 104 F

0 5 10 15 20

time / min

Figure 113 : HPLC Analytique Ascentis Express C18 (10 cm x 4,6 mm; 2,7 um, gradient : 0 2 12 min / 0 a 100 %
B, débit 1,2 ml/min) UV a A = 275 nm. Rt = 11,0 min
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Figure 114 : HPLC analytique radioactive Waters Atlantis C18 (4,6 x 250 mm, 5 um, gradient: 0330 min /0 a
100 % B, débit 1,0 mL/min) Profil de radioactivité. R, = 25,4 min
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Figure 115 : ESI mode positif : MH" calculé : 988,4, trouvé : 988,5

Le groupement diazirine a la méme instabilité observée avec le précurseur
précédent, conduisant a I'observation du carbéne correspondant a la sonde sous irradiation
du laser du MALDI-TOF, dont le m/z est réduit de 28,01.
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Figure 116 : MALDI: MH’ calculé : 986,4, trouvé : 985,7; [M-N,-H'] calculé 957,7, trouvé : 958,0
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Propionylation radioactive conduisant au diastéréoisomere 2

=N

N

Suite a un protocole identique de marquage avec le N-succinimidyl(*H) propionate
radioactif, 11,8 nmol du diastéréoisomeére élué dans la deuxiéme fraction (diastéréoisomere
2) sont obtenues apres purification et sont repris dans 950 uL d’EtOH/H,0 (80/20), soit 28 %
de rendement sur cette étape. La radioactivité de 1 pL de solution a été mesurée en
triplicate pour donner une activité totale de 739 pCi dans I'échantillon, soit une activité

spécifique de ce composé de 62,6 Ci/mmol.
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Figure 117 : HPLC analytique radioactive du diastéréoisomeére 2 (4,6 x 250 mm, 5 um, gradient: 0 a30 min /0
a 100 % B, débit 1,0 mL/min) Profil de radioactivité. R, = 26,5 min

Le diastéréoisomeére élué dans la premiere fraction HPLC présente I’affinité la plus
élevée pour les MMP. Par analogie avec des travaux précédents sur ce type de composés,'*
le carbone a du résidu en position P;" dans ce diastéréoisomeére est considéré comme ayant
la configuration S. L'ensemble des expériences suivantes ont été réalisées avec le

diastéréoisomere 1.
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Il. Matériels et méthodes biochimie

Il. 1. Matériels et méthodes d’analyse en biochimie

II. 1. a) Dosage de Bradford

La quantité totale de protéine contenue dans un échantillon de milieu complexe est
estimée en utilisant le principe du dosage de Bradford. Il est possible de détecter 0,2 a 20 pug
de protéines via cette méthode. Le dosage colorimétrique de Bradford utilise le changement
d’absorbance du Bleu de Coomassie G-250® lorsqu’il est complexé avec des résidus
aromatiques ou hydrophobes d’une protéine. Le maximum d’absorbance de la forme libre
du colorant (forme cationique) est a 465 nm alors que le maximum d’absorbance de la forme
liée aux protéines (forme anionique) est a 595 nm. La mesure de la variation d’absorbance a

595 nm est directement proportionnelle a la quantité de protéine fixée sur le colorant.

/\N/\©/SO3H

PAG
Eﬁ %
Oj SO3z”

Figure 118 : structure du colorant Bleu de Coomassie G-250 utilisé pour le dosage de Bradford

La solution de Bleu de Coomassie G-250 (Biorad ref 500-0006) est diluée & 1/5™
dans de I'eau distillée et 1 mL de cette solution est réparti dans des cuves adaptables au
spectrometre. Une gamme d’étalonnage est réalisée avec de la Bovine Serum Albumin
(BSA): 0 pg; 2,5ug;5ug; 7,5 ug; 10 pg. Un volume de 1 a 10 L d’échantillon est ajouté a
une cuve contenant 1 mL de solution de Bradford. Les mesures des milieux complexes sont

effectuées en duplicate. Aprés 10 min dans le noir, I'absorbance a 595 nm est mesurée. Les

mesures effectuées sur le milieu complexe sont évaluée par rapport a la gamme de BSA.

II. 1. b)Radioimageur (3-imager)

Le B-imager 2000 (société Biospace) est utilisé pour analyser la localisation et la
guantité de radioactivité présente sur les membranes PVDF. La membrane est placée sur
une plaque de verre directement dans la chambre d’ionisation. Les rayonnements B~ du
tritium ionisent le gaz scintillant (mélange d’argon et de triéthylamine) pour former des

électrons d’ionisation primaires. Sous I’action d’'un champ électrique puissant (5,3 kW/cm),
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ces électrons sont accélérés et ionisent le gaz, créant une avalanche d’électron. Ces
avalanches d’électrons génerent des photons, détectés par une caméra CCD intensifiée qui
analyse la lumiere émise sous forme de taches lumineuses. Un traitement mathématique via
un logiciel permet d’établir une image présentant la localisation et lintensité de la

radioactivité présente initialement sur I’échantillon (Figure 119).

Echantillon émetteur B

Cathode

S
Avalanche /— Grille anodique

Convertisseur uv—p visible
AR

Lumiere

Fenétre transparente

Calcul du centroide

et accumulation
cgfnén.c,cn
intensifiée

spot lumineux cartographie de I'activité
sur une trame vidéo de I'échantillon

Figure 119 : schéma de fonctionnement d’un [3imager198

Ce type d’appareil permet une grande sensibilité de radioactivité détectable (environ
1 pCi) et une grande sensibilité spatiale (50 um pour le tritium). Cependant, son rendement
de comptage est limité a 50 % (seules les particules émettant dans la direction de la caméra
CCD peuvent étre comptées) et par I'épaisseur de I'échantillon : la radioactivité observée ne
correspond qu’a la radioactivité présente dans une couche de I’échantillon de 0,54 pum

environ.

II. 1. ¢)Fluorimetre
Le signal de fluorescence est analysé par un fluorimetre (spectrophotometre a

compteur de photon, Fluoroskan Ascent, Thermolab Systems) équipé d’'un thermostat et

d’un systeme d’agitation.

Il. 2. Enzymes, substrats et tests d’activité enzymatique

II. 2. a) Enzymes
Les domaines catalytiques des enzymes (hMMP-2, hMMP-8, hMMP-13, hMMP-14)

sont commercialisés par la société CIRMMP (anciennement Protera). Les domaines
catalytiques hMMP-9, hMMP-12 (mutant F67D) et mMMP-12 ont été produits par voie
recombinante dans E.Coli au laboratoire. Les enzymes (hnMMP-2, hMMP-3, hMMP-8, hMMP-
9, hMMP-12, hMMP-13, hMMP-14) sous forme entiére proviennent de R&D System. Sauf

-139 -



- Chapitre IV Matériels et méthodes

indication contraire, les dilutions des solutions d’enzyme sont préparées dans du tampon
Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, 0,01 % brij-35, pH 6,8, filtrée au travers de filtres de taille 0,22 um

avant 'ajout de brij-35.

II. 2. b)Substrats
Les substrats Mca-Pro-Leu-Gly-Leu-Dpa-Ala-Arg-NH, (Mca-Mat) et Mca-Arg-Pro-Lys-

Pro-Val-Glu-Nval-Trp-Arg-Lys(Dnp)-NH, (McaMMP-3) sont commercialisés a facon par Enzo

Life Science.
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Figure 120 : structure chimique des substrats Mca-Mat et McaMMP-3

Les séquences peptidiques des substrats sont clivées par les enzymes respectivement
entre la glycine et la leucine pour le Mca-Mat et la glutamine et la norvaline pour le
McaMMP-3. Sauf indication contraire, les dilutions de solution de substrat sont préparées
dans le DMSO.

IL. 2. ¢) Tests d’activité enzymatique

Les tests enzymatiques ont été effectués dans des plagues 96 puits (plaques noires
NBS 3650, Corning Costar, France). Un substrat peptidique fonctionnalisé par un
groupement quencheur et un groupement émetteur de fluorescence est utilisé dans les tests
enzymatiques. A [I'état initial, le groupement quencheur empéche I'émission de la
fluorescence du groupement émetteur. Les tests consistent a mesurer |'émission de
fluorescence a Aemy = 405 nm (pour le Mca), concommitante au clivage par I'enzyme d’une
séquence peptidique fonctionnalisée initialement par un groupement émetteur
(Aex =320 nm pour le Mca) et un groupement quencheur de fluorescence. Une fois le
substrat clivé, le groupement émetteur est éloigné du groupement quencheur, ce qui
permet I'émission et la mesure de la fluorescence de I'émetteur par le fluorimetre (Figure
121).
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Emetteur Quencheur Emetteur Quencheur

el M A

Figure 121 : Schéma du clivage du substrat fluorogénique par une MMP

L'activité enzymatique est mesurée dans des plaques 96 puits contenant environ
100 pL, en dupliquat:
- 99 uL de tampon Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 6,8
- 1 pL d’une solution d’enzyme 100 fois plus concentrée que la concentration finale dans le
puits pour chague MMP, présentée en Tableau 11
- 0,5 pL de substrat Mca-Mat a 1,8 mM (concentration finale de 9 uM) ou 0,5 uL de substrat
McaMMP-3 (concentration finale de 9 uM) pour la hMMP-3

La plague est agitée 10 secondes sur un agitateur mécanique puis la fluorescence est
mesurée pendant 30 min par le fluorimeétre.

Les activités de référence a une concentration de solution d’enzyme différente selon
les MMP testées sont présentées dans le Tableau 11, avec une lecture de 30 min sur le
fluorimetre. Dans les tests d’activité enzymatique, les concentrations en substrat utilisées

sont telles que moins de 10 % du substrat est dégradé par I'enzyme.

Tableau 11 : tableau de la concentration finale enzymatique dans un puits pour les activités enzymatiques de
référence

hMMP | hMMP- | hMMP- | hMMP- | hMMP- | hMMP- | hMMP- | mMMMP-
-2 3 8 9 12 13 14 12

concentration de la
solution d’enzyme (nM) 0,05 3,5 0,1 0,05 1 0,1 0,1 1

finale dans le puits

AF usuel mesuré pour
les activités de 14 15 13 17 8 12 8 5

référence

II. 2. d)Activation des enzymes

Les MMP sous forme entiére (société R&D) contiennent le prodomaine qui inhibe
I'activité enzymatique des MMP. L’activation des MMP est réalisée chimiquement a I'aide de
I'acétate de 4-Aminophénylmercure (APMA). L'APMA réagit avec la cystéine du prodomaine
par une interaction du mercure avec |'atome de zinc du site actif. Cette modification
entraine un déplacement du prodomaine du site actif, permettant I'autolyse de I'’enzyme par

la coupure du prodomaine.
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Le volume de tampon Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, brij 0,01%, pH 6,8 est réajusté en
fonction du volume initial pour obtenir une solution d’enzyme a 100 pg / mL (soit 100 pL de
volume final pour 10 pg de protéines). A I'abri de la lumiére, 1 uL d’APMA a 100 mM
(préparé extemporanément dans le DMSO) est ajouté a la solution d’enzyme. A I'abri de la
lumiére, la solution d’enzyme est activée a 37°C pendant une durée dépendante de I'enzyme
a activer, comme présenté dans le Tableau 12. Les solutions d’enzyme sont ensuite
replacées a 4 °C et sous la lumiere ambiante afin de dégrader I'exceés d’APMA. Elles sont

ensuite aliquotées en volumes de 10 pL et stockées a - 80 °C afin de limiter leur autolyse.

Tableau 12 : tableau des durées d’activation selon les enzymes

hMMP-2 hMMP-3 hMMP-8 hMMP-9 hMMP-12 hMMP-13

durée d’activation 1h 30 min 1h30 24 h 2h 2h15

Dans le cas de la hMMP-14, la furine permet l'activation de la MMP. Pour cela, la
MMP-14 est diluée a 40 pg/mL (250 uL pour 10 pg) dans du tampon 50 mM Tris, 10 mM
CaCly, 0,01 % brij-35, pH 6,8 en présence de 0,86 pg/mL de furine. Aprés 1,5 h d’incubation a
37 °C, la MMP est titrée et I'activité de la MMP-14 est mesurée.

Lors du protocole d’activation, les enzymes peuvent se dégrader. Il est nécessaire de
connaitre la quantité d’enzyme compétente pour I'hydrolyse d’un substrat par une

expérience de titration. Le Tableau 13 reporte les concentrations théoriques des enzymes

sous forme entiere, leur volume initial et leur tampon de stockage.

Tableau 13 : volume et concentration théorique des MMP sous forme entiére

hMMP-2 hMMP-3 hMMP-8 hMMP-9 hMMP-12 | hMMP-13 | hMMP-14
Volume initial 27,1 uL 21,8 uL - 50 plL 48,1 pL 50 uL 20,5 uL
12,5 mM
50 mM Tris,
20 mM Tris, Tris, 25 mM MES,
50 mM Tris 15 mM MES, 150 mM
150 mM 5 mM CaCl,, 150 mM
150 mM 320 mM NaCl,
Tampon de NaCl, 100 mM NaCl,
5 mM CaCl Nacl Nacl Nacl, 1omM cacl,, | ™M @k
stockage z ’ 10 mM CaCl,, | 5mM CaCl,, 1 1uMzZnClh,
0,05% brij- 50% glycerol 0,05% brij-35
0,05% brij-35 pH5,5 50% glycérol
35, pH 7,4 0,025% brij- pH 6,0
pH 8,5
35 pH 8,0
Poids
moléculaire
. 71 kDa 54-56 kDa 51 kDa 77 kDa 52 kDa 52 kDa 31 kDa
apres
activation
Concentration
théorique pour 1,41 pM 1,92 uM 1,96 uM 1,30 uM 0,96 uM 1,92 uM 3,23 uM
10 pug
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IL. 2. e) Titration des solutions d’enzyme

Les enzymes sont dosées par des inhibiteurs puissants des MMP pour connaitre la
guantité réelle de forme active apte a I’hydrolyse des substrats. Pour les enzymes produites
au laboratoire, la mesure de I'absorbance a 280 nm donne acces a la concentration totale de
la solution d’enzyme. Les coefficients d’extinction molaires utilisés pour les mMMP-12,
hMMP-9 et hMMP-12 sont présentés en Tableau 14. Pour les enzymes sous forme entiére, le
Tableau 13 présente les concentrations théoriques de chaque enzyme, pour une

concentration de 100 pg / mL.

Tableau 14 : coefficients d’extinction molaire et poids moléculaire des hMMP-9, hMMP-12 et mMMP-12
produites au laboratoire

hMMP-9 hMMP-12 mMMP-12

Coefficient d’extinction
33920 26 930 32 890

molaire € (mol™*.cm™)

Poids moléculaire 18 317 17 592,6 18 572,9

Les expériences de titration sont réalisées avec les inhibiteurs LD500.1 et LD437
(Figure 122, inhibiteurs synthétisés au laboratoire) dont les affinités sont présentées en
Tableau 15.

J ‘
i ®
®

=z

s L .
e /JY @)LJ\W s
& cagey

LD500.1 LD437

Figure 122 : Structure chimique des inhibiteurs LD 500.1 et LD 437 utilisés pour la titration des solutions
d’enzyme

Tableau 15 : tableau des constantes d’inhibition de I'inhibiteur LD500.1 utilisé pour la titration des solutions
d’enzyme

hMMP- | hMMP- | hMMP- | hMMP- | hMMP- | hMMP- | hMMP- | mMMMP-
2 3 8 9 12 13 14 12
Ki inhibiteur LD500.1
0,009 2,6 0,09 0,004 | 0,019 | 0,027 0,54 1
(nM) incubation 16 h
Ki inhibiteur LD437
- 1,33 - - - - - -
(nM) incubation 3 h
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Pour titrer les solutions d’enzyme, dans un volume d’environ 100 pL, les conditions

expérimentales suivantes sont mises en place en duplicate (14 puits au total) :

- 95 puL de Tampon Tris/HCI 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 6,8

- 5 pL de solution d’enzyme a 200 nM (concentration finale de 10 nM dans le puits)
-0nM/1nM/25nM/5nM/ 7 nM/ 10 nM/ 20 nM d’inhibiteur LD500.1 final dans un
puits, soit respectivement des volumes de O puL / 1 pL / 2,5 pL de solution d’inhibiteur a
0,1 uM puis 0,5 uL/ 0,7 uL / 1 pL / 2 pL de solution d’inhibiteur a 1 uM.

Aprés 45 min d’incubation a température ambiante sous agitation mécanique, 1 uL
de McaMMP-3 a 1,8 mM (concentration finale de 18 uM dans le puits) sont ajoutés dans les
14 puits ; la plaque est agitée sur un agitateur mécanique et la fluorescence est mesurée
pendant 30 min sur le fluorimeétre.

Pour la hMMP-3, la titration est réalisée dans les mémes conditions que
précédemment, avec l'inhibiteur LD437 a la place de I'inhibiteur LD500.1 et le substrat Mca-
Mat au lieu du substrat Mca-MMP-3.

titration " 10 nM" MMP2h lot 04/11

par 500.1
100
L)
]
&0
/
= 60 Y = LSX(mO+Hm 1+mz)-sgri((m0... il
% y Yalue Error
£ mi 9,9533 0,43632 |
® 40 m2 0,082654 0,07248 |[unnr]
Chisq 163,09 i
R 0,99573 i
20 { ]
L)
o]
0 ] 10 15 20 25

Figure 123 : exemple de la titration de la hMMP-2 par I'inhibiteur LD500.1

Le pourcentage d’inhibition calculé par rapport a l'activité de référence sans
inhibiteur, est déterminé pour chaque concentration d’inhibiteur. Il est reporté dans un
graphique présentant le pourcentage d’inhibition de I'activité enzymatique de référence en
fonction du logarithme de la concentration de la solution d’inhibiteur. Il est ainsi possible de
déterminer le pourcentage d’enzyme active. Dans I'exemple de la Figure 123, la solution
d’enzyme est dosée a 9,95 nM (m1) au lieu de 10 nM, ce qui correspond a une activité de
99,5 %.

II. 2. f) Détermination de la constante d’inhibition des sondes (Ki)

Les constantes d’inhibition sont déterminées en utilisant la méthode d’Horovitz et

Levitzkilgl, prenant compte les concentrations d'enzyme, d'inhibiteur, de substrat, et
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I'affinité de celui-ci (Ky) pour cette enzyme. Le protocole mis en place correspond aux
conditions expérimentales suivantes, dans une plaque 96 puits contenant environ 100 pL :

- 99 uL de Tampon Tris 50 mM CaCl, 10 mM pH 6,8

- 1 uL de solution d’enzyme d’une solution d’enzyme 100 fois plus concentrée que la
concentration finale dans le puits pour chague MMP, présentée en Tableau 11
-1nM/3nM/10nM /30 nM /100 nM d’inhibiteur

Aprés 45 min d’incubation a température ambiante et sous agitation, le substrat
McaMat (concentration finale de 9 uM dans chaque puits, soit 0,5 uL a 1,8 mM) est ajouté et
la fluorescence est mesurée pendant 30 min sur le fluorimetre.

Les concentrations en solution d’enzyme utilisées dans ces tests sont les suivantes :
0,05 nM (hMMP-2), 3,5 nM (hMMP-3), 0,1 nM (hMMP-8), 0,05 nM (hMMP-9), 0,2 nM
(hMMP-12), 0,1 nM (hMMP-13), 0,1 nM (hMMP-14) et 0,5 nM (mMMMP-12).

Pour chaque concentration d’inhibiteur, I'augmentation du signal de fluorescence en
fonction du temps est linéaire et permet de calculer la pente de la fluorescence en fonction
temps. Pour chaque concentration d’inhibiteur, le rapport des pentes par rapport a la pente
de la référence (sans inhibiteur) donne accés au pourcentage d’inhibition. L’analyse du
pourcentage d’inhibition en fonction du logarithme de la concentration en inhibiteur est une
sigmoide, permettant de calculer le Ki.

sonde vs MMP-13cat
(incubation 45 min)

100

80

60

t /( ¥ = 100*(MO+sqr{((D.1-m1*(1
40

Valug Error [ 7]
m1 1,6353 0,046372
20 Chisg 19,203 A |
R 0,998689 NA

o | i | i |
0.1 1 10 100 1000 10t 108 10 10
M = B8

Figure 124 : exemple de la détermination du Ki de la sonde radioactive vis-a-vis de la hMMP-13

Dans I'exemple présenté en Figure 124, la représentation graphique du pourcentage
d’inhibition en fonction du logarithme de la concentration en inhibiteur est une sigmoide qui
donne acces au Ki: 1,6 nM (m1) vis-a-vis de la hMMP-13.

Il. 3. Dispositif de photo-irradiation

Les expériences de photo-irradiation des complexes enzyme-sonde sont réalisées sur
un banc optique, en chambre noire, sous lumiére inactinique a vapeur de sodium. Le
dispositif de photo-irradiation, schématisé en Figure 125, est composé d’une lampe a
mercure (1000 W, Orsam, ref HBO 1002W/CEL), d’une ouverture et d’'une série de lentilles

focalisant la lumiére polychromatique vers un monochromateur (Jobin-Yvon), derriére lequel
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une autre série de lentille focalise la lumiere monochromatique sur un porte-échantillon,
refroidi & 10 °C par un cryostat. L'intensité du faisceau de lumiére (dimension 24 mm?) est
mesurée par un radiométre IL 700 (International Light, Newburyport, MA). La variation de la
dimension de I'ouverture permet de moduler l'intensité du faisceau monochromatique sur

I’échantillon.

Porte échantillon

Lampe a Hg monochromateur (10°C)
lentilles lentilles  Faisceau

I I monochromatigue

Figure 125 : Schéma du dispositif de photo-irradiation

Les tubes eppendorf de 500 pL, sont posés sur le porte-échantillon réfrigéré a 10°C.
Le banc optique est réglé sur une longueur d’onde de 353 nm et I’échantillon est photo-
irradié pendant 10 min a une puissance de 30 mW / cm? Aprés photo-irradiation de
I’échantillon, du tampon de Laemmli 5X (Tris 250 mM, SDS 10 %, B-mercapto-éthanol 10 %,
Glycérol 60 %, 0,25 % bleu de bromophénol, pH 6,8) est ajouté dans I’échantillon.

Il. 4. Préparation et photoirradiation des échantillons

La photoirradiation des échantillons a été réalisée en tubes eppendorf de 500 pL.
Apres ajout de la sonde 2, les milieux (tampon ou milieux complexes) ont été incubés
pendant 45 min a I'abri de la lumiére avant photoirradiation.

Pour les expériences réalisées en tampon, a haute concentration d’enzyme, 50 uL de
MMP (250 nM) ont été préparées dans du tampon Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, brij-35 0,01 %
et incubées de sonde 2 (100 nM). Les échantillons ont été photoirradiés (ou non
photoirradiés) puis 12,5 pL de tampon de Laemmli 5 X (Tris 250 mM, SDS 10 %, B-mercapto-
éthanol 10 %, glycérol 60 %, 0,25 % bleu de bromophénol, pH 6,8) ont été immédiatement
ajoutés. Pour les expériences de compétition, I'enzyme (250 nM) a été préincubée en
présence de compétiteur (RXP470.1 ou LD500.1, 10 uM) pendant 45 min, puis la sonde 2
(100 nM) a été incubée 45 min avant photoirradiation des échantillons, puis ajout de 12,5 L
de tampon de Laemmli 5X. Pour les expériences de sensibilité de détection, des
concentrations variables en enzymes (concentrations finales de 0,1 nM, 0,2 nM, 0,5 nM ou 1
nM pour la mMMP-12, de 0,2 nM, 1 nM, 2 nM ou 5 nM pour la hMMP-12, de 0,01 nM, 0,05
nM, 0,1 nM, 0,2 nM, 0,5 nM, 1 nM ou 2 nM pour la hMMP-9, 50 uL) ont été incubées en
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tampon Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, brij-35 0,01 %, pH6,8 en présence de sonde 2 (100 nM)
avant photoirradiation puis ajout 12,5uL de tampon de Laemmli 5 X.

Pour les expériences avec les milieux complexes, la sonde 2 (100 nM) a été incubée
dans 50 plL de milieu pendant 45 min sur glace a I'abri de la lumiére avant photoirradiation
puis ajout del2,5 pL de tampon de Laemmli 5 X. Pour les expériences de compétition, le
RXP470.1 (10 nM, 100 nM, 1uM, 10 uM) a été incubé dans 50 pL de milieu complexe
pendant 45 min, puis la sonde 2 (100 nM) a été incubée pendant 45 min a I'abri de la lumiere
avant photoirradiation, puis I'ajout de 12,5 puL de tampon de Laemmli 5X. Pour les
expériences en présence de mMMP-12 recombinante, a 50 pL de milieu complexe ont été
ajoutées la MMP-12 (1 nM de mMMP-12 pour les BAL et 5 nM de hMMP-12 pour les
carotides et aortes, respectivement), puis la sonde 2 (100 nM) a été incubée pendant 45 min
a I'abri de la lumiere avant photoirradiation, puis 12,5 pL de tampon de Laemmli 5X ont été
ajoutés. Pour les expériences de compétition en présence de MMP-12 recombinante, ont
été ajoutés (dans I'ordre) : 50 uL de milieu, la MMP-12, le RXP470.1 (10 nM, 100 nM, 1 uM,
10 uM) et incubés pendant 45 min sur glace. Puis, la sonde 2 (100 nM) a été incubée
pendant 45 min avant photoirradiation et ajout de 12,5 uL de tampon de Laemmli 5X. Pour
les expériences en présence d’a-macroglobuline, ont été ajoutées (dans 'ordre) : 50 ulL de
BAL, la MMP-12 (10 nM), I'a-macroglobuline (760 nM). Aprés 45 min d’incubation, ont été
ajoutés soit la sonde 2 (100 nM), soit le RXP470.1 (10 uM) et incubés pendant 45 min sur
glace. Dans I’échantillon contenant le RXP470.1, la sonde 2 a été ajoutée et incubée pendant

45 min avant photoirradiation.

IIl. 5. Gels d’électrophorese SDS-PAGE

Plusieurs types de gels sont utilisés: les gels Tris-Glycine-HClI SDS-PAGE (Sodium
DodecylSulfate - Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) monodimensionnels, les gels Tris-
Glycine-HCl bidimensionnels, les gels de zymographie de gélatine, les gels de zymographie
de caséine et les gels de zymographie d’élastine. Aprés migration des protéines dans les gels
Tris-Glycine, elles sont révélées au nitrate d’argent ou transférées sur une membrane de
polyfluorure de vinylidéne (PVDF), elle-méme analysée en radioactivité a I'aide d’un Bimager

ou révélée par des anticorps (Western Blot).

II. 5. a) Gels d’électrophorese monodimensionnels

Les gels d’électrophorése Tris-Glycine-HCI/SDS-PAGE de 1 mm d’épaisseur, contenant
12 % a 15 % d’acrylamide, sont coulés extemporanément au laboratoire avec le systéme
MiniProtean Il (Biorad). L’électrophorese monodimensionnelle en condition dénaturante
SDS-PAGE permet la séparation de protéines selon leur poids moléculaire. Le SDS supprime

les interactions non covalentes dans la protéine, et conduit donc a sa dénaturation et a la
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perte de sa structure. De plus, les ions dodécylsulfate s’adsorbent sur les surfaces exposées
de la protéine, formant ainsi un complexe protéine/SDS de charge nette négative. Sous
I'action d’un courant électrique, les protéines migrent donc dans le gel et sont séparées
selon leur poids moléculaire dans un maillage d’acrylamide.

Les gels sont composés d’un gel de séparation surmonté d’un gel de concentration,

préparés dans les proportions indiquées dans le Tableau 16.

Tableau 16 : composition des gels d’électrophorése pour 2 gels a 12 % ou 15 % d’acrylamide et 1 mm
d’épaisseur

GEL DE SEPARATION GEL DE

12% 15% CONCENTRATION 5%
Acrylamide a 40% 3,6 mL 4,5 mL 625 L
Tampon Tris 3mLTris1,5M, pH 3mLTris1,5M, pH 1,260 mL Tris 1 M, pH

8,8 8,8 6,8
Glycérol 1,56 g (pesés) 1,56 g (pesés) -
SDS 10% 120 pL 120 pL 50 pL
H,O0 distillée 3,99 mL 3,0mL 3,035 mL
APS 50 pL 50 pL 25 pL
TEMED 12 uL 12 uL 5uL

La présence de glycérol dans le gel de séparation permet de couler directement le gel
de concentration sur le gel de séparation, sans temps de séchage préalable. Aprés
polymérisation des gels (environ 45 min), le gel est immergé dans le systéme MiniProtean Il
en présence de tampon de migration (Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1 %, pH 8,3).

Les échantillons préalablement placés dans un tampon de Laemmli 1 X (Tris 50 mM,
SDS 2 %, B-mercapto-éthanol 2 %, glycérol 12 %, 0,05 % bleu de bromophénol, pH 6,8) sont
chauffés pendant 5 min a 95°C avant leur dépot sur le gel. La présence de B-mercapto-
éthanol permet de dissocier les protéines oligomériques et de réduire les ponts disulfures
intramoléculaires et intermoléculaires. Les échantillons et le standard de protéines
(Precision Plus Protein Standards, All Blue, ref 1610373504, Biorad) sont déposés dans les
puits. Pendant la migration des protéines dans le gel, le gel est soumis a un ampérage
constant de 15 mA pendant 15 min pour amener les protéines a s’aligner uniformément
dans le gel de concentration, puis de 25 mA pendant 1 h pour séparer les protéines dans le
gel de séparation. La migration du gel est arrétée lorsque le front de migration atteint le bas
du gel. Le gel est alors placé dans un tampon de fixation pour une révélation au nitrate

d’argent ou dans un tampon de transfert pour un transfert sur une membrane PVDF.
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II. 5. b)Gels d’électrophorese bidimensionnels
La séparation en électrophorése bidimensionnelle permet de séparer les protéines
selon leur point isoélectrique (pl) et selon leur poids moléculaire (PM), comme illustré en
Figure 126.

pl 4 5 6 7 PM
l ] —
250kDa | —
25kDa | =
Etape 1. Electrofocalisation de la bandelette IEF Etape 2. séparationselon les poids moléculaires

Figure 126 : schéma de principe de I'électrophorése bidimensionnelle

La premiere étape (lI'isoélectrofocalisation) sépare les protéines selon leur point
isoélectrique dans un gradient de pH. Les gels utilisés sont des bandelettes contenant un
gradient de pH de taille 7 x 0,3 cm (Biorad Strip pH 4-7 ref 1632001, strip pH 3-10 ref
1632000), composées a 4% en polyacrylamide et 3% en bis-acrylamide.

L’échantillon est dilué dans un tampon de réhydratation (150 puL de tampon de
réhydratation, contenant au maximum 20% d’échantillon, Biorad ref 1632106, conservé a -
20°C). Ce tampon est composé d’urée (8 M) facilitant la dénaturation et la solubilisation des
protéines, de CHAPS (détergeant zwitterionique, 2%) d’ampholytes (0.2% Bio-Lyte® 3/10)
capables de former un gradient de pH dans le gel, de DiThioThréitol (DTT, agent réducteur,
50 mM) et de Bleu de Bromophénol (0,001%), colorant permettant de suivre visuellement
I"IEF.

Dans I'étape d’hydratation passive de I’échantillon, le film plastique protégeant la
bandelette est retiré et la bandelette est placée au contact de I’échantillon pendant une nuit
a température ambiante dans un portoir pour hydratation passive des échantillons (Figure
127).

Figure 127 : image du portoir pour I’hydratation passive des échantillons et de I'appareil IEF Cell (Biorad)

Dans le portoir IEF Cell (Figure 127), des buvards imprégnés d’eau sont placés entre

les électrodes et la bandelette, afin d’éviter une dégradation de la bandelette suite a
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I’application de fortes tensions. Les bandelettes sont placées dans le portoir et recouverte
d’huile minérale (Biorad ref 1632129). Afin d’obtenir une isoélectrofocalisation de bonne

qualité, la tension appliquée aux électrodes est augmentée par paliers (Tableau 17).

Tableau 17 : tension appliquée sur les bandelettes IEF en fonction du temps

type de montée voltage durée
linéaire 300V 30 min
linéaire 1000V 30 min
linéaire 5000V 1h30
Rapide 5000V 36 min

En fin d’électrofocalisation, le colorant Bleu contenu dans les échantillons doit se
trouver du coté de la cathode. L’huile minérale est retirée, puis les bandelettes sont traitées
dans une solution d’équilibration préparée extemporanément (Urée 6 M, glycérol 20 %, SDS
2 %, pH 8,8) contenant 10 mg/mL de DTT pendant 15 min, puis dans une deuxiéme solution
d’équilibration préparée extemporanément contenant 25 mg/mL d’iodoacétamide a I'abri
de la lumiere pendant 15 min. Cette étape permet d’équilibrer les bandelettes de réduire les
ponts disulfure entre les cystéines de la protéine et d’inhiber de fagon irréversible ces
cystéines.

Les bandelettes sont ensuite rincées dans un tampon de migration (Tris 25 mM,
Glycine 192 mM, SDS 0,1 %, pH 8,3) pendant 10 min, puis déposées a la surface d’un gel SDS-
PAGE de 12% ou 15% de polyacrylamide (méme composition qu’un gel SDS-PAGE
monodimensionnel, préparé extemporanément 1 h avant son utilisation). Le reste du puits
est complété avec du gel d’agarose (Biorad ref 1632111), préalablement chauffé au bain-
marie pour étre liquide.

La seconde étape (séparation des protéines selon leurs poids moléculaires) est
réalisée dans le systeme MiniProtean Il en présence de tampon de migration, de facon
comparable a I'électrophorése monodimensionnelle. L'intensité appliqguée pour 1 gel est de
10 mA pendant 10 min, de 25 mA pendant 1 h environ (soit 20 mA pendant 10 min puis 50
mA pendant 1 h pour 2 gels). La migration est arrétée lorsque le front de migration atteint le
bas du gel. Une fois la migration terminée, les gels sont soit colorés au nitrate d’argent, soit

transférés sur une membrane PVDF.

II. 5. c) Révélation au nitrate d’argent des gels d’électrophorése

Les protéines présentes dans le gel d’électrophorése peuvent étre révélées par une
coloration au nitrate d’argent. La sensibilité de cette méthode est de 1 ng a 10 ng. La

coloration n’est cependant pas completement uniforme sur toutes les protéines.
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Aprés la migration, le gel est trempé dans une solution de fixation (EtOH 30 %, acide
acétique 5 %) pendant 1 h puis dans une nouvelle solution pendant 16 h. Aprés quatre
ringages a 'eau distillée pendant 10 min, le gel est placé pendant 1 min dans une solution de
thiosulfate 0,02 %. Il est ensuite lavé a 'eau distillée pendant 2 min puis placé dans une
solution de coloration pendant 45 min a I'abri de la lumiére (AgNO3 11,7 mM, formaldéhyde
0,010 %). Le gel est a nouveau lavé a l'eau distillée pendant 1 min puis placé dans une
solution de révélation (Na,CO3 226 mM, Na,S5,03 0,0012 %, formaldéhyde 0,010 %). Apres la
révélation, le gel est placé dans une solution d’arrét de coloration (Tris 330 mM, 2 % acide
acétique) pendant 15 min. Il est ensuite replacé dans une solution d’eau distillée et séché
entre deux films de plastique (Biorad, ref 1651779).

IL. 5. d) Transfert sur membrane PVDF (PolyVinylideneDiFluoride)

Le transfert semi-sec des protéines du gel d’électrophorése SDS-PAGE vers la
membrane PVDF (Sigma-Aldrich, PVDF Immobilon-P, 0,45 um, P2938-1ROL) est effectué via
le systeme Biorad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell.

La membrane est préalablement lavée avec de I'EtOH puis rincée a I'eau distillée
avant d’étre immergée dans le tampon de transfert (Tris 50 mM, Glycine 40 mM,
SDS 0,375 %, MeOH 20 %, pH 8,3). Aprés avoir imbibé trois papiers Whatman dans ce méme
tampon de transfert, une feuille de buvard Whatman, la membrane PVDF humide, le gel et
deux papiers Whatman sont placés en couches successives dans |'appareil, entre les deux

électrodes selon la description du schéma Figure 128.

| Anode (-) |
Buvard Whatman
Gel d’électrophorése - 1
Membrane PVDF | |
| Cathode (+) |

Figure 128 : schéma du transfert sur membrane PVDF

Le transfert des protéines depuis le gel vers la membrane est provoqué par
I'application d’un courant de 400 mA pendant 1 h (50 V maximum).
Pour une visualisation en radioactivité, la membrane est séchée a I'air libre avant d’étre
analysée le Bimager. Pour une révélation en Western Blot, elle est directement placée dans

une solution de blocage (pas de temps de séchage).
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IL. 5. e) Révélation en anticorps (Western Blot) des protéines sur les
membranes PVDF

Les anticorps polyclonaux anti-hMMP-12 et anti-mMMP-12 ont été produits dans le
laboratoire du Service de Pharmacologie et Immunoanalyse (SPI). lls sont issus
respectivement des sera prélevés chez des lapins immunisés avec de la hMMP-12 (lapin
n°1954 et n°1955) et mMMMP-12 (lapin n°1957).

La révélation en anticorps se déroule en 4 temps : la saturation de la membrane,
I'incubation avec un anticorps primaire, I'incubation avec un anticorps secondaire, puis la

révélation avec un agent coloré, comme présenté en Figure 129.

Enzyme HRP + DAB
Enzyme HRP => Précipité brun

Anticorps Anticorps
secondaire secondaire

Anticorps
Jt pr\malrg < Anticorps < Anticorps
primaire primaire

MMP VP MMP MMP
s —_ —s

Etape 1. saturation Etape 2. incubation une nuit Etape 3. incubation 2h avec Etape 4. révélation avec
de la membrane avec un anticorps primaire un anticorps secondaire le DAB (précipité brun)

Figure 129 : principe de la révélation en Western Blot avec la diaminobenzidine (DAB)

Apres le transfert sur membrane PVDF, la membrane humide est placée dans une
solution de saturation (caséine 10 g/L, 1 L PBS, 10 mL thimerosal) pendant 30 min a
température ambiante, sous légere agitation. Cette solution sature le plastique et la
membrane avec la caséine, limitant les interactions non spécifiques des anticorps avec ceux-
ci. La membrane est ensuite placée a 4 °C pendant une nuit dans une solution d’anticorps
primaire (anti-mMMP-12 ou anti-hMMP-12, dilution 1/200°™, 50 uL dans 10 mL de solution
de blocage), pour une reconnaissance spécifique des MMP. La membrane est lavée avec une
solution de PBS/Triton (0,1 % triton) trois fois pendant 5 min puis elle est plongée dans une
solution d’anticorps secondaire (anti-lapin-Horseradish peroxidase HRP, Sigma-Aldrich réf.
A0545, dilution 1/1 000°™, 10 L dans 10 mL de solution de blocage, 4 3 11 pug/mL d’apres le
fournisseur) pendant 2 h, capable de reconnaitre les IgG de lapin. La membrane est lavée
avec une solution de PBS/Triton une fois pendant 5 min puis avec du PBS pendant 5 min.
Pour la solution de révélation, 250 uL de Cobalt (CoCl, 0,5 M dans I'eau) et 50 uL de
peroxyde d’hydrogene sont ajoutés a la solution de diaminobenzidine (DAB, réf. 32748,
Sigma-Aldrich) dans le PBS (50 mL). En présence de peroxyde d’hydrogéne, la HRP catalyse
I'oxydation de la DAB en un polymeére qui forme un précipité brun a la surface de Ila
membrane, comme indiqué en Figure 130. La sensibilité¢ de cette méthode (500 pg

théoriquement détectables) est améliorée avec I'ajout de cobalt. La solution de révélation
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est rapidement distribuée sur les différentes membranes ; la révélation dure quelgues min

sous agitation mécanique. La membrane est lavée 2 fois a I’eau puis séchée a I'air.
HRP + H202

NH,
s e
NH,
O 2 2 NH,
H,N +

n

Figure 130 : réaction colorimétrique du DAB avec la HRP et le peroxyde d’hydrogéne

IL. 5. f) Gels de zymographie de gélatine

Les gélatinases (MMP-2 et MMP-9) peuvent étre révélées par zymographie de
gélatine. Cette technique repose sur le principe d’un gel d’électrophorese auquel un substrat
(la gélatine) est ajouté dans le gel avant sa polymérisation.

Les échantillons préalablement dilués dans le tampon de zymographie 1 X (2 % SDS,
10 % glycérol, 50 mM Tris, 1%o Bleu de Bromophénol) sont déposés sur gels. Les conditions
de migration des échantillons sont identiques a celles utilisées pour les gels d’électrophorese
Tris-Glycine-HClI, soit 15 min a une intensité de 15 mA puis 1 h a une intensité de 25 mA pour
un seul gel. Aprés migration des échantillons dans le gel, le SDS est éliminé du gel (étape 1,
Figure 131). Pour cela, le gel est placé une solution de Triton 2,5 % dans |'eau distillée,
renouvelée plusieurs fois, jusqu’a disparition de la coloration bleue du front de migration.
Apreés des rincages importants a I’eau distillée (4 fois 15 min), le gel est placé pendant 24 h a
48 h, sous agitation, a 37 °C, dans un tampon Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, pH 7,4. La protéine
se restructure dans le gel et dégrade le substrat (étape 2, Figure 131). Le gel est ensuite
coloré (étape 3, Figure 131) au Bleu de Coomassie R250® (0,5 g, 250 mL EtOH, 250 mL d’eau
distillée, 5 mL d’acide acétique) puis décoloré (étape 4, Figure 131) dans une solution d’eau
distillée/MeOH/acide acétique (60/30/30). Le gel est entieérement bleu ; seules les bandes ou
la MMP a dégradé la gélatine sont visibles en blanc. Le gel est placé dans de I'eau distillée
pour arréter la décoloration. Les bandes blanches observées refletent au poids moléculaire

de la MMP. Le gel est ensuite séché entre deux films de plastique.

i
i
i

Etape 1. migration des échantillons Etape 2. renaturation de la Etape 3. coloration du gel Etape 4. décoloration du gel
protéine (élimination du SDS et
incubationa37°C)

Figure 131 : schéma des principales étapes de zymographie de gélatine
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La composition des gels de zymographie est indiquée en Tableau 18.

Tableau 18 : composition des gels de zymographie de gélatine

GEL DE SEPARATION 10% GEL DE CONCENTRATION 4%
Acrylamide a 40% 3mL 500 pL
Tampon Tris 3mLTris 1,5 M, pH 8,8 1,260 mL Tris 1 M, pH 6,8
Glycérol 1,56 g (pesés) -
Gélatine (2 mg/ mL) 1,8 mLa 13,3 mg/ mL -
SDS 10% 120 pL 50 pL
H,O0 distillée 2,85 mL 3,16 mL
APS 50 pL 20 pL
TEMED 12 L 5 pL

Cette technique permet d’observer a la fois les formes actives des MMP, mais aussi
les proformes qui sont activées lors de la renaturation sur gel. Les proformes ont leur site
catalytique bloqué par une interaction Cys-Zn*". La présence de SDS pendant la migration de
I’échantillon sur le gel supprime cette interaction. Lors de la renaturation, la proforme est
ainsi capable de s’auto-activer en coupant son propeptide. Le poids moléculaire de la
proforme est bien respecté lors de la migration de la protéine sur le gel, mais lors de |'étape
de renaturation, la protéine s’activant, elle est désormais apte a I’hydrolyse de son substrat.
La zymographie permet donc 'observation a la fois des formes actives et des proformes des
MMP.

IL. 5. g) Gels de zymographie de caséine

De la méme fagon que pour la zymographie de gélatine, il est possible de réaliser de
la zymographie de caséine, substrat de la MMP-12. Les gels utilisés ont été commandés chez
Biorad (ref 345-0084).

Apres dépot des échantillons sur le gel, les étapes de migration (étape 1) et
d’élimination du SDS sont identiques a celles utilisées pour les gels de zymographie de
gélatine. Le gel est rincé a I'eau distillée puis incubé dans un tampon Tris 50 mM, CaCl,
10 mM, pH 7,4 pendant 48 h. Les conditions de I'étape 3 de coloration et de |'étape 4 de

décoloration sont identiques a celles utilisées pour la zymographie de gélatine.

I1. 5. h) Gels de zymographie d’élastine

De la méme fagon que pour la zymographie de gélatine et de caséine, il est possible

de réaliser de la zymographie d’élastine, substrat de la mMMP-12. L’élastine (Sigma-Aldrich
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Elastin from bovine neck ligament, ref E-6527) est utilisée a 4 mg/mL dans un gel SDS-PAGE a

10 % en acrylamide. La composition des gels est détaillée en Tableau 19.

Tableau 19 : composition des gels de zymographie d’élastine

GEL DE SEPARATION 10% GEL DE CONCENTRATION 4%
Acrylamide a 40% 3mL 500 pL
Tampon Tris 3mLTris 1,5 M, pH 8,8 1,260 mL Tris 1 M, pH 6,8
Glycérol 1,56 g (pesés) -
Elastine (4 mg/ mL) 1,8 mLa 26,6 mg/ mL -
SDS 10% 120 pL 50 pL
H,0 distillée 2,85 mL 3,16 mL
APS 50 pL 20 UL
TEMED 12 L 5 pL

Apres migration des échantillons dans le gel, élimination du SDS par une solution de
I'eau distillée, le gel est placé dans une solution de
renaturation (Tampon Tris 50 mM, CaCl, 10 mM, ZnCl, 5 uM, pH 7.4) pendant 72 h a 37 °C

Triton 2,5 % et lavage a

sous agitation. Le protocole de coloration et de décoloration du gel est identique a celui

réalisé pour le gel de zymographie de gélatine.

Il. 6. Protocole d’aspiration pharyngique et de lavage bronchoalvéolaire

Les nanoparticules ultrafines de carbone black (ufCB, Printex 90, Orion Engineered
Carbons, Allemagne) ont été pesées et suspendues dans une solution de tampon phosphate
(PBS, pH 7,4) et dispersées par ultrasonication pendant 20 min (750 W, 28% d’amplitude).

Les souris males C57BL6 sauvages et MMP-127" ont été fournies par Charles Rivers
(France). A I'age de 7 semaines, les souris ont été anesthésiées avec de l'isoflurane 2 %.
L’exposition aux nanoparticules (300 pug de nanoparticules dans 80 pL de PBS par souris) par
aspiration pharyngique a été réalisée comme décrit dans la littérature.’® Les souris contréle
ont recu 80 plL de PBS par aspiration pharyngique. Aprés 3 jours d’exposition, les souris ont
été euthanasiées par injection intrapéritonéale avec un mélange de kétamine (150 mg/kg) et
de xylazine (15 mg/kg). Pour réaliser le lavage bronchoalvéolaire (BAL) avec 1 mL de PBS, les

poumons des souris ont été exposés et la trachée a été cannulée (Figure 132).
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Figure 132: lavage bronchoalvéolaire des souris

Les BAL ont été immédiatement récupérés et centrifugés a 300 x g pendant 10 min at
4°C. Les surnageants ont été immédiatement dilués par deux dans du tampon 50 mM Tris-
HCI, 10 mM CaCl,, 0.01% Brij-35, pH 6,8, en présence de cocktail d’inhibiteur (1 % v/v, Sigma
P8340). La sonde 2 ou les compétiteurs ont été ajoutés, le plus rapidement possible afin de

limiter la dégradation des MMP par les protéases.

Il. 7. Protocole d’extraction des aortes et carotides

Le tampon d’extraction contenant 50 mM Tris, 10 mM CaCl,, 0,1 % brij-35, 2 M Urée,
1 M NaCl, 1 % de cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma P8340), pH 6,8 a été fraichement
préparé. Les aortes et les carotides encore ont été découpées rapidement au scalpel en une
guinzaine de petits morceaux et placées dans des eppendorfs de 2 mL avant I'ajout de 1 mL
de tampon d’extraction. Apres 30 min d’agitation mécanique sur glace, les eppendorfs
contenant les aortes et les carotides ont été centrifugées a 10 000 g a 4 °C pendant 1 h. Suite
a cette centrifugation, seuls les surnageants ont été utilisés pour les expériences de
marquage ou de zymographie. Deux protocoles ont été utilisés : dans le premier, la sonde
est ajoutée directement dans le tampon d’extraction et I'eppendorf a été placé a I'abri de la
lumiére jusqu’a I'étape d’irradiation ; dans le second protocole, la sonde a été ajoutée apres
récupération des surnageants, suite a la centrifugation. Une seconde extraction dans les

mémes conditions a été réalisée.
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Résumé

Le développement d’une nouvelle sonde dite « activity-based probe » pour réaliser la
détection de formes actives de protéases appartenant a la famille des protéases a zinc de la
matrice (MMP) a été réalisé dans ce travail, en partant d’un inhibiteur phosphinique
puissant des MMP dans lequel a été introduit un groupement photoactivable de type
diazérine. Ce composé se révele un inhibiteur puissant de plusieurs MMP avec des affinités
nanomolaires. Ce composé incubé avec différentes MMP est par ailleurs capables de
modifier de fagon covalente un grand nombre de MMP au niveau de leur site actif, avec des
rendements de modification variant de plus de 50% a 11%, selon la nature des MMP. En
ayant choisi comme moyen de détection la radioactivité, nous démontrons qu’avec cette
nouvelle sonde qu’il est possible de détecter des formes actives de MMP avec des
sensibilités de I'ordre de la femtomole dans des systemes modeles de protéomes complexes.
Appliquée a I'analyse de lavages broncho alvéolaires de souris traitées par voie pulmonaire
avec des nanoparticules pour induire une réponse inflammatoire, cette nouvelle sonde
permet de mettre en évidence la présence de formes actives du domaine catalytique de la
MMP-12, une métalloprotéase a zinc exprimée par les macrophages, mais pas dans les
animaux contréles. En revanche l'analyse de carotides humaines de patients souffrant
d’athérosclérose ne nous pas conduit avec cette sonde a la détection de formes actives de
MMP. Malgré ce résultat, il est a noter que la détection de forme active de MMP dans un
fluide pathologique est une premiére dans ce domaine. Cette sonde étant validée pour sa
capacité a détecter des formes actives de MMP, elle permettra dans |'avenir de tester
d’autres fluides pathologiques d’origine humaine ou bien des extraits de tissu comme des
tumeurs pour lesquels les MMP pourraient étre des marqueurs de ces pathologies.

Abstract

A new activity-based probe able to covalently modify the active site of proteases belonging
to the matrix metalloprotease family (MMPs) has been developed in this thesis project. The
probe was shown to behave as potent inhibitor of several MMPs, with nanomolar Ki values.
This probe was also able to modify specifically only the free active site of MMPs, with
particular high yields of cross-linking varying from 50 % to 11 %, depending of the MMPs
tested. Using radioactivity as means of detection, this probe was able to detect active form
of MMPs with a threshold of 1 femtomole. Applied to the study of bronchoalvelolar fluids
(BAL) from mice exposed to nanoparticles by a lung aspiration protocol, this probe revealed
the presence of the catalytic domain of MMP-12 under its active form, but not in control
animals. When used to detect active form of MMPs from extracts obtained from human
arteries of patient suffering from atherosclerosis, the probe was not able to detect such
MMP active forms. Despite this negative result, the detection of active form of MMP in
pathological fluid like BAL has never been reported before this work. Having validated this
novel MMP activity-based probe, it will be possible to use it now for detecting MMPs from
other pathological fluids or tissues extracts in which MMPs can be good markers of the
pathology.
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