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Introduction

Une protéine est une macromolécule biologique t@maée par un enchainement
d’acides aminés (structure primaire) et repliéesdaspace (structure secondaire et tertiaire).
Sa structure tridimensionnelle, éventuellement @ésoa d’autres sous-unités protéiques
(structure quaternaire) est a l'origine de sonvéétibiologique. Les processus de repliement
et d’auto-assemblage sont essentiellement guidédgsanteractions non covalentes (liaisons
hydrogenes, van der Waals, électrostatiques) eatésumodifications post-traductionnelles
(méthylation, hydroxylation, acétylation, glycosybams, phosphorylations...). L'isolement et
'étude de protéines en vue de relier leurs progsiéstructurales a leur(s) fonction(s)

biologique(s) constituent un champ important déeeche scientifique.

Lors de ce travail, nous nous sommes intéresséssynthése et la caractérisation
structurale de peptides mimes de collagéne, seuengrésence de collagéne naturel. Chez
les vertébreés, celui-ci représente un quart detipes de I'organisme et chez 'lhomme un
tiers des protéines exprimées. On le rencontrecBuait chez les invertébrés : insectes ainsi
que dans certains organismes mafif&ans sa présence, nous ne serions qu’une « flaque
d’eau ». En effet, son réle, en coopération avdlasdtine ou d’autres molécules associées a sa
structure quaternaire, est d’assurer la cohésientidsus et de I'ensemble des organes. En
fonction de son organisation structurale, il leanfére des propriétés de résistance (0s), de
souplesse (peau), ou de transparence (cornéehn 8ekpression du Dr P. Bououyrie, le
collagéne est a I'étre ce que l'acier est au béatomé. A poids égal, la résistance des fibrilles
de collagene surpasse en effet celle de I'aciefaDen générale, les collagenes désignent des
protéines constituées de domaines hélicoidauxteégude I'enroulement de trois chaines

peptidiques. On en recense, aujourd’hui, 28 typez tes vertébres.

Nous nous sommes particulierement intéressés dageak de type |, fibrillaire, qui
est extrémement abondant puisqu’il représente 96% adllagénes. Chez I'homme, il est
constitué de trois chaines comptant chacune plus wfillier d’acides aminés et associées au
sein d’'une triple hélice. Il est alors aisé de cmmgre que les propriétés mécaniques du

collagéne sont étroitement liées a la stabilitélalériple hélice. Une premiére condition

13



INTRODUCTION

nécessaire a sa formation est d’avoir un nombreoitapt de résidus cycliques de type
pyrrolidine stabilisant une structure secondairdymoline Il (PPIl) et la présence
systématigue d’une glycine tous les trois résidaissdsa séquence primaire. Au-dela de ces
contraintes de structure primait@aines et af ont proposé un « code » qui repose sur la
nature des plissements des cycles pyrrolidinesiesara présenté en détail dans le chapitre
3.3—5

De nombreuses équipes de recherche ont tenté gfetttbu de mimer la triple hélice
de collagene pour mieux contréler sa stabilité.niniprésence du collagéne dans le corps
humain et les nombreuses pathologies qui peuvdnesir suite a une anomalie lors de sa
biosynthese ou a des défauts de repliement expliggeil constitue un objet d’étude de
premier plan. Parmi les maladies les plus connaespeut citer le scorbut, I'ostéogenese
imparfaite (ou maladie des « os de verre ») ou renes syndromes d’Ehler-Danlos qui se
signalent par une hyper-élasticité des tissus (tBagyndrome de « ’lhomme caoutchouc »).
Outre son intérét d’'un point de vue médical, il&ghlement trés étudié pour la conception de
nouveaux biomatériaux. En effet, le collagéne retest le principal composant des sutures
biodégradables, des valves cardiaques artificiellees implants pour I'incontinence urinaire.
Ce marché est en nette augmentation en raisonedlisgement de la population. Cependant,
il existe des facteurs limitant l'utilisation dellegene naturel. Une premiere raison vient de
son origine animale, principalement bovine, a fore d’allergies ainsi que de problemes
d'immunogénicité. Par ailleurs, il est difficileabtenir du collagene naturel sans dégrader ses
propriétés structurales et mécaniques car les méshal’extraction et de purification
employées sont longues et fastidieuses, souvertmipatibles avec les conditions de
préservation du collagene natif. C’est pourquoi deslécules synthétiques ont été
développées pour mimer le collagéne. Ces moléndeselles ont été dénommées CMP,
'acronyme anglais de « Collagen Model Peptidee.peptide (Pro-Hyp-Gly)s’est illustré
comme le CMP de référence puisqu’il correspondrapeétition du triplet le plus présent dans
la séquence de collagene. Différentes modificatamtsalors été envisagées, basées sur cette
séquence de référence : utilisation d’acides amiradgrels non cycliques a des positions
stratégiques, insertion d’analogues de prolinesésaf création de liens covalents entre
chainesa-peptidiques. Certains de ces CMP sont déja de bons candidatsladabrication
de biomatériaux soit par dopage du collagéne rdtigeit par greffage sur des polymeéres
synthétiques, soit par addition & des matériaurgemiques.’® Certains d’entre eux forment
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INTRODUCTION

des fibres, des gels, mais ne sont pas encore atsgles d'un point de vue thermique,

manquent de résistance mécanique, ou ne sont@aznpatibles*?

Les études que nous avons menées ont visé a anatysgétail les relations entre une
triple hélice modeéle et les différentes especesam@miques présentes en solution, identifiées
grace a des développements d’outils originaux. &p@oche multi-échelle a été privilegiée
pour appréhender les différents niveaux de stratitur de peptides mimes de collagene :
conformation locale, structures secondaires, asisgeb trimériques et supramoléculaires. Le
travail est ici présenté en trois grands chapitres

Dans un premier chapitre, aprés une présentatitailldé du collagéne naturel, nous
aborderons les synthéses peptidigues menées et muuss focaliserons sur leur étude
structurale en solution. Nous appréhenderons kliséade la triple hélice de collagéne et sa
caractérisation structurale grace a l'utilisatienpeptides modeles marqués. Il contiendra un
premier apercu des techniques utilisées durantasmil: dichroisme circulaire, Résonance

Magnétique Nucléaire et dynamique moléculaire.

Dans un deuxiéme chapitre, nous étudierons lesmigges supramoléculaires
solubles et insolubles de ces peptides modeleségalsment le dopage des phases denses de
collagéne par ces molécules peptidomimétiquestdamiques mises en ceuvre pour realiser
ces études sont nombreuses: microscopies optieesoniques, RMN liquide/solide,
diffusion de lumiere (Diffusion Light-Scattering).

Enfin dans un dernier chapitre, nous proposeromsnauvelle famille de molécules
peptidomimétiques. Les syntheses et les analygestigtales de triplets fluorés seront
détaillées et les premiéres études de peptidegmamt des groupes triflorométhylés seront
evoquées. Ceux-Cci nous apparaissaient prometteams t& cadre de la conception de
nouveaux CMP, en vue d’améliorer la stabilité detriple hélice et de promouvoir des

assemblages supramoléculaires supérieurs.
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Chapitre 1

Etude des relations

monomeres / triples hélices

C’est en 1803 que la notion d’équilibre chimiquepasur la premiere fois évoquée
par le chimiste Claude Louis Berthollet. Les peggidque nous introduisons dans ce
chapitre, les CMP, constituent un bel exemple dléga chimique. lls ne font pas
intervenir de réaction chimiqgue mais des échangegoomationnels entre des espéces

monomeriques et des assemblages de trois monorettesurés en triple hélice.

Nous évoquerons dans un premier temps le contaxtexays a amené a nous
intéresser a ces molécules CMP. Nous montrerongs ane présentation détaillée du
collagéne naturel, leurs intéréts ainsi que leatégies développées pour construire des
assemblages en triple hélice stables. Dans unendecpartie, nous présenterons la
synthese et la caractérisation de ces peptidedlitEnsious étudierons par RMN les
différentes populations présentes a I'état liquidertaines de ces études reposent sur des
développements méthodologiques nouveaux utilisanmmarquage isotopique spécifique
des glycines. La derniére partie est enfin consa@rdes études de dynamique moléculaire.
Les parametres structuraux obtenus, caractéristigqies édifices moléculaires, seront

comparés aux observations faites par RMN en solutio
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1.1.1Le collagene naturel : ubiquitaire, protéiforme, isna

difficilement exploitable

Le collagene est la protéine structurale la plumdante du regne animal. Le terme
« collagéene» est un néologisme de la langue francaise (do :grella — colle etgenno—
donner la vie) apparu au cours du XiXiécle par les histologistes pour désigner le
constituant des tissus conjonctifse collagéne, comme élément de structure de hase p
la plupart des tissus conjonctifs, joue un réle ontigint dans le maintien de lintégrité
structurelle et biologique de I'architecture denlatrice extracellulaire. De fagcon générale,
les collagénes désignent des protéines constil€atomaines hélicoidaux résultant de
'enroulement de trois chaines-peptidiqgues On recense, aujourd’hui, 28 types de
collagene chez les vertébrés que I'on peut classes catégories : fibrillaire, en réseau,
FACIT (Collagéne Associé en Fibrilles avec Tripl@lite Interrompue), MACIT
(Collagene transMembranaire avec des interruptansriple hélice) et MULTIPLEXIN
(domaine multiple de triple hélice et interruptiéri)Un tableau présentant les différents
types de collagéne ainsi que leur localisationestdathologies liées a des altérations de

leur structure est présenté en ANNEXE 1.

La biosynthese du collageétigrillaire — Les fibres de collagene se forment a partir de
chaines polypeptidiques synthétisées par les rihesdiés a la membrane du réticulum
endoplasmique et sécrétés dans le lumen de cellies étapes principales dans la
formation de fibres de collagéne sont : (i) hyddakpn de certaines prolines et lysines en
4-hydroxyproline, 3-hydroxyproline et hydroxylysindii) glycoslation de certaines
hydroxylysines en galactosylhydroxylysine et glualagtosylhydroxylysine, (iii)
glycosylation de certaines asparagines sur legmitiisN- et C-terminales (télopeptides)
(iv) rapprochement de trois chaines peptidiquesiagau de leurs extrémitésterminales

(2 chainesal, 1 chainea2) (v) formation de ponts disulfures intra et imetéculaires
stabilisant le point de nucléatid®-terminal (Figure 1). On parle ensuite de processus
Zipper-like : a partir du point de nucléation ihyne propagation de I'assemblage des trois
chaines peptidiques d@-terminal vers leN-terminal pour former le procollagéfd.es
molécules de procollagéne sont ensuite transpodéas I'appareil de Golgi ou elles

s’associent latéralement pour former des vésicdkessécrétion. Au moment de leur
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excrétion de la cellule, les télopeptides du pragéne sont clivés par des propeptidases
N- et C-terminales au niveau de la membrane cellulairetap@ suivante est l'auto-
assemblage spontané des molécules de collagertamnésula formation de fibrilles. De
courts segments, non associés en triple hélicepénénts aux extréemités des chaines
sont importants pour former les fibrilles de colag. Les amines de certaines lysines et
hydroxylysines présentes sur ces courts segmemtis &tce oxydées et transformées en
aldéhydes reéactifs, ce qui va permettre la créatmfiaisons covalentes entre les fibrilles

et ainsi les rendre plus rigides (fibres).

; Late transport vesicles and
Endoplasmic reticulum i N
extracellular matrix
E Polypeptide synthesis
[oH (o —— Collagen prolyl 4-hydroxylase
 [OHT Lysyl hydroxylase

R T T P

l

v
l’ {Mamin — N glycosylated residue EL L ST S
Assembly of three
procollagen chains

T F P T T Cleavage of propeptides

l

W CAGA W Iy i I
] = | =" ssembylnlo collagen
[ T T ] fibrils

l

—

T - Assembly of triple helix — e LYSY] OXidase

_—— Formation of covalent
cross-links

Protein disulfide isomerase

Secretion of procollagen
in transport vesicles

TRENDS in Genetics

Figure 1: Schéma issu de la publication divirikko et al.® présentant la formation de la fibre de collagéne

La Figure 2 permet d’avoir une idée de la tailllatree des assemblages aux différentes

étapes de formation de la fibre de collagene.

Il est surprenant de savoir que le collagéne, bjeil soit le constituant majeur de la
plupart des tissus vivants, est instable & 37°QCes chainesu adoptent alors une
conformation en pelote statistique et la structemetriple hélice est perdue de maniere
irréversible, ce qui se traduit, a I'échelle macaogsque, par de la gélatine liquide a
température ambiante (20-25°C) et par I'apparitiim gel quand elle est refroidie. Ce
comportement est défini & I'échelle moléculaire nwenune transition pelote-hélid.a
gélatine, bien que moins structurée que le collagponsséde des propriétés relativement
intéressantes, trés utilisées dans des domaines wagés que la photographie et

'agroalimentaire.

21



ETUDE DES RELATIONS MONOMERES/TRIPLES HELICES
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Figure 2: Les différents niveaux d’assemblages auisedes fibres de collagéne

On voit ainsi que la triple hélice représente larigue élémentaire » pour la formation
d’édifices stables, et constitue a ce titre unepillans la structure du collagene. Ceci
explique pourquoi de nombreuses études ont étéé&éalpour comprendre sa stabilité. Par
la suite, nous nous concentrerons sur le collafjbriftaire de type | puisqu’il représente

90% des collagénes.

Structure primaire, secondaire/tertiaire et quataine — Chez 'Homme, il est constitué de
deux chainesofl) composées de 1464 acides aminés et d'une cfu2hale 1366 acides
aminés (cf. ANNEXE 2), associées au sein d’uneetiifglice’ Le résiduglycine apparait
périodiquement tous les trois résidus dans la streigrimaire, la séquence du collagene
pouvant alors se noter Xda-Yaa-Gly),. Le résiduproline occupe la position Xaa dans
28% des cas, et aprés hydroxylation enzymatiquessielu R-hydroxyproline occupe la
position Yaa a 38%. Avec une occurrence de 10.8%riplet (Pro-Hyp-Gly) est donc le
plus représenté dans le collagéne de tyl%é'iLes contraintes structurales apportées par
les nombreux cycles pyrrolidines permettent de iks@b une structure secondaire
particuliere appelée polyproline Il (PPII). Cettentormation correspond a une hélice
gauche, caractérisée par des angles diedwauxp et y de 180° -75° et 150°,

respectivement La séquence polyproline ne présentant pas de nqzamides, aucune
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liaison hydrogene intramoléculaire ne participe aa stabilisation de cette structure
secondaire. En revanche, a I'image des Bimgi s’assemblent en feuill@tpar liaisons
hydrogéne inter-brins, les protons amides des wésiflycine présents sur la séquence de
collagene permettent aux hélices PPIl de s’asseci@ssemblages supramoléculaires. Des
liaisons hydrogéne sont en effet observées swtilestures RX obtenues pour des modeles
de triple hélice (PDB 1CAGY. Celles-ci impliquent chaque HN amide des résidysime
comme donneur de liaison H et chaque carboxyle €&Xrékidus proline comme accepteur
(Figure 3A, 3B). La structure quaternaire du callag consiste ainsi en un
superenroulement de trois hélices PPIl. Les deexnres conditions nécessaires a la
formation de la triple hélice sont d’avoir une séqgce comportant un nombre important de
résidus cycligues de type pyrrolidine et la présede la glycine tous les trois résidus.
L’absence périodique de chaine latérale sur lelstiaepeptidique (résidu glycine) est en
effet requis pour que les trois hélices PPII puisséassocier en trimeres. Au-dela de ces
contraintes de structure primairBaines et al® ont proposé un «code » expliquant
pourquoi les résidus proline @R-hydroxyproline étaient autant représentés dans les
séquences de collagene. Ce «code » repose suatlee des plissements des cycles
pyrrolidines. Des analyses thermodynamiques fimgsea effet montré qu’un plissement
de cycle C-endo(down puckeriny était nécessaire en lieu et place de la prq{ea)
alors gu’un plissement de cycl€-€xo (up puckering était stabilisant en position Yaa
(Figure 3C). En outre, la présence du substitugdtdxyle en position 4 sur le résidu
hydroxyproline stabilise fortement le plissement dgcle C-exo par effet
stéreoélectronique et inductif. De nombreuses étunl® démontré gu’'une mauvaise
alternance de ces plissements de cycle engendaidéstabilisation de la triple hélice, tel
que cela est détaillé dans le chapitrd™®.Par ailleurs, il est important de préciser qu’une
conformationtrans de toutes les liaisons peptidiques est nécespaive maintenir la
conformation PPII au sein de la triple hélice. Eetondition est largement vérifiée dans le
cas des liaisons peptidiqgue Xaa-nonPro (conformatams a pres de 99.97%), alors que ~
5.2% des liaisons Xaa-Pro sont en conformatisti’ L'isomérie cis-transpeut ainsi étre
une étape limitante dans la formation de la tripgéce.
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Figure 3: Prérequis structural pour former la tripl e hélice de collagene. A, B : liaisons hydrogéneprésentées
entre les trois chaines peptidiques. C : équilibresonformationnels présents au niveau des résidusglnes. Les
cycles sont représentés en projection de Newman papport a I'angle diédre x1.

Intérét de I'étude du collagene- Le collagene se présente sous des morphologies
différentes suivant les tissus et se réorganisstaomment afin de remplir des fonctions
variées:® Dans les os, il fournit des tissus rigides etstésits aux chocs grace a son
organisation particuliére avec I'hydroxyapatite dpl minérale a base de calcidm)l
peut se comporter comme un élastomeére avec urle fagiité et une forte tolérence a la
déformation comme on peut le voir dans le tenddhmontre également des propriétés
optiques telles que la transparence dans la cétn€ette polyvalence a inspiré de
nombreux chercheurs qui se sont dédiés au dévetmpypede nouveaux biomatériaux
basés principalement sur le collagene de type legtifibrillaire et représente 90% des
collagénes. Cependant, les applications actuatiesescore peu nombreuses et se limitent
principalement au domaine des cosmétiques et asia au point de « pansements actifs »
(Catrix®,0praskin®). Des études en cours sur dedrdiysats de collagéne de type Il
(gélatine issue du collagéne de type Il) montraerd Badministration de 0.1mg par jour
diminuerait significativement les douleurs liée&éthrose? Il a été également publié que
la prise d’'un supplément de collagéne de type lliane¢ait la guérison des ulcéres de

pression (escarre$j?*

La méthode principale pour la fabrication de cesriatériaux est l'utilisation de collagene

animal du fait de son abondance. Il peut étre xdr@artir de presque tous les animaux
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vivants, néanmoins, les sources communes de cobageur les applications d'ingénierie
tissulaire sont la peau et les tendons de bowangeéu de porc, de poissons, et la queue de
rat. Deux problémes majeurs sont cependant rer&rdgt nécessitent de nouvelles
meéthodes de production. L’intégrité structuralecdllagene n’est en effet pas conservée
durant les processus d’extraction et de purificatiBar ailleurs, I'emploi de collagéne
d'origine animale peut déclencher des réponses mtaites compromettant son

utilisation.

Une alternative est développée depuis une vingtdiannée, a la fois dans la
recherche académique et industrielle, et consiggnéhétiser des molécules capables de
mimer ce polymeére aux propriétés spectaculairesie@décules portent le nom CMP pour

Collagen Model Peptide.

1.1.2 Nature chimigue des molécules CMP

Les CMP sont définis comme étant des peptides ptiquenimétiques synthétiques
ayant la capacité d’adopter en solution la confdionatriple hélice, caractéristique du
collagéne. Les peptides mimes de collagéne sordrgiment composés de la répétition
du triplet (Xaa-Yaa-Gly), ou Xaa et Yaa sont souven résidu Proline ou un de ses
analogues. Pour chacun de ces peptides CMP, uretatare de fusion (J) peut étre
déterminée, celle-ci correspondant a la températritigjue de dénaturation de la triple
hélice. Cette températurg,Test une mesure directe de la stabilité des asagewminon
covalents, comme cela est couramment fait pour raeses stabilités des doubles hélices
d’ADN. La répétition du triplet (Pro-Hyp-Gly) permeé’obtenir des triples hélices plus
stables, en accord avec les occurrences trés iampest des résidus Proline etR}(
Hydroxyproline aux positions Xaa et Yaa, respectigat. Cing répétitions du triplet
suffisent & former la triple hélice, (Pro-Hyp-GJy@yant une | égale a 5°G> Lorsque le
peptide CMP est allonge, sa température de fusigmante, (Pro-Hyp-Gly) est tres
stable avec uneE61°C° Le modéle deBrodsky et albasé sur les systémes « hote-
invité » a été le plus largement utilisé pour laaeption de mimes de collagéne dédiés a
des applications biologiqué%?’ Dans cette approche, le triplet d'intérét Gly-Xae, dit
séquence "invitée", est entouré par plusieurs itépet de « I'hdte » (Gly-Pro-Hyp) qui est
le triplet le plus commun dans la séquence de géfla et donc connu pour améliorer la
stabilité de la triple hélice. Une formule généedgle peptide hote-invité est alors Ac-(Gly-

Pro-Hyp}-Gly-Xaa-Yaa-(Gly-Pro-Hyp)}Gly-NH,. La mesure des températures de fusion
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des peptides avec diverses combinaisons de Xaaa&tfdurnit des informations pour
prédire la stabilité thermique des peptides mimesallagene. Les analyses suggérent que
la nature du résidu en position de Xaa, que ceuwwtproline, un résidu hydrophobe ou
chargé, a relativement peu d'effet sur la stabitigéla triple hélice, peut-étre en raison de
la nature exposée du site Xaa. En revanche, laendturésidu en position Yaa influence
fortement la stabilité de la triple hélice. Brodsityal. ont pu montrer que la présence de
résidus hydrophobes, a la position Yaa, méme daefa@ncombrement stérique, est
déstabilisante pour la triple hélice. Il en a éwnau une absence d'interactions
hydrophobes a cette position. Il est d'ailleurat® que I'invité Gly-Pro-Arg stabilise tout
autant la triple hélice que Gly-Pro-Hybce qui s'explique par la présence de 5 sites
potentiels permettant d’établir des liaisons hyérog et de surcroit stabiliser le réseau
d’hydratation de la triple hélice. L’ensemble desaées collectées avec différents triplets
Gly-Xaa-Yaa invité$®%° a permis de mettre au point un programme infomatipouvant

prédire, pour une séquence aléatoire, la stabiiitéx triple hélicé®

Au-dela des modifications de la séquence primaf@a{Yaa-Gly) avec des acides
aminés naturels, de nombreux analogues ont éthétigés utilisant des acides aminés non
naturels, notamment des analogues de proline qui'tdbjet d’une revue présentée dans le

chapitre 3.

1.1.3 Les méthodes utilisées pour stabiliser la triplkcleé

Difféerentes stratégies ont été abordées pour sabila triple hélice. L’'une d’entre
elles consiste en ['utilisation de petites molésubeganiques conjuguées aux peptides et
capables de les relier par liaison covalente. @&ditep molécules permettent de forcer la
trimérisation de I'hélice en jouant sur un gainr@pijue. Les molécules ayant trois
groupements réactifs tels que [lacideis,cisl,3,5-triméthylcyclohexane-1,3,5-
tricarboxylique (KTAJ>®2 la tris(2-aminoéthyl)amine (TREN) couplée a Hci
succiniqué®, la tris(hydroxyméthyl) aminométhane (TRIS¥ainsi que la triserine lactone
(TSL)* ont été utilisées pour maintenir les chaines gieptes proches les unes des autres
et promouvoir leur assemblage en triples hélides.été montré qu’'une telle approche
permettait d’'incorporer des peptoides au seinrildeg hélices. La N-isobutylglycine a en
effet été placée avec succeés en position Xaa etdiaee triple hélice stabilisée par le
KTA.37_39
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Une autre approche est la création de liaison® éesr trois brins monomeériques par
incorporation d’acides aminés particuliers commeyistéine ou la lysin®*! Raines et al
ont synthétisé deux chaines (Pro-Yaa-gl9ys-Gly et une chaine (Pro-Yaa-GhQys-
Cys-Gly-(Pro-Yaa-Gly) afin de pouvoir lier les trois chaines entre elldse maniere
décalée, par I'établissement de ponts disulfffréme température de fusion, Te 47°C a
été trouvée pour cette hélice, qui, a une échelperieure, peut former des assemblages
supramoléculaires plus stables. Il a également nébéitré que l'ajout de fonctions
spécifigues permettant de chélater un ion métaliqel que le catéchol ou l'acide
hydroxamique, enC-terminal de chaque monomére augmentait remarquaile la
stabilité de la triple hélice (T+22°C)****Enfin, I'ajout de chaines alkyles &xterminal a

permis d’augmenter sensiblement cette températufesion?>*°

Nous avons également tenté de développer une riediaelille de molécules capables
de mimer la triple hélice de collagene. Ce travepose sur l'incorporation d’acides
aminés trifluorométhylés et sera présenté en alea@t Avant cela, I'objet de cette
premiére partie est de regarder en détail les iboesl qui existent entre un monomeére de
CMP et sa triple hélice. Les analyses effectuéasces peptides nous serviront de

références pour des études ultérieures, qui seralsées sur des molécules originales.

Nous avons entrepris une étude systématique dalpsphimes de collagene (Pro-
Hyp-Gly), avec 3<n<10 afin de pouvoir établir leur domairesthbilité. L'ensemble de

ces peptides a été caractérisé par dichroismdaineet RMN.

1.2.1 Synthese

Dans les années 60, R.B. Merrifield pose les bdsekw synthése supportée sur
phase solide (SPP$)Le principe repose sur l'utilisation d’'une matriselide & laquelle
on vient lier des acides aminés par des liaisomaleates de maniéere itérative. L’avantage
de cette technique est la facilité de purificatmontrairement a une synthese en phase
liquide. En effet, la matrice, plus souvent appeaiésine, est constituée d’'un polymeére
insoluble dans les solvants organiques choisis [@synthése, la purification se résume
alors en une succession de lavage, filtration j@sdécrochage du peptide de la résine

(Figure 4). Deux stratégies sont utlisées, la t&ti@ Fmoc (9-
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fluorénylmethyloxycarbonyle) et la stratégie Boder{jo-butyloxycarbonyl). Ces
appellations proviennent de la fonction utiliséepla protection de I'amine. De ce fait, la
méthode de déprotection est différente, I'une gteefamilieu basique (stratégie Fmoc) et
I'autre en milieu acide (stratégie Boc), le protiecde couplage des acides aminés restant
identique. Dans la synthése supportée, la préssmagroupements protecteurs sensibles
sur les chaines latérales des acides aminés, quicen milieu acide ou en milieu
basique, guidera le choix de la stratégie a utilit¢@a stratégie Fmoc est cependant
privilégiée car le clivage du peptide sur le suppest réalisé en présence dacide
trifluoroacétique (TFA) concentré alors que la tétgée Boc nécessite 'usage de I'acide
fluorhydrique (HF) concentré, plus difficilement niulable. Nous avons donc choisi de
travailler en stratégie Fmoc car le seul acide amui nécessite la protection de sa chaine
latérale est I'hydroxyproline de par son groupembwptiroxyle en position 4. Cette
fonction est protégée par un groupe tertiobutylientgst pas sensible en milieu basique et
qui sera déprotégeée lors du clivage final en mileide. Les acides aminés (AA) utilisés

sont alors protégeés par le groupement chloruréudeénylméthoxycarbonyle (Fmoc).

F—  Linker —“
DEPROTECTION
i NH, —| Linker —“
COUPLAGE AA,
%
|\
l Je— AA; | Linker —“
DEPROTECTION
SELECTIVE A
[\l
NH, AA, — Linker —“
CYCLE
COUPLAGE/DEPROTECTION i
REPETE N FOIS A o\
l AA, AA, [ Linker @
CLIVAGE % +
| k
AA, AA, Linker @

ok Groupements protecteurs

Figure 4: Schéma du principe de la synthese supp@e
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La premiere stratégie que nous avons envisagéeaasynthese de peptides mimes
de collagéne était une synthese par blocs, leetripto-Hyp-Gly revenant périodiquement
dans la séquence primaire. Le couplage des bldos emx peut ensuite étre effectué dans

un temps raisonnable sans avoir recours au sys¢gétautomatique.

Synthése par bloes Nous avons choisi de synthétiser en grande médatbloc (Pro-Hyp-
Gly) afin de pouvoir synthétiser des CMP (Pro-Hylp)Gavec n=3-10. Nous avons tenté
d’optimiser le couplage du résidu Hyp qui est re@hent colteux. L'optimisation du
temps de couplage (1h ou 2h) et du nombre d’éqmsl(2 ou 4) a été effectuée, en
simple ou en double couplages. Les rendementsrgeagéres excellents (> 90%) méme
dans les conditions les plus défavorables. Noussdonc retenu les conditions les plus

économes, a savoir un couplage d’'une heure avquiatents de résidus Hyp.

Procédure générale de synthése: La résine utikséede type Fmoc 2-chlorotrityle

(loading : 0.61mmol/g ou 0.51mmol/g) préchargéecawee glycine. Les synthéses ont été
réalisées sur 0.1mmol. Tout d’abord, la résinerese a gonfler avec du GaIl, pendant 5
min puis dans la NMP pendant 5 min également daassaringue de 5 ml. Ensuite, un test
Kaiset est réalis® afin de vérifier que la résine était bien protégae déprotége alors la
résine avec une solution de pipéridine/NMP (20 @Mdant 3 min, puis 5 min et enfin 10
min. Puis la résine est lavée avec de la NMP. Offie’gue la résine est bien déprotégée
avec le test de Kaiser. Puis la Fmoc-O-tert-butytdns-4-hydroxyproline (2éq) est
solubilisée dans 1.8éq HATU et 1.5 ml de NMP. Emrsuléq de DIEA sont ajoutés a la
solution pour activer la fonction acide. Aprés fintette solution est ajoutée a la résine
dans la seringue. Le couplage est laissé 1h. lteK@ser permet seulement de mettre en
evidence les amines primaires libres, un autregtgsalors réalisé pour détecter la présence
d’amines secondaires : le test chlordhikprés couplage la solution est alors lavée avec de
la NMP (2 fois minimum) puis on réalise la déprditat. Ensuite, une solution de proline
(5éq) dans du HBTU (4,5éq)/DIEA (10éq) est ajouteerésine est lavée au @El, puis
dans le MeOH et enfin séchée au dessiccateur peadamuit. Enfin, le peptide est clivé
de la résine avec 3 ml d’une solution de HFIPJCl! (20 :80), 5 fois pendant 15 min.
Ensuite, le solvant est évaporé sous pressiondahitenir une poudre blanche (tr=20min,
5:95 & 0:100 A/B éluant A (#©/TFA 0.1%) et éluant B (ACN/TFA 0.1%).

f_Le test de Kaiser est un test qui permet de meitrévidence la présence d’amine primaire libre.
" L’'HFIP est un réactif permettant de cliver le peetde la résine sans enlever le groupement tgtébgtii
protege la fonction alcool.
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Le bloc (Pro-Hyp-Gly) que 'on hommera par la syigOG) est obtenu a un trés
haut degré de pureté ce qui permet de I'engagectdiment dans les étapes de couplages
sans purification préalable. La synthése a étésémh la main selon le schéma présenté ci-

dessous (Figure 5).

G— 0G— POG— (POG)3—

/\

Résine 2-chlorotrityle
Travail sur 0,15mmol

(POG)s— (POG)s— (POG)7— (POG)10—
\ Microclivage \ Microclivage \ Microclivage
pour analyse pour analyse pour analyse

Figure 5: Schéma de synthése par blocs a la main

Nous avons essayé d’optimiser les premiéres étegesdes le premier clivage,
nous avions des profils HPLC révélant la préseneeptlisieurs composés. Malgré
plusieurs essais d’optimisation (changement degpdede couplages, augmentation des
nombres d’équivalents, diminution du loading dedsine), nous avons eu de tres faibles
rendements. Au vu de ces résultats décevants, nous sommes tournés vers une
incorporation acide aminé par acide aminé pourh&igter les plus longs peptides (P@G)
et (POG)o. Des purifications extensives des bruts obtenuscpte synthese par blocs
nous ont permis d’isoler suffisamment de peptid®3G) et (POG3 pour mener a bien

leurs études structurales.

Synthése acide aminé par acide amiéPour cette synthése nous avons utilisé un

synthétiseur automatique de peptides.

Procédure : La résine utilisée est de type Fmodbl@atrityle (loading : 0.51mmol/g)
préchargée avec une glycine. La synthése a étéééaur 0.25mmol. Les Fmoc-acides
aminés (2,5eq) ont été ajoutés un a un pendant Hifte chaque ajout une déprotection
de 40 min a eu lieu. Si le détecteur UV relié antlsgtiseur ne détecte pas de signal a
280 nm alors il réitere la déprotection pendant mih, et si celle-ci est toujours
infructueuse, il réalise une acétylation aprés deptage suivant. Ensuite, nous avons

réalisé un micro-clivage du peptide (P@@yec 1ml d’'une solution de TFA:B:TIS
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(95:2,5:2,5) pendant 1h. Puis, le TFA a été évapbte peptide a été précipité dans I'éther
diéthylique froid (3*10ml). La solution est centrifée a 4000 rpm pendant 6 min. Le culot
est repris dans de l'eau puis lyophilisé. Le peptid été analysé par HPLC puis par
spectrométrie de masse MALDI-TOF, le peptide attle(fdlOG) était présent (calculé :
1887,86g.mot, trouvé : 1888,96 g.md(M+H™)). La synthése a été poursuivie pour faire
le peptide (POG). Le peptide attendu a été obtenu avec un rendemgsntaible de 16 %
(calculé : 2689,23g.m0| trouvé 2690,24 (M+H)).

Plusieurs tentatives de synthese ont été effegtudacune n’ayant permis
d’améliorer ce mauvais rendement. Ce probleme déheége n’a pu étre résolu que bien
plus tard, lorsqu’un troisieme lot d’hydroxyprolimeété utilisé. Malgré des vérifications
par RMN qui n'avaient pas révélé d'anomalies, lesxdpremiers lots utilisés présentaient
probablement des défauts préjudiciables pour léhege peptidique. La synthese a donc
pu étre relancée dans les conditions exposéesssugepour obtenir le peptide (PQG)
avec un rendement de 60%. Le (P@@)quant a lui été acheté auprés de PeptaNova© ou

Synpeptide®©.

1.2.2 Caractérisation par dichroisme circulaire

L’analyse par dichroisme circulaire (CD) est urehtéque précieuse pour I'analyse
de la structure des peptides en solutfbBlle repose sur la capacité qu'ont les composés
optiqguement actifs a absorber de facon inégalantadre polarisée circulairement a droite
de la lumiére polarisée circulairement a gauchguiféi 6). L’absorption préférentielle de
'une de ces deux polarisations résultera en unétién de la résultante qui forme une
ellipse (Figure 6B) au lieu d’'une lumiére polarig#ene (Figure 6A). Pour les protéines,
'absorption de la lumiéere polarisée entre 160 2 nm est principalement due a la
présence de la liaison peptidique, pour laquell®lserve les transitions—+* vers 220
nm eto—o* vers 190 nm. La mesure de la déviatiéra plusieurs longueurs d’onde
permet des signatures caractéristiques pour chgneed’élément de structure secondaire.
Un exemple est donné en Figure 6 pour les cingtsires secondaires trouveées le plus

souvent dans les protéines.
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Cette mesure est généralement reportée en eliéptitiolaire par résiduf]
(deg.cmi.dmol™.res?):

0: ellipticité (degrés)
[9]1 = M c: concentration (mol)
I: longueur de la cuve (cm)
n : nombre de liaisons peptidiques

(A) (®) Ty :
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Ellipticité [0] (10*.deg.cm?.dmol ')
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1
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Composantes du rayonnement polarisé g (gauche) et d (droite)

Longueur d’onde (nm)

Figure 6: A gauche-lllustration de I'effet du dichroisme, (A) absorption de la lunére égale (B) absorption de
lumiére préférentielle. A droite-Spectres dichroiqees caractéristiques de I'hélice (bleu), du feuillet p (rose), du coud
B (jaune), de I'hélice polyproline Il (rouge) et erabsence de structure privilégiée (random coil en v

Dans le cadre des peptides CMP, nous nous somrésssés au suivi de la structure
polyproline Il (PPII) en fonction de différents pametres. Celle-ci est caractérisée en CD
par un maximum a 225 nm ainsi qu’un minimum a 260(spectre tracé en rouge sur la
Figure 6). Cette signature spectrale sera pari@rient visible au sein de la triple hélice.
De plus, il a été montré que le rapport Rjjfmax/[0]min| pouvait donner une
estimation de la « triple hélicité », représentarfraction de peptide présente sous forme

de triple héliceé*>® Il a été montré que la longueur du peptide infaaénla stabilité de la
triple hélice, ce que nous avons voulu observes dawe premiére étudé.

Analyse des peptides en fonction de la tall&lous avons tenté de mettre en évidence

I'influence directe de la taille des peptides sarstructuration en triple hélice ; comme
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évoqué précédemment, il avait été publié dansttierdiure que 5 répétitions du triplet
POG étaient suffisantes pour former une tripledeéfi Les peptides (POG) (POG}),
(POG) et (POG), ont ainsi été analysés par dichroisme circuld&s, spectres sont

présentés dans la Figure 7.
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Figure 7: Spectres dichroiques de peptides PQG200uM, pH=7, 20°C
Le peptide (POG)se comporte de maniére particuliere par rappoxt taois autres
peptides. Les spectres de (PQGIPOG) et (POG), montrent que le signal correspondant
au PPIl augmente avec la longueur du peptide. ppara Rpn §]224[0]200 @ été calculé
pour ces trois peptides et indique une proportiamissante de triple hélice de 0.09 pour
(POG} a 0.25 pour (POG). A titre de comparaison, le collagéne naturelyge i possede
une valeur Rpn=0.1%F ce qui indique que (POG)posséde un taux important de triple
hélice. Le fait que les spectres de (PGPOG) et (POG), passent par un point
isobestique indique qu’ils résultent essentiellehgenla somme de deux conformations en
proportions variables. La signature de la confoiomaPPIl a été identifiée, celle-ci étant
vraisemblablement convoluée avec la signature sgleat random coil » (Figure 6 droite).

Il est intéressant de noter que le spectre du ceéPBOG) ne passe pas par ce point
isobestique. Cela implique nécessairement qu’iltsubéchange conformationnel avec un
troisiéme type de structure secondaire. En paiicubn pourrait penser a une proportion
non négligeable de conformation PPI. Celle-ci gpomd a une hélice droite ou toutes les
liaisons peptidiques sont en conformatms et est caractérisée par un signal dichroique

tres intense entre 200 et 230 ppm. La liaison arXiga-Pro adoptant a pres de 20% la
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conformationcis® au sein de peptides courts, le spectre de (PP@rrait étre influencé
par une faible proportion de structure PPl commla eeété mis en évidence sur les

spectres CD de peptides plus longs solubilisés idamgpropanof®

Dans la littérature, les études CD sont principaleinréalisées dans le tampon PBS
(Phosphate Buffer Saline : NaCl 150 mM,NRQO, 10mM, NaHBPQ, 10mM,pH=7) car

il se rapproche des conditions physiologiques ebsorbe pas aux faibles longueurs
d’'ondes. Les peptides étudiés ne comportent pasidd’aaminé sensible au pH, en
revanche, leurs terminaisons ne sont pas protégepessedent un pKb d’environ 10.6
pour 'ammonium de la proline en N-terminal et d8 Bour la fonction acide du résidu

glycine en C terminal’

Analyse des peptides en fonction du pHAfin de mettre en évidence l'effet de la

protonation des peptides, nous avons fait des seslgans un tampon phosphate a pH
neutre (pH= 7) et dans un tampon acétate proclpKduwes peptides POG (pH=3) (Figure

8).
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Figure 8: Spectre dichroique de peptide (POG) 200uM, 20°C, pH=7(bleu) et pH=3 (vert)
On observe des différences subtiles entre les rgzeenregistrés a pH=7 et a pH=3 qui

dépendent du CMP étudié. Les deux spectres de P@te)es allures similaires, celui
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obtenu a pH 3 étant Iégerement plus intense qu'd.pEktte observation serait compatible
avec une proportion « random coil » plus importaéatpH 7, la présence de la charge
négative sur la fonction carboxylate du résidu telyninal déstabilisant sensiblement les
conformations PPII et PPI en équilibre. En revantd® spectres du peptide (PQ§3ont
pratiguement superposables ce qui semble indiquer lg déprotonation de I'acide
carboxyligue C-terminal n’interfére pas avec laniation de la triple hélice. On pourrait
aussi imaginer que les pka des glycines sont inflée par le rapprochement des trois
chaines au sein de la triple hélice de (PQQ®@) que leur état de protonation reste le méme
entre pH=7 et pH=3. Les comportements des peptRIeS) et (POG) sont difficilement
rationalisables dans la mesure ou le tampon acétabilise la conformation PPII pour
(POG}) mais la déstabilise pour (POGYn remarque cependant que la valeur Rpn est
sensiblement la méme aux deux pH pour (POG3 qui peut indiquer que I'équilibre
monomere/triple hélice n’est pas perturbé par langement de charge de la glycine
terminale. En revanche, la faible valeur Rpn = Oob®enue a pH=7 pour (POGest
encore abaissée a pH= 3, ce qui semble indiquetegiagble taux de triple hélice présent

disparait totalement au profit de la conformatiétiP

Caractérisation de la triple hélice La formation de I'hélice PPII est liée a la grése des
prolines qui fixent 'angle diedre et elle est guidée par des interactions stérigméie
chaque cycle pyrrolidine et le résidu qui le précede cette fagon, la formation d'hélices
PPIl est considérée comme un événement de pliggeldcal, donc non coopératif. Ce
phénomene se traduit en dichroisme circulaire per décroissance linéaire du signal
caractéristique du PPIl (& 225nm) lorsque la teatpée augment® Le dichroisme
circulaire est tres utile pour suivre la fusion dgessemblages en triples hélices car en
présence d’'une triple hélice, le signal PPIl eabifité et un plateau est observé sur une
certaine gamme de température (dépendante de chagtide). Au-dela, nous observons
une chute brutale du signal PPII qui définit la pémature de fusion de la triple hélice,JT
caractéristique de sa stabilité, suivi d’'une dé&sance linéaire du signal, caractéristique du
PPII seul (Figure 9). Afin de quantifier ce phénomgéil est indispensable de bien choisir
la rampe de chauffage pour I'étude : si la rampehdriffage est trop rapide, la chute du
signal est moins brutale et donc la dera différente comme le montre la Figure®®B.
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Figure 9: Caractérisation de la triple hélice par dchroisme circulaire [0]5= f(T) A. (POG)4,, 100uM,
pH=7. B. Influence de la vitesse de chauffage swa Valeur de la T, faite sur (Gly-Pro-Pro),q, issue de la
publication de Mizuno et al.>®

Cette premiere analyse en température a permis afdren que le degré de pureté du
peptide (POG) synthétisé au laboratoire n’était pas suffisamt.dffet, pour le peptide
(POG) commercial, nous observons tout d’abord un platediétant la stabilité de la
conformation PPII au sein d’'une triple hélice, puine chute rapide du signal suivie d’'une
décroissance linéaire caractéristique de I'héli€dl RA[6]/AT=-30 deg.cridmol*.°C
1).5981 pour le peptide (POG)synthétisé acide aminé par acide aminé, nous erabss
qu’'une décroissance linéaire du signal dans deslitbtmms opératoires identiques. Ce
comportement montre que le peptide synthétisé rpest structuré en triple hélice, y
compris a basse température. Il est tout de ménpertant de constater que la pente
A[B]/AT associée correspond a celles obtenues pour fegl@® structurés en hélice PPII.
Cependant, les courbes ne se superposent paspadcs’expliquer par I'impureté du
peptide. En effet, cette impureté, que nous n'‘avoss pu caractériser, possédant une
masse de 720.33g.mobourrait avoir un signal constant & 225 nm, indépet de la
température et donc surestimer la proportion ccleghPII.

Il est également possible de suivre la formatiorad&iple hélice en fonction du temps.
Pour ce faire, il est impératif de dissocier tdaté&riple hélice en préchauffant I'échantillon
a une température supérieure a sa températuresioa fppuis on mesure le signal du PPII a

225 nm en fonction du temps et & une températuraédo(Figure 10A).
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Les données expérimentales peuvent ensuite étreélisdes avec une fonction
exponentielle croissante tel que :

—(t—to)
[B]225: =ax(1—e T )

Ou [0]2251est I'ellipticité molaire par résidu a 225 nm emdton du temps t, to est le
temps mort entre la fin du préchauffage et le déleukenregistrement des données et tl1
est le temps caractéristique de la vitesse de tawvmele la triple hélice.

. Montée

« Descente

;;«(Nl“«lcg,ulf.(luml red™’)
225 (10°.deg.cm’.dmol ' red™')

[0
0

T(°C)

Figure 10: A. Suivi de la formation de la triple hdice en fonction du temps, (POG}), 100uM, pH=7, B. Suivi de la
déstabilisation et formation de la triple hélice erfonction de la température, (POG)o, 100uM, pH=7.

On voit alors que la triple hélice ne se forme pastantanément, les temps tl
caractéristiques de formation sont de 3 h et 5tCaet a 40°C, respectivement. Au-dela de
la dépendance en température, ce résultat mongelagiormation de la triple hélice
dépend étroitement du temps. Ce temps nécessaire fpomer la triple hélice est
également visible en enregistrant un cycle de ¢agefpuis refroidissement (Figure 10B).
On observe que les deux courbes ne se superpasente qui est dd a un phénomene
d’hystérésis®>® Le termehystérésissient du mot grec de hysteros (pour plus tard) et
signifie que l'effet persiste méme apres sa cabekea Ce phénoméne peut étre atténué
par une diminution de la vitesse de refroidissemkattriple hélice ne se reformant pas
instantanément, il faut laisser un certain tempsyesteme pour revenir dans le méme état.
C’est pourquoi par la suite, chacun de nos échamsila été incubé pendant 24h a 4°C
avant chaque analyse. Ce phénoméne d’hystérésigsgagtment observable dans les
systémes d’échanges PPI/PBIDn note toutefois que le systéme PPII/ Tripléceéést

réversible, ce qui n'est pas le cas pour le cotlageaturef?

La stabilité de la triple hélice est un paramétte don peut évaluer par dichroisme

circulaire, notamment par la détermination de fagérature de fusion de la triple hélice.
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La courbe correspondant a l'ellipticité molaire famction de la température peut étre
modélisée suivant I'équation de Richards :

(T-Tm)
14+e ¢

[0lr =axT+6F +

Ou Tn, température de fusion, correspond a la tempérgiaur laquelle la moitié de la
triple hélice est dissociéd]]f est I'ellipticité molaire par résidu a une tempéra donnée

T, [0]¢ est I'ellipticité molaire par résidu correspondantextrapolation a 0 de la droite
apres la fusion de la triple hélice (Figure 10)cayel;+[0]; correspondant I'ellipticité
molaire par résidu initiale, a, b et ¢ sont desapatres ajustables qui correspondent aux
pentes avant et apres la fusion de la triple héed et a, respectivement) et ¢ caractérise

la coopérativité du phénomeéne de fusion.

Les températures de fusion obtenues pour les psptRIOG) et (POG), en fonction de la

concentration sont présentées dans le Tableau .1 8@f p.72 pour les spectres

correspondants)
Peptide Concentration ml(°C)
100 uM 26
(POGY
10 mM 39,5
100 uM 57
(POG)o
10 mM Précipitation

Tableau 1: Températures de fusion obtenues par dichisme circulaire pour les peptides (POG)et
(POG)lO! pH:7

Ces mesures confirment que la stabilité de laetrigdlice est dépendante de la taille du
peptide, ce que nous avions déja pu observer paimale étude des spectres a une
température donnée. Par ailleurs, elles mettenéwtlence que la concentration joue

également un réle dans la stabilité de la triplebé

L’ensemble de ces analyses CD constituent des dsndé référence. Elles nous ont
permis d’établir les domaines de stabilité deddsiphélices, en fonction de la taille des
peptides CMP, de leurs concentrations, de la teamtyér et du temps. Ces données
précieuses seront utiles pour toutes les compaimigoe nous serons amenes a faire avec

les résultats de Résonance Magnétique NucléairdN)RM
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La RMN, contrairement au dichroisme circulaire, npetr d’obtenir des
informations locales, a I'échelle atomique. Les unes effectuées précédemment par CD
nous sont cependant trés utiles pour nous places des gammes de concentration ou de
température compatibles avec I'observation par RMNpeptide monomérique, ou du

peptide associé sous forme de triple hélice.

1.3.1 Attribution des résonances

Nous nous sommes essentiellement consacrés ad’'&WMN du peptide (POG)
pour des raisons techniques. En effet, la tempeérate fusion élevée du peptide (PQG)
était incompatible avec l'utilisation de la cryogenéquipant notre spectrometre RMN.
Des spectredH et *H-*C HSQC ont été enregistrés et ont permis une atimib globale
des différents types d’'acides aminés, sur la baseddplacements chimiques connus des
différents protons et carbones des trois résidabng; hydroxyproline et glycine (Figure
11).

2
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Figure 11: Attribution des signaux caractéristiquesdu peptide (POG), 1mM, 500 MHz, 5°C, 100% RO, pH 7.
Les traits pointillés mettent en évidence I'absenage recouvrement des 4Gly) et H°(Pro)

L’expérience HSQC est une expérience hétéronueléairi permet de relier chaque
carbone & son ou ses protoria le couplage scalairécy. Elle permet de mettre en
évidence les protons diastéréotopes, mais ausdifféeencier les protons dégénérés en
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fréquence grace a la grande dispersion des sigiemsla dimension carbone. Cependant,
le spectre HSQC ne permet pas d’obtenir ici uneluésn suffisante pour isoler les
signaux de chaque acide aminé. La répétition déda@ence primaire des peptides (POG)
implique en effet une dégénérescence des envircegmsnmagnétiques qui se traduit par
une superposition des signaux. Nous verrons dapartge 1.3.2 comment nous avons pu
nous affranchir de ces problemes de recouvremanestirer des informations structurales
locales pour cette famille de peptide. L’analyss signaux obtenus sur ce type de spectre
est tout de méme informative en complément deséksabtenues par I'enregistrement de

spectres 1D a différentes températures (Figure 12).

°C
A ¢

B
Absence du H%(Gly) H3(Pro)

NH(Gly) monomere

monomere

NH(Gly)

8,0 7,0 6,0 5,0 4,0 3,0 2,0

_.AJ\MJ L_____,;_ 5

8,5 8,0 7,5

Figure 12: SpectresH, (POG);, 1mM, pH=7, 500MHz. A gauche : Agrandissement sua zone des protons
amides, 90:10 HO/D,0. A droite : D,O, 20°C

Sur les agrandissements présentés en Figure li2spondant a la région des protons
amide des résidus glycine, nous observons troisulpbpns majoritaires dont les
proportions varient en fonction de la températne.remarque que les populations A et C

augmentent en méme temps que la température aleréagpopulation B diminue. Pour
. , - , A8
chaque population, nous avons donc calculé le icomit de temperatureﬁ,

représentant la variation du déplacement chimisggge—dNH en fonction de la température,
afin de savoir si les NH étaient engagés dans iasoh hydrogene. La présence de
. . L - ) ) 5

liaisons hydrogéne est associée a un coefficienedgérature elevé‘#> -6ppb/K.
Seule la population B présente un coefficient dapirature supérieur a -6ppb/K (8D
p.75). Nous avons donc conclu que la populationoBespondait a la triple hélice, en

accord avec sa disparition a température élevéwest la persistance du signal NH dans
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D,O a 20°C, signifiant un engagement dans une lialsgairogene qui I'empéche de
s’échanger avec le deutérium. Les populations & @nt pour leur part été attribuées a
deux formes monomeériques. Les spectres enregistréstrent bien que plusieurs
conformeres de (PO&Ginonomeériques sont en échange lent a basse teomger@ertaines
résonances coalescent entre 10°C et 40°C pouraraipe que sous la population A ou la
population C. Ces deux populations restent en harbien distinctes a température
élevée. Une barriere d’énergie connue au niveau rdsi&lus proline correspond a
lisomériecis-transde la liaison peptidique précédente. Cette barest élevée, de I'ordre
de 20 kcal.mot, ce qui nécessiterait d’enregistrer des spectregus de 100°C pour
observer des phénomenes de coalescence. Par fiwégla rapport des populations A et
C a été évalué a 20:80, correspondant a I'équitiim#rans Nous avons donc attribué la
population A a I'ensemble des glycines suivies d'linison amiddrans et la population

C aux glycines qui forment une liaison peptidique avec la proline suivante. Le petit
épaulement situé au pied de la résonance A poeoaiéspondre a la glycine terminale du
peptide (POG) cette derniere ayant un environnement magnétmpréiculier. De la
méme maniére, a basse température, plusieurs resmbarges sont visibles a proximité
du signal correspondant aux résidus glycines detrijgle hélice (population B).
L’assemblage des trois monomeres de CMP se faikantaniére décalée (cf. 1.5.2), les 3
protons amides des glycines terminales de la tfiy@ikce ne seront pas chimiquement

équivalents ce qui pourrait conduire au maximumo@ résonances satellites.

Une expérience complémentatté-'H NOESY nous a permis de relier les protons amides
des glycines a leurs protonsuHFigure 13). On remarque que le proton amide de la
population A est relié a un couple de protors tHastéréotopes avec deux corrélations
d’'intensité différente. Cette observation nous prnde faire une attribution
stéréospécifique des*Het H>. En effet, 'expérience NOESY permet de déduire de
informations de distance entre protons. L'intensidé la corrélation NOE est
proportionnelle &% ol r représente la distance entre les deux atobeeproton le plus
déblindé est alors le %Y car dans une structure canonique d’hélice PPHst le plus
éloigné de son NH (d-H*? = 2,63A et ¢i"-H* = 2,13A, d'aprés la structure PDB
n°3B0S). La population C n’est que faiblement repriéée a basse température et aucune
corrélation n’est observée sur le spectre 2D. eded similaires pourraient étre faites a
plus haute température pour caractériser les fornmmmsomériques mais ces expériences

n’'ont pas éteé enregistrées.
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Pour la population B correspondant a la triple deliles corrélations NOE sont tres
intenses. Ceci est directement lié a la taille irtgpde de I'assemblage moléculaire. Le
transfert d’aimantation NOE est relié a des phémmsaéle relaxation dipolaire qui sont
d’autant plus efficaces que I'assemblage moléaikest de haut poids moléculaire. D’autre
part, les transferts d’aimantations sont complexesein de la triple hélice en raison d’'un
réseau important de protons au niveau du squepetpgidique. Pour cette raison, la
quantification précise et I'obtention de lattribart stéréospécifique des protons de la
glycine n'ont pas pu étre effectuées. D’apres tactiire de triple hélice obtenue par
cristallographie (PDB 1CAG), il est prédit que Qrakes peuvent étre visibles dans
I'expérience NOESY a partir de la glycine (X < 5 A).* ces observations résultant de
corrélations inter-brins (rose) et intra-brins (yerdl s’avere que nous observons 10
corrélations, celle non prédite correspondant &daélation H-H*Pro) dH-HP(Pro)
=5,82A), probablement observée en raison de phémesnée diffusion de spins (Figure
13). Il est alors possible dattribuer stéréo-spécifiqent les protons Préf ProH> et les
protons HypH%HypH®® grace l'intensité des corrélations NOBH{dH*(Proy4,59 A et
dHN-HP(Pro) =5,82A et #iN-H*2(Hyp)=3,30 A et ¢i"-H*3(Hyp) =3,59 A, PDB 3B0S). Les trois
populations minoritaires (1, 2, 3 sur la Figure b8} des corrélations intenses avec les
HypH?. Celasignifie qu’elles correspondent & des glycines ein d’une triple hélice, et

donc a celles situées en bout de chaine.
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Figure 13: A gauche: SpectréH-*H NOESY sur le peptide*(POG);, 10mM, 500 MHz, H,O/D,0 (90:10), 5°C. Les
corrélations inter-brins sont représentées en roset les corrélations intra-brins sont représentéesre vert. A

droite : Prédictions des corrélations NOE observabkedans la triple hélice grace au marquagEN-glycine. (a-d) la
chalne noire représente un site marqué: (a) repréate les Hx de la glycine et de I'hydroxyproline; en jaune son
représentées les distances interchaines et en rodgs distances intrachaines observables; (b) repiste tous les
Hp de I'hydroxyproline et de la proline;(c) représene les distances interchaines entre les glycines ebsbles; (d)
représente des atomes &ide la proline; 1CAG PDB. Figure tirée de la publiation de Hartgerink et al®®

L'analyse combinée des expérienck$,°*C- HSQC, 'H,'H- NOESY et'H, nous a
également permis de mettre en évidence la préseacprotons isolés permettant la
guantification des populations monomériques etdsighélices (Figure 11). Le proton a
5=4.3ppm correspond au®Hles glycines dans le monomere et le protodr&2ppm

correspond au Hdes prolines dans la triple hélice.

1.3.2 Etudes des populations monomeériques et triples hélices

La RMN nous a permis détudier l'influence de lancentration et de la
température sur les populations monomériques mesrihélices, en présentant I'avantage

de pouvoir les quantifier contrairement au CD.

Dépendance de la concentration Sur la Figure 14, dans la région des protons
aliphatiques, nous pouvons observer I'apparitiotadéple hélice lorsque la concentration
augmente. Dans la région des NH, on voit égalenfiapparition de triple hélice,
caractérisée par un déplacement chimique amideienféa 8 ppm a 40°C. Des signaux
supplémentaires apparaissent, ceux-ci corresporalaids sous-populations qui seront

étudiées plus en détail dans la partie suivante.
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Figure 14: Influence de la concentration sur la stailité de la triple hélice, (POG), 40°C, pH=7, 500MHz.

L'étude en concentration nous montre donc que

A gauche, zone des protons amides. A droite, zonedprotons aliphatiques

lppod de concentration

monomere/triple hélice dépend étroitement de laeotmation totale en CMP, de maniére

analogue avec les molécules amphiphiles qui s’dsieemen micelles au-dela d'une CMC

(concentration micellaire critique). Ici, nous oh&ms qu’a partir d’'une concentration de
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30mM, le systeme conserve un ratio 80:20 (TH:My(ir¢ 15). Ces deux populations sont
en équilibre, la forme monomérique ne disparait pasprofit de la triple hélice et
inversement. Cependant, il faut nuancer cette ghten en prenant en compte la limite de
détection en RMN. Sur les spectres ) nous n'observerons que les espéces de taille
inférieure a=100kDa. L’étude de la présence d’assemblages sopgauataires, favorisés a

concentration €levée, sera discutée dans le chapitvant.

100

%

C (mmol.l’l)

Figure 15: Evolution des populations TH et M a 40°Crfonction de la concentration

Influence de la température Afin de compléter cette étude comparative, nawusns
également préparé un échantillon & 100uM afin dercéner la T, par RMN (Figure 16).

RMN CD
—~ 4000
100 L — -
= o T, =26°C
E 80} LR -
- T
2 40} & 1000
= s
B 200 2 0 :
0 = _1000
0 10 20 30 40 50 0 20 40 60 80
T (°O) T (°C)
POG,, 100uM, 500MHz, pH=7, D,O POG; 100pM, pH=7,

Vitesse de chauffage: 10°C/h

Figure 16: Comparaison des températures de fusioneda triple hélice obtenues par RMN et CD

Nous observons un décalage de 5 °C entre la tetupé&rde fusion de la triple hélice
trouvée par RMN et CD. Cette Iégere différencetrpes expliquée mais pourrait provenir
d’une différence de calibration en températuredas< appareils ou étre liée a des vitesses

de chauffage différentes.
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Afin de palier le probléeme de recouvrement des aignlié a la répétition des
triplets POG, nous avons synthétisé sept peptidgeguasC,-Gly ou *>N-°C»-Gly. Pour
chaque peptide, une seule glycine est marquéajigeegmet leur attribution spécifique et
l'extraction de parametres structuraux relatifs haque position de la chaine
polypeptidique (Figure 17). La synthése de cesigepta été réalisée par SPPS et est
présentée en partie expérimentale (cf.8C p.74)cdravention utilisée pour nommer ces
peptides est(POG), avec n symbolisant la position marquée, (n=1espond a la

premiere position dans le sens de la SER$—Nter).

P0G, : POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
P0G, : POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
3p0G,: POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
4P0G,: POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
°POG,: POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
®p0G,: POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG
’P0OG,: POG-POG-POG-POG-POG-POG-POG

Figure 17 : Identification des glycines marquées

La glycine marquée est facilement identifiable Isuspectre'H,*C-HSQC car elle
présente d’'une part des corrélations beaucoupimieisses par rapport aux autres signaux
qui sont enregistrés en abondance naturellé®@uet d’autre part, ses corrélations sont
dédoublées dans la dimension carbone en raisouhlage entre le carboné €t le C’
du carbonyle’cec’) (Figure 18). La possibilité d’observer une glyeimique parmi les 7
présentes dans (POGpermet d’obtenir des corrélations plus fines ny a pas de
superposition de plusieurs signaux voisins. En eyutioptimisation des parameétres
d’acquisition nous permet d’augmenter la résolutitams la dimension carbone. Ainsi,
pour le CMP marqué(POG), on a pu mettre en évidence deux paires de protons

diastéréotopes correspondant au méthylété @e la glycine 12 marquée.
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La population correspondant au monomere possed@idesde corrélations fins
(5=4,24 et5=3,95), bien résolus permettant de visualiser fstEnte de coupladdi.2n3
et la population correspondant a la triple hélicgea corrélations plus large3=8,87 et

6=3,74), incompatibles avec 'analyse de leur stiefine.

13Ce Gly(4) A A L
I I Réduction de la fenétre d’acquisition pour gagner en
| 2 1 résolution & temps d’acquisition constant
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Figure 18: SpectrestH-*C HSQC enregistrés sur le peptide (POGhon marqué (spectre bleu) et sur le peptide
4POG),, marqué *C, (spectre rose). L'optimisation de la résolution panet de mettre en évidence des doublets
sur les corrélations les plus intenses dans la dimgion *C. 1mM, 500 MHz, 100% B0, 5°C

L’enregistrement d’expériencél,*>N-HSQC nous permet également de mettre en
évidence la présence de sous-populations (Figule A9nouveau, l'intégration des
corrélations en fonction de la température nousriné sur I'évolution des populations
méme si les protons amides subissent des proce&stisange chimique importants a
température élevée ce qui ne permet pas d’obtesiqdantifications précises. Nous avons
en revanche calculé les coefficients de tempérgtate chacune des populations visibles
et nous pouvons voir que seule une population éepén orange sur la figure 18) présente
un NH engagé dans une liaison H. Ceci confirméritaition de la triple hélice établie sur
la base des spectres 1D et nous informe par allgue la glycine 12 n’est pas engagée

dans une liaison H pour les sous-populations \asibl
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Figure 19: SpectreH,®N-HSQC, 500MHz,*POG);, 10mM, pH=7, H,0/D,0(90:10), 45°C. Trois corrélations ont
été attribuées. Elles correspondent a la triple héle, au peptide monomeérique majoritaire (noté PPIl)et & une
troisieme population notée PPI, pour laquelle la dison peptidique Gly-Pro est en conformatiomis (cf texte pour
davantage d’explications)

Influence de la températuree De maniere similaire aux analyses 1D présentées
précédemment, l'intensité des corrélations 2D rignsesur les populations de peptides
monomeriques ou assemblées en triple hélice. Lredgarésolution associé aux marquages
spécifiques et I'édition d'une deuxiéme dimensibiC (ou *°N), nous permet de surcroit
d’affiner ces analyses car les populations mininesa non visibles en RMN 1D, peuvent a
présent étre suivies en fonction de la températdos. premiéres études ont été réalisées
avec un échantilloA(POGY, c=1mM. Puis, afin d’améliorer la sensibilité tout kmitant

le temps d’analyse nous avons réalisé des étu@esuavechantillon a c=10mM.

Sur les spectre®H-*C HSQC, nous pouvons voir I'évolution des populasi@n fonction
de la température ainsi que la présence d’'unddmespopulation, notée PPI, impossible a
détecter sur la seule base du spetiréFigure 20). Celle-ci croit de maniére identiguia
population PPII en fonction de la température, damsatio constant de ~20% ce qui est

compatible avec une forme monomérique ou la glyéiéce est en relatiaris vis-a-vis
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(Pro-Hyp-Gly) qui est présenté dans le chapitre 3.

études sur le triplet modele
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Figure 20: Evolution des populations M (bleu)/TH (rowge) en fonction de la température pouf(POG),. Les
corrélations repérées par le cadre en pointillé coespondent a une liaison peptidique Gly,-Pro;z encis.
Conditions : 10mM, pH=7, 500MHz, BO

Chacune des populations a été quantifiée en fandda température en vue de comparer

ces données aux résultats de dichroisme circiugidel’analyse faite en RMN 1D (Figure

21).

100

80

60,
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40,

T(°C)

Figure 21: Quantification des populations TH et M sr le spectre 1D ¢) et 2D (M ) pour le peptide*(POG),,
10mM, pH=7, 500MHz, D,O.
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Nous observons que les deux approches RMN donmsnté&dultats similaires en ce qui
concerne la quantification. A cette concentratianiriple hélice est toujours présente a
40°C, ce qui coincide avec la, F 39.5°C trouvée par CD (cf. Tableau 1). Cependant,
détermination précise de la Tm par RMN est de 4¢8Qui est sensiblement supérieur a
celle trouvée par CD. On note que nous avions ggaletrouvé un décalage de ~5°C sur
les études RMN 1D réalisées a 100uM.

Les quantifications obtenues sur les spectres 2IDetont comparables, mais I'avantage

de I'expérience 2D est la possibilité de voir leasspopulations.

Influence de la position sur la chaire L'enregistrement de spectres similaires a été
effectué pour les autres peptides marqués et npamas d’établir les attributions précises
'H, 3C et’™N de chaque glycine en fonction de sa position darchaine CMP et de sa
forme libre (PPII) ou triple hélice. Il faut soutigr que les spectres correspondant a
YPOGY %POG) et’(POG) sont bien plus complexes car au sein de la thplie, les
trois chaines PPIl sont assemblées de maniereédelmlong de I'axe de la triple hélice
(décalage d’'un résidu entre chaque brin), ce guélgid & une inéquivalence chimique des
trois glycines a chaque extrémité et a une muitipion des corrélations. Les spectres des
peptides 3(POG) . %POG), *(POG), et %(POG) sont en revanche parfaitement
superposables méme en utilisant I'expérieftteé>C CH-TROSY** (cf 1.5.1) qui permet
une augmentation considérable de la résolution Easndeux dimension$C et'H (Figure
21).
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Figure 22: Spectres CH-TROSY (cf 1.5.1§* centrés sur la zone de déplacement chimique®8, des glycines,

Pour le peptide

800MHz, 10mM, D,O, pH=7, 40°C

, hous observons plusieurs populations rassemliéas une

région proche des corrélations obtenues pour lgsingls centrales faisant partie de la

triple hélice. On distingue principalement quatrepuylations distinctes dans des
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proportions (1 ;0.22 ;0.17 ;0.24), ce qui pour@trespondre au monomeére PPIl pour la
premiére population et ensuite aux trois brinslmagce glycine marquée se trouve dans un
environnement unique en raison de l'inéquivalend@iente aux décalages des chaines
peptidiques au niveau des terminaisons (cf. Figdkequi illustre ce décalag®).De
maniere attendue, aucune corrélation ne correspomde fraction PPI car cette glycine

n’est pas suivie d’'une liaison peptidique.

L'utilisation de peptides marqués nous a permisoskover et de quantifier les
différentes conformations adoptées par les pepttMP mais également d’avoir acces a
des informations structurales locales. L’étudecétmale de CMP modeles a été entreprise
par RMN en déterminant des constantes de couplpgeifisues. Ces mesures ont été
réalisées grace au développement d’expériences RNihales, a 2 et 3 dimensions,
basées sur un effet TROSY°*®"Des études de dynamique moléculaire ont égaleéiént
menées a partir d’'une structure aux rayons X en &laecomparer nos donnees

expérimentales aux données simulées.

1.5.1 Utilisation d’'une expérience TROSY pour accédera d

informations locales

L’étude de macromolécules de haut poids moléculzaredes méthodes de RMN
liquide classique pose deux probléemes majeurs.remigr est celui du grand nombre de
résonances qui provoque un chevauchement destpilcgie une analyse tres fastidieuse.
Le second probleme est lié a la relaxation rapeke molécules de masse importante, ce
qui provoque un élargissement des raies et unendiion de la sensibilité conduisant a
une perte du signal. Nous avons résolu ce premidrigme grace a un marquage sélectif
de nos glycines®C et *N. La solution que nous avons envisagée pour limlits
problemes de relaxation nucléaire a été de dévetopgs seéquences RMN basées sur un
effet TROSY' pour Transverse-Relaxation-optimized NMR spectrosc@gy. effet, qui
provient d’interférences entre différents phénormsémke relaxation permet en effet
d’obtenir des largeurs de raies satisfaisantes pétude de molécules de trés grandes

tailles (jusqu’a 1 MDa pour I'expérience Methyl-TB®)°® (Figure 23).
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Figure 23: Effet de I'expérience TROSY. Schéma extratle la publication deWider et Fernandez®®

L’expérience TROSY¥ Cette expérience permet un affinement des paesélection
d’une corrélation spécifique. En effet, pour uncspede corrélationH-'>N, chaque noyau
peut étre couplé a l'autre dans un état de spou . Ainsi, sans découplage dans un
spectre'H-1>°N HSQC, nous observons quatre corrélations (Fi@de Dans le cas des
petites molécules, les largeurs de raies sontigleeg pour ces composantes et quatre
corrélations de méme intensité sont observées. Borigrosse molécule, les largeurs de
raies sont en moyenne plus larges en raison d’'mpdede relaxation T2 plus court.
Cependant la largeur de raie d’'une des composasteiminuée en raison de phénomeénes
de relaxation croisée décrit p@uéron en 1983° En effet, la relaxation T2 est
principalement due a un mécanisme de relaxatiangpn qui résulte en grande partie de
la modulation de l'interaction dip6le-dipdle parslanouvements moléculaires mais
également de l'anisotropie de déplacement chimiqies deux phénoménes interférent
entre eux et donnent lieu a des relaxations diftéglbes sur chacune des composantes des
multiplets obtenues pour deux spins couplés. Lowndécouplage™N est réalisé, il n'est
alors observé qu’une corrélation dans la dimenpimton qui moyenne les propriétés de
relaxation du noyat*N dans ses étatset . Dans le cas d’une grosse molécule, il y aura
alors une largeur de raie importante qui masqueeaeurentuelle multiplicité. L’'expérience
'H->%N TROSY, qui est en définitive un spectre de catiéh'H-'°N dont la corrélation la
plus fine a été sélectionnée, pourrait permettrgoramcipe d’accéder aux constantes de
couplages et donc d'obtenir des données structurale
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W I\ L

Petite
I molécule
z Grosse
-~ molécule
HSQCH-15N HSQC découpléH et TROSY
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Figure 24: Représentation schématique de I'expériee *H->N TROSY

Difféerentes expériences TROSY ont été développéesde répondre aux attentes
multiples des expérimentateurs : I'optimisation ipibabservation des groupements amides
15N-1H,%0%7 des sites aromatiquédC-*H,”* " des groupements méthyl&C-"Hs,”* mais
également des groupements méthylerntd8-'H,.°* L'utilisation de cette derniére
expérience parait particulierement intéressantes darcadre de nos études, les peptides
(POG), présentant un nombre important de résidus glydiri@ut noter par ailleurs qu’au-
dela de l'effet TROSY qui sera modeste en raisofadeille modérée de la triple hélice
(équivalent a 63 acides aminés dans le cas de Q@xpérience CRHTROSY permet
de s'affranchir systématiquement des couplages rgmi’J.y de ~15 Hz. Ce gain en
résolution sera trés précieux pour des analyseailldés. Il pourrait permettre la
détermination des constantes de coupfiggna des résidus glycine, reliées a I'angbe
par I'équation de Karplus, nous donnant ainsi aésrinations structurales locales. Dans
un second temps, nous avons développé des expEsian8 dimensions afin de pouvoir
obtenir le maximum de constantes de couplage dahatlde comparer ces données a des

analyses de dynamique moléculaire.
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Détermination de constantes de couplddeny — Afin d’apprécier le gain en résolution
apporté par I'expérience GHROSY, nous avons tout d’abord enregistré une réaipee
'H-3C-HSQC dans BD (Figure 25 A). La mise en place d’'un découplamcique des
carbonyles permet de supprimer le couplalgg dans la dimension indirecte, simplifiant
le spectre et augmentant le rapport signal sut ffigure 24 B). Nous avons enfin utilisé
une séquence GH'ROSY qui supprime la constante de couplage gédmimatre les i

de la glycine et améliore les résolutioi€ et'H par interférence de relaxation (Fufure
24C). En solubilisant les peptides dan®HIa réintroduction du proton HN nous permet
d’observer sur chaque glycine la constante de egeply.ny qui est reliée aux valeurs de

I'angle ® (Figure 24D).

Découplage 1*C TROSY

J IHI-1H2

{ JIHI-1H2 [
& ts é ,«:D '3 3
[ < > G [ < g [
@ re § \ -9 5 ° ;3 §
JBC’-'SCH$ 3 “i : &% :
g ‘ g ‘ g
A. | B. , C.
44 42 ) 407 E;B 36 44 42 40 38 36 44 4‘2 40 38 3‘6
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3J He2-HN 3J He3-HN I f Solvant H,0
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Figure 25: Simplification du spectre de corrélationt*C-*H. 4POG),, 1mM, pH=7, 500 MHz, 5°C
L’angle diédre®d, défini I'angle C.;-N;-Ci®-C’;, est relié aux constantes de couplaear

la relation de Karplus :
J=Aco$(®+AD)+Bcosd+Ad)+C

ou A, B et C sont des coefficients empiriques doués par des méthodes DFT (Density

Functional Theory) dépendant des substituantadetest un déphasage a prendre en
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compte pour relier FEN-C*-H*? et H'-N-C®-H*® & I'angle@ (Figure 26) Courtier-Murias

et al ont proposé des valeurs A, B, C théoriques pesiglycines appartenant au peptide
Gly-Pro-Gly-Gly® et comparé leurs valeurs de couplages théoriqueesa mesures
expérimentales faites sur différentes glycines danBlavodoxine. Leurs résultats étant

convainquants , nous avons choisi d'utiliser ceamatres pour nos études.

14F
12}
10¢
z 8 A B c | a0
E 6} Ha2 | 9,86 | -1,50 | 0,42 | -58,6
4l Ha3 | 9,77 | -2,29 | 0,43 | 59,6
2,
0.

Z150 =100 =50 0 50 100 150
® (°)

Figure 26: Représentation des courbes de Karplus au les coefficients prédits par un modele B3LYP EPRH.
Les valeurs del sont indiquées en Hz

Les spectres CHTROSY ont été enregistrés sur un spectrométre GMB afin de
gagner en sensibilité et en résolution. Les éclamdi ont été préparés a 10mM dans un
tampon phosphate, pH=7 dans un mélang@/B,O (90:10) ou 100% ED. Pour chacun
des peptides, nous avons pu extraire les constaletesouplage des deux populations
principales (M et TH). Les spectres ont été trasi@sNMRpipe et les données brutes sont
présentées en partie expérimentale (E p.75). lsdtaés pour les populations majoritaires
sont présentés sur un diagramme en Figure 27. plmnsns remarquer que les constantes
de couplage®Jy.nu mesurées pour le monomére comme pour la triplecdhépnt en
mauvais accord avec les valeurs théoriques. Eicpiet, pour I'hélice PPII canoniquep(

= -70° ety = 150°), les valeurs attendues avec ces parantgrarplus sont 0y paz =
5.19 Hz et3Jyihas = 8.38 Hz. Une premiére hypothése pour expliquer ®@ssultats
décevants serait la présence de conformeres engxhapide entrainant une moyenne des
constantes de couplage. Cette hypothéese parasgiplaulans le cas du monomére qui peut
explorer un large espace conformationnel, en reh@neela semble peu probable pour le
cas de la triple hélice qui maintient les angles sdwelette peptidique relativement
contraints. Pour approfondir ces possibilités deattyique, nous avons entamé des études

de dynamique moléculaire qui seront exposées pingians ce chapitre. Par ailleurs, nous
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avons tenté d’affiner encore les mesures RMN ereldppant des expériences 3D qui
permettent d’accéder a de nombreuses constantsugiage dont les couplages vicinaux

'H-H qui nous intéressent ici.

12} o P0G,
10 P0G,
_ - ' “POG,
_ 8: __________________________________ I it N T~ Y o T
EI . s 5POG,
: P
~ 4 ‘. " ®
| o
2_
Oj‘ - ‘ :
0 2 4 6 8 10 12
JHe2-NH

Figure 27: Représentation & deux dimensions des guas de valeurs®Jyn.pas et 2Jun-nae: UN code couleur a été
utilisé pour distinguer chaque glycine, les deux gpulations majoritaires sont représentées par des anqueurs

différents (Ml +TH®). La représentation en ligne continue symbolise lesouples de constantes de couplage

calculés pour chaque valeur depa partir des paramétres de karplus théoriques. Lelgnes pointillées représentent
les valeurs des couplage€un.ias et 2Jun.nqz COrrespondant a la structure PPII @=-70°

Mise au point d’expérience 3D sélectives d’étatsdim —La RMN a une dimension est
fondée sur le schéma général : P-bli la préparation (P) consiste a amener les $wirs

de leur position d’équilibre (par une impulsion)Ble mélange (M) correspond aux
optionnels transferts de polarisation et enfirgdtection de la frequence de précession des
spins ) permet d’obtenir un FID qui, apres transforméd-darier fournit un spectre 1D.
La RMN multidimensionnelle introduit un ou plusisiemps supplémentaires ou les spins
évoluent apres plusieurs temps de mélange a léquénce de résonance. Dans le cas
d’'une 3D, le schéma est le suivant : P-MM,-t-Ms-t3. Les tempd; ett, sont ajustés a 0
pour la premiére acquisition puis sont incrémegtésluellement au cours de I'expérience.
Ainsi le signal, §° est une fonctioif (¢, t,,t;). De la méme maniére que le FID
enregistré pendart peut étre transformé par transformée de Fourier pbtenir un
spectre dans le domaine de fréqueng€Hz), cette opération peut étre réalisée sur les
tempst, ett;. Nous avons développé des séquences s3-HACACBHAEAN (s3 pour

« spin states selective ») basées sur des dévehgppe antérieurs dédiés aux systemes
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nﬁ”éthyne-méthylér?@ Ainsi que cela est détaillé sur la Figure 28, cinac de ces
séquences peut étre décomposée en six périodes :

s>-HACAN
-y Pricr y
H E BT L2z [E0E ] e
Z b1 92 ba y Ore2
—/)) ol 1 B L]
b3
N |
| H cgradfl a ald [ 2 a a a AG7
H O GoG G1G2 1 U Ga G4 Gs5Gs Ge ¥
G3
) $-HACACO
Yy Pricr y
] H) 121] | B3 EYH HE NS
e , b1 b2 b4 Y Pre
woal L 318 20 2 | L |
5‘5’\ / \ / . I $3
ll
||_| O Grad. a A. a a a a AG7

GoG G1G2 1 Ga Ga Gs Gs Gg ¥

ocm

Figure 28: Séquences d'impulsions « spin states egtive » (s3). Un code couleur est utilisé : chaqperiode de la
séquence est associée a un transfert d’aimantatiaur le résidu glycine. Les barres fines et épaissasdiquent
respectivement des impulsions de 90° et 180°. Lorsgunon spécifiée, la phase de I'impulsion est x. déd : A =
1/@Jcona) ; POUr la ségyence s3-HACACO, T = 1/E4c) ; pour la séquence s3-HACAN, T = 1/&n); Tl =

A0cone €172 = 0.230 8y, @1 = 45°, 225°D, =y, -y ; D3 = X, X, -X, -X ;B4 = X, Y, -X, -y. La sélection de la raie la
plus fine est obtenue pougy; = X ; Pryo = X.

Il y a dans un premier temps tmansfert de polarisationH> C*. Si A est fixé tel que

A= , la séquence d'impulsion INEPTtransfére I'aimantation du proton vers le

2JcaHa
carbone créant ainsi le terme antiphasgH2CPuis apres une impulsion 90° carbag®) (
'aimantation peut évoluer en carbone par créationterme -2HC. La partie de la
séquences = (spin states selective excitation) est optionnélée permet de simplifier le
multiplet dans la dimension carbone en ne retegainine seule composante du triplét C
Elle est ajoutée pour obtenir le spectre « TROS¥»seule la corrélatiofH-°C relaxant
le moins vite est retenue. Cette partfe e doit pas étre incorporée lorsque la séquence

est utilisée pour mesurer la totalité des conssaméecouplagdl y a ensuite unransfert de
1

polarisation €=» N (ou C’)par création du terme 4&,N, avecT = 2]1 2
Ca cac’

dans la séquence s3-HACACDaimantation sur I'azote (ou le carbonyle) evohiigrant
un tempstl. Le signal sera modulé en fonction de t1, donnem@ premiére dimension
indirecte correspondant au déplacement chimiqueedpo carbonyle). Aucun découplage

n'est effectué durant cette période de marquagguc@ermet de conserver I'état de spin
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des noyaux environnants. etiévolue dans
un temps constant d’'une durée= 2]1 permettant de refocaliser le coupldgen (ou

CaN
T =2 pourlJe,c). A chaque acquisition, le 1808st décalé avec un incrément (t2) ce

2Jcac!
qui introduit une modulation en fonction du déplaeat chimique, c’est la deuxieme
dimension indirecte. Le gradient;@ncode spatialement I'aimantation de I'’échantillon
Cela permettra la détection en quadrature de dattension (acquisition de type Echo-
Antiecho). Le blocRance Kay &T (spin state selective coherence transfert) ramese |
aimantations carbone,@t en G sur les protons Hdiastéréotopes. L'utilisation des délais
particulierst; et T, permet en outre une sélection des états de spigsii augmente a la
fois la sensibilité et la résolution de I'expérield® Le décodage spatial est obtenu grace
aux gradients de champs @t G;. Ceux-ci restaurent I'aimantation proton et petsret
I'acquisition t3 qui est la dimension directe prato

La Figure 29 détaille les spectres théoriques tredbtiendrait pour un proton®Gly
dans différentes variantes de I'expérience 3BCM. Le premier schéma représente le
spectre théorique d’'une expérience HACAN totalemigtouplée. Dans ce cas, seuls les
déplacements chimiqueéga, O, Sraz et le couplagéluasmas peuvent étre déterminés. Le
second schéma représente le spectre théorique di8E&N sans découplage proton
pendant le marquage carbone et sans découplageneagbl’acquisition, les couplages
Ycana sONt ainsi réintroduits. On voit apparaitre alors doublet de doublet dans la
dimension proton, et un triplet dans la dimensiarbone tJcyHa2 = “Jcoras). Cependant, le
transfert 8CT permet une sélection des états de spins etssEsdeorrélations marquées
par des taches pleines sont observées. Dans Umexekrience, en plus des mesures de
Oca, ON, Oraz €t “Juaoraa, les constantes de couplad@ee et Jcaes peuvent étre
déterminées grace aux décalages en fréquencelenterrélations I/1 et 11l/4. Enfin, si on
laisse s'exprimer les couplagdd et *C pendant le temps de marqudgh, le proton
apparait sous forme d’'un hexadécuplet, le carbaneladécuplet et I'azote un octuplet,
soit 16*12*8=1536 corrélations. A nouveau I'élém&ET permet une simplification de
ce multiplet, ainsi nous observons seulement 16étions. Un ensemble de douze
constantes de couplage pourra étre mesuré sur eEresp Icoee; JeaHas, “IHazHa3)

1 2 .2 17 .2 .2 .3 .3 .2
Jeac s a2 “IeHa3 s TINHY G “INHe2 3 “INH3 3 T IHHa2 5 " IHHe3 5 “JCaHs-
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Figure 29: Spectres théoriques de corrélationH-'*C obtenus pour un H* de résidu Glycine.En haut : expérience
entierement découplée, au milieu : expérience avelécouplage N et en bas : expérience entierement pbée. Le
spectre est représenté dans un cube et en 2D surpBojections. Les états de spins associés aux diffétes
composantes observées sont représentés. Les corriélas pleines correspondent aux états de spins sélennés

La sélection des états de spins implique que c&s$atonstantes de couplage ne peuvent
pas étre mesurées directement entre deux cormiati@ependant, on peut mesurer des
sommes de plusieurs constantes de couplage (FigR0e et par un jeu
d’additions/soustractions, remonter aux constamesouplage individuelles.
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Figure 30: Projections dans les trois dimensions deexpériences s3-HACAN suf(POG);, 10mM, pH=7, 40°C,
H,0/D,0 (90:10), 500MHz. A) Projections restreintes au ghal PPII, B) Projections restreintes au signal dé&a TH

La multiplication des corrélations pour une mémectmn méthyléne entraine qu’un
méme couplage peut étre mesuré ainsi jusqu’a 8rais, dans un souci de clarté, chaque
constante de couplage n’apparait qu’'une fois sdiglare 29. Les différentes mesures de

couplages sont reportées dans le Tableau 2.
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T T 2 2 2 T 7 7 2
N JeaHo3 JHa2He3 JoHee  “JeHa3 JINHN INHe2  “INHe3 JeaHN

Monomere (M)

Mesures 8 8 8 8 4 4 8 4 4 4 4 8

Moyenne
(Hz)

Erreur 0,04 0,04 0,03 0,03 0,01 0,01 0,02 0,02 0,020,01 0,01 0,02

139,44 139,35 17,78 52,66 4,45 485 9341 345 3,68 6,00 5,07 3,72

Triple Hélice (TH)

Mesures 8 8 8 8 4 4 8 4 4 4 4 8
Mc(’zg‘”e 140,38 13832 1826 5253 3,40 500 9355 287 224 430 563 504

Erreur 0,24 0,24 0,17 0,14 0,03 0,04 0,08 0,10 0,150,03 0,04 0,01

Tableau 2: Mesures des constants de couplages sur peptide 4POG), (10mM, pH=7, 40°C) & partir de
I'expérience s3-HACAN.

Les couplages sont donc mesurés a partir de désatagfréquence de deux composantes

x et y dans les 3 dimensiohs, **C et'N. L’erreur de mesurey.ycorrespond a :

dv : largeur du pic
h : hauteur du pic
N : bruit.

8] X-y=

Une moyenne pondérée des constantes de couplapeiiteeété calculée ainsi que l'erreur

sur la moyenne :

N _Jx—y
<hy> =y el <gpy>=
n=1 g, 2 yN 1
Jjx=y n=1g 2

Les données brutes sont présentées en partie exgpdale (8F, p.77). Les erreurs sur les
constantes de couplage sont relativement faibkes dpiie plus élevées sur la triple hélice.
Cela s’explique par des largeurs de raies plusdgmrassociées a cette population et
certains recouvrements qui faussent les mesuresis Nabservons des différences
significatives sur les valeurs des constantes delage’Jc . “Jniio, “Jearn €t entre

les populations M et TH, notamment une proximité denstantes de coupladk.,.y et
"Jhes.y dans le monomére, ce qui traduit une plus grangemique du squelette par
rapport a I'assemblage en triple hélice. Les valeur,,,, obtenues sont Iégerement plus
faibles que celles obtenues dans I'expérience 2D [gpomonomeére PPII, jusqu’a observer
une différence de prés de 1Hz dans le cas depgk thélice. Bien entendu, les valeurs

obtenues sur la base des spectres 3D sont pluisgeéy’en 2D car chague composante
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apparait sous forme d’un singulet dans le spedire 8ucune convolution des multiplets
ne peut fausser la mesure des couplages. Cela pésste cas sur le spectre 2D £H
TROSY car les deux composantes du doublet dansinendion *H ne sont pas
parfaitement résolues et se chevauchent en p&dig: autant, ces nouvelles valeurs ne
coincident pas encore avec le modele de Karplusepté précédemment. Nous n’avons
pas a ce jour d’explications satisfaisantes peanttie justifier cette dichotomie, a moins
de remettre en cause les parametres de Karplusmiéés par DFT pour les résidus
glycine. On pourrait également invoquer I'échangs g@rotons amide, le remplacement
partiel H/D dans bD:D,O 90:10, ou l'influence des liaisons H sur ces ¢ages. Un
travail récent de Salvador et al. a par ailleursitm@pour les résidus alanine l'influence
trées importante (modulation de prés de 6 Hz !)'degle Psi sur les valeurs de couplages
au niveau de I'angle PA¥.Nous envisageons de mener une étude théoriquepinpléte,
intégrant 'ensemble des valeurs de couplage meswér nos expériences 3D pour sonder
si de telles interdépendances existent entre Igesudiedres et constantes de couplage au
niveau des résidus glycine. Au-deld de linterpiéta des constanteSJ et des
développements théoriques envisagés pour anaBsaultres types de couplagkbdt®)),

la mesure des couplages en milieu anisotrope ptaitede déterminer les valeurs des
couplages dipolaires résiduels (RDC). Ces RDC &omttion de la distance séparant deux
noyaux ainsi que de leur orientation par rapporclaamp magnétiqueBCela fournira
donc une information précieuse sur la structurdinmensionnelle des CMP et de leurs
assemblages supramoléculaires. Des analyses seésilabnt été réalisées avec
I'enregistrement des expériences s3-HACACO surelgtige3(POG). Les constantes de
couplage sont présentées dans le tableau 4. Cesesixres avaient déja été réalisées pour
*(POGY dans I'expérience s3-HACAN. Des valeurs extrémerpeoches sont trouvées a
ces deux positions ce qui traduit la grande sindkt structurale dans la partie centrale des
CMP.
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1 1 2 2 2
JCuHuZ ‘]CuHu3 ‘]HaZHuS ‘JC’H(xZ ‘JC’H(xB

Monomere (M)

Mesures 2 2 8 4 2 2
M‘Z&ig‘”e 13959 139,37 17,44 52,19 4,84 4,95
Erreur 0,21 0,21 0,06 0,03 0,09 0,09

Triple Hélice (TH)

Mesures 2 2 8 4 2 2
M‘Z}_’i‘;‘”e 141,44 139,64 17.86 51,67 3,48 5,88
Erreur 0,30 0,32 0,26 0,07 0,10 0.1

Tableau 3: Mesures des constantes de couplage supkptide 3(POG), (10mM, pH=7, 40°C) réalisées a
partir de I'expérience s3-HACACO

Ces mesures de constantes de couplage, incompgbiile le moment avec le modéle de
structure PPII figé, vont étre par la suite comparg des modeles obtenus par dynamique

moléculaire.

1.5.2 Dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire permet de simuler, a paes lois de la mécanique
classiqgue de NEWTON, les trajectoires des atomgshese cristalline, en solution ou en
phase gazeuse. Elle donne |'évolution d'un syst@meours du temps. Une résolution
numeérique des équations classiques du mouvementikste pour calculer I'énergie du
systeme le long de son parcours sur la surfacetmfel du systéme. Ainsi, une molécule
est considérée comme un ensemble d'atomes doimtéeactions mutuelles peuvent étre

décrites par une fonction d'énergie potentielleste "Champ de Force".

Ces travaux de dynamique moléculaire ont été éslidans le cadre d'une
collaboration avec Claire Loison, chargée de raztteen Lyon. L'ensemble des calculs ont
éte effectué sur GROMACS (version 5.0.5) avec mgh de force Amber99sb-ILDN-phi
et un modele pour I'eau TIP3P. Ce champ de forpeoavé qu’il décrivait de fagon tres
satisfaisante les couplages RMN pour divers peptide de petites protéinés° et
particuliérement pour les peptides incorporantptetines et hydroxyproline's.
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Deux productions ont été effectuées en paralletdastriple hélice (pose initiale
correspondant a la structure pdb 1C&G)'une part, et sur le peptide monomérique
(chaine isolée de la structure 1CAG) d'autre pagt différents parameétres de simulation
sont décrits en partie expérimentale (8G p.80)siPlus paramétres ont été inspectés pour
caractériser la dynamique de ces deux modelesculcdu rmsd (Root-Mean-Square
Deviation), vérification de la présence de liais¢nglirogéne stabilisant la triple hélice,
inspection des angleg, y et des plissements des cycles pyrrolydine au cderda

dynamique.

Calcul du rmsddans la triple hélice — Ce calcul permet d'évallerdéviation des
structures par rapport a la structure RX. Les écde coordonnées cartésiennes sont
calculés entre chaque structure générée par dyoanmmpléculaire et la structure initiale

selon:

n

ou X représente les coordonnées au cours de la dynaneigy les coordonnées de la

structure initiale.

Il s’avére que le rmsd=2A, ce qui montre que ladtrre fluctue Iégérement, mais qu’elle
reste stable au cours du temps, et proche deuetste initiale. La dynamique réalisée ici

correspond a 635ns avec une structure extraite tesitLl00ps, soit n=6350.

Présence de liaisons hydrogéne dans la triple bélid_e critére que nous avons retenu
pour détecter la présence de liaisons hydrogéndédisii par une limite de distance entre
I'hétéroatome N qui porte 'hydrogéne et I'acceptde cette liaison hydrogéne (d<2,5A)
et par une contrainte sur I'angle=N-H-O (0<25°). La présence de liaisons H tout au long
de la dynamique est schématisé sur la Figure 3ésetalculs sont présentés en partie
expérimentale (cf.G2 p.81). Pour la chaine C, rahservons que les glycines Bnet C-
terminal sont les moins souvent engagées dans idissnis hydrogene. Ceci est une
conséquence directe de la flexibilité des chamesextrémités. Nous n’observons pas de
liaisons hydrogene pour I'extrémi€@terminale de la troisieme chaine (notée C) erorais
du décalage des trois chaines. Pour la chaine grélsence de liaisons hydrogéne est plus

importante aux extrémités qu’au milieu de la chaggequi est moins intuitif.
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Figure 31: lllustration de la présence de liaisonBydrogéne tout au long de la dynamique. Présence tiaisons H >
50% (trait plein épais), Présence de liaisons H <056 (trait plein), Liaisons H qui devrait étre préserte (trait
pointillé). En vert, les liaisons H habituelles etrerouge les liaisons H inhabituelles

Calcul des angles ety dans la triple hélice- Les anglesp ety trouvés au cours de la
dynamique sont en accord avec une structure PBIlisel répartissent pour les résidus
proline et hydroxyproline suivant une courbe gaersse étroite, centrée autour des valeurs
canoniquesp = -70° ety = 150° (Figure 32). En ce qui concerne la glycies, valeurs
sont un peu plus diffuses, ce qui s’explique pdiaiede leur flexibilité a I'extrémité des

chaines et a leur nature moins contrainte.
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Figure 32: Distribution des anglesp et Y en fonction du type d’acide aminé (la premiére proline et la derniére
glycine ont été exclues de cette représentation)

Plissement de cycle pyrrolidingdans la triple hélice— De précédentes études ont été
réalisées pour adapter le champ de force afin gedpecte au mieux les préférences de
plissement de cycle de la prolinenflo: x1~25°) et de I'hydroxyprolinegxox1~-25°)2
Pour chaque proline et hydroxyproline, le pourcgatdendo(x1> 6°) a été calculé et est
représenté sur la Figure 33. On peut voir que tebngs positionnées en début de chaine
ont unx1=-40°, ce qui peut s’expliquer par la nature paligce de I'azote proton€, non
engagé dans une liaison peptidique. Nous pouvomrdermdgnt voir que les prolines
adoptent aussi bien un plissement de cgridoqueexoavec une trés |égére préférence
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pour la formeendq en accord avec ce qui est décrit dans la littéeatLe plissement de
cycleexodes hydroxyprolines est largement favorisé, salfaut de chaine(,), ce qui

semble étre corrélé a la flexibilité de la chaine.
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Figure 33: Distribution de I'angle x1 pour la proline et I'hydroxyproline suivant sa place dans la chaine. Les
résidus sont numérotés par rapport au numéro du typlet auxquels ils appartiennent (n = 1 a 7 pour lghaine A, n
=8 a 14 pour lachaine B etn =15 a 21 pour lhaine C)

Dans les simulations réalisées pdiev et al®’ sur des petits peptides (Ace-Hyp-NMe et
GPGG), les pourcentagesdosont d’environ 10% pour I'hydroxyproline et 60%upda
proline. Il semblerait qu’au sein de la triple kélie plissemergxopour I'hydroxyproline

soit encore plus favorisé.

Calcul des anglegl dans le monomere De la méme fagon, les angjdsont été calculés
dans le monomere pour les prolines et les hydratiypas (Figure 34). Nous observons
bien la préférence pour le plissement de cexlepour les hydroxyprolines et une légére
préférence pour le plissement de cyeledo pour les prolines. Afin de caractériser la
conformation des cycles, il est également possitde calculer I'amplitude de la

pseudorotatioffy.) et I'angle de phase de pseudorotatior®t.
P =tan™}(5) et Xm = (A% + B2)1/2
Avec A= % ?=1xicos(4?n (i—2))

2 am
et B =—= ¥ xicos( (i — 2))

Les valeurs trouvées pour ces deux parametresrguavgosition de la glycine marquée
sont similaires a celles calculées pdliev et al et sont présentées de la tableau 8 de la
partie expérimentale (8G2 p.81).
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Figure 34: Distribution de I'angle x1 pour la proline et I'hydroxyproline suivant sa place dans la chaine. Les
résidus sont numérotés selon leur appartenance atgletn=21a7

Conformation du monomére Tout au long de la simulation, le polymére est e
mouvement et n'adopte pas de conformation fixea Bté principalement observé des

formes compactes telles que des hélices, des ¢wytldes formes zippées (Figure 35).

Figure 35: Structures représentatives adoptées awars d’une simulation de 500ns.

Des parametres tels que le rayon de giration dearila compacité de la molécule, la
distance entre le premier et le dernier acide antim&phéricité §*, compris entre 0 et 1, 0
pour une sphere et 1 pour une tige) et I'acylint&i(S) permettent de décrire la nature de
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la conformation. A l'issue de la simulation noudesions les valeurs moyennes suivantes :
0*=0.42 et S=0.53 ce qui, de prime abord, se rapproche beaucdes valeurs
caractéristiques des structures aléatoipgs((45 et S=0.57)% Le monomeére, sous sa
conformation étendue M4, a un rayon de giratiorl &gb7A et dans notre cas, aprés une
simulation de 500 ns, le rayon de giration moydrégal a 8,76A, ce qui signifie que notre
monomere est relativement compact et que la stei@®@@l1l n'est pas trés représentée au
cours de la dynamique. Si I'on s’intéresse a léadise entre le premier et le dernier acide
aminé, la valeur moyenne calculée (10,1A) est ivaatent faible et ne reflete pas une
structure aléatoire. La forte proportion de liasoAd entre la Pro-2 et Gly-22, mais
également entre la Gly-7 et 'Hyp-18, nous montue g monomeére reste en conformation

« zippée » pendant plus de 20% de la dynamiquetstauM7 (Tableau 4).

GLY-7 PRO-17 8.08
GLY-4 HYP-21 9.91
GLY-4 PRO-20 13.64
GLY-19 PRO-5 17.70
GLY-22 PRO-2 18.00
GLY-7 HYP-18 21.20
PRO-2 GLY-22 21.50

Tableau 4: Présence de liaisons hydrogéne dans le momere

Une autre maniere de visualiser la flexibilité aonfiationnelle du peptide monomérique
est de reporter dans un diagramme de Ramachareramgles diedreget | adoptés au
cours de la dynamique. Les prolines ainsi que lggdxyprolines restent exclusivement
dans la région PPIl (8G2 p.81). Les glycines quanelles possédent un angle
relativement contraint dans la région étendue etigjle @ ne reste pas dans une région
spécifique, expliquant a lui seul la flexibilitérdormationelle du monomere (POGH est
intéressant d’'observer que la présence de cegdtiffé conforméres est en accord avec
'observation par RMN de plusieurs formes monoméei) dont les signaux coalescent
lorsque la température est augmentée. La présendi@isons hydrogene pour certaines
structure « zippées » expliquerait leur relativabaité ce qui serait compatible avec un

échange lent a basse température (Figure 36).
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Figure 36: Diagrammes de Ramachandran pour les gljmes sauf la'Gly

Des simulations plus longues ont été programméasdafs’assurer que nos observations

sont statistiquement valables. De plus des sinmratde type « replica exchange » vont

étre menées pour prendre en considération l'inflaates isomériess-trans

Calcul des constantes de couplaiia,.nt — Nous avons pu extraire les constantes de

couplage€®Ju..n+ pour la triple hélice et le monomeére sur la base différentes structures

générées au cours de ces deux dynamiques molésulag calcul des couplages moyens

obtenus lors de la dynamique pourra étre directtreemparé a nos mesures RMN

(Tableau 5).

'Gly °Gly °Gly ‘Gly °Gly “Gly 'Gly

M Dynamique 6,03 6,78 6,30 5,01 5,29 5,75 6,1p
RMN 6,13 4,53 5,14 6,35 6,24 6,30 5,96

A 6,85 5,60 5,60 5,57 5,64 5,29 7,21

Dynamique B 5,98 5,62 5,60 5,61 5,65 4,62 7,24

TH C 5,50 5,50 5,66 5,58 5,60 5,60 5,45
RMN 5,66 2,32 3,03 3,67 4,33 6,05 6,00
PDB 6,08 5,55 5,64 4,41 6,48 7,88 4,85

M Dynamique 7,21 6,33 6,23 5,47 5,37 7,43 4,60
RMN 5,29 3,02 4,15 5,43 5,26 5,21 5,43

A 7,14 8,01 8,01 8,03 8,00 8,11 5,44

Dynamique B 7,81 8,01 8,01 8,00 8,00 8,21 5,66

TH C 8,85 7,85 7,99 8,02 8,01 8,01 7,78
RMN 512 ? 6,19 6,74 4,57 5,42 4,57
PDB 8,05 8,25 8,22 8,56 7,88 4,05 8,46

Tableau 5: Constantes de couplagt.ii des glycines calculées par dynamique moléculaire (B, C : trois brins

de la TH) et mesurées par RMN. Les valeurs dérivéegda structure pdb 1CAG sont également indiquées
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Les valeurs obtenues par dynamique moléculaire laotiple hélice sont représentées sur
la Figure 37 (trois valeurs par Glycine pour chagiaine A, B et C). Seules deux
corrélations’JH"H2/2IHVH* s’écartent des valeurs théoriques. Celles-ci spmedent & la
glycine C-terminale sur les deux chaines A et Bqoe traduit simplement la grande
dynamique de ces extrémités, la chaine C étanintiaga stabilisée dans I'hélice en raison

du décalage entre les trois brins.

Pour le monomeére en revanche, I'ensemble des walebtenues par dynamique
moléculaire s’écartent de la courbe de corrélatipfiHeZ/2IH H2 théorique. Ceci traduit &

nouveau la dynamique importante du peptide qupré@'a les simulations de modélisation
moléculaire, n'est pas stabilisé dans une confaomaPIl a température ambiante. La
comparaison avec les valeurs des couplages ssat#itenues par RMN est relativement
satisfaisante avec un écart de 1 Hz en moyenneeanche, la dynamique moléculaire
confirme la grande stabilité de la triple hélica.fi@xibilité ne peut donc pas étre invoquée
pour expliquer la divergence entre les couplagesunés par RMN et les couplages
théoriques. L’influence des liaisons hydrogene aucantraire, de I'’échange chimique
quand les liaisons sont faiblement stabilisées naituétre évaluée pour expliquer ces

différences.
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Figure 37: Représentation & deux dimensions des guas de valeurs®Jun.pas €t 2Junnae- UN code couleur a été
utilisé pour distinguer chaque glycine. La représerdtion en ligne continue symbolise les couples denstantes de
couplage calculés pour chaque valeur d@ a partir des parametres de Karplus théoriques. Ledignes pointillées
représentent les valeurs des couplag@in.rqs et >Jun.Hqz COrrespondant a la structure PPII @=-70°).
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En conclusion, nous avons pu synthétiser et étudistructure de peptides mimes
de collagene (POG)Des analyses par CD et par RMN en solution ahindgnées et ont
mis en évidence la présence de deux populationsritadjes en échange. Celles-ci ont été
attribuées a une forme monomérique et a une formetsrée en triple hélice. Des
résonance$H caractéristiques ont pu étre attribuées et noisservis pour des analyses
quantitatives. L'influence de la longueur de chgiR®G), du pH, de la température, et de
la concentration a été évaluée par CD et RMN, ndosnant des informations
concordantes. Des expériences RMN complémentaimeési@ enregistrées grace a un
marquage™C et **N des glycines. Celles-ci ont permis de mettre gitlefice des
populations monomériques minoritaires. Nous avogaletnent mesuré localement les
constantes de couplagdqn.ne caractéristiques de l'angle grace a I'enregistrement
d’expérience ChHTROSY a deux et trois dimensions. Les valeursralde n’étant pas en
accord un modele statique en conformation étendugype PPIl pour le monomére de
(POGY, ou avec une conformation figée pour la tripleidglnous avons entrepris des
études de dynamique moléculaire. Alors que leswalprédites par simulation numérique
pour la forme monomérique se rapprochent des \alewsurées, un écart important
demeure pour la triple hélice. Des développemdmsriques supplémentaires pourront
étre effectués, intégrant la grande quantité deleges mesurés dans les expériences 3D
gue nous avons mises au point ou en prenant endéoatson les échanges chimiques au
niveau des protons amides. Des mesures RDC pouégeiement étre réalisées afin

d’obtenir davantage de contraintes structuralesssiioligomeres.

Un phénoméne important que nous avons pu mettéviedence lors de ces études
en solution est la formation d’assemblages supréaoutdires de taille variable, au-dela de

la triple hélice. Ces aspects seront traités eaild#dns le chapitre suivant.
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A. Tests colorés :

Al .Kaiser Test

Réactifs: Ninhydrine
Phénol
Cyanure de potassium
Ethanol
Pyridine

Solutions pour les testsA. Ninhydrine (5%, w/v) dans de I'éthanol
B. Phénol (4:1, w/v) dans de I'éthanol
C. Cyanure de potassium (2%, v/v, d’'une solutich mmol.I*)
dans la pyridine

Procédure: Le test est réalisé par addition de 4 goutteé d2 gouttes de B, et 2 gouttes
de C a I'échantillon (environ 4-5 mg de peptideragscontenue dans un tube a essai. Le
mélange est ensuite chauffé a 100°C pendant 5 mia. coloration bleue de la solution
indique gqu’il y a une amine primaire libre en saut Il est important de noter que certains
acides aminés peuvent donner des colorations inigleis allant du rouge au bleu
(notamment Asn, Cys, Ser, Thr).

A2.Test chloranil

Réactifs Acétaldehyde
Chloranil
DMF

Solutions pour les testsA. Acétaldéhyde (2%, v/v) dans du DMF
B. Chloranil (2%, v/v) dans du DMF

Procédure: Le test est réalisé par addition de 2 gouttesAdet 2 gouttes de B a
I'échantillon (environ 4-5 mg de peptide-résinefteau dans un tube a essai. La réaction
est instantanée. Une coloration verte de la salufindique qu’il y a une amine
primaire/secondaire libre en solution.

B. Préparation des échantillons de CD et traitememahnées

Les mesures ont été réalisées sur un spectrophtveod®SCO. Les échantillons a 100uM
et 200uM sont préparés par dilution d'une soluaohOmM de peptide afin de limiter les
erreurs de mesures dues aux faibles pesées. Lenaacgtate (pH=3.13) est préparé avec
CH3;COONa et CHCOOH et le tampon phosphate de potassium (pH=71 dud:HPO,

et KH,POy. Les mesures sont réalisées dans des cuves ez geatrajet optique 1mm
(Hellma GmbH) pour les échantillons a 100uM et 2A0¢t dans des cuves de 0,01mm
(Hellma GmbH) pour les échantillons a 10mM. Tous é&hantillons ont été incubés
pendant 24h avant les mesures.
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Parameétres d’acquisition :

Spectre a température constante :
Bandwith : 2nm
Balayage : 190-280nm
Vitesse de balayage : 50nm/min
Pas de mesure : 0,2nm
Nombre d’accumulations : 3
Température: 20°C ou 4°C

Traitement des données :

Etude en température:

Bandwith : 2nm

Balayage : 210-270nm

Vitesse de balayage : 50nm/min
Pas de mesure : 0,2nm

Rampe de température: 10C/h

Pas de température : 1°C

Intervalle de température : 4 a 85°C
Nombre d’accumulations : 2

Le logiciel permettant I'acquisition et le traitemede données est SpectraManager®. Les
données ont été exploitées sur Mathematica®. Larection de la ligne de base a été
réalisée de la fagon suivante : Correction de ligase = §]190-27z0Moyenne Plaso-270 Puis

les courbes ont été lissées sur 25 points.

Pour I'étude en température, chaque courbe a étig@e et lissée puis les valeurs a 225
nm ont été prises afin de tracer la courbe f(TP}s§ et de déduire la température de

fusion par ajustement avec I'équation de Richards.

Spectre dichroique des peptides (PQ&)(POG), a pH=7 permettant la détermination
de la température de fusion de la triple hélice :
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Nous remarquons que la température de fusion diétéenpour le peptide (PO&3 10mM

est approximative, en raison d’une évaporationadgolution a haute température. Ceci est
observable par lI'absence de décroissance linéairesignal caractéristique du PPII
(repérée ici en rouge) apres la décroissance brutal

C. SPPS pour les peptides margti&et™N

Les synthéses comportant la glycine marqi€eont été effectuées sur Syro2 sans
micro-ondes et celles comportant la glycine mardd€eet >N ont été effectuées sur un
Liberty Blue avec micro-ondes.

La résine utilisée pour les synthéses"(lOG), n=2-7, est une résine Wang
préchargée avec une glycine, loading 0,36 mmol&s &yntheses ont été réalisées en
parallele, en travaillant sur 0.054mmol (150mg). rEéaine est alors incorporée dans le
réacteur.

Pour les peptides marqués en position 1, la régiiisée est une résine Wang,
loading 0.22mmol/g (230mg). Le premier acide amin@tre incorporé est la glycine
marquée. Ce couplage se fait a la main. A 150 migndec-Gly-OH (0.5mmol, 10eq) sont
ajoutés 0,5 ml de DCM avec du DIC (113.6mg, 0.22mMeq) au goutte a goutte a 0°C.
La réaction est laissée pendant 20min avant d’éeape DCM, puis reprise dans le DMF.
Pendant ce temps, la résine est mise a imbiber ahsle DMF, puis la glycine dans le
DMF est ajoutée a la résine avec du DMAP (0.1éq)dpet 1h. La résine est alors
incorporée au réacteur. Les acides aminés (4eqggtérajoutés uns a uns pendant 40min,
excepté la glycine marquée (2eq). Un double co@ptagté réalisé avec les prolines car
nous avons remarqué gue ce couplage était critibaque acide aminé est activé par un
mélange HATU/DIEA (sans micro-ondes) ou DIC/oxymaep(avec micro-ondes) avant
couplage. Entre chaque ajout une déprotection dmir8 avec une solution a 40%
pipéridine dans le DMF a eu lieu, suivie d’'une aégction de 15 min avec une solution a
20% pipéridine dans le DMF. Ensuite, le clivage pegtides de la résine est réalisé avec 3
ml d’une solution de TFA:BO:TIS (95:2,5 :2,5) pendant 1h. Ensuite, le TFA@é&vaporé
puis les peptides sont précipités dans I'étherhgligue froid (3*10ml). La solution est
ensuite centrifugée a 4000rpm pendant 6 min. Letcest repris dans de I'eau puis
lyophilisé. Les peptides ont été analysés par URISC(Acquity UPLC BEH C18 1.7um,
2.1*50mm). Les peptides ont été purifiés sur urlerore C18 (Xbridge 5uM, 19*50mm).

Peptide | RendementT (%)| Rendement§C-"N (%)

(POG), 43 *

“(POG) 36 19

3(POG), 47 * La synthése n'a
‘(POG) 48 42 pas fonctionné
>(POG), 45

®(POG) 43 26

(POG), 55 9

Tableau 6: Rendements des synthéses avec les pepgtidgrquésC et >N
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D. Calculs des coefficients de température des papolmmajoritaires de

POG)

T K 6 (ppm)
A C B

278 8,618 8,35 7,948
288 8,521 8,245 7,91
293 8,476 8,19 7,895
298 8,424 8,139 7,878
303 8,373 8,087 7,857
308 8,327 8,045 7,843
313 8,288 7,99 disparition

Tableau 7: Déplacement chimiques (en ppm) des poptilens A, B et C en fonction de la température

Le graphique suivant représente les déplacementsiqties des NH en fonction de la
température pour les trois populations majoritaitess données ont été ajustées par des

fonctions affinesax+b ou a : coefficient de températutdNH/AT en ppb/K).
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E. Calculs des constantes de couplEhieny

(POGY),
Populations JHN-Ha2 | Erreur | JHN-Ha3 | Erreur
4.93 0.07 5.24 0.13
TH 5.94 0.05 4.74 0.05
6.00 0.02 4.57 0.02
PPII 5.96 0.002 5.43 0.003
“(POG),

Populations JHN-Ha2 | Erreur | JHN-Ha3 | Erreur
A 6.10 0.07 5.37 0.07
PPII 6.30 0.01 5.25 0.01

C 6.54 0.04 ? ?
PPI 5.47 0.04 5.70 0.07
6.05 0.05 5.42 0.05
TH 3.82 0.09 5.93 0.15
3.71 0.16 5.84 0.12
2.45 0.28 5.26 0.18
*(POG),

Populations JHN-Ha2 | Erreur | JHN-Ha3 | Erreur
PPI 5.08 0.07 5.50 0.10
PPII 6.24 0.01 5.26 0.01
TH 4.33 0.14 4.57 0.18

(POG),

Populations| JHN-Ha2 | Erreur | JHN-Ha3 | Erreur
PPI 5.48 0.07 6.04 0.10
PPII 6.35 0.01 5.43 0.01
TH 3.67 0.10 6.74 0.09

*(POG);

Populations JHN-Ha2 | Erreur | JHN-Ha3 | Erreur
PPI 1.88 0.20 3.02 0.28
PPII 5.14 0.07 4.15 0.05
TH 3.03 0.19 6.19 0.17

®(POG),

Populations JHN-Ha2 | Erreur | JHN-Ha3 | Erreur
PPI 3.66 0.23 2.24 0.3(
PPII 4.56 0.03 3.01 0.04
TH 2.32 0.20 ? ?

(POG),

Populations JHN-Ha2 | Erreur | JHN-Ha3 | Erreur
PPI 5.37 0.04 5.82 0.03
PPII 6.13 0.01 5.29 0.01

5.66 0.09 5.12 0.08
TH 4.65 0.14 4.95 0.14
3.52 0.15 5.79 0.14
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F. Valeurs des constantes de couplage obtenues ssxdésences 3D

Constante de couplage pour le monomére M Moyenne
2
JCHGZ
Valeurs (Hz) 4,48 436 4,35 4,65 4,45
Erreur (Hz) 0,01 001 0,01 0,01 0,01
2
JCH03
Valeurs (Hz) 4,86 485 481 4,88 4,85
Erreur (Hz) 001 001 001 0,01 0,01
Valeurs (Hz) 52,31 52,03 53,22 53,34 53,22 52,03 53,04 52,66 52,66
Erreur (Hz) 007 005 007 005 007 005 006 0,06 0,03
1 1
‘JcaHaZ + quHaS

Valeurs (Hz)

278,11 277,84 279,88 278,69 278,52 278,64 279,52 279,14 278,78

Erreur (Hz) 006 005 006 006 006 006 0,06 0,06 0,02
1 2
‘]C(xH(x2+ JH(LZH(L3
Valeurs (Hz) 157,47 157,35 157,13 157,43 157,35
Erreur (Hz) 0,01 001 0,01 0,01 0,01
1 2
‘JcaHa3+ ‘]Ha2Ha3
\Valeurs (Hz) 157,06 157,05 156,94 157,01 157,01
Erreur (Hz) 0,01 001 0,01 0,01 0,01
1
JNHN
Valeurs (Hz) 93,72 93,46 92,95 92,50 93,99 93,25 94,04 93,41 9341
Erreur (Hz) 004 004 004 005 005 005 005 0,05 0,02
2
‘]NH(I2
\Valeurs (Hz) 6,10 580 6,01 6,15 6,00
Erreur (Hz) 0,01 001 0,01 0,01 0,01
2
"]NHU,?)
Valeurs (Hz) 5,05 5,01 5,09 5,13 5,06
Erreur (Hz) 001 001 001 0,01 0,00
ZJC(LHN
VValeurs (Hz) 2,94 3,35 424 397 374 380 465 3,62 3,72
Erreur (Hz) 005 005 005 0,06 007 007 007 0,06 0,02
VValeurs (Hz) 4,12 3,47 3,04 3,20 3,45
Erreur (Hz) 005 0,04 0,05 0,04 0,02
Valeurs (Hz) 4,12 3,61 3,21 3,82 3,68
Erreur (Hz) 0,05 0,04 0,05 0,05 0,02
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Constante de couplage pour la triple hélice TH Moyenne
2
JCHa2
Valeurs (Hz) 3,66 349 157 345 3,40
Erreur (Hz) 0,21 0,04 0,15 0,06 0,03
2
JCHa3
VValeurs (Hz) 5,69 511 492 4,50 5,00
Erreur (Hz) 0,16 0,06 0,09 0,10 0,04
VValeurs (Hz) 53,24 51,81 56,10 53,13 55,89 52,16 52,38 52,87 52,53
Erreur (Hz) 0,82 0,14 0,51 0,26 0,50 0,23 0,33 0,420,14

Valeurs (Hz)

1

J

1
coHa2 ‘]C“HOG

281,70 280,28 279,82 276,09 278,25 275,27 278,18 278,67 278,81

Erreur (Hz) 0,26 0,24 0,33 0,29 0,35 0,33 0,33 0,420,11
1 2
‘]C(xH(x2+ JH(XZH(X?)
\Valeurs (Hz) 158,57 158,39 157,79 159,68 158,60
Erreur (Hz) 0,08 0,94 0,08 0,08 0,04
1 2
‘]C(xH(x3+ JH(XZH(X?)
\Valeurs (Hz) 156,84 156,26 157,10 156,69 156,71
Erreur (Hz) 0,09 0,08 0,08 0,11 0,04
1
JNHN
Valeurs (Hz) 92,83 93,83 93,61 93,66 98,86 93,82 94,73 94,06 93,54
Erreur (Hz) 0,12 0,20 0,18 0,25 0,53 0,39 0,39 0,25 0,08
2
‘JNHU,Z
\Valeurs (Hz) 4,26 4,29 297 5,07 4,30
Erreur (Hz) 0,04 0,06 026 0,12 0,03
2
‘JNHU,B
Valeurs (Hz) 5,43 6,04 5,00 5,78 5,63
Erreur (Hz) 0,06 0,08 0,15 0,09 0,04
2
‘JC(xHN
Valeurs (Hz) 5,13 432 6,44 502 0,12 6,89 298 3,38 5,04
Erreur (Hz) 0,16 0,27 0,21 0,34 0,86 0,51 0,49 0,32 0,10
Valeurs (Hz) 2,14 4,13 1,03 1,90 2,87
Erreur (Hz) 0,20 0,15 0,30 0,23 0,10
Valeurs (Hz) 1,86 251 146 251 2,24
Erreur (Hz) 0,30 0,21 0,43 0,34 0,15
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Constante de couplage pour la triple hélice Moyenne G E cou;':/llage BT © RSt Moyenne
2‘]C'HULZ
z/lj‘;‘)e”rs 318 3,67 348 | 497 466 4,84
Erreur (Hz) 0,16 0,13 0,10 0,11 0,14 0,09
2
‘]C'Hu3
pelsis 570 6,15 5,88 5,06 4,81 4,95
(Hz)
Erreur (Hz) 0,12 0,15 0,10 0,14 0,12 0,09
2’:5”5 50,09 48,28 54,16 54,23 51,67 | 52,02 51,73 52,63 5223 52,19
Erreur (Hz) 010 020 016 013 0,07 0,12 0,15 0,12 0,12 0,06
l‘JCuHuZ + 1JCaHa3
Valeurs
H2) 281,00 280,33 281,40 281,46 281,09 | 279,32 279,74 278,94 278,75 278,96
Erreur (Hz) 026 033 026 031 014 0,24 0,28 0,28 0,27 0,13

1 2
Jearaz + “IHazhaz

z/lj‘:)e”rs 158,91 159,74 159,30 | 157,24 156,89 157,03
Erreur (Hz) 0,06 0,07 0,05 0,04 0,03 0,03
"Jeariaa + “Iazhas
z/lj‘:)e”rs 157,16 157,93 157,50 | 156,81 156,79 156,81
Erreur (Hz) 009 0,10 007 | 004 004 0,03

— /1 2 1 2 1
|l-a constante de couplag@i.oriis = [(Jearas + “Jrezros) + (Joaros + “Jnazras) — (Joanaz +
JeaHo3)])/2 avec une erreur égale a la somme des errenysmmes.

Les constantes de couplag8s.iun = (Joaton + “Jrazres) - “Jheztes OU les erreurs sont
€gales a la somme des erreurs sur chaque condeaoteiplage.
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G. La dynamique moléculaire sur [(POG)

G1.Les parameétres de simulations

Geénéralités— Toutes les simulations ont été effectuées ersaiit GROMACS (version
5.0.5) avec le champ de force Amber99sb-ILDN-phisgirés parAliev et al)®* et le
modéle de I'eau TIP3P. Ce champ de force est hasAmsber99, avec des parameétres
améliorés pour le squelette, les parameétres ont a@éliorés pour la proline et
I'nydroxyproline afin de simuler les bons plissetsete cycle. La triple hélice initiale a été
construite en utilisant la structure cristallinegiptide [(GPQ)s (structure PBD:1CAG),
les acides aminés non désirés ont été supprimasdaficonstruire un [(PO@)}. Ces
modifications ainsi que I'ajout des hydrogénes nuamg ont été faits avec l'outil de
pdb2gmx.

Paramétres de la boite de productienPour chacune des simulations des conditions aux
limites périodiques ont été utilisées. La tripldideén’est pas protégée dans les extrémités
(COO et NH,"), trois cations Naainsi que trois anions Tbnt donc été ajoutés pour la
neutralité. Elle a été solvatée avec 3714 moléaliEmu dans une boite parallélépipéde de
dimensions 3,67, 3,64 et 8,99 nm, ou le dernierestealigné avec l'axe de I'hélice. Le
monomere (POG)a été construit en extrayant une chaine de Iethiglice. De la méme
maniére, un cation de Nat un anion de Cbnt été ajoutés pour la neutralité. Un premier
équilibrage de 10 ns dans un ensemble NVT (N : membe particule, V : volume, T :
température) a été réalisé dans une boite deaiomlde grande taille (cube de longueur
L = 8,45 nm) remplie de 19802 molécules d'eau. Appéusieurs nanosecondes, la
conformation étendue obtenue a partir de la tiiy@kce initiale tend vers une forme plus
compacte. Pour le cycle de production, ce monorpkre compact a été utilisé comme
point de départ, et solvaté avec 5244 moléculesidians une boite cubique plus petite (L
= 5,49 nm).

Toutes les 2 fs, une trajectoire est calculée etetoles 1 ou 10 ps une structure est
sélectionnée. La liste des voisins, qui est ungEagmation des atomes en interaction, est
mise a jour toutes les 10 étapes. La méthode diéageid’Ewald (PME) a été employée
pour le calcul des énergies électrostatiques avecinterpolation du 4ordre. Dans la
derniére optimisation du champ de force pé#iev et al.,deux cut-off sont utilisés pour
définir les liaisons de Van des Waals afin de red@igorithme plus stable, le premier de
10A et le deuxiéme de 1A.

La température a été contrélée a 313K en utilianitesse de rééchelonnement avec un
terme stochastique (V-rescale) égal a 42 et unstante de temps de 0,1 ps, pour la
protéine et le reste du systéme.

Un schéma de Parrinello-Rahman a été employé pocoritrole de la pression a 1 bar en
utilisant une constante de couplage de 2 ps etcanpressibilité isotherme de 4.5x10
bar.

Avant le lancement de la simulation, le systéemééan@inimisé en utilisant la plus grande
pente et des algorithmes de gradient conjuguésélagges de minimisation ont été suivies
par trois étapes d'équilibration. Les deux prensiéégapes ont été réalisées avec la
molécule de soluté fixe, pour permettre aux mokxud'eau d'équilibrer le systeme, la
premiére dynamique moléculaire a été faite dansnsemble NVT de 100 ps, et la
seconde dans un ensemble TNP (P : Pression) dpsl@nsuite, une simulation TNP est
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lancée pour vérifier la détente du volume sans @mei@ontrainte sur la protéine. Enfin,
pour la production, une dynamique NVT de 2000 rtéaeffectuée en utilisant le dernier
volume obtenu. Les configurations ont été référeaahaque tranche de 100 ps.

Pour la triple hélice, la direction de la triplelibé a été imposée afin qu’elle reste
approximativement le long de l'axe le plus longlaidoite de simulation, appelé axe z.
Ceci a été réalisé en imposant des contrainteslesux atomes (les “Cde la GLY6 et
GLY12 du premier monomére), nommeé ici A et B, afime la liaison factice A-B soit
alignée avec l'axe z. La premiere contrainte adétéxer les trois coordonnées de I'atome
A (Xa Ya Za), la deuxiéme contrainte a été d'imposer a I'at@ e se déplacer le long de
I'axe z seulement, ce qui équivaut a fixer ses dmordonnées (X yp). Pour éviter les
artefacts apparaissant lors de I'utilisation ala fle 'ensemble TNP et de la contrainte sur
les positions des atomes, les simulations de ptamuont été réalisées dans un ensemble
NVT.

Analyse de la production La trajectoire a été analysée par VMD. Les diasshydrogene
ont été analysées en imposant que celles-ci sfiisnées avec les atomes polaires (X=N,
0), distants de maximum 3,5A et un angle X-H-X'énéur & 25 °. Les couplages RMN
3Jun-no pOUr les glycines ont été calculés en utilisamelation de Karplus obtenu pAliev

et al.

G2.Données issues de la simulation

La triple hélice

Rmsd (4)

Figure 38: Graphique représentant leemsd en fonction du temps de la simulation
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Donneur Accepteur Présencede liaisons H (% “

PRO-21 PRO-0 4.98

GLY-2 HYP-22 9.86 7

GLY-29 PRO-51 10.39 5
GLY-56 PRO-12 11.28 3
GLY-32 PRO-54 12.13 4

GLY-5 PRO-24 13.01 6

GLY-20 PRO-39 22.43 1

GLY-44 HYP-1 23.5 7
GLY-8 PRO-27 26.80 5

GLY-23 PRO-45 33.83 7
GLY-47 PRO-3 40.47 6
GLY-53 PRO-9 42.58 4
GLY-35 PRO-57 46.52 3
GLY-26 PRO-48 50.05 6
GLY-14 PRO-33 50.80 3

GLY-41 GLY20 52.82 1
GLY-38 PRO-60 54.55 2
GLY-50 PRO-6 60.88 5
GLY-11 PRO-30 68.06 4

GLY-17 PRO-36 72.09 2

Tableau 8: Calcul de la présence de liaisons hydroge suivant la chaine (A, B, C) et sa place dans¢haine
(Cter—Nter)

Le monomere

% D% °X X 3X 2X Ix
oro oon 41,4 37,6 37,9 37,8 38,0 37,7 37,8
P 24 122 110 90 93 112 120
H oo 39,0 39.0 38.8 38,8 39,0 39,4 39,0
yp P 26 41 41 29 36 32 32

Tableau 9: Calcul des parametreg;, et P en fonction de la position de la glycine marge

Distance entre Rayon de o D Forme

IAA et ZAA (A) giration Rg®  Asphéricité Acylindricité anisotropie
Valeurs 10,1 8,76 7,73 0,42 0,53 0,64
Erreur 0,1 0,1 0,1 0,01 0,02 0,01

Tableau 10: Parametres décrivant la conformation mognne du monomeére au cours de la dynamique moléculai
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Figure 39: Diagrammes de Ramachandran pour les proles du monomere, excepté celle en positioRsN
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Figure 40: Diagrammes de Ramachandran pour les hydixyprolines du monomere
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ANNEXE 1. Classement des collagenes suivant leur

appartenance, leur localisation et leur composition

Type Classe Composition Localisation Pathologie
Lo Abondante et répandue: Ostéogénése imparfaite, syndrome
I Fibrillaire o [l]202(1] derme, os, tendons, ligaments'Ehlers-Danlos, ostéoporose
Il Fibrillaire al[ll] 3 Cartilage, vitreux Arthrite, chondrodysplasies
I Fibrillaire oA [lI] 5 La peau, Ie;s vaisseaux Syr)qrome d'Ehlers-Danlos, anévrismes
sanguins, l'intestin artériels
al[lV].a2[IV]
v Réseau a3[IV] e4[IV] 04[IV] | Les membranes basales Syndrome d'Alport
a5[IV] ab[1V]
o1[V]s Répandue: derme, os, corng
\% Fibrillaire al[V],a2[V] lacenta ' S G'isyndrome d'Ehlers-Danlos
alV]e2[V]o3[v] |P
. al[VI]e2[VI]a3[VI] | Répandue: derme, 0s, cornée, .
Vi Réseau oA [VI] a2[VI] ad[V1] | cartilage Ta myopathie de Bethlem
VII dF.'b”"eS al[VII],02[VII] |Derme,vessie Epidermolyse bulleuse acquise
ancrage
al[VI] 3 . . . . .
VI Réseau 2[VIIN 5 Soee%?r;g:;e' derme, cerveau, Ifiﬁt;ophle cornéenne endothéliale de
al[VI] ,a2[VII] '
IX FACIT al[IX] a2[IX] a3[IX] | Cartilage, vitreux,cornée Arthrite, dysplasie épdire multiple
X Réseau al[X]3 Cartilage Chondrodysplasies
Xl Fibrillaire | al[XI] a2[XI] a3[XI] _Car'ulage,, disques Chondrodysplasies, arthrite
intervertébraux
Xl FACIT al[XI1] 3 Derme, tendons -
XII| MACIT ) Cellules endothéliales, derme,
yeux, coeur
XV FACIT al[XIV] 3 Répandue:os, derme, cartilage
XV MULTIPLEXI i Capillaires, testicules, rein,
N coeur
XVI FACIT - Derme, reins -
XV MACIT oL [XVI] 5 I'-|,er_n|d,e_smosomes dans Epld’ermo!yse buIIe_use jonctionnelle
I'épithélium généralisée atrophique
XVII MULT:\IPLEX| - Membranes basales, foie Syndrome de knobloch
XIX FACIT - Membranes basales -
XX FACIT - Cornée (poussin) -
XXI FACIT - Estomac, reins -
XX FACIT - Jonctions des tissus -
XX MACIT - Cceeur, rétine -
XXIV Fibrillaire - Os, cornée -
XXV MACIT - Cerveau, coeur, testicules Maladies aoigés ?
XXVI FACIT - Testicules, ovaires -
XXIVI Fibrillaire - Cartilage -
XXVI o . -
I - - Derme, nerf sciatique Maladies neurodégénrative
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Chapitre 2

Caractérisation d’assemblages

supramoléculaires de CMP

“Au-dela de la chimie moléculaire, fondée sur laidion covalente, s'étend ainsi un
domaine qu'on peut nommer supramoléculaire : landbides interactions moléculaires,
des associations de deux ou plusieurs espécesaelenjiles complexes, et de la liaison

intermoléculaire” <Jean Marie Lehn, 1980

Dans ce chapitre, nous présenterons dans un preengps les assemblages
supramoléculaires solubles que nous avons obspowgsles peptides (PO )avec n = 7
ou 10. Nous décrirons les techniques de diffusetadumiéere et de microscopie qui nous
ont permis de les mettre en évidence. Dans un deeonps, nous étudierons la présence
d’'assemblages supramoléculaires, formant des pkegidnsolubles en solution aqueuse.
Ensuite, nous proposerons un modéle cinétique, fiasées études par RMN, permettant
d’identifier les processus et de quantifier lesessies de formation de ces différentes
populations en solution. Et enfin, nous présenteras tentatives de dopage du collagene

par ces peptides.
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CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP

Les techniques de diffusion de la lumiére ainsi lgumicroscopie nous ont permis
de mettre en évidence la présence d’assemblagemsnipculaires dépendante des contre-
ions en solution et dans différentes conditionsatecentration et de température.

2.1.1 La diffusion dynamique de la lumiére

Principe— La DLS (Dynamic Light Scattering) est une tecjuei permettant d’accéder a la
taille des particules en solution, plus précisémeerdeur rayon hydrodynamique. Cette
technique est basée sur le principe de diffusiotademiére par des particules soumises a
des mouvements browniens. La diffusion de lumipet étre en effet directement reliée
au coefficient de diffusion des particules dansmifieu donné et, par la suite, a un
diamétre de particule par la relation de Stokestgin :

kg T

Rh=———
6m *n * Dr

Ou R, est le rayon hydrodynamique; &st la constante de Boltzmann, T la température en
K, Dt le coefficient de diffusion translationnel diretient mesuré par I'appareil gtla
viscosité du solvant. La mesure de rayons hydradyezes implique donc que toutes les
particules en solution soient assimilées a desrephee qui est une approximation assez
grossiére dans le cas de morphologies allongéest @dtamment le cas des triples hélices
de CMP, toutefois, des coefficients tenant compten dacteur de forme peuvent étre

appliqués pour corriger ces mesufes.

Résultats- Des études ont été réalisées en paralléle syrelgtides (POG)et (POG), a
une concentration de 10mM et en présence de ditiereontre-ions (Clet H.POy)
(Figure 1). Les conditions expérimentales ainsi dg® estimations de la taille des

assemblages sont présentées en partie expérim@itda p.133).
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Figure 1: Etude par DLS du peptide (POG), 10 mM. (1.) 20°C, (2.) 65°C aprés chauffage a @Whpendant 30min,
(3.) 20°C apres chauffage a 90°C puis laissé a teénpture ambiante (20°C) pendant 2h.
Chaque mesure a été réalisée 10 fois pour vérifita répétabilité.

On attend un rayon hydrodynamique de 'ordre dwnatre pour le monomere et la triple
hélicé (voir ANNEXE 3), le rapport de coefficient de difion entre une espéce
trimériqgue et monomérique allant de 1,2 & 1,5 sejoa I'on considere une absence de
structuration ou des modéles globulaitedDans toutes les conditions testées,
immédiatement aprés la dissociation des triplegcésl(chauffage a 90°C) ou aprés un
long temps d’incubation, une population caractérigar un rayon dynamigue moyen de
~2.5 nm est présente, en proportion variable. Getiieur est compatible avec la présence
de monomere et/ou de triples hélices. On obsensudeoit de maniére systématique une
population correspondant a un haut poids moléaul@@myon hydrodynamique compris
entre 500 nm etdm) qui indique la présence d’assemblages supranaiées (on parlera
de nano-objets O par la suite). L'ordre de grandkutaux d’agrégation peut étre calculé
sur la base du rapport des rayons hydrodynamig&e#Ry = V(Vo/Vu). Ceci permet
d’estimer un assemblage moyen de *fiéptides par agrégats. Nous observons une plus
grande polydispersité de ces assemblages dansutiosdHCI (A) que dans la solution
phosphate (B). De plus, les nano-objets sont ptitsspdans A (700 nm a 20°C et 350 nm a
65°C) que dans B (1200 nm a 20°C et 700 nm a 65C€0i s’explique par la présence de
I'anion CI' chaotropiqué:® En effet,Hofmeisterl'a inclus dans une série de sels qui ont
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des effets sur la solubilité des protéines maideégent sur la stabilité de leur structure
secondaire et tertiaire. Les ions (@kerféreraient avec les réseaux de moléculesudjea
stabilisent la structure des assemblages supraoiaiéss. || a déja été démontré qu’en
présence d’'une forte concentration en ions I@ssemblagelu collagéne sur des feuilles
de mica était différent de celui adopté dans uretisa composée d'ions SO.* Nous
observons également une plus forte intensité donakignonomere-triple hélice pour
I'échantillon A. En effet, aprés un long temps diibation dans le tampon phosphate, la
proportion de monomeére (M) et/ou triple hélice (Té$x trés minoritaire par rapport aux
assemblages supramoléculaires (Figure 1B 1.), cendigue que ceux-ci représentent les

especes stables thermodynamiquement dans le tgohpsphate.

Ceci est cohérent avec nos observations précéddeteaano-objets (O) étant déstabilisés
par les anions Clune plus grande quantité de monomeéres et de Thateshdue en
solution. A partir de ces premiéres observatiomsisnpouvons déja proposer un modéle
simple (Figure 2). Nous avons déja pu mettre edeinde I'équilibre entre le M et la TH
par des études de dichroisme circulaire et de RMiS. études de DLS nous ameénent a
imaginer soit un échange entre les M et les O,estie la TH et les O.

Monomeres
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Figure 2: Hypothéses de formation des nano-objets
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Nous avons également observé qu'apres chauffagéahesitillons a 90°C (température
nécessaire pour dissocier les assemblages selanédgses ddBrodsky® les O étaient
toujours présents, ce qui signifie qu’ils ne setquas dissociés totalement ou qu’ils se

reforment tres rapidement (< 5 min).

Les études comparatives menées sur le peptide (R@@)s ont apportées des éléments
de réponséFigure 3). On observe en premier lieu un rayonrbggnamique légerement
plus élevé pour les espéces de faible poids mai&eumonomeére et triples hélices), en
accord avec I'allongement de la chaine peptidi@ies especes semblent moins favorisées,
étant méme absentes a 20°C dans le tampon phoggrageun long temps d’incubation.
La polydispersité est également plus grande dassligion HCI (A) que dans le tampon
phosphate (B). Les agrégats ont toujours en moyenaeplus petite taille. Dans les deux
cas, a 65°C, on remarque la présence persistantam®objets et, a la différence du
(POGY), aucune espece de faible poids moléculaire. Cecitn@ la formation rapide des
nano-objets de (POg)a partir des especes dissociées sans passagef@ané TH. Nous
avions en effet montré par dichroisme circulair@lus basse concentration (C=100uM),
gue la formation de la triple hélice de (P@¢Htait beaucoup plus lente que la formation
de la triple hélice (POG) La séquestration de peptides (P@@&u sein des nano-objets
pourrait expliquer cette observation. Dans la $sofutA, on s’apercoit que les triples
hélices se forment progressivement au cours dugesn@0°C (Figure 3A.3-4), tandis
gu’elles n'apparaissent que transitoirement dassliation B, moins chaotropique, laissant
la place & des especes de tres haut poids mokéc(Figure 3B.3-4).
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Figure 3: Etude par DLS du peptide (POG),, 10 mM. (1.) 20°C, (2.) 65°C aprés chauffage a $pendant
30min, (3.) 20°C aprés chauffage a 90°C puis laisaéempérature ambiante (20°C) pendant 1h30, (420°C
apres incubation a 20°C pendant 1 jour. Chaque mese a été réalisée 10 fois pour vérifier la répétaliié.

Des études complémentaires ont été réalisées aamoentration plus faible (c =2.6mM)
dans HCI pH 2,5. Les allures des profils DLS obtesont sensiblement différents (Figure
4A). Les especes de faible poids moléculaire soptéagent omniprésentes, et dans des
proportions importantes. On s’apercoit qu’apresamg temps d’incubation, (Figure 4A 1)

a 20°C, les especes monomeériques et triple hélsms largement majoritaires,
représentant donc les especes thermodynamiqueeasepluls stables a cette concentration.
A 65°C et apres chauffage a 90°C, les mesuresteffes sont relativement imprécises
mais révelent que les nano-objets sont pratiquemlesents. L'ensemble de ces mesures
indique donc que la stabilité des O est directenfenttion de la concentration des
échantillons.Brodsky et af ont réalisé des études similaires sur le peptRBQ)o
solubilisés dans un tampon PBS a pH=7. Leurs danséggerent également que la
présence d’assemblages supramoléculaires est d@pende la température d’étude. En
particulier, a faible température (4°C) et faibancentration (2.6mM), aucun agrégat n’a
éte détecté, ce qui est en désaccord avec nosvatises (Figure 4B 1-4). Cependant, a

plus haute température, les assemblages mis eane@dlans leurs études présentent des
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rayons hydrodynamiques prés de 10 fois inférieursrédtres (~ 100 nm). Ces différences
suggerent que les assemblages de peptides CMBreatiteétique de formation sont tres
dépendants des conditions expérimentales. Danscaeditions similaires a celles de
Brodsky Figure 4B 1-4), nos mesures révelent uniquemeptdaence de nano-objets qui
restent stables méme apres un temps d’'incuba®®i@ (Figure 4B 2). Le changement de

charge de la glycine terminale a pH 6,95 pourrgiliquer la stabilisation de ces agrégats
par interaction électrostatique.
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Figure 4: Etude par DLS du peptide (POG),, 2.6mM. (1.) 20°C, (2.) 65°C apres chauffage a @pendant
30min, (3.) 20°C apres incubation a 20°C pendant B0, (4.) 20°C apres incubation a 20°C pendant 1 jou
Chaque mesure a été réalisée 10 fois par assuremépétabilité.

De ces études DLS, nous avons pu mettre en éwddangrésence de nano-objets
de haut poids moléculaire. Deux types d’'organisatigpeuvent étre proposés pour
expliquer ces observations : un assemblage orddenplusieurs triples hélices ou un
assemblage davantage désordonné, constitué desthiplices imparfaites pontées par les
monomeres (POGeux-mémes. Le fait d'observer (i) la formationidgpdes nano-objets
aprés dissociation des monomeéres (chauffage a 9@ Cune augmentation lente des

populations de faible poids moléculaire a 20°C dd@$ (monomere et triple hélice), et
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(i) sachant que la formation de la triple héliest cinétiguement limitée dans le cas du
(POG), (observation par CD), nous améne a privilégiemouéle d’agrégats constitués
de l'assemblage de monomeres reliés par de coagsnénts triples hélices (modéle 1

Figure 2).

2.1.2 Observations des assemblages supramoléculaires par

microscopie électronigue

Principe — La microscopie électronique utilise des électrdont la longueur d’onde est
beaucoup plus petite que celle des photons visdtletonc permet de s’affranchir de la
limitation de résolution optique. Les meilleurs romcopes électroniques atteignent
aujourd’hui des résolutions inférieures a [I'Angstrodans le domaine de la
nanocaractérisation des matériaux. Il existe plusigypes de microscopie électronique,
nous nous focaliserons ici sur la microscopie éeique a transmission (TEM). Le
microscope électronique a transmission est comgias® source d’électrons ; de lentilles,
appelées condenseurs, qui dirigent ces électrasd’gehantillon ; d’'un porte échantillon ;
d'une premiére lentille agrandisseur, appelé obijede plusieurs lentilles intermédiaires
et d'une lentille de projection. Le role de la smuest de fournir un faisceau d’électrons
accéléré par une différence de potentiel adéquanepse entre quelques dizaines et

guelques centaines de kilovolts (20kV ou 400kV)di&s cas les plus courants.

Les échantillons biologiques complexes doivent gagmr de nombreuses étapes de
préparation pour pouvoir étre observés sans modédig état morphologique. Pour cela,
une des méthodes de préparation consiste en uadofixchimique permettant de
conserver la structure et l'ultrastructure du neltdriologique. Puis, ils sont déshydratés
par imprégnation dans des bains successifs d’acéslsont ensuite imprégnés dans une
résine, qui sous l'effet de la chaleur va polynatisOn obtient alors un matériau
suffisamment résistant qui peut étre découpé erdamnces sous ultramicrotome (outil
permettant de réaliser des coupes de l'ordre deetdaine de nanometre). Enfin pour
ameliorer le contraste, I'échantillon est exposgngproduit contenant des atomes lourds
(généralement de l'acétate d'uranyl@&yf. partie expérimentale 8B p.135). Dans le cas d

I'étude des collagénes, la microscopie électrongpre par exemple a étudier la structure
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des fibrilles, ainsi qu'a analyser leur formatféhNous nous sommes intéressés a I'étude

des assemblages supramoléculaires formés par |€s CM

Aprés les études menées en parallele par RMN efepiges dans la partie suivante
(cf.82.1), nous avons pu déterminer la présenceedeassemblages a des concentrations
bien plus faibles (C=200uM) que celles utiliséesrga DLS. Des études en coloration par

ombrage sont en cours d’investigation ainsi queétiedes en cryo-microscopie.

L'ombragé’- L'ombrage est une technique qui permet de mettrévidence les surfaces
suivant un angle défini. On fabrique une réplique I'échantillon par vaporisation de
métaux lourds puis de carbone sur la surface pgabiliser la réplique. On observe alors la
répliqgue de I'échantillon qui permet de visualites rugosités de surface. Des études sur
les peptides (POG)et (POG), ont été réalisées a une concentration de 200uM. La
préparation des échantillons est détaillée eneatpérimentale (cf. § B3 p.137). Nous
avons pu observer des morphologies caractéristigeeshaque peptide (Figure 5). Le
peptide (POG)possede des fibres flexibles d’environ 300 nm abme les fibres du
peptide (POG), s’apparentent a des batonnets d’'une longueur d&t0 Afin d’améliorer

la caractérisation de ces particules, des étudesyermicroscopie sont en cours.
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Figure 5: Fibres observées en ombrage sur le pepedPOGY), (A-B) et (POG),, (C-D) a 200uM, HCI 3mM.
La barre d’échelle représente 200nm.

La cryo-microscopie- La cryo-microscopie est une méthode de préparatiéchantillon
qui a l'avantage de le garder hydraté (méthodeilli&taen partie expérimentale §B2
p.136). La congélation de I'échantillon dans I'étbaliquide préalablement refroidi a
'azote liquide permet d'obtenir de la glace viseuqui, contrairement a la glace
cristalline, ne posséde pas de structure ordoguéruirait a I'observation. Nos premiers
essais ne nous ont pas permis d’observer nos espacenous avons été génés par la

présence de contaminants et des problemes de atingél

La caractérisation structurale d’espéces de hadspooléculaires solubles n’a pas
pu étre obtenue de maniére satisfaisante. Cepenalaund poursuivons nos efforts pour
trouver des conditions expérimentales et une appraechnique compatible avec leur
analyse. Nous avons pu observer, pour le pepti@GHs uniguement et dans certaines
conditions, la formation d’agrégats insolubles @nafacilement isolables. Ceux-ci ont pu
étre étudiés par des méthodes de microscopies Bid (cf. § 2.3).
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La RMN a l'état liquide permet d’observer des malés atteignant quelques
centaines de kDa, et méme jusqu’au MDa en utilisheg techniques de marquages
isotopiques particuliéres. Une masse de 1 MDa, correspond & un objet moléeula
constitué d’environ 10000 acides aminés ce qucassidérable mais encore bien en deca
des assemblages moléculaires solubles de (PQEPOG), que nous avons observés par
DLS. Cependant, il existe des expériences RMN depalle mettre en évidence de
maniére indirecte la présence d'assemblages d& tais importante, notamment
l'expérience STD (Saturation-Transfer-Differencé):® Lorsque les systémes ne sont pas
a I'équilibre thermodynamique, il est égalementsias de suivre leur évolution au cours
du temps, la formation d’espéces de trés haut poméculaire conduisant a la disparition
du signal RMN.

2.2.1 Mise en évidence d’assemblages supramoléculaires pa

des expériences STD

L’expérience STD est largement employée pour cérizetr les complexes ligand-
récepteur, y compris quand ceux-ci possedent urssertaop élevée pour étre observés en
RMN liquide. Cette approche RMN peut étre utilispeur cribler des banques de
molécules et mettre en évidence de nouveaux ligaktle permet également de

caractériser leur mode de liaison.

Principe de I'expérience STB™ — Les molécules de haut poids moléculaire ne past
visibles directement par RMN en raison de leurxaian rapide. Cependant, I'expérience
STD permet de mettre en évidence linteraction eenine molécule de haut poids
moléculaire et une molécule plus petite qui, elid,visible. La Figure 6 montre le principe
de I'expérience STD. Il est tout d’abord nécessdiemregister un spectréd qui servira

de référence. En présence d’'une molécule de haisg pmwléculaire (protéine) représentée
schématiquement en bleu, et de ligands potentpisentés en rouge et vert, ce spectre
de référence consiste en des raies fines pouigkasds, la protéine n’étant quant a elle pas
visible (raies trop larges). Une irradiation sélextde la protéine, généralement a des
valeurs de déplacement chimique inférieures a z@@ermettre un transfert de saturation
(par diffusion de spin) vers le ligand, uniqguemsntelui-ci est en interaction avec la

protéine. Ce transfert de saturation se traduitup@ diminution du signal des protons du
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ligand en contact avec la surface protéique. Aiesi,soustrayant le spectre irradié au

spectre de référence, nous aurons le spectre ST& oésonances du ligand apparaissent.

Spectre de référence ‘
o A— N
0 p

15

pm

Spectre irradié ‘ i l

L konl /I\koff KDzkoff/kon
15 0 ppm

=

Spectre STD ‘
= A AL e

15 0 ppm

Figure 6: Schéma de principe de I'expérience STD.

Cette technique offre I'avantage de pouvoir tedts ligands peptidiques non marqués et
de ne consommer que trés peu de protéine. Cepentiaxiste des limites a cette
technique : en cas d’échange lent, lorsqueet ks sont petits par rapport au temps
d’irradiation (souvent le cas lorsque la valeurkdyest inférieure &a. 10 nM), le transfert
de saturation ne touche que la faible proportionighnds liés et ne se propage pas a la
fraction de ligands libres. L'autre point critigue cette expérience est la nécessité de
pouvoir irradier sélectivement la protéine sansheu les résonances du ligand potentiel.
Les biomolécules de haut poids moléculaire préséntependant des résonances tres
blindées, liées a la présence de coeurs hydrophobe#radiations sélectives peuvent étre
effectuées dans cette région spectrale sans affdirectement les protons des petites
molécules. Dans tous les cas, des spectres debleomeuvent étre enregistrés pour
s’assurer que la perte de signal observée sur etite pnolécule est bien liée a un transfert

de saturation de la protéine.

Résultats obtenusDans le cadre des expériences que nous avonemsmpoéar mettre en
évidence des interactions entre CMP et collageh& @.4), nous avons enregistré des
spectres STD de contréle, ou les peptides CMP@@ésents mais en absence de collagene.
Nous n’avions pas encore caractérise la préserasseinblages de CMP de haut poids
moléculaire par les autres techniques et nous agtnsurpris d’observer du signal STD

pour ces spectres de contréle (Figure 7). Le pedfDG),, seul en solution a 200M,
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présente un signal STD a 20°C (T8 Tque I'impulsion sélective soit appliquée a OpBrp
-0.85 ppm ou méme a -2 ppm. Cette approche STD ddes révélée difficile a exploiter
pour I'observation d’interactions entre le collageet les CMP mais nous a permis de
caractériser, une fois de plus, la présence de-objts. Ceux-ci sont responsables du
transfert de polarisation vers les espéces CMP alklef poids moléculaire. Plus
précisément, nous avons remarqué que le signal @fi@spondait uniquement au signal
de la triple hélice (protons aliphatiques carastigies et protons amides visibles en
Figure 10). Cette observation intéressante eseggalt faite pour le peptide (PCG&EH
plusieurs températures (5°C, 10°C, 20°C). En reveniorsque la température a été portée
au-dela de la jf de (POG) (T, = 30°C a 20QuM) aucun signal n'a été obtenu (Figure 8),

ce résultat faisant office de témoin négatif poos axpériences de STD.

Référence ! }\ |
AT

T T T T T T T T T T T ppm
/ D

Figure 7: Mise en évidence de signal STD sur le pége (POG),o, 200uM, HCI 3mM, 20°C, 500MHz.
Impulsion sélective & -2 ppm

Ces expériences STD, répétées de nombreuses dois,amt donc permis (i) d’établir la

présence d’espéces de haut poids moléculaire, isdmies directement en RMN liquide, et

(i) de caractériser un transfert de saturationreerties espéces et les triple hélices,
exclusivement. Nous pouvons alors supposer queansfért est di soit a une interaction
faible entre les formes triples hélices et les paljets (interactions de surface) ou soit a
un échange rapide entre les triples hélices entisolet I'assemblage de haut poids
moléculaire. Des études complémentaires présemniges la partie suivante, nous ont

permis de distinguer ces deux hypotheses.
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Figure 8: Expériences STD enregistrées avec le pegai (POG), 200uM, HCI 3mM, 500MHz. Impulsion sélective a
-2ppm. Le signal STD est uniquement observé pour T<T

A partir de ces observations, nous avons tentétefmbdes informations relatives a la
cinétique d’agrégation de nos peptides par STD.cBauffant les échantillons & 90°C
pendant 20 min, il est possible de dissocier la®fabjets, y compris les triples hélices.
Un refroidissement rapide a une température infégi@ T, pourrait permettre de suivre
en temps réel par STD la formation des assembkgasmoléculaire. Malheureusement,
la cinétique de formation de ces assemblages toéiéce tres rapide par rapport au temps
nécessaire pour I'acquisition d’expériences STDlatgbles (20 min). Une alternative a
été de suivre les signaux du monomeére et de l&thplice en RMN'H & intervalle
régulier (~1min 30s). Nous avons ainsi pu constaer disparition significative du signal
au cours du temps que nous avons attribuée arzafmm des assemblages de haut poids
moléculaires, invisibles en RMN en phase liquideusl avons bien sOr vérifié qu’aucun

précipité n'apparaissait.

2.2.2 Etudes cinétiques

L’ensemble des techniques employées jusqu’ici,@usoit la RMN, la DLS ou les
microscopies, nous a permis de caractériser lesidesp(POG) sous trois formes :
monomeriques (plusieurs monomeres ont été idesitifiéples hélices ou sous des formes
d’assemblages supramoléculaires. Nous avons paurgilobservé, dans le cas de (PQG)
uniguement, la formation d’espéces insolubles,draaht organisées. En nous restreignant
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a I'étude des (PO@) stables en solution, nous avons donc proposéoliela cinétique

suivant et tenté de quantifier les différents égesaren présence :

Ky

Monomeres
(M) ”
ke kg
Ks Ky
Nano-Objets
©)

Figure 9: Modele cinétique proposé pour les échangeMSTH S0 de (POG),

Pour cela, nous avons repéré deux régions du sgettorrespondant spécifiquement au
monomeére majoritaire d’'une part et a la triple ¢eld’autre part (Figure 10, cf chapitre 1
pour l'attribution). Nous avons par ailleurs iddiétune troisiéme région ol les proton$ H
HY de la proline et Bide I'hydroxyproline résonnent, qu'ils soient ainsgu monomére ou
de la triple hélice. Ainsi, l'intégration de ceti&gion devrait étre insensible aux échanges
MSTH. Immédiatement aprés chauffage a 90°C (pendamni®), nous avons supposé
gue les nano-objets de (PQ@}aient entierement dissociés ; sous forme moriqoea
100%. Nous nous sommes ensuite placés a differéengseratures (10°C, 20°C, 25°C,
30°C) et avons suivi les intégrations de ces m@jgons en fonction du temps (Figure 10).
Nous avons ainsi pu mettre en évidence des cirestigle formation pour les triples
hélices, avec, selon la température, des temp<téastiques de quelques dizaines de
minutes a plus d’'une heure. De maniére tout apféisible, la disparition simultanée de
'espece monomeérique a été observee. Le fait quegleal diminue également dans la
troisieme région, qui comprend pourtant a la fesprotons des especes monomériques et
de la triple hélice, nous indique la formation dumopulation de haut poids moléculaire,
invisible en RMN a I'état liquide. Le détail desnchitions expérimentales est commenté en

partie expérimentale (8.D2 p.139).
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Figure 10: Suivi des populations a M/TH/O a différeites températures pendant 12h sur (POG) 200uM, HCI
3mM. La population en nano-objets est déduite de ldisparition des signaux aliphatiques entre 1,8 et Bpm.

Ces expériences résolues en temps rejoignent ses\attions faites précédemment par CD
ou par RMN a I'equilibre ou nous avions quantiidiminution de la TH a mesure que la
température augmentait. Les plateaux obtenus ewmrd=it0, qui caractérisent I'équilibre
thermodynamique, correspondent bien a des propertite TH allant de 65 % a basse
température a 8% quand on se rapproche de la tatnpgrde fusion de (PO&) Nous
observons également que la vitesse de formatida tigple hélice (ou de disparition du
monomere) est plus lente lorsque la températurenante. La quantité de nano-objets
présents a 10°C (T<y) est plus importante qu'a 30°C (THT ce qui implique que les
nano-objets se forment & partir des triples héletésu qu’ils sont eux-mémes instables a

une température avoisinant la température de fusion

La détermination des constantes de vitesse a étépese en considérant le schéma

cinétique présenté sur la Figure 9. Il s’agit dimadele rudimentaire ne tenant pas compte
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des stoechiométries que nous aurions du mal aréémbtie qui concerne les nano-objets.

Nous avons donc tiré les trois équations difféedies suivantes :

d[M]

— =k [TH] + ks[0] — (ky + k¢)[M] Eq.(1)
d[g” = Iy [M] + k4 [0] = (ky + k3)[TH] Eq.(2)
% = ky[TH] + kg[M] — (ks + k,)[0] Eq.(3)

La résolution numérique de ce systéeme d'équatidgifidrehticlles a été faite a I'aide du
logiciel Mathématica. Nous avons constaté des probs de convergence lorsque les six
constantes de vitesses étaient minimisées simuitame Nous avons donc tenté de
simplifier le systeme en annulang &t k;, (Figure 11). Ce modéle néglige donc I'équilibre
qui pourrait avoir lieu entre les formes tripleslites et les nano-objets solubles. Le
monomere se trouve ainsi en position centrale lanmsdele cinétique, pouvant servir a la
fois de réservoir pour la formation de triples b&li et des especes de haut poids
moléculaire. Dans les deux cas, une hausse dm[ztature déstabilise les assemblages et
augmente la population des especes monomériquesb§mve une diminution dq kn
fonction de la température, ce qui est en accomet da déstabilisation de la TH a
'approche de sa température de fusiop<3d0°C). On remarque que la constanfesukit
cette méme tendance (a 20°C, la valeur trés bdssawe peut étre reliée a la mauvaise
modélisation des données expérimentales), traduisaomportement similaire des nano-

objets.
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Figure 11: Les données expérimentales ont été modses avec les solutions analytiques des 3 équations
différentielles. Les unités des constantes de vitesssont en H. Ici, ks et k, sont égales a 0.

Si nous calculons les constantes d’équilibres, et Koy) nous pouvons mettre en

évidence les populations favorisées a chaque textypér(Tableau 1). Pour I'équilibre

TH/M, on observe un décalage de la températureudmrf prédite par cette méthode

(correspondant By = 1), qui serait attendue a 20°C alors que les mesures CD indiquent

une valeur proche de 30°C a cette concentration de peptide. Cette différence est

probablement li¢e a ’approximation faite au niveau de la steechiométrie de réaction. En

tout état de cause, la température de fusion associée aux nano-objets apparait plus basse,

traduisant une cohésion moindre de ces assemblages par rapport a la triple hélice. On peut

noter a ce stade qu’ils différent nettement avec les nano-objets insolubles de (POG);, dont

la formation nécessitait une température élevée.
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Température (°C) 10 20 25 30
Krym=k1/k2 2,05 1,00 0,56 0,10
Population favorisé ~M M M
Kom=k6/k5 0,42 0,21 0,11 0,05
Population favorisé M M M M

Tableau 1: Calculs des constantes d’équilibre
Une derniere exploitation de ces valeurs de cotegade vitesse peut étre faite en
considérant,
d’'une part la définition des constantes d’équilipae rapport I'énergie libre de Gibbs :
AG =-RT InK
ol AG représente I'enthalpie libre, R la constante ghes parfaits (8,314 JKmol™®), T
représente la température (en K) et K la constdigquilibre,
et dautre part la relation entre ['énergie libree dGibbs et les grandeurs
thermodynamiqueAH etAS :
AG =AH-TAS
ouAH représente la variation d’enthalpiedS représente la variation d’entropie.
Si on applique I'approximation d’Ellingham, congidét que, sur une gamme restreinte,
'enthalpie et I'entropie standards de réactiontsadépendantes de la température, on
peut alors écrire :
AG(T)= AH —TAS = —RT InK
En tracant les droites%ﬂ:InK , pour Kym = k1/k2 (équilibre monomere-triple hélice) et

Kom = ke/ks (équilibre monomeére-nano-objet), nous obtenons rdgsessions linéaires
satisfaisantes (Figure 14).

Ces droites nous permettent de définir les parasstrivants :

- AHy_py=-100 kd.mot etA Sy,_r,= -347 J.mof K™
- AHy_p=-75 kd.mof etA Sy;_ry=-272 J.mof. K™

Pour les deux équilibres, nous obtenons des réascérothermiquesA(H” < 0) et AS® <

0, ce qui signifie bien que le désordre diminues Ide la formation de ces assemblages.
Dans le cas des nano-objets, il résulte d’'un rgggoent d’un nombre trés important de
monomeres, qui demeurent probablement partielleah&sdrdonnés. Pour ce qui concerne
la triple hélice, le nombre de monomere recrutéfaistie mais I'organisation est trés

grande. La présence des nano-objets solubles [oétra due a des triples hélices
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présentant des brins décalés permettant ainsi gldile les unes aux autres par leurs

extrémités.

o

y=-41,77+12,12x
1t R?=0,84

_3f : k;/k,
y=-32,75+9,07x i
R>=0,95 - kolks
—4}
3.25 3.30 3.35 3.40 3.45 3.50 3.395
1/T (1073 °C™Y)

Figure 12: Représentation des courbes InK:%Q

Il convient de rappeler que, pour de courts peptidke liaison peptidique Gly-Pro n’est
qu'a 80% en conformatiotrans a I'équilibre thermodynamique. La probabilité des
peptides (POG)soient & 100% en conformatitrans est ainsi de I'ordre de 0'8 ce qui

ne représente que ~25% pour (P@®&n peut ainsi imaginer que des triples hélices, g
requiérent des liaisons peptidiguesns, ne puissent se former que partiellement. Celles-c
pourraient alors présenter des portions de peptidegant de son axe, a I'origine d’'un
assemblage supramoléculaire supérieur. L'isomé@isde la liaison peptidique est connue
pour étre une étape limitante dans les processuspiement des protéines, des enzymes
particulieres, les peptidyl-prolyl isomérases (RBB&, pouvant intervenir pour catalyser ce
réarrangement conformationrfélLa vitesse d’isomérieis-trans est donc relativement
longue (de quelques secondes a plusieurs minwegjans le cas des nano-objets de
(POG), les réarrangements conformationnels permettaobtehir des triples hélices
stables sont limités cinétiqguement. On a remarcués de cas de (POG)quil fallait
avoisiner la température de fusion pour obtenir desemblages supramoléculaires
insolubles. Cela est bien en lien avec la nécedsitdéstabiliser partiellement les triples
hélices, les « effilocher », pour obtenir ces nabts. La Figure 13 décrit de maniere
schématique ces observations. Les assemblagesrml@calaires insolubles résulteraient
de triples hélices stabilisées par des interactimmscovalentes, en accord avec la trés forte

organisation observée par SHG et en RMN du sotiie2(3.1). Deux types d’interactions
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assureraient leur stabilité : des interactiondestgueues » entre les extrémités de chaines
le long de l'axe de I'hélice, et des interactioasétales pouvant étre médiées par des
molécules d’eau. Dans I€ 8hapitre, nous avons envisagé d'utiliser des gredluor afin

de favoriser de telles interactions inter-hélices.

Monomeres

@g \

Nano-Objets
©)

Oligomeres insolubles
(Gi)

Figure 13: Mécanisme d’auto-association du peptidPOG), en solution.

Ce modele est en accord avec les étudeRai@es et al qui ont montrées qu’en
synthétisant des triples hélices liées entre gii@s des ponts disulfure, les extrémités
peptidiques libres permettaient une associatiotirmos de triples hélices pour former des

assemblages semblables aux fibrilles de colldgéne

Perspectives- Desétudes complémentaires vont étre menées sur lelpdptOG), afin de
comparer les cinétiqgues d’agrégation et de formatie triple hélice. Par ailleurs, nous
avons observé des effets du pH sur ces assemlegasriences de DLS § 2.1.1). Son
influence sur ces cinétiques de formation devra éxplorée. En effet a pH<3, le peptide
possede seulement une charge positive a son etdridrterminale alors que pour un pH
supérieur une charge négative apparait a son exfré@iterminale ce qui devrait
promouvoir des interactions électrostatiques eftripde hélices. De plus, comme nous
avons pu le voir par DLS, le contre ion présentsetution semble modifier le type
d’assemblage. L'influence des sels que nous avbssreée par DLS pourra également

étre controlée par cette méthode RMN résolue epgem
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2.3.1 Mise en évidence d’assemblages supramoléculaires non-

solubles

Nous avons mené des études par turbidimétrie qunontré que des agrégats non
solubles de (POG)se formaient a partir d'une concentration de 2,6raMaccord avec la
littérature (Figure 149. La turbidimétrie est la mesure du degré de tumidiune
suspension. Elle peut étre déterminée grace a stérag optique, en général
un spectrophotometre qui mesure laugmentation dabsdrbance, elle-méme

proportionnelle a la concentration des particuteswespension.

3.0f
2.0f O 1 101 K i e
31-5_ 36°C
1.0f
0.5}

0.0

6 ZIO 4IO 6'0 SIO 1 60
t (min)

Figure 14: Suivi de I'absorbance a 313 nm en fona du temps et de la température (POG),
2,6mM, pH=7, tampon K;HPO,/KH ,PO, (50mM)

L’apparition d’assemblages supramoléculaires irnsehl est caractérisée par une
augmentation de I'absorbance a 313 nm. Un tempatdece de 5 minutes est observé a
56°C, celui-ci devenant plus important si la terapére diminue. A 36°C, nous
n'observons pas d’augmentation de l'absorbancesaphés d’1h30 d’incubation. Les
agrégats insolubles obtenus se sont révélés stalikrapérature ambiante (+1mois), leur
solubilisation pouvant étre rapidement obtenueesrplagant & 4°C, ou au contraire, en les
chauffant a 90°C, bien au-dela de la températurieiglen de la triple hélice (~65°C pour

(POG), dans ces conditions).
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Nous avons alors entrepris une caractérisatiored@ssemblages, notamment pour

savoir s'il s’agissait d'agrégats amorphes ou @agsdages supramoléculaires organiseés.

2.3.1 Caractérisation des assemblages supramoléculaires n

solubles

Des techniques de microscopie (SHG : Second Haan@eneration et a lumiére

polarisée) et la RMN a I'état solide nous ont perde répondre a cette question.

La microscopie SHG- C’est une technique biphotonique qui possedena@breux
avantages, notamment celui d’'une résolution triesigionnelle intrinseque. Cette
résolution permet une imagerie 3D en profondeursdas tissus biologiques, en raison
entre autre des longueurs d’ondes utilisées, gsitsent dans l'infra-rouge et limitent la
diffusion et I'absorption par les tissus. De plostte technique se combine facilement a la
fluorescence biphotonique qui permet d’exciter mb@squeurs fluorescents mais aussi des
molécules endogenes (NADH, FAD, riboflavines...) eufainsi rendre visible, sans
marquage, le tissu ou les cellules. La microscadgiegénération de seconde harmonique
(SHG) consiste en la génération d’'un signal a Eguence double de la fréquence
d’excitation. Ce phénomeéne est dit « cohérent »laanolécule n'absorbe pas I'énergie
incidente, mais présente un effet de diffusionainttnée non linéaire. Ainsi, les champs
électriques diffusés par chacun des harmonoph@&émént polarisable par I'excitation
lumineuse) vont interférer entre eux. La paritépdocessus est telle que la génération de
SHG est interdite pour une répartition centro-symee des harmonophores. L’émission
de deux harmonophores sera maximale lorsque cesertint orientés parallélement
(interférence constructive), alors qu’aucun signad sera généré si ces deux
harmonophores sont orientés antiparallelement r{érence destructive). En ce qui
concerne les protéines, les signaux SHG sont dgecifgjues principalement du
collagéne, des microtubules et de la myosine, pretéorganisées de maniére dense et non

centro-symétrigue dans les tissus.

C’est en 1971 que le signal SHG du collagéne estroB pour la premiére fois au
sein d'un tissd®!’ Seuls les collagénes fibrillaires générent un aigBHG®*°
principalement le collagéne de type |, le plus fi€t. 1l a été proposé que le signal SHG
provienne des liaisons peptidiques elles-méffieBn effet, celle-ci est non centro-

symétrique et présente une délocalisation d’'untrélea entre les groupes C=0 et N-H, se
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comportant comme de faibles donneurs et accept#étsctrons respectivement. Pour
avoir une forte réponse SHG, les harmonophoresedobiétre alignés dans la méme
direction. En ce qui concerne les monomeres dagatle ¢1 et a2), toutes les liaisons
peptidigues sont bien alignées, conduisant a desattions constructives. Il en est de
méme au niveau macromoléculaire lorsque les maécdé collagénes s’organisent en
fibrilles. A un niveau supérieur, les fibrilles p@mt s’organiser en fibres, souvent avec des

directions antiparalléles, ce qui peut diminuesigmal SHG.

Par analogie avec les études faites sur les pliasses de collagéne, nous avons
tenté d'obtenir un signal SHG sur nos assemblaggsasioléculaires de (POfg) a

température ambiante puis apres chauffage a 908Gré-15).

Figure 15: Mise en évidence de I'organisation au sedes agrégats insolubles du peptide (POg)par microscopie
SHG (a 20°C). (A) chauffage préalable a 56°C, (Bhauffage préalable a 90°C

Nous obtenons alors un signal SHG intense pouhdigtillon incubé a 56°C. La présence
d’agrégats insolubles est visible a I'eeil nu sur é@shantillon mais le fait d’observer un
signal SHG traduit également un alignement danageemblages. Les particules mises en
evidence sont en forme de batonnets aux contourdéfiais, de quelques dizaines de pum
de longueur. Aprés chauffage a 90°C, on obserugell@ment la dissolution des agrégats,
ce qui est en accord avec les images de microsc@H€ qui montrent une disparition

quasi compléte du signal, un trés léger signauditfst observé pouvant correspondre aux
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monomeres ou triple hélices en solution. Ces obsens de microscopies sont en accord

avec les données de RMN solide présentées daastiarssuivante.

bY

La RMN a l'état solide— Dans les liquides, les interactions anisotropesnme
'anisotropie de déplacement chimique et l'intei@ttdipolaire sont moyennés par le
mouvement brownien ce qui conduit a I'observatienrdies fines. Dans les solides, la
présence de ces interactions anisotropes se tqaa@iuiin élargissement trés important des
raies qui masque les informations recherchées uslgiment comme le déplacement
chimique et le couplage scalaire. Dans les ann@garirew et af* ont montré qu'il était
possible d’éliminer en grande partie les interadi@nisotropes et obtenir des spectres
correspondant a la moyenne isotrope des interactonfaisant tourner I'échantillon a
'angle magiqueb=54.74°. La technique de rotation a l'angle magigst en général

désignée par son acronyme anglais MAS (Magic ASgiening).

Nous avons donc enregistré des expérien@<CPMAS (polarisation croisée en
présence de rotation a I'angle magique) dans dedittans identiques, sur de la poudre
lyophilisée de (POG) ainsi que sur les assemblages supramoléculaisss\as par SHG
(Figure 16). L'expérience CPMAS va permettre d’aegier la sensibilit¢ du noyddC
par transfert de polarisation a partir du protoa.doudre lyophilisée présente des raies
larges caractéristiques des composés amorphegutarg mi-hauteur de ~350 Hz). La
résolution obtenue est cependant suffisante pdectakr I'attribution des résonances des
différents carbones de (POg)Les assemblages supramoléculaires possedenaigss r
bien plus fines, (largeurs a mi-hauteur de ~100 Hiz¢ anisotropie de déplacement

chimique moindre caractéristiqgue d’'une organisatimimensionnelle.
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Figure 16: Spectres®*C-CPMAS de (POG), en abondance naturelle enregistré & 9.4T, 7kHz réquence
de rotation en utilisant un rotor 4mm HRMAS (12pl). Conditions pour les assemblages
supramoléculaires : 7mg/ml, pH=7, tampon phosphatsOmM.

L’enregistrement de ces expériences simples noumgbedonc de confirmer, par une
technique totalement différente de la microscopi6GSque les molécules au sein des
assemblages supramoléculaires insolubles sont iségan Nous avons ensuite envisagé
d’enregistrer des spectres réintroduisant I'anigoé& de certaines interactions afin de
mettre en évidence la proximité structurale (irdBoa dipolaire) ou des informations sur
la géométrie (anisotropie de déplacement chimiquanteraction dipolaire)Mosser et al

ont d'ailleurs pu mettre en évidence des différende déplacement chimique sur des
échantillons de collagéne soluble et fibrillairedee & I'enregistrement de spectreHC
INEPT MAS, qui serait relié a des différences défgmrences de plissements des cycles
pyrolidines induit par la fibrillogénésé.Des études & 2D sont également envisageables
pour étudier nos échantillons. Nous avons cependangjué de matériel pour approfondir
cette étude structurale par RMN solide (limite desgbilité). Nous avons alors eu recours
a un nouveau lot de (POfg) pour générer davantage d’échantillons et remplir

convenablement les rotors. Malheureusement ce aouls s’est comporté de maniére
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tres différente par rapport aux précédents et mengitait plus d’obtenir des agrégats
stables a température ambiante. Nous avons doditfdfer ces études.

Microscopie optique a lumiére polarisée Pour tenter de décrire la morphologie des
assemblages que nous formions, leur diversité wet learactéristiques en fonction des
conditions expérimentales, nous avons utilisé leresicopie optique a lumiére polarisée.
Celle-ci permet de mettre en évidence la biréfrimgedes milieux. La biréfringerfégou
double réfraction) d’'un échantillon résulte de samisotropie et est déterminée en le
placant entre polariseurs croisés a 90°. Le prem@ariseur sélectionne la lumiére
polarisée linéairement dans une direction donnée.'&sence d'échantillon (ou en
présence d’'un échantillon isotrope), I'analyseuerde a 90° empéche la transmission de
cette lumiére, provoquant une extinction. L'intééside la biréfringence dépend
principalement de I'alignement et de I'ordre daagéncement moléculaire, mais aussi de
la nature des groupements chimiques rencontrés @irsde I'épaisseur de I'échantillon

observé.

La microscopie optique nous a permis d’identif@mhorphologie des assemblages mais
également de voir leurs modifications en fonctiom pH et de la température. Les

premiéres observations réalisées sur I'échant{R@G), incubé a 56°C se sont avérées
spectaculaires (Figure 17).

Figure 17: Image de microscopie a lumiére polariségur I'échantillon (POG),, préalablement chauffé a 56°C,
pH=7

Nous avons observé des morphologies en « bouquets # éventails » qui semblent
posséder un arrangement différent sur la partiéehdw bouquet. Nous avons pu mesurer

approximativement la taille de chaque partie deassemblages particuliers, ce qui nous
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donne une idée de la quantité de triples hélicesvga étre présentes (Figure 18). Pour
I'extrémité inférieure des bouquets, si nous suppsegjue les triples hélices sont alignées
verticalement, il y aurait plus de 60 millions tlgples hélices. Cette ordre de grandeur

nous rappelle la taille des agrégats observés par(Eayons hydrodynamiques deprd).

. o
1,5 nm

0.8um

Figure 18: Schéma représentatif des bouquets et dislles moyennes des différents éléments du boudue

Nous avons tenté de voir quels étaient les rolsstal®pons et de la température dans la
formation de ces assemblages et s’ils pouvaiehienter leur morphologie. Nous avons
donc préparé des échantillons de (PQ@)partir d’'une solution a 2,6mM pré-incubée 24h
a 4°C dans les conditions suivantes : (A) inculato35°C, pH=7 (tampon phosphate
10mM), (B) a 60°C, pH=7 (tampon phosphate 10mM),{®0°C, pH=2.5 (acide acétique
5mM). Nous avons obtenu dans chacun des cas dedflesigde 5uM a 10uM de long.
Curieusement, aucune de ces conditions ne nousvaspde retrouver la morphologie en
bouquet observée précédemment, y compris I'écl@mt3 qui correspondait aux mémes
conditions. Nous avons ensuite effectué des cydeschauffage-refroidissement pour
comparer les assemblages obtenus a partir desshtartératures (sans présence de
triples hélices) et ceux formés aprés incubatiod°&, ou les triples hélices sont
prépondérantes. Nous avons alors mis en évidercaugmentations significatives des
diamétres des aiguilles, sans pour autant retrolevestructure en bouquet observée

initialement (Figure 20).
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Figure 19: Clichés de microscopie optique a lumierpolarisée sur un échantillon de (POG), 7mg/ml, (A1)
Assemblages formées a 35°C, pH=7, (B1) Assemblafimenées a 60°C, pH=7, (C1) Assemblages formées 260
pH=4.1. Chaque échantillon a ensuite été chauffé%®°C puis refroidit & 40°C (A2, B2, C2). Les barres’dchelle

correspondent toutes a 20um

Nous avons donc montré la présence d'assemblageansoléculaires organisés non
solubles présents dans une solution de (R§€ncentrée (c=2,6 mM). Ces assemblages,
une fois formés, sont stables a température angraats se dissocient rapidement a basse
(4°C) ou haute température (90°C). Nous avons égale pu remarquer que le peptide
(POGY), lui, ne formait pas ces assemblages insolubles des mémes gammes de
concentration (cf. chapitre 1 1.3.2.). |l seraitéressant de voir si celui-ci s’agrége a plus
forte concentration. Nous avons tenté d’'inspecémpicroscopie électronique certains des
échantillons permettant de générer des aiguilles(RI8G),. Il est évident que les
assemblages vus par microscopie optique sont trop gour étre analysés par cette
techniqgue mais nous espérions voir des amorcegslassemblages de tailles inférieures
(Figure 20).
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Figure 20: Clichés de microscopie électronique aansmission sur (POGy,, 2,6mM, a gauche : pH=2.9 et a droite
pH=7. Barre d’échelle 1uM. Les fleches blanches mamwint les aiguilles.

Par microscopie optique, nous avions pu remarquer lgs assemblages dans l'eau
semblaient étre de tailles significativement irdares, ce qui explique pourquoi nous
pouvons observer des aiguilles dans cet échantill@s aiguilles sont allongées et
« plates », ce qui signifie qu'une direction deissance est privilégiée contrairement a
I’échantillon solubilisé dans le tampon phosphaidaocroissance semble étre équivalente
dans trois directions, ce qui explique ces formmgbijues”. Les aiguilles apparaissent
cassées sur toute la longueur de leur axe prinojgatjui semble étre une conséquence
directe de la méthode de dépbt sur la grille. tl @pendant possible d’estimer leurs
dimensions, on trouve des longueurs d’aiguilles miges entre 2um et 5um et des
largeurs variant de 50nm a 300nm. Ces dimensianblsat coincider avec les dimensions
des constituants élémentaires des morphologies@equiets observées précédemment. Une
étude structurale par cristallographie pourraié &nvisagée pour veérifier si les éléments
cristallisés sont identiques ou non dans les deasxc au si il s'agit uniqguement d'une

différence de maille cristalline.
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2.4.1 Préparation des solutions de collagene

Il'y a des décennies, des chercheurs ont montrédegeollagéne acido-soluble
pouvait former des fibrilles présentant des striadi semblables a celles observées dans le

collagéne natif lorsque le pH était élevé.

Sources de collageneDifférents protocoles d’extraction du collagéoat décrits dans la
littérature?**> Les sources de collagéne de type | sont prinaipei les tendons et la peau
animale tels que les tendons de queues de rats derme de veau. Dans notre cas, nous
avons extrait le collagene des tendons de queuest.dBans la mesure du possible nous
n'avons utilisé que des queues de rats Long Exeamgep (moins de 8 semaines) et n'ayant
pas subi de traitement particulier (contréles négakn effet, en vieillissant, il se crée des
liaisons covalentes entre les fibrilles de collagése qui les rend moins solubles et nuit a
la pureté des solutions. Un protocole d’extractstricte est suivi car les expériences de
physico-chimie requierent des solutions tres seiddad’une extraction a I'autre pour étre

reproductible.

Protocole d’extraction- Les tendons sont prélevés sur les queues da Fatde de pinces,
sous une hotte de culture cellulaire stérile, ehédiatement recueillis dans un bécher de
PBS (Phosphate Buffer Saline: NaCl 137 mM, KC|68M, NaHPO, 8,07mM,
NaH,PO, 1,47mM). Les tendons sont lavés et centrifugasigurs fois dans du PBS afin
d’éliminer les cellules et les traces de sang jlzsga que le surnageant soit limpide. Les
tendons sont ensuite placés dans une solution dd Kl afin de lyser les cellules
résiduelles par choc osmotique et de faire prémipitéventuelles protéines de haut poids
moléculaire. Aprés un nouveau ringcage au PBS eledans propres sont solubilisés dans
de [lacide aceétique 500mM stérile. S’en suivent ralodes cycles de
précipitation/centrifugation avec des solutionsNEC| a des concentrations différentes
pour éliminer les éventuels contaminants. Enfirs, dialyses sont réalisées afin d’éliminer
le sel du collagene. La solution est conserveeGaet°centrifugée a 41000 x g pendant 4
heures avant usage pour éliminer les particuledubkes restantes. (Le protocole détaillé
est fourni en partie expérimentale 8F p.141). Laceatration des solutions méres ainsi

préparées est comprise entre 2 et 5 mg/ml.
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Caractérisation de la purete- La pureté des solutions meres est caractérisge p
électrophorése en conditions dénaturantes sur dgelgolyacrylamide. L’'électrophorese
permet de séparer des molécules ou des fragmemtsldeules en fonction de leur charge
électrique. Le milieu de migration est constituardgel aqueux de polyacrylamide coulé
entre deux plaques de verre maintenues verticakeribre différence de potentiel est
appliguée entre la base et le sommet du gel ggnbailans un tampon conducteur. Les
échantillons sont introduits au sommet du gel dhffiérents puits. Un marqueur contenant
différentes protéines de poids connus est égaledépuse dans un puit du méme gel, ce
qui permet de rapporter la distance de migratiam @oids moléculaire. Dans le systeme
de tampons Laemnifi (SDS-PAGE) que nous avons utilisé, le tampon dgration est
différent du tampon d’échantillon. Ce dernier centiun tensioactif, le Sodium Dodécyl
Sulfate (SDS), et d-mercapto-éthanol, un agent réducteur de groupentbidl, qui a
pour but de réduire d’éventuels ponts disulfuretreerthaines polypeptidiques. Les
protéines ainsi dénaturées prennent une conformatio pelote statistique («random
coil »). Elles ont alors un rapport charge/massgotme, proportionnel a leur masse
moléculaire, puisque la surface de la moléculenédgralement recouverte de SDS chargé
négativement. Les témoins des marqueurs de poitiscotaires sont eux aussi dénaturées
et se comportent de la méme maniere. De plus,tésse de migration et la résolution
dépendent de la taille des pores du gel. Cette tadt contrblée par la concentration en
monomeres d’acrylamide utilisée pour fabriquer ¢e$s ou par la proportion d’agent
réticulant bis-acrylamide. En routine, nous avotilésé des gels a 10% en acrylamide/bis-

acrylamide (30%). Le protocole détaillé est fowgnipartie expérimentale (8H p.144).

Un gel ou différents lots de collagene ont été ym@&d est présenté en Figure 21. Les
bandes caractéristigues du collagene sont les egumtndes les plus intenses. Elles
correspondent, par ordre croissant de masse malgzaux bringi2 (~95 kD) etnl (~100

kD) et aux dimerefl2 (~195 kD) epll (~200 kD). Des bandes beaucoup moins intenses
sont visibles vers 52kDa et pourraient correspoadde I'albumine, de I'élastine ou a des
Heat-Shock Proteins (HSD47).
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Marqueur de poids moléculaire (kDa)
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Différents lots de collagéne

Figure 21: Gel d’électrophoreése en conditions dénatantes

Toutefois, cette technique ne nous permet pas etdé des contaminants non protéiques
tels que des protéoglycanes dont la présence mstieo

2.4.2 Les phases cristallines liquides

Le nom « cristal liquide » est né en 1900 apredéeouverte de cristaux de benzoate de
cholestérol coulant comme des liquides par I'abtein Friedrich Reinitzer et son collegue
Lehmann. Les cristaux liquides sont caractérisésupaétat intermédiaire entre la phase
cristalline, ou regne un ordre tridimensionnelagbhase liquide ou aucun ordre n’existe. Il
existe trois grandes familles de cristaux liquides phasesématiquegjui ne possedent
gu’'un ordre d’orientation, les phasasolestériquesu le vecteur directeur, caractéristique
d'un ordre d'orientation, est hélicoidale, et lesagessmectiquesou les molécules
possedent une orientation unique qui est conselage les 3 dimensions (Figure 22).
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Les nématiques Les cholestériques Les smectiques

Figure 22: Les trois grandes familles de phases dales cristaux liquides

Ces différentes phases se différencient par leuoprigtés optiques telles que la
biréfringence (propriété d’'un matériau dans leqgleellumiere se propage de fagon
anisotrope). On pourra alors observer avec un seoge a lumiere polarisée des zones de
textures distinctes correspondant a des domainéssamolécules sont orientées dans des

directions différentes.

Des études précédentes ont montrées que, danon@sians acides, les molécules de
collagéne de type | pouvaient s’organiser a foaecentration pour former spontanément
phases cristallines liquidé5.Ces phases présentent donc des propriétés derigjesfce
lorsqu’on les observe en lumiere polarisée. Il @sts possible de distinguer différents
arrangements des monomeres de collagene en foritanconcentration notamment des
ondulations précholestériques et des phases chotests lorsqu’on atteint une
concentration de 80mg/fit*® La torsion cholestérique est notamment décriter pou
diverses matrices extracellulair@s vivo, cette torsion se produit entre les fibrilles de
collagene alors que les torsions observigewitro se produisent entre les molécules
fragmentées. Cependant, la présence de phasestéhiglees a plus petite échelle pourrait
correspondre au premier état de la sécrétion diagemie par les cellules. Des études
structurales utilisant des techniques classiquedixa&ion chimique sont inappropriées
pour les phases cristallines liquides en raisoflatbsence de liens stables conservant leur
ordre en trois dimensions. Le processus de fibiolteest alors induit en placant les phases
cristallines liquides sous vapeur d’ammoniac. Lepeurs, en se solubilisant dans le

solvant, neutralisent I'acide acétique et induisem augmentation de pH. Cette méthode
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permet de gélifier des solutions sans risque deiadil. Néanmoins, elle ne permet pas de
contrbler les conditions physico-chimiques telles ¢g pH et la force ionique du systéme.
Les fibres sont ensuite étudiées par microscopier@nique. De ces étudd&esseau et al.
ont pu montrer que l'ultrastructure du collagegeitie cristallin stabilisé imite fidélement
les modeles fibrillaires décriis vivo dans des matrices extracellulaifé&n dispositif
expérimental a été développé pour I'étude de casgshdenses de collagene Barvaise
Mosser(Equipe Matériaux et Biologie, LCMCP, UPMC) : Imicrocellules.

Les microcellule® — Afin d’analyser les phases cristallines liquiddss solutions de
collagéne a 5 mg/ml sont injectées en continu diss microchambres de verre pour
augmenter la teneur en collagene tout en compensaaporation (Figure 23). Ces
microchambres de verre ou microcellules sont igelinet ouvertes sur les deux cotés
espacées de maniére décroissante de 300 um a egiehigrometres. Cet ensemble nous a

permis d'étudier I'effet du confinement en plusadeoncentration en collagéne.

Evaporation

Evaporation

Figure 23: Schéma d’'une microcellule permettant ldormation de phases denses de collagéne

Le flux continu est maintenu plusieurs jours (5 suht injecté). Les microcellules sont
observées une premiere fois aprés 4 ou 5 joursmpenoscopie a lumiere polarisée et
présentent des zones biréfringentes a linterfadeaa. Aprés 7 jours, il est possible
d’identifier la présence de phases cholestériguesprocessus de fibrillation peut étre
ensuite induit par vapeur d’ammoniac, fixant cesemwlages, en vue d’avoir des
informations structurales plus précises par mi@pgr€lectronique (Protocole détaillé de

la fixation pour la microscopie électronique estrfo en partie expérimentale § B1 p.135).

2.4.3 Dopage du collagéne par des peptidomimétiques

De nombreux matériaux inorganiques (métaux, laesilapatite} 3 ou polyméres
synthétiques (polyéthylene, téréphtalate, alcoolyvayle, polypyrrole, polyéthylene

glycol)***° ont été utilisés pour modifier/stabiliser les pFsde collagéne. Il a notamment
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été montré que ces matériaux/polyméres mélangésiésude maniere covalente au
collagene naturel forment des matériaux hybridesa@uposites. Ces matériaux trouvent
d’ailleurs leurs applications dans le biomédicalesibiomatériaux. De maniere analogue,
nous nous sommes intéressés au dopage du collpgetes peptides mimes de collagéne
(POG), des interactions entre peptides et collagéneyde t ayant été déja mises en
évidence’’® Les similarités de structures primaire, secondaitetertiaire entre les

peptides CMP et le collagene naturel pourrait éet @lermettre des interactions perturbant

les phases denses qui sont obtenues en abseneptidieg.

Le collagéne- Des études réalisées précédemment au labord®i@himie de la Matiére
Condensée ont montré qu’a pH=2,5, des phases tridess étaient observé€sNous
avons donc réalisé des microcellules en injectastablutions de 1mg/ml a 0,2mg/ml en
collagene solubilisé dans de I'acide acétique 500Kl 3mM ou HCI 0.3mM (Figure
24).

Figure 24: Clichés de microscopie a lumiére polarée d'échantillons de collagéne dans différentes atitions (A)
1mg/ml, Acide Acétique 500mM, (B) 0.2mg/ml, Acide éétique 500mM, (C) 0.4mg/ml, HCI 3mM, (D) 0.4mg/ml,
HCI 0.3mM. Les carrés entourent les structures en bales et les pointes des fleches montrent les phases
cholestériques.
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A 1mg/ml dans de l'acide acétique, nous observarstexture dite « texture en bandes »
qui est généralement rencontrée lorsque les sohitie collagéne sont injectées en
concentration initiale trop élevée. Nous avons ddiheée cette solution mais, méme a
0.2mg/ml, une texture similaire est observée (éli&). Selon le lot de collagene purifié,
les domaines de stabilité des différentes phasegepe varier. Nous avons alors tenté de
changer la nature du tampon pour observer les pras#estériqgues. Dans HCI 3mM et
HCI 0.3mM (cliché C et D), nous avons pu obseruercholestérique caractérisé par des
ondulations. Nous avons donc déterminé deux typescahditions menant a des
organisations distinctes. Les arrangements obtemugphase dense conditionnent les
propriétés des biomatériaux, générés dans un setmm@s par passage de vapeur
d’ammoniac. La possibilité de modifier les assemé$a supramoléculaires en phase

liquide a I'aide des molécules CMP a été explorée.

Phases denses de peptidomimétiggegvant d’étudier I'interaction de nos peptides
(POG) et (POG)o avec les phases denses de collagéene, nous avepscté le
comportement de nos peptides seuls en microcelldles images de microscopies
obtenues se sont révélées bien différentes desceierites précédemment pour le
collagéne. Les peptides forment des cristaux dephmbogies différentes suivant les
conditions de solubilisation (Figure 25). Le peptiPOG), solubilisé dans des solutions
acides (clichés A-B) forment des cristaux rectaages principalement a l'interface air-
solution alors que quand le peptide est solubdisés I'eau, nous observons des cristaux
triangulaires présents dans toute la microcelluéepeptide (POG)forme des cristaux en
aiguilles (clichés E-F). Lorsqu’il est solubiliséarts I'acide acétique (cliché E), nous
pouvons remarquer que l'organisation des aigudiéfere suivant la zone d’observation,
probablement en raison du gradient de concentrajionexiste entre lintérieur de la
cellule et le bord de la cellule a l'interface satution : les aiguilles sont paralléles les
unes aux autres a l'interface air-solution (appss@it ici en bleu), puis on observe une
bande intermédiaire de 42 dans laquelle elles sont arrangées perpendieaiaint, et
une troisieme zone enfin, lorsque I'on se rappratheentre de la microcellule, ou elles

sont désordonnées.
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Figure 25: Clichés de microscopie a lumiére polarée des échantillons de (POG)(A-D) et (POG), (E-F) dans
différentes conditions (A) 1mg/ml, Acide Acétique 80mM, (B) 1 mg/ml, Acide Acétique 5mM, (C) 1mg/mleau,
(D) 0.2mg/ml, eau(E) 1mg/ml, Acide Acétique 5mM, (F) 1 mg/ml, eau

Lorsque le peptide (POg)est solubilisé dans l'eau (cliché F), nous obsesvia

coexistence de deux organisations distinctesalldgs aiguilles qui sont bien plus épaisses
que celles présentes dans le cliché E ainsi quandéau. Dans ce bandeau, nous
observons une organisation selon deux axes. Biercgla ne soit pas le but initial de ces
études, nous avons envisagé d’étudier ces fornmallines plus en détail, que ce soit par
diffraction des rayons X ou par RMN. Nous avondiséaguelques essais pour produire

des cristaux de taille plus importante (pour les) BY d’en produire davantage (pour la
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RMN). Ces essais n'ayant pas été concluants, neoissadifféré ces études pour nous

concentrer sur I'étude des interactions CMP/coliagé

Dopage par des peptidomimétiquedNeus avons dopé du collagene (1mg/ml solubilisé
dans l'acide acéetique 500mM) par le peptide (P@@Emg/ml solubilisé dans I'acide

acétigue 500mM) a différents ratios (v/v) (Figu®.2Aucun changement majeur n'a été
observé. Quelle que soit la concentration en peptigctée (0%, 5%, 10% ou 15%), nous

avons toujours obtenu la méme signature optique.

5% POG;,

10% P0G, 15% POG,,

Figure 26: Clichés de microscopie a lumiére polarée des échantillons de collagéne (1mg/ml dans AAGBOM) +
(POG);0(1mg/ml dans AA 500mM) dans différents ratios

Ce résultat traduit une probable absence d'interacdans les conditions testées,
conduisant a une ségrégation de phases. En effegllagene conserve son organisation
propre, et I'on peut imaginer qu'a une concentratite CMP supérieure, des cristaux
pourraient apparaitre indépendamment des strucéurémnde. Des résultats préliminaires
indiquent que lorsque le collagene a été déstalplis chauffage (gélatine), il se comporte
differemment en présence (25%) ou en absence de. &i#R que ces résultats aient
besoin d’étre confirmeés, ils rejoignent des obsiona faites parWang et al.qui avaient
montré que des peptides modifiées pouvait se liecalagene seulement quand celui

commencait & se dénaturér.
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Nous avons utilisé la DLS et la RMN liquide pourttreeen évidence la présence
de différents assemblages supramoléculaires (tripddices, particules solubles et
insolubles) et pour étudier leurs cinétiques demfdion. Les résultats de dynamique
moléculaire obtenus précédemment illustrent panf@ént les raisons pour lesquelles la
formation de la triple hélice n’est pas instantar@elle-ci requiert un rapprochement de 3
chaines peptidiques en conformation PPIl étendukssotrajectoires obtenues indiquaient

gue les monomeres étaient rarement dépliés.

Combinés a des approches de microscopies, nosvaheas ont permis de
proposer deux modeéles d’assemblages supramolésulaiun d’eux, insoluble, présente
un taux de triple hélice et un ordre trés importawatis n’est observé que pour (PQ§)
Une oligomérisation des monomeéres inhomogenes g@gaint de vue conformationel
pourrait expliquer la présence des assemblagesblssluobservés pour (POG)
relativement désordonnés. Nos résultats montremiajnature des contre-ions présents en
solution et le pH influent directement sur leurbdite. Un mécanisme de formation de ces
deux types d’assemblages est présenté, en accecdnaé données cinétiques et RMN
(STD). Afin de mieux caractériser les paramétresrtodynamiques guidant ces
processus, des expériences complémentaires seemétes utilisant différentes conditions

physicochimiques (concentrations, sels, pH, tenmpega.).

En ce qui concerne le dopage des phases densadlagene, nous n'avons pas
observé d’interaction directe entre CMP et collageatif. Des études sur le dopage de la

gélatine par nos CMP sont en cours et semblentgohreetteuses.
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A. Etude DLS

Matériels

- Spectrométre Brookahven équipé d’'un analyseur fietén(Bl-ZetaPlus)

- Cuve en plastique de capacité 500ul

Mode opératoire

Les études par DLS ont été réalisées sur 2 peptdes)y (C=10mM) et (POQG)
(C=2,6mM et C=10mM). Les solutions de dilutions tsBiCl 3mM pH 2,3 et un tampon
Ko, HPOWKH,PO, pH 7. Nous nous sommes assure que les échantiiaient été incubés
préalablement a 4°C pendant 24h avant chaque maurge permettre aux triples hélices
de s’assembler (sauf indication contraire dansliéetiu). Pour une condition donnée, les
mesures ont été réalisées 10 fois afin d’obteng ualeur moyennée. Les conditions
expérimentales ainsi que les rayons hydrodynamigRgs de chaque population sont
décrites dans le Tableau 2 pour le peptide (R@GHans le Tableau 3 pour le peptide
(POG)o.

Résultats

Le commentairé\prés chauffage a 90°€ignifie que les mesures a 65°C ont été réalisées
aprés un chauffage dans un bain marie a 90°C afindidsocier les assemblages
supramoléculaires. Le commentaire2 signifie que les mesures ont été réalisées 2tsapré
la mesure précédente. L'échantillon est resté Ppéemture ambiante durant ces 2h. Le
commentairej+1 signifie que les mesures ont été réalisées 1 @pres la mesure
précédente. L’échantillon est resté a températmt@ante durant cette journée.

Solvant  Température Commentaires Ry (nm)
o 2,4

20°C 754,6
HCI 29

pH=2,3 65°C Apres chauffage a 90°C .

(20°C) 2662

20°C h+2 7112
2,6

20C 12415
Phosphate o . X ano 2,4
pH=2.5 65°C Apres chauffage a 90°C 678
o 2,6

20°C h+2 1238 4

Tableau 2 : (POG), 10mM
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Solvant Concentration et pk Température Commentaires R, (nm)
0 5,6
20°C 1753,6
2,6mM 0 3,7
pH=2.54 20°C h+2 7198
o . 4,4
20°C 1 1916,7
HCI
20°C 3,6
362,5
10mM 65°C Apres chauffage a 90°C %376
pH=2.13 20°C h+ 1,5 1663.8
. : 3,9
20°C j+1 1013.8
0 122,8
20°C 727,2
55°C 15 min 1003
684,5
2,6mM 123.7
pH=6.95 65°C 15 min 874.7
. 167,4
20°C h+2 1467.7
Phosphate 20°C h+2 620,3
° 847,9
20°C 3993,5
521
. R « amo~ 78,5
10mM 65°C Apres chauffage a 9 C2080.8
pH=3.95 5560
4,7
20°C h+ 1,5 1885,9
4940,5
20°C j+1 4500

Tableau 3 : (POG)q
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B. Préparation des échantillons pour la microscometgnique

Les échantillons ont été préparés selon les teihniques présentées ci-apres. Les
observations ont été réalisées sur un microscagerehique a transmission FEI Tecnai
spirit G2 fonctionnant a 120 kV. Les images ont étéegistrées avec une caméra CCD
(Orius Gatan 832 digital).

B1.Protocole de fixation pour la microscopie électomai

Se fait dans des saliéres en verre :

1ére fixation : glutaraldéhyde

- Préparer une solution de glutaraldéhyde :
* glutaraldéhyde a 8% Iml
* Tampon Caco 0,05M - pH 7,4 2,2ml

- Ajouter~ 1ml de solution de glutaraldéhyde dans chaqueérsali
- Laisser 1 heure & 4°C
- Effectuer 3 lavages successifs de 10 mn avecélange :

* 1 vol. Tampon Caco 0,1IM -pH 7, 4

* 1 vol. saccharose 0,6M

2éme fixation : osmium

- Préparer une solution d’Osmium :
* Osmium tétraoxyde 4% 1vol.
* H,O distillée 1 vol.
- Ajouter= 1ml de solution d’Osmium dans les salieres
- Laisser 1 heure a 4°C
- Effectuer 3 lavages successifs de 10 mn aw€x dhstillée

Déshydratation
- Alcool 50° 5 mm
- Alcool 70° 5 mm
(Il est possible d’arréter a cette étape et mégesalieres a 4°C)
- Alcool 95° 5 mm
- Alcool 100° 2*10 mm
- Alcool 100° 1 vol. + Oxyde de propyléne 1 voll0 mn
- Oxyde de propylene 10 mm
Imprégnation

- Préparer une solution d’Araldite

» Araldite CY212 20 ml
* DDSA = durcisseur 22 ml
« BDMA = accélérateur 1,1 ml

- Oxyde de propyléne % vol. + Araldite ¥4 vol 60 mm

- Oxyde de propyléene ¥4 vol. + Araldite % vol 1 nuit & 4°C
- Changer les échantillons de saliéres

- Araldite 1h
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- Changer les échantillons de saliéres
- Remettre de I'Araldite ¥ h a 1h heure en dégazant

Inclusion

- Se fait dans une plaque a inclusion

- Remplir presque completement les alvéoles detisalud’Araldite (la méme
solution que celle préparée pour I'imprégnation)

- Placer I'échantillon au sommet de l'alvéole ecdatrant bien

- Finir de remplir I'alvéole de solution d’Araldiel'aide d’'une petite seringue

- Mettre a I'étuve a 60°C pendant 3 jours

Echantillon préparé pour nos études

- Echantillon de collagéne pur solubilisé dans deida acétique 500mM fibrillé a
partir de la solution en microcellules

- Echantillon de collagene avec 5% (v/v) de peptid®G), fibrillé a partir de la
solution en microcellules

B2.Préparation des échantillons pour la cryomicroseopi

Préparation des grilles

- Prévoir 3 grilles par échantillon
- Les grilles sont placées dans une effluveur paairdadre hydrophiles et favoriser
I'étalement des échantillons.

Congélation de I'échantillon

- Remplir le puit d’azote liquide

- Remplir le puit d’éthane gazeux qui se liquéfietesidi la température imposée par
I'azote liquide

- La grille & congeler est placée a I'extrémité daystéme de guillotine a I'aplomb
du puit

- 2 a4 ul déchantillon sont déposés sur la grliex¢eés de liquide est éliminé avec
du papier filtre whatman #4)

- Plonger la grille dans I'éthane liquide (I'excegttiane liquide est éliminé avec du
papier filtre)

- Conserver I'échantillon dans l'azote liquide powitér le réchauffement et la
formation de glace cristalline.

Préparation de I'analyse

- La grille est ensuite installée dans le porte étham qui est sous atmosphere
d’azote
- Le porte échantillon est alors introduit dans koamicroscope.

Le parametre limitant pour cette technique estdanétion de glagons qui rendent
'observation impossible. Il est alors trés impattajue la congélation se fasse tres
rapidement et qu’une fois I'’échantillon congeléel se réchauffe pas.
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La difficulté majeure a été de préparer nos échamsi dans lesquels nous souhaitions voir
les assemblages supramoléculaires solubles. llladéposer des échantillons « chauds »
(préalablement chauffés a I'étuve a 90°C pendanh() pour ensuite les congeler. Ces
échantillons représentaient les controles négaitifsis permettant ainsi de montrer que
nous avions détruit tous les assemblages suprantaiés. Un systeme de chauffage a été
mis en place pour chauffer I'extrémité de la gtifle. Les échantillons congelés pour ces
études n’ont rien donné, ce qui est dd a un mawépét sur les grilles.

Echantillons préparés pour nos études

Chaque échantillon a été préalablement incubé gpéhdant 24h avant dépét.

- (POG)yp, 2,6 mM dans un tampon phosphate (50mM) pH=7

- (POG)y, 200uM dans HCI 3mM (la solution a été séparé afin de faire un
témoin négatif qui consiste en un chauffage déhBédllon a 90°C pendant 20 min
pour détruire les assemblages supramoléculaires)

- (POG), 200uM dans HCI 3mM (la solution a été sépare® qgrour les mémes
raisons que I'échantillon précédent)

B3.Préparation des échantillons pour 'ombrage

Dépbt des échantillons sur plaques de Mica

- Découper les plaques de Mica en carré de 0,5critde c
- Vaporisation de I'échantillon a I'aide d’air compré ou d’'un spray (I'air comprimé
semble étre plus efficace) sur la plaque de Mica.

Réalisation de 'ombrage

- Dépébt d'un film de platine par évaporation souseyisous un angle d’incidence de
10°, 20° ou 30°.
- Deépot de carbone a 90° pour faire un film continu.

Réalisation des grilles

- Les feuilles de Mica sont plongées dans l'eau dkndécoller la réplique de
I’échantillon formée.

- A l'aide d'une pince, les grilles sont a leur tqulongées dans I'eau pour ensuite
récupérer cette réplique qui flotte.

- Les grilles sont ensuite séchées sur papier &lient 'observation.

Echantillons préparés pour nos études

Chaque échantillon a été préalablement incubé géhdant 24h avant dépét.

- (POG)y, 200uM dans HCI 3mM (la solution a été séparé@ aifin de faire un
témoin négatif qui consiste en un chauffage déhBétillon a 90°C pendant 20 min
pour détruire les assemblages supramoléculaires)
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- (POGY, 200uM dans HCI 3mM (la solution a été séparé® grour les mémes
raisons que I'échantillon précédent).

C. Préparation des échantillons pour les études papsuopie optigue

Préparation des échantillons

Quatre échantillons de (POfg 7mg/ml ont été réalisés :
- Aet B : Solubilisation dans un tampon phosphat#@®O,/KH,PO,) pH=7
- C: Solubilisation dans de I'acide acétique 5mM gH=
- D : Solubilisation dans de I'eau distillée

Formation des agrégats

- A Formation des agrégats a 35°C (étuve) pendanirs
- B, CetD: Formation des agrégats a 60°C (étugaiiant 3 jours

Observation des échantillons

10 pl de chaque échantillon sont déposés sur uagu@l de verre pour observer la
morphologie des agrégats. Le microscope a lumielaripée utilisé est un Nikon Eclipse
E600 Pol, équipé de polariseurs croisés et d'ameéca DXM 1200CCD. Les agrégats
formés sont de morphologies identiques.

Evolution des échantillons
Ensuite, les quatre échantillons ont subi les mémagements. A savoir, un chauffage a

90°C pendant 20 min afin d’observer la dissoluties agrégats, puis 3 jours a température
ambiante (clichés montrés dans le manuscrit).

D. Etudes cinétiques

D1. Préparation des échantillons

Matériel

- Tubes shighemi 5mm

Mode opératoire

Les études ont été réalisées avec le peptide (PE&GPOG)o a 200uM solubilisés dans

'acide chlorhydrigue 3mM (solution dans laquellst solubilisé le collagene). Chaque
échantillon est chauffé au préalable a 90°C darisaim marie pendant 20 minutes afin de
détruire les assemblages formés puis directemeradunt dans le spectrométre RMN

stabilisé a la température souhaitée (étude réadis®°C, 20°C, 25°C, 30°C et 40°C).

138



CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP

D2. Expériences RMN et traitement des données

Les spectres ont été enregistrés sur un spectrerBetiker Avance 1l 500MHz équipée
d’'une cryosonde.

Paramétres d’enregistrement des expériences

- ExpériencesH STD :

Un spectre de référendel (impulsion sélectiveff-resonance +30000Hz) est enregistré
suivi de I'acquisition d’un spectréd auquel est appliqué une impulsion sélective cisepr
entre -1000Hz et 400 Hz (56,7dB, 0,1kHz) pour satles assemblages supramoléculaires
(spectreon-resonance Le spectre STD est obtenu par la soustractiorspectreon-
resonanceau spectreff-resonanceDes spectres STD sont alors enregistrés touseade
min pendant 12h.

- Expériences protons :

L’expérience RMN consiste en une succession detrgset! (simple excitation) & la
température souhaitée (10°C, 20°C, 25°C, 30°C éC}OL’intervalle de temps entre
chaque expérience est de 86s (temps d’acquisiti@pectre).

Traitement des données

- Expérience STD :

Nous avons intégré les signaux entre 2,4-1,5 ppiaide de TopSpin® ensuite nous les
avons traité en utilisant un script Mathematica®.dinétique d’agrégation étant rapide et
le rapport signal sur bruit modeste, il est impolgsid'observer une évolution dans le
temps.

- Expérience protons :

Nous avons intégré les signaux entre 4,35-4,20 ppuor le monomere, 3,30-3,10 ppm
pour la triple hélice et 2,90-1,50 ppm pour lesaabjets a l'aide de NMRpipe®. Les
données ont été ensuite traitées sur Mathematica®.

Le chauffage a 90°C des échantillons permet laodiagon des triples hélices (a t=0,
triples hélices=0%). La modélisation par une équaéi double exponentielle des données
analytiques sur la triple hélice, nous permet aldbes/oir accés au temps mort (voir
exemple). Le temps mort correspond au temps eatfim Idu préchauffage a 90°C et le
début de I'enregistrement des données. Apres aébarminé ce temps mort, les données
obtenues pour chaque population (M, TH et O) samnalisées par un facteur correctif
qui est obtenu par normalisation a 1 de la quadatétnhonomeres a t=0.
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Exemple sur les données expérimentales du sulsithiple hélice a 10°C pendant 12h :

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ] 1.0
E 100000 = 5 % ?(I‘.‘.\i
BT 2 e A . s | .2
J 5000 l‘,;‘n-‘,’ﬁ,“ : <
Ei e g 0.6 AR WA ~ S
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s ]
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ko) o
0 5 4 6 g 10 12 0 2 4 6 8 10 12
t (h) t (h)
Données expérimentales brutes modélisées Données expérimentales normalisés par le
par une fonction double exponentielle temps mort et le facteur correctif

Etude cinétique : extraction des constantes de vise

Les données expérimentales normalisées pour clpmueation (monomere, triple hélice
et monomere) a une température donnée sont usilipéar extraire les constantes de
vitesse. Ces données ont été traitées avec Mative®atLes solutions analytiques du
systeme d’équations différentielles (cf. partie 22106 Eq (1), (2) et (3)) ont été utilisées
pour ajuster simultanément les courbes expérimentds trois populations. Le protocole
NonlinearModelFit avec la méthode Nelder-Mead ardémenté dans NMinimize (voir
http://mathworld.wolfram.com/ pour plus de précmsd afin d’optimiser la recherche des
constantes de vitesse. Un exemple du code Matheamatilisé pour ajuster les courbes
expérimentales des 3 états se trouve dans en ANNEXE

E. RMN Solide

Conditions expérimentales CPMAS :

Fréquence de rotation : 10kHz

Temps de contact : 2 ms (poudre lyophilisée) / 1(aasemblages supramoléculaires)
Impulsion sélective sur le proton : square.100 (ilsipn carrée 100 points)

Condition de Hartmann-Hahn : 57 kHHJ, 64kHz ¢°C)

DécouplagéH : SPINAL64 & 90kHz
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F. Protocole d’extraction du collagene

Prélevement des tendons

Extraction a partir de tendons de queue de rat(80 queues de rats). L'extraction se fait
sous la hotte a flux laminaire.

Matériel nécessaire :

- 2-3 litres de PBS

- 1 bécher contenant ¥z litre de NaCl 4M dap®H

- pince coupe-ongle

- ciseaux
Technique :

- A l'aide de la pince coupe-ongles, serrer légéminia queue a 1cm de son
extrémiteé fine.

- Casser la vertebre par rotation du poignet (corpowe dénuder un fil électrique)
et tirer pour sortir les tendons de la queue

- Couper les tendons dénudés au-dessus d’un beéet€0 ml de PBS

- Recommencer l'opération de 1 cm en 1 cm. (Ne yédser les 3 derniers
centimeétres de la base de la queue)

Lavage des tendons

- Laver ABONDAMMENT et plusieurs fois avec PBS, ti#agations successives
5min/1500 g. Le surnageant doit étre limpide ebloe (pas de sang résiduel : donc
pratiguement pas d’albumine).

- Ringage des tendons dans du NacCl (dans de l'istiliég) a 4M (4M permet de
retenir tout le collagéne et d'éclater tout ce @st cellulaire, notamment le sang,
évacuation de I'albumine)

- Laver ABONDAMMENT et plusieurs fois les tendomsiec PBS, centrifugations
successives / bmin / 1500 x g. (élimination au mmaxn du sel et de tous les deébris
cellulaires)

Mise en solution du collagene

- Filtrer les tendons isolés sur une gaze stdrés. peser. (NB : 10 queues de rats
fournissent environ 1 gramme de tendon).

- Les mettre dans un bécher contenant dyG@»OH 0,5 M (pH 2,5 équilibré avec
HCI 1 N) stérile. NB : Dissolution de 30 grammesteiedons dans 2,5 litres.

- Mettre a agiter (dans la piece a 20°C).

- Laisser le collagene se dissoudre pendant 24 h.

- Filtrer la solution sur gaze. (Elimine les grogrégats insolubles qui ne
sédimentent pas a la centrifugation).

Purification du collagene

- Centrifugation du filtrat & 19000 rpm pendantetites. (Elimine les gros agrégats
non dissous).

- Précipitation du surnageant avec NaCl 300 mMtrdagation a 19000 rpm
pendant 3 heures. Conserver le surnageant et élinnculot (Elimine les éventuels
contaminants qui auraient précipité par le selyizssG00mM).
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- Précipitation du collagene | avec NaCl 600 mM

- Centrifugation a 5500 rpm pendant 45 minutes @Qpermet la récupération du
collagene précipité et I'élimination des molécud@sore présente en solution). Centrifuger
jusqu’a ce que le surnageant soit limpide. Rassamablpeser les culots.

- Resolubilisation des culots dans £LHOH 0,5 M équilibré a pH 2.5 par HCI 1N.
NB : 200 grammes de culots dans 1,8 litres gsp elairume solution a 2-3 mg/ml.

- 4 dialyses successives contre dusCEOH 0,5 M, 1V dans 10V. (Elimination du
sel et de HCI).

- Transférer le contenu des boudins dans une blewégrile apres la dialyse.

- Centrifugation & 40000-50000 x g pendant 4 hC1%Elimination des agrégats non

dissous)

G. Détermination de la concentration d’hydroxyproline

Hydrolyse des échantillons

- Prélever 50ul de solution a la propipette ; peser précisémentdlume mis a
hydrolyser dans I'eppendorf (le faire en triple).

- Hydrolyser avec 5@l d’acide chlorhydrique 6 N. Vortexer, centrifugar placer
les eppendorfs hermétiquement fermés dans une &tLid&é°C pendant la nuit.

- Le lendemain laisser les eppendorfs a l'air jiss@e que les tubes soient secs (40
min a 1h).

Dosage de I'hydroxyproline

- Reprendre les échantillons secs avec 1 ml d’esiliée. Vortexer.

- Dosage
Gamme d'hydroyproline a partir d'une solution mereEchantillon
a 20pg/mil collagene
Hydroxyproline ou
échantillons () 0 40 80 100 140 20 40 80
H,O (ul) 400 360 320 300 260 380 360 320
Dilution de
I'eéchantillon 1/40| 1/20| 1/10
Chloramine T 200ul a température ambiante pendant 20 min. Vertex
AC|de3p(:aLr50'\r/1llor|que 200u! a température ambiante pendant 5 min. Vartexe
DMBA 200u1 20 min 60°C. Vortexer

- Mettre 5 min a 4°C.

- Lecture de la densité optique a 557 nm sur untspeétre UV-visible.

- Calcul de la concentration (C°) :

A C° Hydroxyproline ml~)x7.6
C° de collagéne (mg/ml) =22 (ng-mi?)

Mechantillon collagéne

x 7,6 car il y a 13% d’hydroxyproline dans une ncalé de collagéene.
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DOSAGE DE L’'HYDROXYPROLINE — REACTIFS

Tampon de dosage Acide Perchlorique 3,15M

- Acide citrigue monohydraté (0,25 M),25g : - Acide Perchlorique 65% (10,39 M) 30ml|
- Acétate de sodium trihydraté (1 M) 17,5g | - HoO distillée 70ml

- Hydroxyde de sodium (0,85 M) 4,25¢g i Conserver a 4°C
- Acide acétigue Purex 1,5ml |
- Ajouter HO distillé gsp 100m| 125ml :

Ajuster le pH a 6 avec de lacide acétidue
Purex
Conserver a 4°C

Hydroxyproline standard (20pg/ml) Solution de Chloramine T

- solution mere : - Chloramine T 400mg
- H,O distillée 100ml | - Méthyl Cellosolve (Ether 7,5ml

- Hydroxy-L-Proline 20mg : - H,O distillée 5ml

i monoéthylique de I'éthyléne glycol)
- solution de dosage : : - Tampon de dosage 1,25ml
- solution mere diluée au 1/10 :

Solution de DMBA

- DMBA (Diméthylamino-4 benzaldéhyde) 1g
- Méthyl Cellosolve 5ml
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H. Préparation des gels d’'électrophorese

Préparation des gels

Gel de migration 10% 2 gels=20ml|

H,0 distillée 8,1 ml
Tris HCI 1.5M, pH=8.8 5 ml
Acrylamide/Bis 30% 6,6 ml
SDS 10% 200 pl
Persulfate d’ammonium 10% 100 pl
Temed (a ajouter au moment de I'emploi du gel) 0o u

Gel de concentration 5% 2 gels=10mi

H,0 distillée 57 ml
Tris HCI 0.5M, pH=8.8 2,5ml
Acrylamide/Bis 30% 1,7 mi
SDS 10% 100 pl
Persulfate d’'ammonium 10% 50 pl
Temed (a ajouter au moment de I'emploi du gel) 0o u

Préparation des plaques - Montage

- Laver soigneusement a 'alcool une plague supgorierre et une plaque fine en
verre par gel. Sécher.

- Installer les plaques sur le support de montagegifier I'étanchéité avec D
distillée.

- Remplir de gel de migration jusqu’a 4-5mm deda¢ verte.

- Ajouter doucement $O distillée jusqu’en haut des plaques.

- Attendre la polymérisation du gel.

- Retourner le montage pour vider $® au-dessus du gel.

- Ajouter le gel de concentration jusqu’a 2-3mmbadud supérieur.

- Mettre un peigne 10 puits. Laisser polymeériser.

Préparation de la cuve a électrophorese

- Placer la cuve dans un plateau rempli de glace.

- Transférer les montages sur le support prévu pélectrophorese, petite plague
vers l'intérieur (impératif). Mettre le support dala cuve.

- Remplir de Tampon de migration 1X jusqu’au ras plaques.

Préparation des échantillons

- Diluer les échantillons a doser au %2 dans le tangiéchantillon (généralement
10ul d’échantillon + 10ul de tampon).

- Pour les échantillons de collagene : évaporaiisec puis reprise dans le tampon
d’échantillon.
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Dépbt des échantillons

- Déposer les échantillons dans les puits.
- Réserver un puits par plaqgue pour le marqueur Rieds Moléculaires
(Rainbow"mix, code RPN8OOE).

Migration

- Recouvrir la cuve de son couvercle en respetgargolarités.

- Relier les électrodes a I'appareil.

- Migration en 2 temps :
1- Régler I'appareil sur 80 volts. Mettre en mar@epparition de petites bulles
dans le Tampon de migration indique que le coyrasse).
- Laisser 10 a 20mn, jusqu’'a ce gue les dépbtnsommpactés en une seule
ligne (les protéines ont alors atteint le frontgdll de séparation).
2 - Régler 'appareil sur 160 volts pour la migoatproprement dite
- Arréter quand toutes les protéines ont completemégreé.

Coloration

- Démouler les gels.

- Mettre chaque gel dans une boite plastique avecescle.
- Ajouter 50 a 100 ml de Bleu de Coomassie.

- Agiter pendant 1 heure — vitesse 40.

- Jeter le Bleu de Coomassie.

Décoloration

Au décolorant rapide

- Ajouter 50 a 100ml de décolorant rapide.
- Agiter 1 heure — vitesse 40.
- Jeter le décolorant.

Au décolorant de conservation

- Ajouter 50 a 100ml de décolorant de conservation.
- Agiter 1 nuit — vitesse 40.
- Jeter le décolorant.

Réhydratation

- Ajouter 50 a 100ml BD distillée pour réhydrater le gel (qui s’est rétéacar les
décolorants contiennent de I'alcool).
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ELECTROPHORESE-REACTIFS

Tris-HCI 1,5M pH=8,8 Tris-HCI 1,5M pH=8.8

Pour 100ml de solution :
-Tris Amino 6,057¢g
- H,O distillée 70ml

- Mesurer le pH
- Ajuster a pH 8y&c HCI 35%

- Ajouter 3O distillé gsp 100ml

Pour 100ml de solution : |
-Tris Amino 18,171g!
- H,O distillée 70ml

- Mesurer le pH

- Ajuster a pH 8,8 avec HCI 35%

- Ajouter HO distillé gsp 100ml

Persulfate d’ammonium 10%

SDS 10%
- SDS 10g - Persulfate d’'ammonium 500mg
- H,O distillée gsp 100ml - H,O distillée 5ml

Tampon d’échantillon Tampon de migration 10X

- Tris- HCI 0,5M pH 6,8 1,25ml - Tris 30g

- B Mercapto Ethanol 0,45ml - SDS 10g

- SDS 10% 2mi - Glycine 1449

- Bleu de Bromophénol 0,05% (p/v) - H,O distillée gsp 1000ml
- Glycérol 1ml

- EDTA 3,72mg |

- H,0 distillée qsp 5ml |

Décolorant rapide Décolorant de conservation

- Ethanol 400ml - Ethanol 100ml
- H,O distillée 500ml - H,O distillée 825ml
- CH;COOH 100ml - CH;COOH 75ml

Acrylamide Bis 30%, Temed et Bleu de Coomassie

- Solution préte a 'emploi

146



10

11

12

13

14

15

16

17

18

CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP

Glover, K. J.et al. Structural Evaluation of Phospholipid Bicelles f8olution-
State Studies of Membrane-Associated Biomolecubésphys J.81, 2163-2171
(2001).

Fischer, H., Polikarpov, I. & Craievich, A. F. énage protein density is a
molecular-weight-dependent functiofrotein science : a publication of the
Protein Societyl 3, 2825-2828, doi:10.1110/ps.04688204 (2004).

Chou, J. J., Baber, J. L. & Bax, A. Characterarabf phospholipid mixedmicelles
by translational diffusion] Biomol NMR29, 299-308 (2004).

Wang, L., Guo, Y., Li, P. & Song, Y. Anion-specikeffects on the assembly of
collagen layers mediated by magnesium ion on migdace. The journal of
physical chemistry. B18 511-518, doi:10.1021/jp405035x (2014).

Zanaboni, G., Rossi, A., Tina Onana, M. T. & Tiefh Stability and networks of
hydrogen bonds of the collagen triple helical dtnes influence of pH and
chaotropic nature of three aniohatrix Biol 19, 511-520 (2000).

Kar, K. et al. Self-association of collagen triple helic peptidet higher order
structures. The Journal of biological chemistry281, 33283-33290,
doi:10.1074/jbc.M605747200 (2006).

Schmitt, F. O., Hall, C. E. & Jakus, M. A. Elerirmicroscope investigations of the
structure of collagerd Cell Comp Physipll1-33 (1942).

Morimoto, K. et al. Characterization of type | collagen fibril formai using
thioflavin T fluorescent dye. Journal of biochemistry 145 677-684,
doi:10.1093/jb/mvp025 (2009).

Kadler, K. E., Holmes, D. F., Trotter, J. A. & &man, J. A. Collagen fibril
formation.Biochemistry316, 1-11 (1996).

Ruben, G. C. Vertical Pt-C replication for TEM eevolution in imaging non-
periodic macromoleculedicron 29, 359-396 (1998).

Kerfah, R., Plevin, M. J., Sounier, R., Gans&HBoisbouvier, J. Methyl-specific
isotopic labeling: a molecular tool box for solutiblMR studies of large proteins.
Curr Opin Struct BioB2, 113-122, doi:10.1016/j.sbi.2015.03.009 (2015).

Meyer, B. & Peters, T. NMR Spectroscopy Techegjudor Screening and
Identifying Ligand Binding to Protein Receptofmgewandte Chemi2, 864-890
(2003).

Angulo, J. & Nieto, P. M. STD-NMR: application transient interactions between
biomolecules-a quantitative approachzur Biophys J 40, 1357-1369,
doi:10.1007/s00249-011-0749-5 (2011).

Fischer, G. Peptidyl-Prolyl &/trans Isomerases dheir Effectors Angewandte
Chemie33, 1415-1436 (1994).

Kotch, F. W. & Raines, R. T. Self-assembly oftkgtic collagen triple helices.
Proceedings of the National Academy of ScienceseotUnited States of America
103 3028-3033, doi:10.1073/pnas.0508783103 (2006).

Freund, I. & Deutsch, M. Second-harmonic micopscof biological tissueOptics
Lettersll, 94-96 (1986).

Fine, S. & Hansen, W. P. Optical second harmayeaeration in biological
systemsApplied OpticslO, 2350-2353 (1971).

Strupler, M.et al. Second harmonic imaging and scoring of collagefilirotic
tissuesOptics Expresd5, 4052-4063, doi:DOI: 10.1364/0E.15.004054. (2007).

147



19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP

Kottmann, R. M.et al. Second harmonic generation microscopy revealsedlte
collagen microstructure in usual interstitial pneunma versus healthy lung.
Respiratory Research6, doi:10.1186/s12931-015-0220-8 (2015).

Tiaho, F., Recher, G. & Rouede, D. Estimatiorhelical angles of myosin and
collagen by second harmonic generation imaging esawpy.Optics Expresd5,
12286-12295, doi:DOI: 10.1364/0OE.15.012286. (2007).

Andrew, E. R., Bradbury, A. & Eades, R. G. NaclMagnetic Resonance Spectra
from a Crystal rotated at High Spe&thture182, 1659-1659 (1958).

De Sa Peixoto, P., Laurent, G., Azais, T. & Mos$5. Solid-state NMR study
reveals collagen | structural modifications of amimacid side chains upon
fibrillogenesis. The Journal of biological chemistry288 7528-7535,
doi:10.1074/jbc.M112.390146 (2013).

Wu, S.-T. Birefringence dispersions of liquigstals.Physical Review &3, 1270-
1274, doi:10.1103/PhysRevA.33.1270 (1986).

Jackson, D. S. & Fessler, J. H. Isolation amapérties of a Collagen Soluble in
Salt Solution at Neutral pHNature176, 69-70 (1955).

Chandrakasan, G., Torchia, D. A. & Piez, K. Aeparation of Intact Monomeric
Collagen from Rat Tail Tendon and Skin and the Gtme of the Non-helical Ends
in Solutions”.J Bio Chen251, 6062-6067 (1976).

Laemmli, U. K. Cleavage of structural proteingidg the assembly of the head of
bacteriophage TANature227, 680-685 (1970).

Giraud-Guille, M. M. Liquid crystalline phases spnicated type | collagemiol
Cell 67, 97-101 (1989).

Giraud-Guille, M. M. Liquid crystallinity in catensed type | collagen solutions. A
clue to the packing of collagen in extracellulartmeas. Journal of molecular
biology224, 861-873 (1992).

Besseau, L. & Giraud-Guille, M. M. Stabilizatioh Fluid Cholesteric Phases of
Collagen to Ordered Gelated Matricdsurnal of molecular biologg51, 197-202
(1995).

Mosser, G., Anglo, A., Helary, C., Bouligand, & .Giraud-Guille, M. M. Dense
tissue-like collagen matrices formed in cell-fremditions.Matrix Biol 25, 3-13,
doi:10.1016/j.matbio.2005.09.002 (2006).

Sousa Neto, V. et al. Study of the electrical conductivity and piezoéliedy in
iron doped collagen filmlournal of Materials Sciencg 43-51 (2002).

Desimone, M. Fet al. Silica-collagen bionanocomposites as three-dinoeradi
scaffolds for fibroblast immobilization. Acta Biomater 6, 3998-4004,
doi:10.1016/j.actbio.2010.05.014 (2010).

Nassif, N. et al. Self-Assembled Collagen—Apatite Matrix with Borileel
Hierarchy.Chemistry of Material22, 3307-3309, do0i:10.1021/cm903594n (2010).
Gao, J., Dennis, J. E., Solchaga, L. A., Golgb¥r M. & Caplan, A. |. Repair of
osteochondral defect with tissue-engineered twes@heomposite material of
injectable calcium phosphate and hyaluronan spohigsue Engineerin@, 827-
837 (2002).

Liu, X., Yue, Z., Higgins, M. J. & Wallace, G.. &onducting polymers with
immobilised fibrillar collagen for enhanced neumaterfacing. Biomaterials 32,
7309-7317, doi:10.1016/j.biomaterials.2011.06.0471Q).

Prager, M. Ret al. Collagen- versus gelatine-coated Dacron versescstPTFE
bifurcation grafts for aortoiliac occlusive diseaskeong-term results of a
prospective, randomized multicenter triduirgery134, 80-85 (2003).

148



37

38

CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP

Gasiorowski, J. Z. & Collier, J. H. Directedannixing in multicomponent self-
assembling biomaterials. Biomacromolecules 12, 3549-3558,

doi:10.1021/bm200763y (2011).
Wang, A. Y., Mo, X., Chen, C. S. & Yu, S. M. HacModification of Collagen

Directed by Collagen Mimetic Peptidelurnal of the American Chemical Society
127, 4130-4131 (2005).

149



CARACTERISATION D’ASSEMBLAGES SUPRAMOLECULAIRES DE CMP

ANNEXE 3 : Estimation du nombre de peptide par nabjet

Les études de DLS révelent la présence de deuxaimms : R = 2.5 nm et R= 700 —
1200 nm

La densité du peptide ~1.5 g/tmt la densité des assemblages : ~1.41 Yy(drapres la
publication deCraievich et af)

Le volume moléculaire (PO&)(M=1888g/mol)
Vimole = 1888/1.5 = 1258 ciimol
Vpogyr= 1258.1F m*/6.022.16° = 2.09.1¢" m* = 2.09 nni
SRy théorique : V= 4/3iR?
vR 0,8 nm
>Ry expérimental : Rpog)7= 2,5A

Les données expérimentales sont en accord avecalesls théoriques. Nous pouvons

alors estimer un nombre moyen de peptide contensi ala nano-objet:
Rh =700 — 1200 nm pour les nano-objets

Soit un rapport de volume : V / ¥og)7= R* / R® (pocyr
Ra=700 > V/V pocy= (700/2.5)"3= 20.10
R, =1200 = V/V pogy= (700/2.5)*3= 110.10

Nous estimons un assemblage moyen dé& pé&ptides par nano-objet.
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ANNEXE 4 : Exemple du code Mathematica utilisé pajuster les
courbes expérimentales des 3 états (monomériquassthélices et

nano-objets) aux quatre températures.

Systeme d’équations différentielles pour k3 & k4 = 0

# DSolve résoud symboliguement le systéme d'équations différentielles

soluntion = DSolve[
{M"[t] = -(kl +k6) M[t] +k2 T[t] +k3 A[L],
T'[t] =k1M[t] - (k2 + k3) T[t] + k4 A[L],
AT[E] = k6 M[E] + k3 T[E] - (k4 +k5) A[L],

M[O] =1,
T[O] =0,
A[D] == 0},

{M, T, A}, t
] /5. {kéd >0, k3 -+ 0}:

# Les solutions apparaissent dans un vecteur dans I'ordre suivant : 1 pour les aggrégats, 2 pour le
monomeére, 3 pour la triple hélice

Fitting of the kinetics data

# Lecture des données expérimentales dans la matrice dat dans 'ordre monomére (ou PRI, triple hélice
(TH), aggrégats (AGG); Dimensions affiche la dimensions de |la matrice dat

dat = Table[Join[PPII[[1]] /. {t_, ¥ } = {1, t, ¥}, TH[[1]] /. {t , ¥ } =+ {2, t, ¥},
AGGIILIl /. {t_, ¥} = {3, t, ¥}], {1, 1, 4}1¢

Dimensions [dat]

i4, 1536, 3]

# Definition des solutions

solAGG[kl , k2 , k5 , ké , £ ] :=solution[[1]][[1]110[2]11C0[2]1]:
solPPII[kl , k2 , k& , ké_, t ] :=solution[[1]1]1[[211[[211[[21]:

solTH[k1_, k2 , k5 , ké6_, € ] :=solution[[1]11[[3110[2110C211"
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# Définition du modéle de fit

fitmodel[set , k1 , k2 , k5 , k6 , £ ] :=Which[set =1, Evaluate@solPPII[kI, k2, k5, k6, t], set =2, Evaluate@s=olTH[Kk1, k2, k5, k&, t],
set = 3, Evalnate@solACGG[k1, k2, k5, k6, t]]
# Le fit avec le protocole NonlinearModelFit; Timing donne la durée du calcul
Timing[
fit = Table[NonlinearModelFit[dat[[1]], {fitmodel[set, k1, k2, k5, k6, t], {k1 >0, k2>0, k5>0, k6> 0}}, {k1, k2, k5, k6}, {set, t},
Method + {HMinimize, Method - "NelderMead"}, MaxIterations - 50], {1, 1, 4}1]
fitparams - Table[fit[[1]] ["BestFitParameters"], {1, 1, 4}]

2(-20.7801122 0.377472 » 0.238835 + <5655

==
il Wh\ch{se‘g =5 13 1—, w2, 1w, —

{1172.25, [Fitreddodel | = = =
& = : e ((xﬂ»]‘—d[&1»}+«19»\l’x1» telm a1l v als +0.2388354 =18’ + ==+ =20l ]&1»
=l= 2(-20.311307% 0.310809 = 0.0625201 + = 5637)
. Tl Wh\(h[set =1, —, =3= |-
FittedModel B & L 3 =
4 e [(4:1»]2—4(«1»}-%-«1‘3»\1'«1» o + w20V acToe +0.0625207 4 <197 + w11 + w2027 )«1»
Vil h[ . 2[720‘25403720‘471003 = 0.0688487 + 6:56»] 1
" f ich|set == 1, scdz, — 1
FittedModel - ‘ o = =
i (i«w»]‘—um»p«m» VT +actomt <100 ais +0.0688487 \ w1952 + 10 + ac19:02 )«1»
_ 2(-201280877 131244 = 0.0727204 + <236
FitredModel Wh\ch[setﬁ Lol setss l, —w s, setss3, -

<o 4+ 0.0727804 4 w2007 + 11 + =187 ](«19»+0.0727394 Yain) | 11

I7kl1-+0.780112, k2 5 0.377472, k5 +0.570883, k6 +0.238855]}, k1 0.311307, k2 - 0.310808, k5 +0.276045, k6 5 0.06252013,
{kl-+0.254037, k2 +0.471008, k5—+0.556371, k6> 0.0688487}, {kKl1-»0.128087, k2 -1.31244, k5+1.47293, k6 =+ 0.0727894}}

# Relecture de données expérimentales dans la matrice alldata avec le méme ordre PPIl, TH, AGG
alldata = Table[{PPII[[1]], TH[[1]], AGG[[1]1]}, {1, 1, 4}]1:
Dimensions[alldata])
i4, 3, 512, 21
# Définition du modéle de modélisation incluant les solutions du systéme d'equations différentielles; les
paramétres obtenus par le fit (fitparams) seront ensuite utilisés pour
mm = {solPPII[k1l, k2, k5, k6, t], solTH[k1, k2, k5, k6, t], solAGG[k1l, k2, k5, k&, t]}:
# Affichage des données expérimentales et des résultats du fit
Table[Show[ListPlot[alldata[[1l]], FlotRange -+ All, Frame -+ {True},
FrameTicks -+ {{Antomatic, Nonel, {Antomatic, None}}, Joined + False,
Framelabel - {"Tenps (h)", "%"}, LabelStyle - Directive[Black |+ EBolds) , 25],
AxesOrigin -+ {0, 1}, PlotLegends » Placed[{ "PPII", "TH", "AGG"}, {0.4, 1}1,

FlotMarkers +» Antomatic, ImageSize » {800, 600}],
Plot[Evaluate[mm /. fitparams[[1]]], {t, 0.002, 13}11, {1, 1, 4}]
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Chapitre 3

Vers de nouveaux

peptidomimeétiques du collagene

La peptidomimétiqueest I'art de concevoir des variations structuraes un peptide

biologiquement actif afin d’en améliorer ses préf#s pharmacologiques.

Dans ce chapitre, nous expliqguerons pourquoi neessachoisi de synthétiser des
peptides incorporant des groupements fluorés paaremle collagéne. Nous introduirons
alors les premieres études réalisées sur des amslag prolines fluorées. Nous décrirons la
synthése de quatre peptides de type@bt(Xaa-Yaa-Gly)-NH incorporant ces analogues
de prolines fluorées ainsi que leur caractérisgh@nRMN. L’étude structurale comparative
de ces quatre courts peptides, nous fournira desedits rationnels pour prédire leur intérét
pour la synthése de CMP (PGQG\)ous étudierons leur influence sur les premiergides de

ce type que nous avons synthétises.
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3.1.1 La proline et ses analoques

Généralités- La proline est le seul acide aminé naturel paestune structure cyclique, le
cycle pyrrolidine. Ce cycle a 5 chainons peut prengrincipalement, deux conformations
selon la position du carboneg on parle alors de plissement de cycle. On lendéfiar la
valeur de I'angleyl, celui-ci est dit Gendo(down puckeringy quandy1=25°et C-exo (up
puckering quandy1~-25° (Figure 1). Dans un contexte peptidique, edlesence de structure
secondaire privilégiée, le résidu proline adoptéfgrentiellement (~60%) le plissement de

cycle G-endo!

JVW<W
Y1550 ey 0

ﬁ Cv-endo WNU

o _ (down) o
I
o 45,50
NT

0

1500 QY+ :
~ Y\“‘L{ V-ex0 ;S_Oﬁcylﬂ nor* : ><
LI C ‘) A

(up)

S~

Figure 1: lllustration du plissement de cycle de lgroline

Le cycle pyrrolidine induit par ailleurs une rigiéliau squelette peptidique qui se traduit par
une valeur de I'angle diedie fixée entre -50° et -90°. L'anghe, quant a lui, peut prendre
trois valeurs distinctes qui correspondent auxstrotameéres stables autour de la liais8n C
C’. La premiére, comprise entre 120° et 180°, perawesquelette peptidique d’adopter une
conformation étendue (PPII pour les angbesontraints autour de -60°). La seconde (entre -
50° et 0°) correspond a la structuration en hélicenfin, la troisiéme région (de 40° a 90°),
plus rarement observée pour les résidus prolirE®id la conformation en coudeinverse,
stabilisée par une liaison hydrogene entre le e¢aleaCQ;) du résidu precedent et le proton

amide du résidu suivant Nk).”

La liaison peptidique peut étre de conformatisiou trans La présence de I'amide tertiaire
du cycle pyrrolidine va influencer la conformatide la liaison peptidique qui le précede.
Ainsi, dans les protéines, 5,8% des liaisons peptes Xaa-Yaa sontis lorsque

Yaa=proline, contre 0,06% pour les autres acideinésti De maniére plus précise, il a été
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trouvé des différences significatives dans le raisotrans selon la nature de l'acide aminé
Xaa’® De nombreuses études ont par ailleurs montrériglation entre la conformation de
la liaison peptidique et le plissement de cycleopgine, C-endofavorise le conformereis
alors que le Gexo stabilise le conformérérans®’ Cette observation est diie & une forte
interaction non-covalente—r* entre 'oxygéne de Ct le carbone de GQ (Figure 1§°
Maccalum et alont prouvé que 89% dess-proline adoptaient un plissement de cyefalo
alors que lesrans-prolines n’en favorisaient aucun. Par ailleurs,ndenbreux analogues de
proline ont été synthétisés en modifiant le groupeimen @ en vue d’influencer le

plissement de cycte.

Analogues de la proline- Raines et al.ont démontré que des effets stéréoélectroniques
peuvent étre créer par substitution sur le cyclegligine lui-méme, permettant ainsi de
contréler le plissement de cycfe*? Des analogues de proline ont été synthétisés emnec
position“Cy, un groupement —ORf, -Me® -SH** ou encore un atome de F-CI° Il est
alors trouvé que le plissement de cycleeoest favorisé par effet stéréoelectronique lorsque
le “Cy est substitué par (AR)-OH, (4R}F ou(4R)-Cl et est stabilisé par effet stérique quand
il est substitué pa@R)}Me ou (4R)SH. La présence de groupement favorisant le pliese

de cycle C-exova de ce fait favoriser l'interaction de Birgi-Diznet donc stabiliser le
conforméretrans®® Lorsque tous les groupements ajoutés sont deosténgie 4S, le
plissement de cycle’@ndoest alors stabilisé par effet gaucMéennemers et abnt par la
suite apporté des précisions en montrant que Eepoé de groupements donneurs de liaisons
hydrogénes en positiop sur un cycle Gendo favorisait le conformeérdrans®®’ Les
substitutions en positioﬁ’é:ﬁ et°C; ont pour leur part une influence directe sur higgiecis-
trans de la liaison Xaa-Pro. Celle-ci est trés marquéerpdes alkylations enC; car
I'encombrement des substituants déstabilise fongmadiaison peptidiquérans en raison de
géne stérique avec le résidu précédefitt

Inducteur de structure secondaire particulierde résidu proline est rarement rencontré dans
les structures de type héliaeet feuilletp en raison de la présence d’une amine secondaire su
le cycle pyrrolidine et donc de I'impossibilité tiemer des liaisons hydrogéenes stabilisatrices
de ces structuréd.Les prolines sont en revanche souvent retrouvéest®rce des hélices

car elles posséedent I'anglerequis de -60°, maintenu par le cycle pyrrolidibes peptides
riches en proline adoptent généralement une steudite « polyproline Il ». Celle-ci consiste
en une hélice gauche ayant des valeurs d’anglefedi® et ¥ égaux a -75° et 150°,

respectivement, pour tous les résidus du squefmfsidique, ainsi que lI'ensemble des
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liaisons peptidiques emmans® Contrairement & I'hélice, I'hélice PPIl ne posséde aucune
liaison hydrogéne et est plus étendue : 3.1A paidu contre 1.5A pour I'hélice. On

rencontre également en solvant organique, des snefifolyproline | » qui sont des hélices
droites définit par des angles diedeset ¥ de -75° et -160°, respectivement, ainsi que

'ensemble des liaisons peptidiquescen

Mimes de triple hélice de collagereA partir de ces observations, de nombreux CMRetin
synthétisés. Le Tableau 1, issu d’'une revu&dmes et al.recense des CMP substitués en
position “Cy-Pro ainsi que la température de fusion Tm mespe les triples hélices
formées par des peptides (Xaa-Yaa-Ghy) (Xaa-Yaa-Gly). Ces valeurs de Tm permettent

une comparaison directe de leur stabifffté.

(Xaa-Yaa-Gly)io] Tm (°C)
(Pro-Pro-Gly)o | 31-41 R r\zz (Xaa-Yaa-Gly); | Tm (°C)
(Pro-Hyp-Gly)o| 61-69 z_)\(o (Pro-Pro-Gly} |Pas d’hélic
(Hyp-Pro-Gly), |Pas d’hélic N & (Pro-Hyp-Glyy 36
(Hyp-Hyp-Gly)o| 65 | (Pro-Flp-Gly), 45
(Pro-hyp-Gly)o [Pas d’hélic Flp : ReH, R=F (Flp-Pro-Glyy |Pas d’hélic
(hyp-Pro-Gly), [Pas d’hélic fip: Ri=F, R=H (Pro-flp-Gly), |Pas d’hélic
(Pro-Flp-Gly)o 91 E;’FEJ :1 RRllzng RE;S: (flp-Pro-Gly), 33
(Flp-Pro-Gly), |Pas d’hélic (flp-Flp-Gly); |Pas d’hélic
Mep : R=H, R,=CHj;
(flp-Pro-Glyho 58 mep : R=CHs, R=H (Pro-Clp-Glyy 23
(flp-Flp-Gly)10 30 Clp : Ri=H, R=Cl (clp-Pro-Gly) |Pas d’hélic
(Pro-Clp-Gly)o| 52 olp : R=Cl. R=H (Pro-Mep-Glyy | 29
(Clp-Pro-Gly), Pas d’hélic Mop : R=H, R=0-Ch (mep-Pro-Gly) 13
(clp-Pro-Gly)o 33 (mep-Mep-Gly} 36
(clp-Clp-Glyho [Pas d’hélic
(Pro-Mop-Gly)o 70

Tableau 1: Valeurs des températures de fusion desiptes hélices de CMP®

Les peptides (Pro-Hyp-Glyyeprésentent les CMP témoins, étant constituédridsts les
plus représentés dans la séquence du collagénaggaubes J de 36°C et ~65°C sont
trouvées pour (Pro-Hyp-Glyket (Pro-Hyp-Glyjo, respectivement. La comparaison avec les
peptides (Pro-Pro-Gly) montrent que I'hydroxylation du résidu proline osition Yaa a un
impact décisif sur la stabilité de la triple hélioe qui n’est pas le cas en position Xaa. Par
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ailleurs, il est important de noter que la ster@oah de la 4-hydroxyproline est importante, la
(2S,4R-4- hydroxyproline en position Yaa augmente cofisillement la stabilité de la triple
hélice, ce qui n'est pas le cas de son stéréoisrhénfluence du groupe hydroxyle sur la
stabilité de la triple hélice a été I'objet de nopux débats. Une hypothése a mis en avant
leur réle prépondérant dans I'établissement d'weaé de liaisons hydrogene les reliant aux
carbonyles du squeletté.De plus, la premiére structure cristalline obtesue un peptide
mime de collagérfé a montré la présence d’une sphére d’hydratatitouadle la triple hélice
maintenue par des liaisons H entre les groupemédits et I'eau. Une autre hypothese
explique limportance des groupes OH sur le carbdBg en raison de la forte
électronégativité de I'oxygene. Des effets stémaiébniques permettraient de pré-organiser
la chaine peptidique de maniéere propice a la faonade triple hélice. Afin de tester cette
hypothése, I'hydroxyproline a été remplacée parfluwoproline (Flp ou flp), les atomes de
fluor n'étant pas de bon accepteur de liaisorf§ Hs'est avéré que la triple hélice était plus
stable en présence de I'atome de F qu’en présamggalipement —OH, la température de
fusion de (Pro-Flp-Gly) étant supérieure de 25°C a celle de (Pro-Hyp+@(gf. Tableau 1).

La triple hélice semble ainsi étre stabilisée pas @ffets stéréoélectroniques, méme en
absence de liaisons H. On note a nouveau querkostémie de la substitution est cruciale
pour obtenir cette stabilisation, le peptide (Rp&ly); ne formant pas d’hélice. Pour
conforter cette hypothese, la proline a égalemgnsébstituée par une chloroproline (Clp ou
clp). La T, du peptide (Pro-Clp-Gly), bien qu’inférieureé la T, de (Pro-Hyp-Gly), est tout
de méme supérieure a celle de (Pro-Pro-@ly@es observations sont vraies pour les peptides
comportant 10 répétitions mais €également pour nefui conforte I'idée que la substitution
en position 4 de la proline influence la stabilde la triple hélice par des effets
stéreéoélectroniques et non par la possibilité de fdes liaisons H avec I'eau. Enfin, pour
mettre en évidence l'effet uniquement lié a I'enboement stérique, la proline a été
substituée par une méthylproline (Mep ou mep). léhyle, qui n'a pas de contribution
électronique, a un effet significatif sur la stabildes triples hélices. Cet effet apparait
stéreospécifique, puisque (Pro-Mep-Glprésente une ,J de 29°C alors que ni (Pro-Pro-
Gly); ni (Pro-mep-Gly) ne forment de triple hélice. L'étude des préféesnc
conformationnelles de ces cycles pyrrolidines stugst fournit un élément important dans la
compréhension de la stabilité des triples hélites.en effet été trouvé que, dans I'analogue
Mep de la proline, le méthyle stabilisait la comf@ationup du cycle pyrrolidine tandis que le
mep stabilisait un plissememtown® Ainsi, I'alternance de conformation aux positions

successives Xaa-Yaa semble étre cruciale pour ioltee triple hélice stable. L’acide aminé
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en Xaa doit adopter un plissemaidwn et celui en Yaa un plissemeunp. Les stabilités
obtenues avec les dérivés halogénées obéissemh@&mes regles, les atomes électronégatifs
(Cl, O, F) jouant le role de stabilisateurs de oomfation, par effet gauche, en fonction de la
configuration du*Cy. Ainsi, la conformation de 1a26,4R-4-hydroxyproline (Hyp) est trés
fortement stabilisée en plissememp et celle de la 4S,4%-4-hydroxyproline (hyp) en
plissementdown L’échelle de la stabilité de ces plissementspaat extension, de la triple
hélice est directement reliée a I'électronégativds éléments. On note toutefois que le
peptide (flp-FIp-Gly)o posséde une ,Trelativement basse (30°C) par rapport aux critéeres
evoqués et a celle obtenues pour (flp-Pro-{glyp8°C) et (Pro-FIp-Gly) (91°C). Cela
pourrait &tre dii & une géne stérique entre les cglgs pyrrolidine successifs substitdés.

La connaissance de ces préférences permet de mprévode concevoir des
peptidomimétiques de la triple hélice de collagénta lumiére des données publiées, le fluor

apparait comme un atome de choix pour augmenteabdite.

3.1.2 Pourquoi le Fluor ?

Un peu d’histoire— Le fluor a été isolé en 1886 par Henri Moissangqui lui valut le Prix
Nobel en 1906,ce fut une étape importante dans I'histoire dehianie car cette expérience
intervint apres de nombreux essais infructueuxedtéblyse de I'acide fluorhydrique. Il existe
trés peu de produits naturels fluorés, ce qui guplipourquoi il était peu conAliAu début

du XX siécle, le fluor intervient surtout en chimie iganique et c’est seulement a partir des
années 1930 que sont découverts les chlorofludromes (CFC) utilisés comme fluides
réfrigérants (aujourd’hui bannis a cause de leuntrdmution probable au trou de la couche
d’'ozone) et le Téflon. C’est en 1941 que le fluonmait un essor important avec le projet
Manhattan pour le lancement de la bombe nucléiest alors nécessaire de produire du HF
et du k pour faire du UF (utilisé pour séparer les différents isotopes 'deahium par
diffusion gazeuse). Et ce n'est qu’au début deg€as’d0 que la chimie organique du fluor est
née. Tres vite, des découvertes décisives ont peanm composés fluorés de devenir des
médicaments majeurs : les anesthésiques génénaanéd| les propriétés antitumorales du
fluorouracile, et surtout les extraordinaires effbiologiques résultant de I'introduction du
fluor dans les corticostéroides, découverts parFrdled. En 2000, 18% du marché

pharmaceutique sont des composés fluBtéisest également trés présent dans les domaines

: http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1906/
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des matériaux biocompatibles, phytosanitaires notamt en agrochimie (50% des parts du

marché).

Propriétés structurales L'atome de fluor est trés souvent comparé atat d’hydrogéne du
fait de son faible rayon de Van der Waals (1.35ABa petite taille, son importante
électronégativité, un excellent recouvrement de mdstales 2s et 2p avec les orbitales
correspondantes du carbone, la présence de tiogs pen liantes, font qu’un atome de fluor
porté par un carbone est toujours, sur le plandtiifwn substituant électroattracteur, et sur le
plan mésomeére, un substituant électrodonneur. laésohs sont fortement polarisées du
carbone sp33() vers le fluor §7), ce qui confére a la liaison C-F une énergie physortante

gu’une liaison entre un carbone et un autre halkegen

A de rares exceptions prées, les composeés fluorésropoint d’ébullition plus bas que leurs
analogues non fluorés. lls sont également accepteliaisons hydrogénes. La présence d’un
fluor va augmenter I'acidité des groupements viginat diminuer la basicité des amines
vicinales, ce qui va permettre d’améliorer la bspdinibilité de certains composés. Dans le
cadre des peptides, il a un effet sur la stabifitétabolique notamment vis-a-vis de

I'hydrolyse.

C’est pour ces différentes propriétés que le flesrr largement employé en chimie
médicinale. Il permet a la fois d’améliorer le profiétabolique des composés bioactifs et de
créer des interactions particulieres avec leur{sle@) endogéne(s). Dans le cadre de la
conception de nouveaux mimes de collagene, noussagboisi d’incorporer des groupes
trifluorométhylés CFEk qui induisent également des propriétés particegieque nous allons

développer dans le paragraphe suivant.

3.1.3 Les pseudo-prolines trifluorométhylés

Les pseudoprolines¥tPro, Figure 2) ont été tres utilisées en synthematidique,
notamment pour la synthése de peptide hydrophobeseltes permettent d’inhiber les
phénomeénes d’'auto-association/d’agrégatfoBuite & ces observations, des études par RMN
ont permis de mettre en évidence que la présenpsalaoprolines abaissait de 1-2 kcal/mol
la barriére d’énergie de I'isomérisatiois-transcomparé & la prolin&:* Dans le cadre de la
conception de peptides CMP, le remplacement déduseproline et/ou hydroxyproline par
des analogues pseudoproline apparait trés intértesanle passage de I'isomeams atrans

est une étape limitante pour la formation de lalérhélice de collagene. Il a été suggeéré que
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la baisse de la barriere d’énergie serait due @dirtanution de la densité d'électrons de la
liaison peptidique (effet inductif de 'oxygéne)aix différents plissements de cycle imposés
par la substitution d'hétéroatom&sang et al.ont alors réalisé des études comparatives entre
des dipeptides Ac-Pro-NHMe, Ac-Hyp-NHMe et AtRPro-NHMe par DFT (Density
Functional Theory), les populations pour chaqué @eaespondant a un minimum local sont
présentées dans le Tablead>? On observe alors que, d'aprés les calculs théesiqu
l'insertion d’'un hétéroatome en position 4 va peuph conformation PPIl (dénommée F)
principalement en raison des contributions impdesmes populatiortsans-ppll-down(tFd)

et trans-ppll-up (tFu). En effet, 51% des Ac-Pro-NHMe et 41% des AgHi§HMe sont en
conformation PPIl contre 69% des Atrro-NHMe. Mutter et al ont montré que la nature
des groupements ainsi que la stéréochimie du ce@greavaient une grande influence sur
I'isomérie cis-trans* en ajoutant un groupemepiméthoxyphényle(S) — 37% encis, (R)
—5% encis). L’enjeu pour nous a été de controler la populatitrans ainsi que les

plissements de cycle pyrrolidine.

C’est ainsi que notre laboratoire a débuté uneabollation avec I'équipe du
Professeur Thierry Brigaud qui a développé une oughde synthese de 1,3-oxazolidines
trifluorométhylées en positiofCs. Celles-ci peuvent subir une N-acylation et dextiéns
d'amidification, et ceci sans modification de l&rébchimie, ce qui leur permet d'étre
résistante & I'hydrolyS2 Par conséquent, elles peuvent étre considéréesmeodes

analogues de proline (Figure 2).
Q\/(o O\(O
/& HN— N
HN—
0 Ao

Ac-Pro-NHMe Ac-(4R)-Hyp-NHMe

0
s 0 (R
3\(0 F3C(‘")<N—>\/( F3C'243\(
0 0

0 o 0
Y N
e e PGS

Ac—YPro-NHMe Ac-(5S)-CF3-PPro-NHMe  Ac-(5R)-CF;-YPro-NHMe
Figure 2: Pseudoprolines analogues de prolines eydiroxyprline
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Des études comparatives par calculs DFT et par RivitNalors été menées afin d’étudier
isomérie cis-trans la présence de liaisons hydrogenes ainsi qudideement du cycle
YProline® et sont résumés dans le Tabledl 2.

_ DFT RMN
Peptide
CcAd | cAu | cFd | cFu | tAd | tAu | tCd | tCu | tFd | tFu c
Pro 19.2| 13| 6.6| 57 23931 08| 00| 176 21.6
(4R)-Hyp 15.6( 3.0| 6.1 4.2 15.6135| 04| 0.0/ 9.0 32.0
YPro 94| 19| 98| 115 16827 | 05| nc| 271 20.f 34
(59)-CFs-¥Pro | 0.7 | 0.0| 368 0.1 13 n.g nc. njc60.3| 0.7 43
(5R)-CFs-¥YPro | 0.3 | 1.5| 05| 383 0.7 43 n.c. njc. 15B34| 45

Tableau 2: Populations (%) de chaque conformere dar%au pour les différents peptides obtenues par teuls DFT
ou d’aprés des mesures RMNcEcis, t=trans, C=coudey, A=hélicesa, et F=PPII, d=down, u=up, n.c.= calculs non
convergent)

Ces résultats nous montrent que les estimatiop®plelationscis:transréalisées par RMN et
DFT sont du méme ordre, les calculs théoriquesigaatilégerement moins de conformations
cis. D'apres ces mesures, lI'ajout d’'un groupement @korise largement une population
particuliére qui dépend de la stéréochimie du eei@;. La conformatiortFd est adoptée a
60% par le moti{5S)-CF:-YPro (Figure 3) alors que (&8R)-CFs-YPro favorise laFu (53%).

La stéréochimie du carbon€s affecte uniquement le plissement du cycle & 5Snore, les
conformationstrans (w= 180°) et F ¢=-70°, = 150°) étant largement stabilisées dans les
deux cas, ce qui est souhaitable dans le cadra deniception de CMP. L’étude des effets
électroniques a montré que les plissements de @i stabilisés par des interactions
électrostatiques entre les atomes chargés négatnten(-0.35 e) du groupe €Et un des
protons H charges positivement (+0,21 e). Ces interactimelativement faibles, agissent en
synergie avec deux effets d’hyperconjugaison imylitf chacune I'orbitale antiliante (C*-

F). En effet, la distance F--ghpour (5S)-CFs-YPro est plus faible dans la conformatiéial
(d=2.50A) quetFu (d=3.56 A). Le plissement de cyadewn est donc stabilisé (Figure 3).
Pour les mémes raisons mais de maniére symétrigueycle (5R)-CF-VYPro est trés
fortement stabilisé avec un plissement de cypleCes résultats indiguent que I'enchainement
(5S)CFRs-YPro{5R)-CF:-YPro pourrait avantageusement remplacer la diadé¢lippadans les
triplets de collagene en renforcant I'alternanceplissement de cycle downup » requise

pour la stabilité de la triple hélice.
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€ .5 B Fd ¢ %6 Fu

Figure 3: ConformationstFd et tFu adoptées pan5S)-CF3-WPro. La conformation est stabilisée par une interadbn
favorable entre un fluor et H* uniquement pour un plissement de cyclelown. En conséquencetFd représente
60,3% des conformations adoptées pabS)-CFs-¥Pro et tFu n'est adopté qu’'a 0,7%. Le plissement de cyclep est
en revanche le plus stable pour I'analoguéR)-CFs-WPro en raison d’'une proximité entre le fluor et H?

Les études de RMN menées sur (B&)-CFs-YPro-NHMe ont par ailleurs montrées
que la barriere d’énergie de l'isomérisatiois-trans était particulierement basse pour ce
mime de tripeptide, au-dela de I'abaissement dekt&/mol observé pour 'ensemble des
VPro? Une mesure de 15,5 kcal/mol a été trouvée pote betriére, alors qu’elle est de 19
kcal/mol pour le résidu proline. Cet effet, spépit de(5R)-CF-VYPro peut a nouveau
s’expliquer par une contribution stéréoélectronigles atomes de fluor. Dans le chapitre
précédent, nous avons évoqué la présence de nat®duglubles, pouvant provenir de
'assemblage désordonné de triples hélices maléepl Une raison possible expliquant la
présence de tels édifices en solution provientadigalson Gly-Pro, a 20% en conformation
cis. Cette géométrie de la liaison peptidique, incaibpgavec la formation de triple hélice,
est relativement stable puisque la barriére d’éaalg I'isomérie cis-trans est élevée pour la
Proline. Il est attendu que le remplacement de ri@in@ par un motif pseudoproline
trifluorométhylé favorise I'isomérisation et air{§i accélére la formation des triples hélices et

(i) déstabilise la formation des agrégats solubles

Un modéle de modélisation moléculaire a été ékldoraide du logiciel Discovery
Studio (Biovia) en se basant sur la structure déipde hélice [(Pro-Pro-Glyy|s (PDB :
1k6f). L'incorporation de quatre groupes {Jrar chaine a été faite pour obtenir les séquences
suivantes au sein de la triple hélice [(Pro-Hyp)&({5R)-CFs-YPro{5S)-CFRs-YPro-Gly)-
(Pro-Hyp-Gly}]. La minimisation a été effectuée dans le videagiermis d’observer une
structure de triple hélice stable, ot les groupespdrtés par le3C; pointent vers I'extérieur
sans causer de géne stérique. Ceux-ci pourraierg &voriser des interactions entre les
triples hélicesvia des interactions fluor-fluor et former des édificeipramoléculaires plus

stables (Figure 4).
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Figure 4: lllustration d’'un modéle de triple héliceincorporant des pseudoprolines trifluorométhylées.

Pour mettre en évidence ces particularités stralgsy nous avons synthétisé une
famille de quatre triplets Ac-Xaa-Yaa-Gly-NHMe. Rareux, deux tripeptides correspondent
a des références, utiles pour évaluer les effedsgdaupes C§; les deux autres, incorporant
des pseudoprolines fluorés. Des études RMN consplete ensuite été menées et seront

présentées en partie 3.2.2

3.2.1 Synthese

Nous avons synthétisé, dans un premier temps, pgsewdotripeptides de référence
avec un groupement acétyle Berminal et amide e-terminal afin de s’affranchir des
phénomenes liés aux interactions électrostatigeigsie 5). En effet, il a été montré que des
interactions électrostatiques pouvaient contraingimeplissement de cycle et avaient une

influence sur l'isomérigis-trans®®

OH
FHN MN
No NHL N N
o} o] CONH
/\*o CONH, /Ko >
P1 P2
Ac-Pro-Pro-Gly-NH Ac-Pro-Hyp-Gly-NH,

Figure 5: Triplets de référence

Nous avons donc choisi de travailler en stratéegied-car le seul acide aminé qui nécessite la

protection de sa chaine latérale est 'hydroxypelfhydroxyle en position 4). Cette fonction
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est protégée par une fonction tertiobutyle qui nfs sensible en milieu basique et qui sera

déprotégée lors du clivage final en milieu acide.

Les peptides P1 et P2 (Figure 5) ont été prépaésquplage avec I'acide aminé approprié
sur une résine amide MBHA (loading: 0.52mmol/g).tt€erésine permet d’obtenir la
terminaison amide (CO-NHl enN-terminal. Chaque acide aminé a été prealablenaiviea
par traitement avec une solution de HBTU ou HATUEM® dans laN-méthyl-2-pyrrolidone
(NMP). La déprotection du groupement Fmoc a été faitetratement avec une solution a
20% (v/v) de pipéridine dans la NMP. L'acétylatiarété réalisée par traitement avec une
solution a 20% (v/v) d’anhydride acétique dans MM Les peptides ont été clivés de la
résine avec une solution de TFA: triisopropylsitahkO (95:2.5:2.5). Aprés purification,
nous avons obtenu 14 mg (44%) Ble et 29 mg (89%) d®2. Ces deux peptides nous ont
alors servi de référence pour des études compesgtiar RMN.

Dans un second temps, nous avons synthétisé den&s atnipeptides incorporant des
groupements trifluorométhylés tel que 1&RES)-Ser@“™"Pro) remplacant I'hydroxyproline
et (S49-Ser®*™"Pro) remplacant la proline (Figure 6).

(o)

Fsc\( F.Ce _O
R 3
[/HN % EE
N NH \\‘S‘k/>\\<
PS O 0 \-CONH, FaC" N Nd
o /K o o CONH,
o

P3 P4
Ac-Pro-(R 49)-Ser@CFHPro)-Gly-NH, Ac-(2S49)-SerPC3HPro)-(R 49-SerPc3HPro)-Gly-NH,

Figure 6: Triplets fluorés

La synthese de ces deux triplets a été réaliséeptarse liquide du fait de
I'incorporation d’acides aminés non naturels qucesSite des conditions particulieres de
couplages. La présence de groupements éléctrdatirac Ck induit une faible nucléophilie
de la fonction amine ainsi qu’'un encombrement gt&risupérieur ce qui nécessite une
activation par un chlorure d’acide. De plus, il egportant de noter que la synthése se fait de
'extrémité N-terminale vers C-terminale car, une fois acylées, les pseudopmline

trifluorométhylées présentent une grande stabfflité.

Synthése des pseudoprolinds"™"Pro - La premiére étape est de synthétiser les
pseudoprolines, analogues de proline développés Musiter et al. La synthése des

pseudoprolines trifluorométhylées SET(>"Pro) débute par la condensation d'une sérine
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estérifiée avec I'hydrate du fluordl.Deux synthéses ont été réalisées du fait desefaibl
rendements obtenus lors de la premiere synthesseis méthyligue (ANNEXE 5). Une
seconde stratégie a été de travailler en sérieybgue. Le groupement protecteur Boc est
utilisé pour améliorer la solubilité de la sérinend le toluéne afin de faciliter I'étape de
condensation. Il est alors clivg situ au cours de la réaction. La condensation de la Boc
sérine ester benzylique sur I'hydrate de trifluedialdéhyde en présence para-toluene
sulfonate de pyridinium (PPTS) permet d’obtenips@udoprolind sous forme d’un mélange

diastéréoisomérique 81:19 (Schéma 1).

HO PPTS (0.1eq) 04 o
N j)\H Toluéne 'I\/I\><0028n Q‘Lcoan
3 N
CIH.H,N~ >CO,Bn F5C~ “OEt 00 1h FiC 2 [ FiC"2 |
(L)-sérine ester benzylique Dean-Stark 3 h 1a 1b
159 Rdt = 63%
ed =62%

Schéma 1: Synthése de la S&F"Pro)-OBn 1

Synthése du peptide PBouplage Pro¥“"*"Pro

Nous avons montré au Laboratoire qu’apres un cgeplaeptidique a partir du mélange
diastéréoisomériqgue de pseudoprolines-1, il étaissiple d'obtenir un seul dipeptide
incorporant une SeHC™"Pro) de configuration R4S (Schéma 2). En effet, bien que la
pseudoproline-la soit majoritaire, lors de la néactd’acylation, le couplage est rendu
difficile par la présence des deux groupementsrebtnzyligue et C§ en trans
(encombrement de chacune des 2 faces). En revaachseudoproline-1b, elle, n'a qu’'une
seule face d’encombrée, ce qui facilite 'approche chlorure d’'acyle et qui favorise la
réaction d’acylation. Par ailleurs, la réactioncdeiplage se déroulant en absence de base, il y
a équilibration entre les deux pseudoprolines v mécanisme d'ouverture-fermeture

catalysé en milieu acide (libération d’HCI lorsl@eylation).
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(= Bnog, BnO,C, ,
J s P (o = 2
Bro,C 2 N" oy = HN O . BN O = g 2SN OcE
) H Y : RN
trans CF3 CF3 cis
(plus stable) trans-(25,48) Cis-(2R,43) (moins stable)
o} o}
FmocAA)J\ Cl FmocAA/U\ Cl
BnOSC, | BnOG, ,
[\ == '
FmocAA\n/N\z(O FmocAA\n/N\;z/O
o or, O CF,
trans-(2S,4S) Cis-(2R4S)

Schéma 2: Couplage peptidique a partir d’'un mélangée pseudoproline 1 conduisant a un seul dipeptide
La synthése du dipetide Fmoc-Prdr{@S)-Ser®“""Pro)-OBn2 suit alors le schéma suivant
(Schéma 3). La Fmoc-L-Pro-Cl est préparée selonéhode décrite par Babu, par sonication
en présence d’'un large excés de chlorure de treatighs le DCM pendant 45 minutes puis

évaporatiorf?

o)
Q‘LCOZBn
F.C 2 N

H,, Pd/C (10%) FiC
SOCl, (13eq) F3C 2 3
OH 2 3
le} fe} MeOH o o
e G- 1 Y g
N o) Fmoc-Pro-Cl _—
Fmoc 45" sonicateur tamb nuit NFmoc CO,Bn  t-@amb1h NFmoc CO,H
Fmoc-L-Pro 2
650 mg
Rdt=77%

Schéma 3: Synthése du dipeptide Fmoc-Pro-(2R,4S)+S¥CF;,HPro)
La déprotection chimiosélective réalisée par hyénodyse en présence de palladium sur
charbon a pression atmosphérique d’hydrogéne est gimple que celle utilisée en série
meéthylique et le rendement obtenu est plus éleeeplDs, le produit ne nécessite pas d’'étre
purifié.

Synthése du peptide PGouplage Pro¥“™"ro -Gly

L’acide est ensuite couplé avec la glycine amidedibbtenir le tripeptide Fmoc-Pro-
(2RA49-Ser@*™"Pro)-Gly-NH.. Puis, afin d’obtenir le pseudotétrapeti® le groupement
amine est déprotégé et I'extrémitéterminale est alors acétylée en présence d’andydri

aceétique avec un rendement global de 16% sur apest(Schéma 4).
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Schéma 4: Synthése du pseudotétrapetide Ac-PraR,4S)-Ser*™"Pro)-Gly-NH, P3

Synthése du peptide PAcétylation¥“">"Pro

La premiére étape consiste & préparer 28&4$-Ser®"Pro)-OBn afin de mimer
le résidu proline. Contrairement aux réactions agptage avec des acides aminés classiques,
les CR-WPro ne s'épimérisent pas €€ lors des réactions d'acétylation. Ceci peut
s’expliquer par le faible encombrement stériqud’atehydride acétique en comparaison avec

un acide amin@&l-protégé activé sous forme de chlorure d’acide.

Ainsi, le traitement de I'oxazolidin@§,4%-1 par de I'anhydride acétique en présence d’'une
guantité catalytique de diiode conduit a l'oxaziolel acétylée correspondante avec un
rendement de 69% (Schéma 5).

I, o) THF, H,0
2l w‘COZMe Ac,0 />'C°2'V'e LiOH 20|\/>4—COQH

F3C\ H F3C > F C\‘ N
.amb 2 o] tamb 3 h 3
(25451 t.amb 24 h /¥ ):o
29 Rdt = 69% Rdt = 82%

Schéma 5: Synthése de Ac-(2S,4S)-Sef>"Pro)-OH

Synthése du peptide P@ouplage de Ac2S,43-Ser®@“Pro)-@R,43-Ser@“""Pro)-OBn

La réaction de couplage avec le second mot§'@FPro, mime de I'’hydroxyproline, nécessite
une activation de I'oxazolidine sous forme de amerd’acide. Celui-ci est préparé selon la

meéthode décrite précédemment et est immeédiatenmgagé dans la réaction de couplage
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peptidique avec 1a2R,49- Ser®*™"Pro)-OBn. Le dipeptidé attendu est obtenu avec un
rendement de 41% (Schéma 6).

D‘COan F.C
SOCl, (13 éq) FoC 2 L~ j\
o
2L/>4‘CO2H _bem | ZL Acoci i CO,BN
ESN
FsC )§ sonicateur 45' (x 2)
o )to
O 6
5 /&
500 mg Rdt = 41%

Schéma 6: Synthése du dipeptide

Synthése du peptide @ouplage d&“~"Pro ¥ pro -Gly

Le dipeptide6 est ensuite déprotégé par hydrogénolyse en présknpalladium sur
charbon a pression atmosphérique ;d’'Hacide correspondant est alors engagé directemen
dans la réaction de couplage peptidique avec larglyamide en présence de BOP-CI et de
triéthylamine. Le tripeptide Ac28,4%-Ser @°™"Pro)-@R,49-Ser ¥°~"Pro)-Gly-NH, P4,
est ainsi obtenu avec un rendement de 17% (Schgma 7

o) Hy Pd/C (10%) 0
Pl MeOH FSC% crrn FSC% H
N __tatm ]
o CO,B COH ————>
~‘|\Ho 2=n o LH *" Borcl, EtzN I\H

N
F3C /Eo F3 DCM F,C' /\’t
t.amb 24 h o

90 mg

P4
Rdt=17%

Schéma 7: Synthése du pseudotétrapeptide A2 4S)-Ser(¥ "Pro)-(2R,49)-Ser(¥*™"Pro)-Gly-NH, P4

Nous disposons alors des quatre tripeptides naicesspour procéder a des études

RMN comparatives.

3.2.2 Caractérisation par RMN

La triple hélice de collagene nécessite que tdetefiaisons peptidiques soient gans Elle

est par ailleurs stabilisée par une alternanceplissements de cycle pyrrolidine (Xdawn
Yaaup), et la présence de liaisons hydrogéne intramtd&es. La RMN permet
d’appréhender ces caractéristiques structuralesadution. Nous avons donc enregistré
différents types d’expériences (homo et hétéromire$ sur les quatre pseudotétrapeptides

présentés dans la partie précédente et représergeRgure 7
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R R§R4 P1: Ry,RyR3R4=CH,
= 2\ 2N P2: Ry,Ry,R3=CH,, R4=(R)C-OH

"N < P3: R1,R;=CHy, Ra=(R)C-CF3, Rs=0

1 o P4: Ry=(S)C-CF3, R2,R4=0, Rg=(R)C-CF3
oéj\ O \_ConH, 1=(5) 4 (R)

Figure 7: Schéma général des tripeptides

Attribution - Pour chaque peptide, différents conforméres aargge ont été identifiés
et quantifiés. Les attributiondH et *C ont été obtenues grace a I'enregistrement des
expériences TOCSY (TOtal Correlation Spectroscop¥)ESY (Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY) ou ROESY (Rotating-frame nuclear @aeaser Effect SpectroscopY), et
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).

L’expérience TOCSY permet d’observer des corréfatientre I'ensemble des protons qui
appartiennent au méme systéme de spiagles relaisJ ou?J. Des protons séparés par plus
de 5 liaisons peuvent étre corrélées, tant qugdeme de spin n’est pas interrompu par un
hétéroatome ou un carbone quaternaire. Cette expérinous a permis d’identifier les

différents systemes de spins correspondant aumpsoét/ou a ses analogues (Figure 8).
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- > Wiog ) o
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Figure 8: Isomérie cis-trans du peptide P1 et spee TOCSY enregistré a 500MHz, 10mM, 25°C, ED
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On observe 4 systemes de spins différents corrdsmbra des résidus Proline. L'analyse du
spectre NOES¥ (Figure 9), qui refléte les proximités spatialesremoyaux (couplage
dipolaire), permet d’obtenir I'attribution séquestié X-Y grace aux corrélations®g-H®. I
montre également qu’une isomeérisation a lieu agauvde la premiere liaison peptidique Ac-
Pro, et permet I'attribution des formeis (minoritaire) ettrans (majoritaire). Dans un régime
d’échange lent, chaque proline est alors dédoulémrrespondent a I'isométeans et 2
pour I'isomeérecis, (représentées en vert et en orange respectivent@mtpbserve une plus
grande différence de déplacement chimique poupraes X car elles sont les plus proches
de l'isomériecis-trans.Une quantification a été faite par une analyseainotg des spectres
HSQC et des spectres NOESY. L'expérience HSQC mstexpérience hétéronucléaire qui
permet de relier le carbone a ses protons, ellmgtede mettre en évidence les protons
diastéréotopes, mais aussi, grace a la grandersispeles fréquences dans la dimensfah

de différencier les différents protons superposesz

Etude des populations cis-trandNeus avons enregistré des spectres NOESY de nos
quatres tripeptides en solution dans D En présence d’une liaisais, nous avons pu
observer un pic de corrélation entre I§ (duCHs ac)-H%+1 et en présence d’une liaistians

nous avons pu observer une corrélation enttgoHCHs ac)-H’+1 (Figure 9).

.
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Figure 9: Spectre NOESY! enregistré sur le composé P2, 500MHz, 10mM, 25°0;0
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Chaque tripeptide posséde 3 liaisons peptidiqligsaurait donca priori 3° conformations
possibles par peptides. Or, nous n’observons que denforméres. En effet, la liaison
peptidique qui porte le numéro 3 (Figure 7), esquement ertrans ce qui correspond aux
observations faites pour la quasi-totalité desdias peptidiques Xaa-NonPro ( donnant les %
de cis de 0.06%).En outre, la barriére d’énergie de lisomérisaticia-trans pour un
enchainement Xaa-NonPro est de l'ordre de quel§@ad/mol, beaucoup plus basse que
celle mesurée pour Xaa-Pro, ce qui conduit a l'isgdulité d’isoler la formecis Xaa-Gly
ultra-minoritaire (cas de I'échange rapide). Ainsgus n’avons que 4 conformations du
squelette accessibles pour 'ensemble de nos gspiifinies par les isoméries des liaisons 1
et 2 (Figure 7). Celles-ci sont reportées dansdeldau 3. La quantification des différentes

populations a été réalisée par intégration desasixyspécifiques sur le spectre HSQC.

1
Peptide Ac--+-Xaa-2--Yaa-2--Gly-NH
DeisPtrans DtransPtrans WtransPcis | Meiscis
P1 20 80 0 0
P2 20 80 0 0
P3 5 50 40 5
P4 10 65 20 5

Tableau 3: Populationscis-trans exprimées en %

Les peptided 1 et P2 possedent uniguement une isomeérie sur la prerigsen peptidique

et adoptent trés majoritairement la conformati@ams-trans requise pour la stabilisation de
la triple hélice. La présence d’'une populatesrtransest probablement surestimée car il ne
s’agit pas d’une réelle liaison peptidique en pémmposition mais d’'un mime, le groupement

acétyle étant moins encombré qu’un acide amine.

Pour les peptideB3 et P4, nous observons cette méme isomeérie de la lidisendans les
mémes proportions, mais il y a également une isienagr niveau de la liaison peptidique 2.
La substitution du carbor€; est en effet & I'origine de ce comportement caléitabilise
sensiblement la formérans de la liaison PréPpro-YPro par encombrement stérique.
Cependant, cette géne reste limitée en comparasec le groupe isopropyle qui est
considéré comme isostére du trifluoroméfA&?:*>*Nous avons pu étudier plus en détail la
barriére d’énergie nécessaire pour passer d’'umesférune autre.
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Etude de la barriere d’énergie La barriere d’énergie reliant la formis a la forme
trans est d’environ 20 kcal.mdldans le cas d’une liaison peptidique impliquarg proline.
C’est une étape limitante lors de la formation alérible hélice de collagérieLa mesure de
cette barriere d’énergie peut étre déterminée A RN réalisant une étude en température.
En effet, lorsque I'on augmente la températurediiconversion entre les deux conformeres
est accélérée, ce qui se traduit par un changechentégime d’échange, de lent vers
intermédiaire, puis de intermédiaire a rapide. Déemx de résonances distinctes sont
observés pour un régime d’échange lent (le casodeaptides a température ambiante), les
raies s’élargissent a mesure que la températuraugshentée (pouvant méme disparaitre en
raison d’'une largeur de raie trés importante : Bghantermédiaire) et elles coalescent enfin a
une température caractéristique marquant l'entréasdun régime d'échange rapide
(température de coalescence). Les résonances ébseivcette température correspondent a
la moyenne des déplacements chimiques des deuxe$oan échange. Il y a autant de
températures de coalescence que de signaux en RIMDMa température de coalescence est
reliée & I'énergie d’activation grace a I'équatibBrying:*?

Ou AG* correspond a I'énergie d’activation moyeniegst la constante de Planck, R

correspond a la constante universelle des gazitsaetk,, la constante de vitesse moyenne.

En utilisant les deux relations :

keee = (1+ Ap) X koy et ko = (1 —Ap) X kgy

T*AV

V2

et Koy =

ou ks correspond a la constante de vitesse du passdgdatenecis vers la formdrans, ke
correspond a la constante de vitesse du passadge fdeme trans vers la formecis, Av
correspond a la différence de déplacements chimmigneHz etAp correspond a la différence

de population entre les formeis ettrans.

il est possible de calculer

T
AGZ. = RT[23.760 + ln(k )]
c-t

et

T
AGZ_. = RT[23.760 + ln(k )]
t—c
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Ainsi, nous pouvons calculer les énergies d'adtwvatdG?, et AG7 . en mesurant la
température de coalescence des différents signawen ecalculant les ratio c/t. Pour les
peptidesP1l et P2, la barriere d’énergie pour passer d’'une forméatrie est supérieure a
75°C et il est alors impossible de déterminer lapérature de coalescence avec notre
spectrométre RMN équipé d'une cryosonde. Pour legtiges P3 et P4, les barrieres
d’énergies ont pu étre calculées. Les valeurs &esisont répertoriées dang &bleau 4.

Peptide | Groupements| Population & (ppm) | Tc (K) | ket0U ki | AG (kcal/mol) (I\Ifcoaillfmngg
DAcétyl 0,52 2,10 14,70 16,39
©acétyl 0,48 2,09 308 16,17 16,33
OH° 0,51 6,34 314,44 15,99 AGE ,-16.19
P3 o 0,49 6,05 338 327,54 1596 | AGZ ,.16.14
ONH 0,53 8,61 494,55 14,72
©NH 0,47 9,08 318 549,50 14,65
OAacétyl 0,79 2,24 18,82 16,78
©acétyl 0,21 2,28 318 70,04 1595 | AG? . -16,54
P4 o 0,74 6,13 40,92 1629 | AGZ ,.15,80
©H° 0,26 6,20 318 114,58 15,64

Tableau 4: Détermination des barriéres d'énergie paules peptides 3 et 4

Les constantes de vitesses calculées a partirédesmances amides sont éloignées de celles
obtenues pour les autres types protons. Cela esttelinent lié a la dépendance en
température des déplacements chimiques. Les vatbunst été ici déterminées a 298K, soit
20°C en dessous le leur température de coales@nuet écart en fréquence pourrait étre
différent & 318K ce qui fausse cette estimatiors dérives en température des autres protons
sont en revanche négligées. Ces résultats nougenoigue la barriere d’énergie est réduite
d’environ 4 kcal/mol par rapport aux valeurs cop@sdantes déterminées sur les résidus
proline® Les effets électroniques combinés des pseudopmlirifluorométhylées et des
motifs pseudoprolines expliquent cet abaissemettd Barriére d’'isomérisation. Ces résultats
sont tres intéressants pour la stabilisation deipée hélice qui exige la présence de liaisons
peptidigues uniguement dérans. En effet, malgré une proportion de liaisons phgtiescis
supérieure, les motif®¥pro-WYPro-Gly permettront une interconversicrt beaucoup plus
rapide que le triplet Pro-Hyp-Gly. Comme nous laraes ci-aprés, la présence non

négligeable a I'équilibre des conformergpro-WYPro cis peut étre reliée a I'établissement
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d’une liaison hydrogéne au sein de ces courtsgtiges. Celle-ci implique le proton amide de

la glycine, qui ne sera pas disponible dans I'agerent en triple hélice.

Liaisons hydrogénes La présence de liaisons hydrogénes intramolé&eslat/ou

intermoléculaires peut étre mise en évidence palNRMace au calcul du coefficient de

température. Il est défini par la pente de la beuyy= f(T), appelée coefficient de
p ASNH , .. \ . .. ASNH
temperatureF. La présence de liaisons hydrogéenes est carasapisr ke -6ppb/K
(Figure 10)*
Fsc/,A'/o)
F:C_O ~_N-
e —_— [ =0
s —= & I
3°C N \g NH H N/<o
5°C S © 9 “conn, H;NoC__N._+~/
7°C
10°C
A
ppm
/
/ 8.9 o
|
{/ 8’8 o
| | 87 : ' >
ppm 0 5 10 T (°C)

Figure 10: Mesure des coefficients de températureopr les 2 conformeres principaux de P4, 500MHz, 10xh, D,O

L’étude a été réalisée sur chaque tripeptide eregistrant des expériences 1B-a
différentes températures. Les valeurs ont été Emsupour le seul proton amide présent,
positionné sur la glycine terminale, pour les comierestrans-transet, le cas échéarttans-

cis. Les résultats sont présentés dans le Tableau 5.

P1 P2 P3 P4
Isomére | trans-trans| trans-cig trans-trans trans-gis tramarfts | trans-cis| trans-trans trans-cis
AT 9,74 X -10,35 X -11,48 | -4,69 -10,3 -4,06

(Ppb/K)

Tableau 5: Calculs des coefficients de températureislies quatre tripeptides

On remarque la présence de liaisons hydrogénerintégulaires entre le NH de la glycine et

le carbonyle du groupement acétyle en positionrNutgal pour les peptided’3 et P4. Elle est
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présente seulement pour les conformeérass-cis cette liaison hydrogene pourrait alors
expliquer la stabilisation de cet isomére a hautkud0% et 20% pour les peptiE8 et P4,
respectivement. Pour conclure, la taille du groug@nCR-pseudoproline stabilise la liaison
peptidiquecis du fait de son encombrement stérique mais égakepemnla promotion de
I'établissement d’'une liaison hydrogene. En eftkt,nombreuses études ont montré que la
conformation de la liaison peptidique était en liétroit avec le plissement du cycle
pyrrolidine!”** La rigidification du cycle pyrrolidine apportéerda groupe trifluorométhyle
dans les compos&set4 permettrait a la liaison hydrogene de s’établispgisément que dans

les composés et 2.

Les plissements de cyeleles plissements de cycle ont pu étre inspecae&fMN en
mesurant les constantes de coupl&%Ha. En effet, lorsque les constantes de couplage
3JHB2HQ: 3JHﬁ3Ha nous sommes en présence d’un plissement de ap¢je~-25) et dans le cas
ou 3JHﬁ2Ha < 3JH33H(, nous sommes en présence d'un plissement de dgela (;~25). La
représentation de Newman (Figure 11) permet derenett évidence ces différences de
constantes de couplage. En effet, on peut voirlgwenstante de couplaéﬂmzm est faible
dans le cas d'un plissement de cydtevncar I'angle diédre est d’environ 90° alors quesdan

le cas d’'un plissement de cyalp, *Jupzre ~ *Jnpara -

up down
0 a~-25 ylx+25°
N— I/\IH2 0 /N H,
<N P, 2w N Co
O \O T O§< @HBZ
H,f1p3 Hpapy,,

Figure 11: Représentation de Newman des plissemeris cycle pyrrolidine

La mesure des constantes de couplage peut étretuesfée sur le spectréH ou, si des
recouvrements de résonances ne permettent pasacetigse simple, sur le spectre £H
TROSY. Sur le spectre 14, la multiplicité du H est un doublet de doublet lorsque le
plissement de cycle edbwnalors que le méme“tapparait sous forme de triplet lorsque que

le plissement de cycle agp (Figure 12).
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Figure 12: Spectre'H des 4 peptides centré sur la zone destHles prolines, 500MHz, 10mM, BO

Grace a ces expériences simples, nous pouvonsrdédédsiiplissements de cycle majoritaires.
De maniére plus fine, les mesures de couplage pediee effectuées avec une excellente
précision grace a lutilisation de I'expérience £FROSY. On visualise bien pour les
exemples présentés que la quantification exacteliégile pour les peptide®3 et P4. Le
triplet observé pour P2 fait également apparaingxdconstantes de couplage voisines mais
non identiqgues puisque la raie centrale du trijgparait élargie. Les conformeres
minoritaires sont également difficiles a analyser $unique base des spectres .1D
L'expérience CH-TROSY" permet de supprimer le coupla8&ips qui prédomine et
masque les couplagéﬂpBHa (cf. chapitre 1). La Figure 13 montre le gain ésotution entre
un spectre hétéronucléaitid-*C HSQC (en noir) et un spectre EHROSY (en bleu). On
observe le décalage en fréquence du specteeTREODSY par rapport au spectre HSQC, di a
la sélection de la corrélation la plus fine. A [ffétence du spectréH, nous déduisons les

constantes de couplage a partir des protgns H
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Figure 13: Spectres de corrélationdH-1°C centrés sur la glycine du conforméré4 majoritaire. Spectre HSQC en
noir, spectre CH,-TROSY en bleu.P4, 10mM, 500MHz, DO

A partir de ces expériences, nous avons pu mekgaonstantes de couplaﬁ]aBHa sur les

H? de chaque cycle pyrrolidine et quantifier les gapons deup et down (Tableau 6). La
guantification a été faite grace aux constantesodplage théoriques obtenues par des calculs
guantiques sur des prolines et des pseudoproltes calculs différencient les constantes de
couplages suivant le plissement de cycle mais égale la conformation de la liaison

peptidique (cf. Partie expérimentale §B p1%8).

Penti Ac-Xaa-Yaa-Gly-NH2
eptide cis-trans trans-trans | trans-cis | cis-cis

1 Puckering majoritaire “d-Yd | Ywid - Yud - -
% down (liaison 1 | liaison 2) 88 37 57 45 - -
Puckering majoritaire ©g -y Yusd - Dy - -

P2 % down (liaison 1 | liaison 2) 88 | ov 60 7 - -

P3 Puckering majoritaire - Wy - Oy Wy - ©g -
% down (liaison 1 | liaison 2) - 28 5 15| 70 -

o4 Puckering majoritaire - g -y g - @y -
% down (liaison 1 | liaison 2) - 85 10 | 92 | 60 -

Tableau 6: Analyse des populationgp et down pour chacun des peptides étudiésyv (overlap) correspond a un
chevauchement des signaux empéchant la déterminatiolu puckering. u/d signifie qu’aucun plissement legement
majoritaire ne ressort de I'analyse des couplages
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On remarque que la présence d'une hydroxyprolP® @ la place d'une prolineP(Q)
stabilise le plissement de cyale. Le peptideP2 correspond au triplet le plus commun dans
la triple hélice de collagene, on retrouve biertdlamance de plissement de cycdewnrrup,
bien que la proline ne soit que tres légeremendriage en conformatiodown Dans le cas
de P3, I'hydroxyproline a été remplacée par undk @®)-Ser®crs"Pro), qui d'aprés les
études précédentes semblait étre un bon mime teatdkf. §3.2.2). Il est intéressant de
noter que les plissements de cycle des miii#so sont inverseés lorsque la liaison peptidique
précédente change de géométrie. Entre le confortrars-transet le conformérdrans-cis

on observe un changement de 95% a 30%pdeour le peptidd®3 et de 90% a 40% pour le
peptideP4. P4 posséde une R4R)-Ser@®*™"Pro) a la place de la proline et une (2R,4S)-
Ser@“™"Pro) a la place de I'hydroxyproline, ces mutaticiavorisent fortement les
plissements de cycle requis pour la stabilisatienatriple hélicedown a 85% puisup a

90%, il apparait alors comme le meilleur candidahende la triple hélice de collagene.

Ces études structurales ont permis de confirmetérét des pseudoprolines fluorées
dans la conception de nouveaux CMP. La stabilisat®la conformationp en position Yaa
a été démontrée pour les pepti®set P4. L’alternance de plissement de cydewnup est
parfaitement respectée pour le pepfdece qui devrait stabiliser la structure en tripédide
de collagene. La synthése de peptides plus lorgsparant ces triplets a donc été effectuée

en vue d’étudier leur influence sur la stabilitdaériple hélice.

La question posée ici est: le comportement deigepicontenant les motifs fluorés va-t-il

étre le reflet des études réalisées sur les ps&uaipeptides ?

3.3.1 Synthese
La stratégie adoptée pour répondre a cette questaamsisté en la synthese de trois peptides

incorporant un motif Pro2R,43-Ser®@“""Pro)-Gly PYPG) ou @S,4$-Ser®*Pro)-
(2R,43-Ser@°™"Pro)-Gly WPYPG) a des positions stratégiques (Figure 14).
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Figure 14 : Peptides incorporant des motif&“™"pro

Synthése aveeWPG — Pour des raisons méthodologiques, nous avons ean@rpar
la synthése des peptides incorporant le tripleP8. Ce triplet, protégé en N-terminal, qui
n'est autre que le compo&B, a été synthétisé en grande quantité afin d’éwwerporé en
blocs lors de la synthése. Le motif2S)-Ser@“"Pro) étant entouré de part et d’autre par
la proline et la glycine, respectivement, évitepigérisation en’C de la CE¥Pro. La
synthese a été réalisée a l'aide d’'un synthétiseiomatique et est détaillée en partie
expérimentale (cf. 8C p.199). Chaque peptide aobténu avec des rendements d’environ
20%.

Synthése avec WPYP - Cette synthése s’est avérée plus compliquée car
l'incorporation du triplet Fmo&PYPG présente deux difficultés : la nécessité dadiliun
acide aminé activé sous forme de chlorure d’aditm(mpatible avec la SPPS) pour palier la
faible nucléophilie de 1P et I'épimérisation du centf€ (cf. §3.2.1). Afin de contourner
ces difficultés, nous avons envisagé une stratisistant en la synthése du blo¥R¥P en
partant du N-terminal vers le C-terminal. La prpade difficulté est le couplage peptidique
entre G'P et YP, ce couplage nécessite I'activation du dipepsides forme de chlorure

d’acide.
Synthéese avec @ YP - Acylation de la pseudoprolirka

Plusieurs conditions réactionnelles ont été tesi@ssont détaillées en ANNEXE 6).

L’addition de bromure de bromoacétyle sur la pspualne 1aa 0°C sans solvant conduit au
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produit d’acylation7 attendu avec un rendement corrigé de 81% (Schémhe8produit
d’épimérisation est observé a l'état de trace dt s&paré lors de la purification par
chromatographie. L'oxazolidinga de départ, qui n’a pas réagi, est protonnée, étigte
dans le milieu réactionnel. Celle-ci est alors p&ée par simple filtration puis régénérée par

traitement basique avec une solution saturée erO0gH

NaHCO3aq

| |

(0] (o] (o]
(o]
F3c\"4N_>‘cozsn o Fsc“'LN_)‘COan Fsc“'L?‘%cozsn
H + > “Br

sans solvant, fo)
1a 0°C, 1h30 Br 1a
7

Conversion 64%
Rdt = 81%
Schéma 8: Synthése de I'oxazolidine bromoacétylée 7

Synthese avec @ YP - Synthése du dipeptide

La premiére étape est d’élaborer un résidu glyeinesubstituant le brome par une amine.
Pour ce faire, une réaction de substitution deotiaz de sodium sur le prodditest effectuée
a température ambiante et I'azifleest obtenu avec un rendement de 83%. Un suivade |
réaction par RMN du°F s'avére ici particuliérement utile, les compo3ést 8 étant peu
séparables par CCM. La fonction amine est ensditeige de facon concomitante avec la
déprotection de I'acide par hydrogénolyse de I'aB@n présence d’'une quantité catalytique

de palladium sur charbon (Schéma 9).

0 0 P
F3C“'4D‘COZB" NaN, F3C“‘<N_>‘C023“ H, (4 bars), Pd/C Fsc\“(r‘l_)‘cozl'l

A
0 DMF, 3h, ta. o)\ MeOH, HCI (1M), 4h o)\

Br N
7 g 3 o NH,
Rdt = 83%

Rdt = quant.
Schéma 9: Synthése du dipeptide 9

Synthese avec@YP -Synthese du tripeptidEL

Dans un premier temps, la fonction amine est peégar un groupement Fmoc de fagon
classique par traitement du dipept@lpar du Fmoc-OSu en présence de carbonate de sodium
dans un mélange dioxane/e&uwis la pseudoprolingb est ajoutée au dipeptide L'étape la

plus délicate est alors maitrisée grace a une dafgbroche : activation du dipeptide a I'aide
d’'un chlorure d’acide et activation de I'amine sedaire par le chlorure de triméthylsilyle
(TMS-CI) en présence de zinc (Schéma 10). L’amilyéés est alors engagée dans la réaction

182



VERS DE NOUVEAUX PEPTIDOMIMETIQUES DU COLLAGENE

de couplage peptidique en présence du dipepticeaszius forme de chlorure d’acyle. Cela

conduit au tripeptide protédd attendu avec un rendement satisfaisant de 42%.

o
o
FaC“AN_>‘C°2H L 0
Fmoc-OSu, Na;CO;  FaC™ "N“7COM  soch ), thso [ ¢
o " Dioxane./eau (2/1) o)\ DCM, t.amb. o (o]
2 0°C —=t.amb., 12h NHFmoc F3C
9 10 NHFmoc F3C,,,(0 : Q
Rdt = 73% CHCly N N\g
>—' FmocHN ™Y CO,Bn
’21 o tamb., 12h o] o 2
TMS-CI, Zn 1
ey ~coBn _TMSOLZn [\
E.C CO,Bn Rdt = 42%
H CHCl & N : ’
b t.amb., 30 min USi

Schéma 10: Synthese du tripeptide protégé 11 avectimation de I'amine

Synthése avec@YP - Déprotection finale pour la préparation du tripeéef

La déprotection de l'acide, par hydrogénolyse destér benzyliqgue sous atmosphere
d’hydrogéne et en présence d’'une quantité catalgtiae palladium sur charbon est réalisée.
Cette étape nécessite un suivi de la réactionrepgeéel par CCM en raison de la possibilité

de déprotection de I'amine (Schéma 11).

k¢, 0FC o Fsc,. 0% o
( H, (1 bar), Pd/C (
FmocHN F HN
/\fg 4 COsBn MeOH, 1h moc /\Ig o CoH
11 12
Rdt = 72%

Schéma 11: Déprotection finale pour I'obtention duripeptide 12

Synthése avec WPYP —Le GYPYP étant prét, il a ensuite été engagé dans la é&ymtpar
blocs sur le synthétiseur automatique par actimatamux micro-ondes (8C p.199). Le
chromatogramme montre la présence de deux peptaesasse équivalente correspondant a
la moitié de la masse attendue pour le peptide (R{I&S,4$Ser@>"Pro)-@R,49-
Ser®*™"Pro)-Gly]-(POG). Nous avons pensé dans un premier temps queshitin des
micro-ondes et du mélange DIC/Oxyma pur pouvaie éasponsable de cet échec. Nous
avons relancé une synthése sur phase solide aigématais en réalisant I'incorporation du
tripeptidel2 par double couplage manuel en présence de HATid BXIEA. Cet essai n'a pas
non plus permis d’obtenir le CMP souhaité. L’hypsté la plus probable serait que la liaison
amide entre les deux pseudoprolines soit sensiotecanditions acides du clivage de la

résine. Cela expliquerait la présence des deuxmieats de masses proches sur le
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chromatogramme. L’alternative maintenant est fisdiion d'une résine de type 2-

chlorotrityle qui permettrait un clivage dans desditions plus douces.

Nous disposons alors de trois peptides incorpolamtiplet PFPG:
- CMPFO01= (POG PYPG(POGY),
- CMPF02= (POG}(PYPG)-(POG)
-  CMPF03= (POG)PYPG)HPOG) {PYPG) (POG){PYPG}(POG)

3.3.2 Analyse structurale

Deux types d’analyses ont été réalisés afin de epenpes peptides avec et sans groupements
CFs: du dichroisme circulaire afin de montrer si & yormation ou non de la triple hélice, et
le cas échéant, de déterminer sa stabilité, etedpgriences de STD afin de mettre en

évidence une éventuelle agrégation.

Dichroisme circulaire —La structure secondaire polyproline Il est caraséér par un
maximum a 225 nm par dichroisme circulaire. Ded@&tlcomparatives ont été meneées sur les

trois peptides contenant du fluor, ainsi que led@nfPOG) (Figure 15).

@

1=215°C

. CMPFO01
. POG;

|
A

W
S

-100}
f CMPF01

CMPF02
CMPF03
POG;

S

- 150¢

icity (10°.deg.cm?dmol "' .red™")

Ellipti

" ~200}

I‘llllpllcil,\'(l(i:.(lcg.un:.dmol Lred™)

Gg—_ Y =

\ (nm) T0CO

Figure 15: A. Spectre dichroique des CMPFs et (PO&)100uM, 4°C, pH=7 (phosphate),B. Ellipticité a 225m en
fonction de la température pour CMPFO1 et (POG), 100uM, pH=7 (phosphate)

Le (POG), représenté en rouge sur la Figure 15A, posseaeaximum a 225nm significatif
de sa structuration en PPIl. On observe une dimoinude ce maximum caractéristiqgue
lorsque I'on introduit un groupement fluoré puissusbsence de celui-ci aprés l'introduction
de trois groupements fluorés. Le groupeme2RR,43-Ser@“""Pro) déstabilise donc la
structure PPII et/ou la triple hélice. Le CMPF@inportant une population PPIl non nulle,
une étude en température a été réalisée afin deeme évidence la présence d’'une
structuration en triple hélice (Figure 15B). Nolmservons, en fonction de la température, une
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chute décroissante du signal a 225 nm qui est téaistque des monomeéres de PPII, sans

observer d’effet de stabilisation par une tripledegcomme on peut le voir pour le (PQG)

Le CMPFO1 ne se structure donc pas en triple hdliees ces conditions. La formation de la
triple hélice étant dépendante de la concentrations avons voulu réaliser des études CD a
une concentration plus élevée. Nous avons choisédkser des échantillons & 10mM pour
pouvoir comparer ces résultats aux analyses supdpsides modéles présentées dans le

chapitre 1.

-50

-100f

. CMPF01
. POG;

CMPFO1
CMPF02
! ‘ CMPFO3
-2110; : POG;

-150¢

Ellipticity (10°.deg.cm®.dmol ' red™")

Ellipticity (10° deg.cm?dmol ™' red™")

-250} |
B ——— Ot
210 220 230 240 250 260 270 20 40 60 80
A (nm) T(°C)

Figure 16: A. Spectre dichroique des CMPFs et (POG)10mM, 4°C, pH=7 (phosphate), B. Ellipticité a 22%m en
fonction de la température pour CMPFO1 et (POG), 10mM, pH=7 (phosphate)

Le signal dichroique est normalisé suivant la catreion et la longueur de la cuve. Nous
observons une similitude entre spectres dichroiqué¥C pour des échantillons a 100uM et
10mM, ce qui prouve que la concentration n’influas psur la structure secondaire des
peptides CMPF02, CMPFO03, et (PQ@yigure 16A.). En revanche, la proportion d’hélice
PPII parait augmentée pour CMPFO1. Pour évaluereie structuration était liée a une
formation de triple hélice, une étude en tempéeatarrété réalisée sur le CMPFO01. A
c=10mM, nous sommes en présence d'une triple hébeaucoup moins stable car sa
température de fusion est de 13,5°C contre 39,91 (POG).

Nous avons donc montré que l'incorporation de m@,43-Ser@“™"ro), qui ne
permet pas de respecter pas la regle d’alternaaseplissements de cycle introduite par
Raines:**®déstabilisait effectivement la triple hélice. Lembyses des peptides incorporant le
motif (2R,43-Ser@“™"Pro)-@R,43-Ser®“™"Pro) seront déterminantes pour montrer la
nécessité de cette alternance de plissement de dgds la stabilisation de la triple hélice.

Cependant, leur synthése n’a pas pu étre menéma &ece jour.
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RMN STD- Nous avons voulu évaluer la capacité des pepflderés a s’autoassocier, ainsi
que ce que nous avions observé pour les peptid&XPO®lous souhaitions renforcer les
interactions supramoléculaires grace a I'incorporatle groupes trifluorométhyles, exposeés a
I'extérieur de la triple hélice. Nous avons donalis® des expériences STD (cf. chapitre 1)

sur le CMPFO01. Dans un premier temps, a titre depawaison nous avons travaillé avec un
échantillon a 200uM.

CMPFO1 (POG)7

1
RMN H
} Triple hélice Triple hélice

| ﬁl ! o

W»lb‘ L,,,_,—J w\)'“m - LJ l\ L 2 _ LJMI“-ULJ w |

pPM g’ 6.0 40 20 0o PPy 60 ‘ 40 20 00

RMN'H-STD |
i

= . M ok W’M } WW\ '

PP 60 40 20 0o "PMgo 60 4.0 20 0.0

+

Figure 17: Spectre STD de CMPFOL1 et (POG)200uM, HCI, 20°C

Les expériences enregistrées ne nous ont pas peenmiettre en évidence un signal STD sur
le CMPFO1 contrairement au (PQQJigure 17). Les études STD précédentes nousrdvaie
montré que les nanoobjets pouvaient étre identifaEscette technique et étaient en interaction
avec la triple hélice. Pour CMPFO1, nous n'avons g triple hélice a cette concentration,

nous ne pouvons donc pas conclure quant a la meskassemblage supramoléculaire dans
ces conditions.
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Nous avons Vérifié I'influence de l'ajout d’acidesinés incorporant une ou deux
prolines trifluorométhylés au sein dun pseudofiide. Les préférences
conformationnelles trouvées correspondent a cellesavaient été établies pour les acides
aminés non engagés dans un peptide. On observenasnqu’ils influencent le plissement
de cycle de I'acide aminé qui le précéde. De plosis avons observé une augmentation de la
populationcis qui est en partie expliquée par la présence diaison hydrogene entre le NH
de la glycine et le CO du groupement précédent.efagnt, cette liaison hydrogéne ne
pourrait pas s’établir simultanément avec la linibgdrogene HRy-COp(, présente dans les
triples hélices. L'analyse structurale de pepticamposés de la répétition de 7 motifs triplets,
incorporant le motif ZR,4R-Ser@“™"Pro) en lieu et place de I'hydroxyproline, nous a
montré qu’il déstabilisait la triple hélice, ce gitait prévisible en raison du non-respect de

I'alternance des plissements de cy@i&

Des optimisations de synthése sont en cours pdwavac la synthese de CMP basés
sur la répétition du motif Gly2S,4B-Ser@*"Pro)-CR,4R-Ser@“""Pro). A la lumiére de
nos études structurales, ce motif est le plus pti@mepour la synthése de CMP. L'utilisation

d’une résine permettant un clivage dans des comdifplus douces va étre testée.
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Solvants

Tous les solvants ont été purifies et séchés partethniques classiques et distillés avant
utilisation. Le dichlorométhane a été distillé bydrure de calcium sous atmosphére d'argon.

Chromatographie

Les plagues CCM sont visualisées sous lumiere 264JV et révélées avec une solution
d'acide phosphomolybdique a 10% dans de I'éthanoume solution de KMng Une
purification par chromatographie sur gel de sikcété effectuée sur Macherey-Nagel 70-230
mesh ASTM silice.

Analyse - Synthése

Les spectres RMNH, 3C et’F ont été enregistrés sur un JEOL ECX-400 (400 Nz
100,5 MHz et 376,2 MHZ“ *F). Les déplacements chimiques'8eRMN sont exprimés en
parties par million par rapport au tétraméthylsslgh = 0) dans CDGI Les déplacements
chimiques de RMNYC sont exprimés en parties par million en aval ddCG comme
standard interne(= 77,0). Les déplacements chimiques de RVRNsont exprimés en parties
par million en aval a partir degEs comme étalon interned (= -164,9). Les données sont
signalées comme suit : déplacement chimiqug@gm), la multiplicité (s = singulet, d =
doublet, t = triplet, q = quartet, m = multipletpnstante de couplage (Hz). Les spectres infra-
rouge (FT-IR) ont été realisés sur un Brucker Tenkes rotations spécifiques ont été
mesurées sur un polarimétre JASCO P1010. Les speatr masse a haute résolution ont été
obtenus en utilisant une ionisation par électrofigtion en mode positif et un analyseur de
masse quadripolaire.

Analyse par RMN- Analyse structurale

Des spectretH NMR et**C NMR ont été enregistrés sur un spectrométre Brakance I
500MHz équipée d’une cryosonde. Les déplacemeritaighes de'H-RMN et **C sont
exprimés en parties par million par rapport au diéthyl-4-silapentane-1-sulfaté € 0)
dans HO/D,O (90:10) ou RO. Les données sont signalées comme suit: déptattem
chimique 6 ppm), la multiplicité (s = singulet, d = doubleét= triplet, g = quartet, m =
multiplet), constante de couplage (Hz). Les écHant (10mM) ont été préparés par
dissolution du peptide dans 550ul de solvant (186 @SS dans BD:H,O (10:90)).

188



VERS DE NOUVEAUX PEPTIDOMIMETIQUES DU COLLAGENE

A. Synthése des peptides P1, P2, P3 et P4

Al. Synthese sur support solide

Réactifs

Les acides aminés utilisés lors des synthéses: $eambc-Gly-OH, Fmoc-Pro-OH et Fmoc-
Hyp(tBu)-OH.

Procédure générale

La résine utilisée est de type Fmoc Rink Amide MBHlaading : 0.52mmol/g). Les
synthéses sont réalisées sur 0.1mmol. La résinmissta gonfler avec du GEl, pendant 5
min puis dans la NMP pendant 5 min dans une segingu5 ml. Ensuite, un test Kaiser est
réalisé’ afin de vérifier que la résine était bien protédemsuite, on déprotége la résine avec
une solution de pipéridine/NMP (20 :80) pendanti,rpuis 5 min et enfin 10 min. Puis la
résine est lavée avec de la NMP. On vérifie que&sime est bien déprotégée avec le test de
Kaiser. Puis chaque acide aminé (5éq), exceptdérdxyproline (2éq), est solubilisé dans
4,5éq de HBTU (ou 1.8éq HATU pour I'hydroxyprolinet) 1.5 ml de NMP. Ensuite, 10éqg de
DIEA (4éq pour I'hnydroxyproline) sont ajoutés adalution d’acide aminé pour activer la
fonction acide. Aprés 3 min, cette solution estutde a la résine dans la seringue. Le
couplage est réalise en 30 min (60 min pour lesplemes difficiles engageant
I'hydroxyproline) et vérifier par le test Kaiserpfes couplage la solution est alors lavée avec
de la NMP (2 fois minimum) puis on réalise la d#pction. Ce cycle est répété autant de fois
gu’il y a d’acides aminés a coupler. Il est impottale noter que le test Kaiser permet
seulement de mettre en évidence les amines prisnbines, un autre test est alors réalisé
pour détecter la présence d'amines secondairegestechloranff. La derniére étape est
'acétylation, nous utilisons 1 a 2 ml d’'une sabutid’anhydride acétique dans la NMP
(20 :80). La réaction est laissée pendant 30 raetest au chloranil est réalisé. La résine est
lavée au CHCI, puis dans le MeOH et enfin séchée au dessiccateufin, le peptide est
clivé de la résine avec 4 ml d'une solution de TH&:H,O (95:2.5:2.5) pendant 2h.
Ensuite, le TFA est évaporé avec de l'air compripés le peptide est précipité avec de
I'éther froid (préalablement mis dans un bain daceg). Les peptides, étant petits, ne
précipitent pas et sont donc dilués dans I'eau lyojshilisés.

Caractérisation des produits

Les réactions ont été suivies par HPLC équipéeedtmionne analytique ACE 5 C18-300
(200*4,6mm) avec un gradient de 95:5 &4 80:20 AdBrd et de 100:0 a 90:10 A/B po@dra

un débit de 1ml/min en 30 min ; éluant A (HTFA 0.1%) et éluant B (ACN/TFA 0.1%). La
détection a été effectuée a 220nm. Les peptidegténpurifiés sur une colonne préparative
Xbridge C18-5uM (19*50mm). Des analyses de spedtaede masse ont été effectuées sur
un instrument doté d’'une source d’ionisation MALEH mode négatif et d'un analyseur a
temps de vol (TOF).
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Ac-Pro;-Pro,-Gly-CONH, (P1)

o+

NH

/& O O \-—CONH,
0
Couplage Glycine | Couplage Proline 1| Couplage Proline 2
Résine (30 min) (30 min) (30 min) Acétyle
Gly | DIEA | HBTU | Pro| DIEA| HBTU | Pro | DIEA | HBTU
n (mmol) 0.1 0.5 1 0.45| 0.5 1 0.45 05 1 0.45
Equivalent 1 5 10 4.5 5 10 4.5 5 1( 4.5
m *° 196 | 150 X 170 | 176] X 170 | 174] X 170
V (ul) X X 173 X X 173 X X 173 X 2.10

13.76 mg de poudre blanche correspondant au peptaie été récupérés apres purification
(R=44%).

700

ImaU WYVL:220 nm

800+ |

500

‘I Conditions expérimentales :
I 5a 20 % en ACN en 30 min

300 I

400

200+

100+ .

-100

Conformere majoritair@rans-trans)

'H NMR (500 MHz, BO, 298K): 1.93 (m, 1H, -Pray), 1.96 (m, 1H, h-Proy), 1.99 (m,
2H, H-Pra), 2.07 (m, 2H, #Pro), 2.31 (m, 1H, ks-Pro), 2.35 (m, 1H, i%-Proy), 3.65 (m,
2H, Hs-Pray), 3.66 (m, 1H, Ih-Proy), 3.84 (m, 1H, ks-Pray,), 3.90 (m, 2H, #Gly), 4.44 (dd,
J= 5.80, 8.40 Hz, 1H, HPro), 4.70 (dd, J= 4.95, 8.75 Hz, 1H,Rro); *C NMR (500
MHz, H,0:D,0 (90:10), 298K): 7.11(s, 1H, H-CONH 7.43(s, 1H, H-CONb), 8.55 (s, 1H,
NH-Gly); *C NMR (125.8 MHz, D20, 298K): 27.0 (GHC,-Pray), 27.5 (CH, C,-Pray), 31.4
(CH,, Cy-Pray), 31.8 (CH, Ci-Pray), 44.9 (CH, G-Gly), 50.5 (CH, Cs-Pray), 51.4 (CH, Cs-

Prq), 61.1 (CH, G-Pra), 63.4 (CH, G-Pro)
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Conformere minoritairétrans-cis)

'H NMR (500 MHz, DO, 298K): 1.85 (m, 1H, {-Pray), 1.96 (m, 1H, kb-Pray), 1.96 (m,
1H, Hy2-Proy), 2.07 (m, 2H, BPra), 2.12 (m, 1H, -Pray), 2.31 (m, 1H, k-Pro), 2.44
(m, 1H, Hs-Pro), 3.51 (m, 2H, B-Pro), 3.66 (m, 1H, Kb-Prg), 3.84 (m, 1H, ks-Pro),
3.90 (m, 2H, |-Gly), 4.49 (dd, J= 6.08, 8.38 Hz, 1H,Rro), 4.90 (dd, J= 3.05, 8.95 Hz,
1H, H,-Pray); *H NMR (500 MHz, HO:D,O (90:10), 278K): 7.10(s, 1H, H-CONH 7.59(s,
1H, H-CONH), 8.80 (s, 1H, NH-Gly);°C NMR (125.8MHz, RO, 298K): 25.2 (CH, C,-
Pray), 27.5 (CH, C-Pra), 31.8 (CH, Ci-Prgy), 32.9 (CH, Gs-Pray), 44.9 (CH, G-Gly), 49.9
(CHa, Cs-Pray), 50.5 (CH, Cs-Pray), 62.9 (CH, G-Pray), 63.6 (CH, G-Pray)

Ac-Pro-Hyp-Gly-CONH  (P2)

OH
O
N NH

/\§ O 0 “—CONH,
o)

Couplage Glycine Couplage_ Couplage Proline
s : Hydroxyproline : .
Résine (30 min) (60min) (30 min) Acétyl

Gly | DIEA | HBTU | Hyp | DIEA | HATU | Pro | DIEA| HBTU

n (mmol) 0.1 0.5 1 045 0.2 0.4 0.18 05 1 0.45

Equivalent 1 5 10 4.5 2 4 1.8 5 1€ 4.5

m % 194 | 146] X 171 82 X 68 159 X 170

V (1) X | X | 173 X X | 69 X X | 173 X | 2.1

29.03 mg de poudre blanche ont été récupérées pymiéisation (R=89%)

L
ImAU “ 13,047 WVL:220 nm|

30,0 | ‘

| Conditions expérimentales :
- /| 0a10 % en ACN en 30 min

10,0+ / |

00—

0.0 20 40 SjU B‘.U 10,0 12‘.0 14,0 WE‘.B 188
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Conformere majoritairétrans-trans)

'H NMR (500 MHz, BO, 298K): 1.90 (m, 1H, ki-Pro), 1.99 (m, 1H, HPro), 2.10 (m, 1H,
Hgo-Hyp), 2.31 (m, 1H, kk-Pro), 2.35 (m, 1H, k-Hyp), 3.63 (m, 2H, IiPro), 3.82 (m, 1H,
Hs,-Hyp), 3.86 (m, 1H, B#Gly), 3.88 (m, 1H, k-Hyp), 3.95 (m, 1H, EGly), 4.57 (dd, J=
7.76, 9.38 Hz, 1H, HHyp), 4.63 (m, 1H, KHHyp), 4.70 (dd, J= 4.73, 8.78 Hz, 1H,-Aro);
'H NMR (500 MHz, HO:D,O (90:10), 278K): 7.13(s, 1H, H-CONH 7.43(s, 1H, H-
CONHy), 8.73 (s, 1H, NH-Gly)**C NMR (125.8MHz, RO, 298K): 27.0 (CHi C,-Pro), 31.2
(CH,, Gs-Pro), 39.5 (CH, Cs-Hyp), 44.9 (CH, G-Gly), 51.4 (CH, Gs-Pro), 57.9 (CH, GCs-
Hyp), 61.1 (CH, G-Pro), 62.1 (CH, ¢Hyp), 72.8 (CH, GHyp)

Conformére minoritairétrans-cis)

'H NMR (500 MHz, O, 298K): 1.81 (m, 1H, H-Pro), 1.96 (m, 1H, K-Pro), 2.08 (m, 1H,
Hgo-Pro), 2.1 (m, 1H, kb-Hyp), 2.35 (m, 1H, kk-Hyp), 2.41 (m, 1H, kk-Pro), 3.50 (m, 2H,
Hs-Pro), 3.82 (m, 1H, KH-Hyp), 3.86 (m, 1H, EGly), 3.88 (m, 1H, ks-Hyp), 3.95 (m, 1H,
H.-Gly), 4.61 (dd, J=/, / Hz, 1H, JHyp), 4.63 (m, 1H, KHHyp), 4.92 (dd, J= 3.05, 8.80 Hz,
1H, H,-Pro); *H NMR (500 MHz, HO:D,O (90:10), 278K): 7.13(s, 1H, H-CONH 7.43(s,
1H, H-CONH), 8.73 (s, 1H, NH-Gly)**C NMR (125.8MHz, RO, 298K): 25.1 (Chi C-
Pro), 32.7 (CH, G-Pro), 39.5 (CH, Gs-Hyp), 44.9 (CH, G-Gly), 49.8 (CH, Gs-Pro), 57.9
(CH,, Cs-Hyp), 62.3 (CH, G-Hyp), 62.9 (CH, &Pro), 72.8 (CH, GHyp),

A2.Synthése en phase liquide

Ser(¥“"*"Pro)-0Bn 1

A une solution de chlorhydrate d'ester benzyligegS)—sérine (1.4 g, 7.2 mmol, 1 equiv) et
de toluene (24 mL) est ajoutée dedmiacétal ethylique de trifluoracétaldehyded8 g, 7.53
mmol, 1.05 equiv) et du PPTS (181 mg, 0.72 mmdl, éqjuiv) a température ambiante. Le
mélange résultant a été agité a 90°C pendant 1hcpauffé au reflux en utilisant un appareil
de Dean-Stark pendant 3h a 140°C. Le mélange odacti a été filtré et évaporé sous
pression réduite pour donner 1,25 g (63%) d'un ng&alelaet1b.

(S,59)-1: *H NMR (400 MHz, CDCJ) ¢ 3.39 (dd, J = 8.2, 7.3 Hz, 1 H, NH), 3.82 (dd, 2.8,
6.4 Hz, 1 H), 4.09 (ddd, J = 7.8, 7.3, 6.4 Hz, 1436 (t, J = 7.8 Hz, 1 H), 5.07 (dg, J = 8.2,
5.5 Hz, 1 H), 5.17 (d, J = 11.9 Hz, 1 H), 5.23Jd; 11.9 Hz, 1 H), 7.31-7.41 (m, 5HJC
NMR (100.5 MHz, CDG)) & 58.6, 67.8, 69.6, 87.7 (q, J = 34.5 Hz), 123.2](9,283.7 Hz),
128.4, 128.7, 128.8, 134.7, 171*%E NMR (376.2 MHz, CDG) § — 85.0 (d, J = 5.5 Hz)
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(R,S)-1: *H NMR (400 MHz, CDCJ) ¢ 3.15 (m, 1 H, NH), 4.10-4.20 (m, 3 H), 4.91 (de; J
7.8, 5.0 Hz, 1 H), 5.18 (s, 2 H), 7.34-7.37 (m, 5HC NMR (100.5 MHz, CDG) ¢ 58.8,
67.5, 68.9, 87.8 (g, J = 34.5 Hz), 122.8 (q, J 3.28z), 128.4, 128.6, 128.7, 135.0, 170.4;
9 (376.2 MHz, CDG)) § — 84.1 (d, J = 5.2 Hz).

Fmoc-Pro-Ser@“™"Pro)-OBn 2

3
N o
nB ¢
{s_NFmoc CO,Bn

2

A une solution de Fmoc-L-proline (675 mg, 2 mmokduivalent) dans du dichlorométhane
(11 ml), nous avons ajouté du chlorure de thiorjglenl, 26 mmol, 13 équiv). Le mélange
résultant a éteé traité par ultrasons pendant 45 lneirsolvant a été évaporé et la Fmoc-Pro-Cl
correspondante (1.1 équivalents) a été solubild@#es du dichlorométhane (8 ml). Le
mélange des oxazolidinds(500 mg, 1,82 mmol, 1 équivalent) a été ajoutéuvia canule et
le mélange résultant a été agité a températureasmiebpendant une nuit puis évaporé. Le
produit brut a été purifié par flash chromatograpfiyclohexane / acétate d'éthyle 80:20)
pour donner 660 mg (57%) de dipeptide pur FmocSao{PCF3, HPro) -OBIR caracterisé
comme un isomergansdans CD{ rotation a 300 K Rf = 0.63 (cyclohexane/ethyl acetate
60:40); p]%p -51.9 € 1.35, CHCY); IR (neat) 2954, 1741, 1686 &m*H NMR (500 MHz,
CDCl3) 0 1.90-2.06 (m, 1 H, #iPro-Ha), 2.1-2.19 (m, 2 H,}Hro-Ha), 2.23-2.33 (m, 1 H,
Hy Pro-Hb), 3.51-3.57 (m, 1 H,8+Pro-Ha), 3.67-3.73 (m, 1 H,6HPro-Hb), 4.23 (t, J = 7.33
Hz, 1 H, Fmoc CH), 4.32 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 1H#, ¥Pro-Ha), 4.34 (d, J = 7.1 Hz, 2 H
Fmoc CH), 4.36-4.4 (m, 1 H, b Pro-H), 4.50 (t, J = 8.5 Hz, 1 HHPro-Hb), 5.1 (t, J =
7.8 Hz, 1 H, K ¥Pro-H), 5.16 (s, 2 H, OBn), 6.21 (q, J = 4.8 HH,1H5 WPro-H), 7.29 (s, 5
H, OBn), 7.32 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 740 = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.58 (t, J
= 9.1 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.76 (d, J = 7.8 Hz,, Fhtoc arom)*C (100.5 MHz, CDGJ) ¢
24.9 (CH, Cy Pro), 27.0, 30.3 (CK CB Pro), 47.1 (CH, C5 Pro), 47.2 (CH, Fmoc CH), 57
(CH, Cua Pro), 58.5 (CH, @ ¥YPro), 67.7 (CH Fmoc CH), 67.8 (CH, OBn), 69 (CH, CB
YPro), 85.1 (q, J = 30.7 Hz, CH6CPPro), 120.1 (2 CH, Fmoc arom), 125.2 (2 CH,
Fmoc arom), 127.1 (R CH, Fmoc arom), 127.8 (2 CH, Fmoc arom), 141.4 (2 C, Fmoc
arom), 143.9 (X% C, Fmoc arom), 155.4 (C, C=0), 168.2 (C, C=0), 97Z, C=0);'°F
NMR (376.2 MHz, CD.) 0 — 81.8 (d, J = 4.3 Hz), - 81.5 (d, J = 4.3 HB5(d, J = 5.2 Hz).

Fmoc-Pro-Ser@“""Pro)-Gly-NH, 3

0]
N—\ H
3 O O
Fmoc 3
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Préparation du Fmoc-Pro-SerPro“™>™-OH - A une solution de dipeptid (680 mg, 1,17
mmol) dans du méthanol (7 ml) a été ajouté du @aita sur charbon 10% (10% p / p, 68
mg) sous une atmosphere dgdtempérature ambiante pendant 1h. Le mélangéaéael a

été ensuite filtré sur Blchner, lavé avec du méthah évaporé sous pression réduite pour
donner l'acide correspondant. Le solide a étéseguic du pentane et de I'éther diéthylique a
été ajouté jusqu'a ce que l'acide précipite. Ledsatst ensuite séché pour donner 630 mg
(quantitatif) de I'acide correspondant utilisé diegnent sans autre purification.

Réaction de couplageA une solution de Fmoc-Pro-Se¥CF3, HPro)-OH (185 mg, 0,367
mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométhane (33 mbus avons ajouté du chlorhydrate
d'amide de glycine (45 mg, 0,40 mmol, 1,1 équiviNE0,16 ml, 1,14 mmol, 3,1 équiv).
Apres agitation pendant 10 min a température andi®dOP-Cl (117 mg, 0,46 mmol, 1,25
eéquivalent) a été ajoutée. Le mélange réactionr@€ agité pendant une nuit a température
ambiante, puis désactivé avec HCI 1 M. Les phastgété séparées et la phase aqueuse a été
extraite avec du dichlorométhane (3 x 30 ml). Leasgs organiques combinées ont éte lavées
avec une solution saturée de NaHCayueux (2 x 10 ml), NaCl (10 ml) puis séchée sur
MgSO4, filtrée et concentrée sous pression rédultee purification par chromatographie
flash (95:5 de dichlorométhane/méthanol) a donnéng0(34%) du tripeptide pud sous
forme de mélange inséparable dlisoméres 69/31 @b€l; a 298 K : Rf = 0.3
(dichloromethane/methanol 95:5); IR (neat) 33255L6m"; ‘H NMR (400 MHz, CDCJ) §
1.85-2.35 (m, 4 H, X Hy, 2 x HB Pro-H), 3.5-3.77 (m, 2 H,dPro-H), 3.87-3.95 (m, 2 H,
Ha Gly-H), 4.19-4.24 (m, 1 H, Fmoc CH), 4.28-4.60 énH, Fmoc CH, Ha Pro-H, H3
WPro-Ha), 4.65-4.75 (m , 1 H,¥Pro-Hb), 4.85-4.95 (m, 1 H,&H¥Pro-H), 5.5-6.4 (m, 3

H, HS ¥Pro-H, NH Gly-H), 7.1-7.25 (m, 1 H, NH Gly-thino), 8.6-8.8 (m, 1 H, NH Gly-H
majo); *° F NMR (376.2 MHz, CDG) 6 — 81.7 and — 81.5.

Ac-Pro-Ser(*™"Pro)-Gly-NH, P3

3c—<3 ﬂ\(

\ﬁ/o P3

Déprotection du groupement Fmoc du tripeptgle A une solution de tripeptid@ (70 mg,
0,125 mmol, 1 équivalent) dans du dichlorométh&ml), a été ajouté de la pipéridine (106
mg, 1,25 mmol, 10 équiv) a température ambiante.nédange résultant a été agité a
température ambiante pendant 2h et a été évaposépsession réduite. Une purification par
chromatographie sur gel de silice (95:5 de dichathane/méthanol) a donné 40 mg du
tripeptide correspondant directement utilisé daape suivante.

Synthése du tripeptide Ac-Pro-SET(*"Pro)-Gly-NH, P3

A une solution de tripeptide Pro-SEF3,HPro)-Gly-NH (42 mg, 0,125 mmol, 1
équivalent) dans du dichlorométhane (4,8 ml) aagpéité de I'anhydride acétique (13 pL,
0,138 mmol, 1,1 équiv). Le mélange réactionneléaagfité a température ambiante pendant
1h, puis évaporé sous pression réduite. Le prooiwit a été solubilisé dans de I'éther
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diéthylique, filtré et évaporé sous pression rédpiur donner 48 mg (100%) de Ac-Pro-Ser
(YCF3, HPro)-Gly-NH2P3 comme un mélange l:ttans-trans et trans-cis dans CDC
rotation & 298 K. La présence de conformeres maiggscis-transet cis-cisa également été
observéeRf = 0.7 (dichlorométhane/méthanol 90:10); IR (n&8&P0, 2950, 1735, 1678,
1627 cn'; HRMS (ESI-TOF) calcd for GH1gFsN4OsNa 403.1205, found: 403.12036.

Conformére majoritair@rans-trans)

'H NMR (500 MHz, HO/D;O 9:1, 298 K)d 2.01 (H3 Pro-Ha), 2.014 (il Pro-Ha), 2.144
(Hy Pro-Hb), 2.308 (4 Pro-Hb), 3.662 (2 H, 6iPro-H), 3.938 (d, 2 H, &iGly-H), 4.307 (t, J
= 8.9 Hz, 1 H, § ¥Pro-Ha), 4.591 (m, 1 H, &lPro-H), 4.641 (m, 3 H, pi¥YPro-Hb), 4.869
(t, J=8.5Hz, 1 H, ¥YPro-H), 6.341 (dd, J = 5 Hz, 1 HoM'Pro-H), 7. 228 (d, 1 H, NH
Ha), 7.52 (d, 1H, NptHb), 8.722 (s, 1 H, NH)*C NMR(500 MHz, HO/D,0 9:1, 298 K)J
27.639 (@ Pro), 32.527 (@ Pro), 44.95 (@ Gly), 51.396 (G Pro), 61.325 (@ Pro) 61.843
(Ca WPro), 72.195 (@ WYPro), 87.504 (& YPro);

Conformére minoritairétrans-cis)

'H NMR (500 MHz, HO/D,0O 9:1, 298 K)§ 1.965 (m, 1 H, i Pro-Ha), 2.011 (iPro-Ha),
2.143 (Hy Pro-Hb), 2.38 (dd, J = 6.5, 1 HBHPro-Hb), 3.686 (s, 1 H, BIPro-Ha), 3.686 (s, 1
H, H3 Pro-Hb), 3.914 (d, 1 H, #Gly-H), 4.107 (d, J = 14.2 Hz, 1 HatGly-H), 4.713 (t, J
=7.4Hz, 1 H, i Pro-H)8 4.52 (t, J = 8.2 Hz, 1 H, p+VPro-Ha), 4.639 (m, 1 H, ;HPro-
Hb), 5.115 (1 H, [d WPro-H), 6.046 (dd, J = 2.9 Hz, 1 H3M¥Pro-H), 7.127 (d, 1 H, NH
Gly-Ha), 7.633 (d, 1 H, NKHGly-Hb), 9.08 (s, 1 H, NH Gly-H)*C NMR(500 MHz,
H,0/D,0 9:1, 298 K) § 44.924 (@ Gly), 27.639 (G Pro), 31.331 (€ Pro), 51.396 (& Pro),
61.955 (@ Pro) 61.678 (@ WPro), 73.269 (@ WPro), 87.345 (€ WPro).

Ac-Ser(P<"*"Pro)-OMe 4

(l)k/B%COzMe
"N
/=0
4

Une solution de (2S, 49a (2 g, 10 mmol, 1 équivalent) et d'iode (255 mgndol, 0,1
équiv) dans de l'anhydride d'acide (9,4 ml, 100 mmM® équivalents) a été agitée a
température ambiante pendant 24h, suivie par amaRMN °F. Par la suite, le
dichlorométhane (40 ml) a été ajoutée et la phaganigque a été lavée avec une solution
agueuse 1 M de NaHGOLa phase aqueuse a été extraite avec du dich&hame (3 x 40
ml) et les extraits organiques combinés ont éthésesur du MgSgQfiltrés et concentrés sous
pression réduite. La purification du produit brutarp chromatographie flash
(cyclohexane/acétate d'éthyle 70:30) a donné 1,686996) d'un mélange inséparable
d'isomeregis/transoxazolidine acétylé (2S, 48)dans CD{ a 298 K: huile incoloreRf =
0.22 (70:30 cyclohexane/ethyl acetate)]of*—53.8 € 1.7, CHC}); IR (neat) 2960, 1749,
1678, 1384, 1342, 1281, 1206, 1175, 1147, 1118, 848 cn; *H NMR (400 MHz, CDGJ)
(trans)o 2.21 (s, 3 H), 3.78 (s, 3 H), 4.24 (d, J = 9.6 HH), 4.50 (dd, J = 8.24, 9.6 Hz, 1 H),
4.55-4.63 (m, 1 H), 5.60 (g, J = 4.6 Hz, 1 H)s o 2.06 (s, 3 H), 3.85 (s, 3 H),4.38 (d,J =
7.8 Hz, 1 H), 4.55-4.65 (m, 2 H), 5.87 (q, J = M8 1 H);*C NMR (100.5 MHz, CDG)

FsC"
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(trans)d 22.3, 52.7, 58.1, 70.5, 84.8 (q, J = 35.4 Hz), 928, J = 287.5 Hz), 168.9, 169.9;
(cis) 6 22.7, 53.3, 59.0, 72.1, 84.6 (q, J = 34.5 Hz), 928, J = 287.5 Hz), 170.0, 1702F
NMR (376.2 MHz, CDGJ) (trans) 6 —81.7 (d, J = 4.3 Hz)x{s) 6 — 81.4 (d, J = 4.3 Hz); MS
(El) m/z= 241 [M1], 182 [M* — CO:Me] (50), 172, 140 (100), 130, 112; HRMS (EI) cafod
CsH1oFsNOs 241.0562, found 241.0561.

Ac-Ser W°™"Pro)-OH 5

i}—cozH
o
5

A une solution de (2S, 49){1,61 g, 6,68 mmol, 1 équivalent) dans du THFr(8Ba 0 ° C, a
été ajouté une solution aqueuse de LIOH 2M (3,884 mmol, 1,1 équiv). Le mélange
réactionnel a été agité a température ambiantegoei®dh puis évaporé sous pression réduite.
De I'éther diéthylique a été ajouté et le mélarggetionnel a été extrait avec de l'eau. Les
phases aqueuses ont été combinés, traités avesoluimn de HCI 1M et le produit a été
extrait avec 3 x 40 ml d'acétate d'éthyle, séch@&suMgSO4, filtré et évaporé sous pression
réduite pour donner 1,316 g (86%) (2S, 4S8 Jrun mélange inséparable d’isomeres
cis/trans’H NMR (400 MHz, CDCY) (majo) 6 1.88 (s, 3 H), 4.15 (dd, J = 1.37, 7.8 Hz, 1 H),
4.34-4.44 (m, 2 H), 5.72 (q, J = 5.0 Hz, 1 H)ir(0) 6 2.03 (s, 3 H), 4.22 (dd, J = 8.2, 2.3 Hz,
1 H), 4.34-4.44 (m, 2 H), 5.82 (g, J = 5.04 Hz,)1¥F NMR (376.2 MHz, CDG) (majo) ¢
—81.2(d,J=5.2Hz),-81.4(d,J =5.2 HOjr0) 6 — 81.6 (d, J = 4.3 Hz), - 81.4 (d, J = 4.3
Hz).

FsC"

Ac- Ser ®Pro“"3")- Ser WPro“ 3")-0Bn 6
o B
F3C'éN1}(OBn
3 0]
F,C )j

A une solution de (2S, 4%){450 mg, 1,98 mmol, 1 équivalent) dans du dichlatirane (12
ml) a été ajouté du chlorure de thionyle (1,9 rBl82mmol, 13 équiv). Le mélange résultant a
été traité par ultrasons pendant 1h30. Le solvartéa évaporé et le chlorure d’acyle
correspondant (1,1 équiv) a été solubilisé dandichiorométhane (15 ml). L'oxazolidirid
(495 mg, 1,8 mmol, 1 équivalent) a été ajouté via ganule et le mélange résultant a été
agité a température ambiante pendant une nuitguaigsoré. Le produit brut a été purifié par
chromatographie flash (cyclohexane/acétate d'ét6@td0) pour donner 395 mg (41%) de
dipeptide pur6, isoméretrans dans CDCG a 300 K :Rf = 0.4 (cyclohexane:ethyl acetate
60/40)[0] p*2 -46.36 € 1.25, CHCY); IR (neat) 2924, 2854, 1736, 1698, 1670 cAt NMR
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(400 MHz, CDC}, 298 K)o 2.15 (s, 3 H, Ac), 4.08-4.11 (m, 2 HoHPProl-Ha and d
YPro2-Ha), 4.33 (d, 2 H] = 7.79 Hz, {8 ¥YProl-Ha and B WPro2-Ha), 4.51 (d, 2 H] =
7.79 Hz, 8 ¥YProl-Hb and I8 ¥Pro2-Hb), 5.05-5.19 (m, 2 H, H¥YProl-Hb and M
YPro2-Hb), 5.16 (s, 2 H, OBn), 5.62 (g, 1 HF 5.04 Hz, & YPro2-H), 5.96 (q, 1 H) =
4.58 Hz, K ¥Prol-H), 7.23-7.38 (m, 5 H, OBn)*C NMR (100.5 MHz, CDG, 298 K)¢
57.1 (CH, @ ¥Prol), 57.5 (CH, € YPro2), 67.8 (Chl CB ¥Pro2), 69.1 (Ch Cp WProl),
70.9 (CH, CB ¥Pro2), 85.2 (q, CHJ = 18.2 Hz, G W¥Prol), 85.3 (g, CHJ = 19.1 Hz, G
¥YPro2), 121.4 (q, C] = 36.2 Hz, Ck), 124.5 (q, CJ = 40.5 Hz, CE), 128.5 (C, OBn), 134.8
(C, OBn), 167.8 (C, C=0), 169.5 (C, C=0), 169.7 ¢=0); **F NMR (376.5 MHz, CDGJ
298 K)o — 81.9 (dJ =4.33 Hz, CE), — 82.1 (dJ = 4.33 Hz, CB).

Ac-Ser(P°""Pro)-Ser(W*"*"Pro)-Gly-NH2 P4

o NH
B H 2
F.C~—
OM 0
ey ©
FsC Fo P4

Déprotection du groupement Bn du tripeptileA une solution de dipeptid® (355 mg, 0,7
mmol) dans du méthanol (6 ml), a été ajouté duadalm sur charbon 10% (10% p/p, 36 mQ)
sous une atmosphere de B température ambiante pendant 1h. Le mélangéioéael a
ensuite été filtré sur Buchner, lavé avec du méthah évaporé sous pression réduite pour
donner l'acide correspondant. Le solide a été segguec du pentane. De I'éther diéthylique a
été ajouté jusqu'a ce que l'acide précipite. Ledsatst ensuite séché pour donner 281 mg
(quantitatif) de I'acide correspondant et a étiésatsans autre purification.

Couplage peptidiqgue A une solution de dipeptide Ac-Se¥CF3, HPro) -Ser¥CF3, HPro)
(280 mg, 0,71 mmol, 1 équivalent) dans du dichl@tirane (66 ml), a été ajouté du
chlorhydrate de I'amide de glycine (86 mg, 0,78 mrhd equiv), EN (340 uL, 2,4 mmol,
3,1 équiv). Apres agitation pendant 10 min a tempoee ambiante, BOP-CI (226 mg, 0,89
mmol, 1,25 équivalent) a été ajouté. Le meélangeti@ael a été agité pendant une nuit a
température ambiante, puis désactivé avec 1M de EHSIphases ont été séparées et la phase
agueuse a été extraite avec du dichlorométhan88(Bml). Les phases organiques combinées
ont été lavées avec une solution saturée de Nak@@eux (2 x 10 ml), NaCl (10 ml), puis
séchées sur du MgSO04, filtrées et concentrées gssion réduite. La purification par
chromatographie flash (95:5 de dichlorométhane/ar@l) a donné 54 mg (34%) du
tripeptide purP4 sous forme de deux isomérneans-transet cis-trans(65:20) CDC4 a 298

K. La présence d’isomeres minoritaireis-trans et cis-cis a également été observée dans
CDCI3 & 298 KRf= 0.4 (dichloromethane/methanol 90:10); IR (ne&)® 2010, 1653 cih;
HRMS (ESI-TOF) calcd for GH16FsN4OgNa 473.0872, found: 473.08615.

Conformére majoritair@rans-trans)

'H NMR (500 MHz, BO/D,O 9:1, 298 K)o 3.937 (d, 2 H, Id Gly-H), 4.419 (i
WPro(2549)-Ha), 4.326 (8 WPro(R49-Ha), 4.42 (H WPro(R49-Hb), 4.589 (H
WPro(254S)-Hb), 4.865 (H WPro(R 49-H), 5.062 (m, 2H,  WPro(2549)-H), 6.137 (dd,
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J=4.85 Hz, 1 H, Bl¥YPro(S49-H), 6.349 (dd, J= 4.8 Hz, 1H,HVPPro(R,49-H), 8.8933
(t, J= 5.9 Hz, 1 H, NH Gly-H)}*C NMR(500 MHz, HO/D,O 9:1, 298 K)é 59.419 (G
YPro(549)), 61.785 (@ YPro(R49), 72.424 (B YPro(RA49)), 73.605 (G YPro(S49)),
87.456 (G YPro(S549), 87.456 (G YPro(R,49)

Conformeére minoritairetfans-ci9

'H NMR (500 MHz, HO/D,0 9:1, 298 K)s 4.478 (H ¥Pro(R,43-Ha), 4.5 (m, 1 H,
¥Pro(5,43-Ha), 4.56 (1H, B ¥Pro(=,43-Hb), 4.636 ( m, 1 H, B ¥Pro(R,439-Hb),
5.065 (Ht ¥Pro(2,43-H), 5.148 (H ¥Pro(R,43-H), 8.8116 (t, J= 6 Hz, 1 H, NH Gly-H);
3¢ NMR(500 MHz, HO/D,0 9:1, 298 K) {fans-cig ¢ 59.853 (& ¥Pro(5,49), 61.52 (G
YPro(R49), 73.586 (B ¥Pro(5,49), 73.03 (G PPro(R 49)).

B. Calculs des populationgy/down

Les calculs des constantes de couplage par ddwdedt quantiques sont résumés dans les
tableaux suivants. Les constantes de couplage’ permettent également d’avoir accés au
plissement de cycle.

Proline cis trans

e H®%-H"? (41-120) 8,19 8,28

H%-H" (-4 1) 7,22 7,16

up L2 H>H (+3) 7,40 7,47
H™-H> (12043) 9,65 9,57

o H"2-H>(12043) 0,98 0,98

H?-H® (+3) 7,40 7,47

He H*-H"* (41-120) 2,38 2,43

H“;HB:Z(Xl) 6,53 6,75

52 HZH* (x3) 8,53 8,28

down H H™-H™ (120%3) 1,12 1,12
o H"2-H>(120+3) 9,63 9,94

H™-H (43) 8,53 8,28

Y-Proline cis trans

up He H®%-H"? (41-120) 9,3 9,27
H%-H" (1) 7,17 7,19

. H*-H" (41-120) 1,37 1,47

down H Ho-H™ (1) 6,03 6,37
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Dans le tableau suivant sont reportées les vatiessconstantes de couplages 38t pour
chacun des peptides.

Peptides P1 P2 P3 P4
Pop.| Cycle| JH-H | JH-HP | JH-HP? | JH-HP | JH-HP? | JH-HP? | JH-HP? | JH-HP?

Maj X 4,95 8,75 4,73 8,78 6,65 6,69 2,4% 7,8
Y 5,80 8,40 7,76 9,38 8,87 9,09 8,56 8,74

Min X 3,05 8,95 3,05 8,8 7,43 7,43 2,1 7,60
' Y 6,075 8,38 ? ? 3,16 9,03 4,52 7,6

C. Synthése sur support solide des CMPF

C1.Synthése avec le tripletPG

Les syntheses ont été realisées en parallele saynthétiseur automatique SyroWave sans
micro-onde. La résine initialement utilisée étameuFmoc-Gly-CT avec un loading
0.51mmol/g mais le rendement de synthese étarlefaibus avons choisi de travailler avec
une résine Fmoc-Gly-Wang avec un loading 0.36 mgndlbus avons travaillé avec 200mg
de résine (0.072mmol, 1éq). Les acides aminésldbtePYPG sont solubilisés dans le DMF
et ajoutés un a un. Chaque acide aminé (4éq) apt&pendant 40min excepté les prolines,
sur qui, il est effectué un double couplage (2*4&4i0min). Nous avons remarqué que le
couplage Pro-Hyp était difficile. Le blocHPG (2éq) est également couplé pendant 40min.
Une déprotection en deux temps est réalisée, diadec une solution 40% pipéridine/DMF
pendant 3min suivi d’'une déprotection avec unetswiude 20% pipéridine/DMF pendant 15
min. Le peptide est ensuite clivé de la résine dassconditions classiques TFA/TIS/H20

(95/2.5/2.5) (10mL).

Chague peptide a été analysé par UPLC/MS sur AcdquRLC BEH C18 (1.7micron,
2.1*50mm) avec un gradient de 90:10 a 50:50 A/B5amnn; Débit 0.6ml/min ; éluant A
(H.O/TFA 0.1%) et €luant B (ACN/TFA 0.1%).
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CMPEO2
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Les peptides ont ensuite été purifiés sur colonnépgrative X-Bridge C18 (5uM,
19*50mm) avec un gradient de 90:10 a 75:25 A/E@min pour CMPFO1 et un gradient de
90:10 a 50:50 A/B en 10 min pour CMPF02 et CMPF@8bit 10ml/min. Le peptide
CMPFO01 a été obtenu avec un rendement de 18% (2&ing)CMPFO02 a été ont été obtenu
avec un rendement de 33% (48mg) et le CMPFO3 rs&fapurifié entierement.
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C2.Synthése avec le tripl#PYPG

Synthése of the N-Bromoacetyl-(®)-Ser(¥“"*"Pro)-OBn 7

C\.
F3C\\‘ N COan
o)\

Br
7

Le bromure de bromo-acétyle (2,08 ml, 24 mmol, Liéy a été ajouté directement sur
l'oxazolidinela (6,545 g, 1 éqg., 23,8 mmol) et agité pendant 99 sous atmosphere d'argon.
Le mélange a ensuite été dilué dans du DCM (10 filtré, afin de récupérer 2,312 g de
la matiere de départ protonée sous forme d'unesblahc brut. La phase organique a ensuite
été lavée avec de la saumure (2 x 200 ml), séchée du MgSQ et filtrée. Apres
évaporation sous pression réduite, I'huile jaungeba été purifiée par chromatographie flash
sur gel de silice (95:5 cyclohexane /acétate dé}pour donner 4,714 g (rendement de 81%,
avec un taux de conversion de 64%) de N-bromoaagtszolidine7 sous forme d'un
mélange d’'isomeéres inséparables a 50:50 dans £Ddile incolore |R : 2926, 1744, 1686,
1377, 1282, 1179, 1149 eéntH NMR (400 MHz, CDCYJ) : (50:50 mixture of rotational
isomers) (ppm) 3.59 (dJ = 12.0 Hz, 1 H, ChiBr, Haisomer }, 3.69 (d,J=12.0 Hz, 1 H,
CH-Br, Hbisomer J, 3.89 (d,J = 10.7 Hz, 1 H, CHBr, Haisomer 3, 3.96 (d,J = 10.7 Hz,

1 H, CH-Br, Hbisomer 2, 4.19 (m, 1 H, g¥Pro-Haisomer J, 4.20-4.52 (m, 2 H, I¥Pro-

Hb isomer land H WYPro-Haisomer 3, 4.58 (m, 1 H, iid'YPro-Hbisomer 3, 5.12-5.17 (m, 2

H, CH,Bnisomer }, 5.20-5.24 (m, 2 H, C{Bnisomer 3, 5.83 (m, 1 H, l'¥Pro-Hisomer

1), 5.88 (m, 1 H, §¥Pro-Hisomer 3, 7.32-7.42 (m, 10 H, Bn Bromisomers 1 and )2, **C
NMR (100.5 MHz, CDGJ): (50:50 mixture of rotational isomer§)ppm) 25.9 (CH, CH,-Br
isomer J, 26.2 (CH, CH,-Br isomer 2, 58.4 (CH, GW¥Pro), 67.6 (CH, Bn CH, isomer 1},
68.3 (CH, Bn CH; isomer 1}, 70.0 (CH, G ¥YProisomer 1}, 72.1 (CH, Cg'¥YProisomer 3,
83.6-85.6 (2 CH, &¥YPro), 122.6 (qJ = 287.5 Hz, 2 C§j, 128.2-129.2 (10 CH, Bn arom
isomers 1 and )2 134.1 (C, Bn aronsomer 1}, 134.7 (C, Bn aronsomer 3 164.4 (C, C=0
isomer 3, 166.7 (C, C=Qsomer 3, 168.4 (CC=0Oisomer }, 169.3 (C C=0Oisomer 3 ;
RMN *°F (376.2 MHz, CDGQJ): (50:50 mixture of rotational isomers)(ppm) -81.2 (s, C&
isomer )}, -81.4 (s, CE, isomer 3.; HRMS (ESI-TOF): Calculated for ;¢H13BrFsNO4Na
417.9878, found 417.9870.
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Synthése de N-azidoacetyl-&-Ser(¥“"*"Pro)-OBn 8

0
F3c“'4,‘>‘cozsn

X

N
8 3

L'azoture de sodium (0,780 g, 1,8 équiv. 12 mmda@)éaajouté avec précaution a une solution
du bromo-4 oxazolidine (2,65 g, 1 équiv. 6,7 mnuahs du DMF (15 ml) sous atmosphere
d'argon. La solution a été agitée pendant 3h adestyre ambiante, avant d'étre lavéé avec de
l'eau (2 x 125 ml), puis extrait avec du DCM (226 ml). La phase organique est séchée
avec du MgSQpuis filtrée. Apres évaporation sous pressionitédlhuile rouge brute
résultante a été purifiée par chromatographie #astgel de silice (95:5 cyclohexane/acétate
d'éthyle) pour donner 1,93 g (rendement 83%) dduyit® sous forme d’un mélange
d’'isoméres inséparables 57:43 dans le GD@Guile incolore ; IR : 2110, 1747, 1689, 1401,
1186, 1153, 905, 725 ¢mMRMN *H (400 MHz, CDC}) : (57:43 mixture of rotational
isomers) (ppm) 3.60-4.70 (m, 8 H,HPPro-H and CH-N3z majo and minp 4.70-4.74 (m, 2
H, Hy YPro-Hmajo and miny 5.20-5.28 (m, 4 H, C#8n majo andming), 5.68 (m, 1 H, K
YPro-Hmino), 5.93 (m, 1 H, §¥Pro-Hmajo), 7.28-7.54 (m, 10 H, Bn H aromajo and

mino) ; RMN *C (100.5 MHz, CDG)) : (50:50 mixture of rotational isomerd)ppm) 51.2
(CHz, CH,-N3ming), 51.8 (CH, CH,-N3majo), 58.1 (CH, G YPromajo, 58.5 (CH, G WPro
minog), 67.9 (CH, Bn CH:ming) 68.6 (Ch, Bn CH.majo), 69.9 (CH, G YProming), 72.3
(CH,, G YPromajo), 84.0 (CH, G¥Prominog), 85.2 (CH, G¥YPromajo), 122.7 (qJ =

287.5 Hz, 2 CF), 128.2-129.2 (10 CH, Bn aromajo and minyy 134.1 (C, Bn arommajo),
134.8 (C, Bn arormino), 166.3 (C, C=0ning), 167.7 (C, C=0najo), 168.6 (C, C=0nino),
169.2 (C, C=Qmnajo) ; RMN *°F (376.2 MHz, CDG)) : (57:43 mixture of rotational isomers)
é (ppm) -81.3 (s, CHmajo), -81.7 (s, CEmino) ; HRMS (ESI-TOF) Calculated for
Cl4H13F3N4O4Na 381.0781, found 381.0781.

Synthése du Fmoc-Gly-(8)-Ser(¥*™"Pro)-OH 10

o
F3C\“4,\>‘COZH

0
NHFmoc
10

Le palladium sur charbon (10% p/p, 76 mg, 0,06 mmd équivalent) a été ajouté a
une solution deé8 (0.460g, 1 équiv. 0,64 mmol) et de HCI 3M (5 ménd du méthanol (10
ml), sous atmosphére de H bars) a température ambiante pendant 4 hduraagélange est
ensuite filtré, rincé avec du méthanol puis évapswas pression réduite pour donner le
produit 9 sous forme de cristaux blancs avec un rendemaenrttittif. Le produit brut a été
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utilisé directement sans purification supplémeptasous forme de mélange inséparable
d'isomeres 71:29 dansO.

Le dipeptided (2,954 g, 10,6 mmol, 1 équivalent) a été diluésdaa I'eau (50 ml) et
traité avec du N&£Os; (2,810 g, 26,5 mmol, 2,5 équiv.). Apres dissolutmmpléete des
solides, la solution a été refroidie a 0 ° C emélange de Fmoc-OSu (4,290 g, 12,72 mmol,
1,2 équiv.) dans du dioxane (85 ml) a été ajoutadtg a goutte pendant 1 h. On a laissé le
mélange réactionnel se réchauffer lentement jusgugpérature ambiante et I'agitation est
poursuivie pendant 15 h. La solution a été enstutgporée sous pression réduite afin de se
débarrasser du dioxane. La solution aqueuse ragiléaété lavée avec EtOAc (2 x 200 ml),
acidifié avec de I'HCI 3M jusqu'a atteindre pH ~eRensuite extraite avec du EtOAc (2 x 200
ml). La phase organigque a ensuite été séchée avedg$Q, et évaporée sous pression
réduite pour donner le dipeptide brd@ sous forme de solide blanc brut. Apres trituration
dans le pentane pendant 1 h, le solide blanc eégudt été purifié par chromatographie flash
sur gel de silice (99:1 dichlorométhane/méthanolrpdonner 3,790 g (73%) de produit pur
10; RMN 'H (400 MHz, MeOD) :§ (ppm) 3.98-4.59 (m, 8H), 5.80 (d, 1H; HPro-H), 7.25-7.78
(m, 8H, Fmoc-H-Arom )RMN **C (100.5 MHz, MeOD) :§ (ppm) 53.2 (CH C,-Gly), 56.3 (CH,
Fmoc), 69.5 (CH, €¥Pro), 75.5 (CH Fmoc), 83.4 (CH G;\YPro), 94.0 (CHCs YPro), 133.1 (CJ
= 283.7 Hz, CF), 129.9 - 137.4 (CH, Fmoc Arom), 150.9,(€Emoc arom), 153.5 (CFmoc arom),
166.2 (G, (C=0)Fmoc), 180.2 (¢ (C=0)NR), 182.5 ( G, COOH) ;RMN *F (376.2 MHz, MeOD) :

é (ppm) -81.2 (s, CHmino), -81.3 (s, CEmajo)

Synthesis of the Fmoc-Gly-(8)-Ser(°™"Pro)-(2R)-Ser(¥“"*"Pro)-0Bn 11

FsC.,. (0 FsC_o
/\[(N\erN\g
FmocHN
o) o COan
11

Préparation du chlorure d’acyle Le chlorure de thionyle (0,61 ml, 8,4 mmol, If&.) a
été ajouté avec précaution a un mélange de pro@y@,3 g, 0,65 mmol, 1 €q.) dans du DCM
(10 ml) sous atmosphére d'argon. Le mélange réemicest soumis a ultrasons pendant 90
min (37 kHz, 60%, T <30 ° C) avant d'étre évapandgsspression réduite. Puis il est lavé avec
du pentane et séché sous vide poussé. Le chldaagdealrésultant a été utilisé sous forme de
poudre blanche dans la réaction de couplage sarspaurification.

Activation de I'amine- Du zinc (42 mg, 0,65 mmol, 1 éq.) a été ajout®xazolidine 1b
(180 mg, 0,65 mmol, 1 équiv.) diluée dans du CHZImI) et le mélange a été agité pendant
10 min avant d'ajouter TMS-CI (0,084 ml, 0,65 mnioEq.). Aprés 15 minutes, le mélange a
ete filtré puis ajouté directement sur la poudranbhe obtenue précédemment sous
atmosphére d'argon. Aprés 15 h d'agitation, le ng&laa été évaporé sous pression réduite
avant purification par chromatographie flash sul de silice (95:5 cyclohexane/acétate
d'éthyle) pour donner 350 mg (42%) du prodditcorrespondant a I'isométeans pur dans
CDCls; solide blanc RMN *H (400 MHz, CDC}) : & (ppm) 4.05 (dd) = 16.8, 4.4 Hz, 1 H,

Hq Gly-H Ha), 4.10 (ddJ = 16.8, 5.2 Hz, 1 H, k3 ¥Pro-Ha), 4.18 (dd) = 13.2, 5.6 Hz, 1 H,
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Hq Gly-H Hb), 4.22 (tJ = 5.2 Hz, 1 H, Fmoc CH), 4.35 (m, 3 H, Fmoc f&Hth, Hs, YPro-
Ha and H, YPro-Hb), 4.40 (m, 1 H, Fmoc GHHb), 4.51 (tJ = 7.2 Hz, 1 H, g, YPro-Hb),
5.08 (t,J = 8.0 Hz, 1 H, |, WYPro-H),5.12 (dJ = 12.0 Hz, 1H, Bn CKHHb), 5.17 (dJ=12.0
Hz, 1H, Bn CH-Hb), 5.43 (t,J = 5.0 Hz, 1 H, NH), 5.71 (g} = 5.0 Hz, 1 H, B YPro-H),
5.92 (q,J = 5.04 Hz, 1 H, kb YPro-H), 7.42-7.27 (m, 8H, CH, Bn arom and Fmoc grom
7.58 (d,J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.76 @@= 7.33 Hz, 2 H, Fmoc arom) ; RMNC
(100.5 MHz, CDGJ) : § (ppm) 43.3 (CH, C4Gly), 47.0 (CH,Fmoc CH), 56.9 (CH, &
¥YPro), 57.8 (CH, ¢ YPro), 67.3 (CH Fmoc CH),84.8(2C,Cs WYPro and G
¥YPro),120.1 (2 CH, Fmoc arom)122.5 (g, J = 285.5 Hz, CCR;), 122.7(q,J=287.4 Hz, C
CFR), 125.2(2 CH, Fmoc arom), 127.2 CH, Fmoc arom), 127.@ CH, Fmoc arom), 128.4
(2 CH, Bn arom), 128.83 CH, Bn arom),134.78 (C, Bn arom), 141.39 (2 C, Eracom),
143.8 (2 C, Fmoc), 156.2 (C, C=0), 167.6 (C, C=188.4 (C, C=0), 169.1 (C, C=0) ; RMN
% (376.2 MHz, CDG)) : & (ppm) -81.5 (s, CFmino), -81.7 (s, CEmajo)

Synthesis of the Fmoc-Gly-(8)-Ser°™"Pro)-(2R)-Ser(¥“"**"Pro)-OH 12

X (0 FiC_o
/\[(N‘ZH/N\Q
FmocHN
) o CO,H
12

Le palladium sur charbon (10% p/p, 50 mg, 0,1 éajaivt) a été ajouté a une solution
de 11 (0.320g, 0,44 mmol, 1 ég.) dans du méthanol (6 miBnsemble est placé sous
agitation et atmosphere de H bar) a la température ambiante pendant 1 hearmélange
est ensuite filtré, rincé avec du méthanol puispéva sous pression réduite. Le solide brut
résultant a été purifié par chromatographie éckir gel de silice blanche (100:0
dichlorométhane/méthanol) pour donner 200 mg (7d&groduitl2, sous forme de mélange
de deux diastéréoisoméres, caractérisé par spempiesde masse ; RMRH (400 MHz,
CDCl3) : 6 (ppm) 4 - 4.88 (m, 11H), 5.57 (m, 1HWH),5.82 (m, 1H, H ¥YPro-H), 5.90 (m,
1H, Hs2 WYPro-H), 7.76 (dJ = 7.79 Hz, 2H, Fmoc arom), 7.55 @z= 7.79 Hz, 2H, Fmoc
arom), 7.42-7.27 (m, 4H, Fmoc arom) ;: RMRF (376.2 MHz, CDG)J) : § (ppm) 81.67 -
81.92 (s, Ckmajo), 81.31 - 81.77 (s, GFino)
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ANNEXE 5: Synthése du peptide modeR3 Ac-Pro-(RA9-
Ser@“™"Pro)-Gly-NH, en stratégie ester méthylique

1. Synthese

Synthése de Séff >"Pro)-OMe2 - Dans un premier temps, la sérine est protégé® fsome
d’ester méthylique par traitement d’une solutionctiorure d’acétyle dans du méthanol. La
fonction amine est ensuite protégée par un groupetee-butoxycarbonyle® par ajout
d’anhydride de dtert-butyldicarbonate (Bg€©) en présence de triethylamine dans le THF
pour conduire a la Boc-sérine ester méthyliguaevec un rendement de 52% sur deux étapes
(Schéma 1). Le groupement protecteur Boc ess@tgour ameéliorer la solubilité de la sérine
dans le toluene afin de faciliter I'étape de corsdion. Il est alors clivén situ au cours de la

réaction.
/[OH 1/ CHsCOCI, MeOH /[OH
H,N">co,H  2/BocO, ELN, THE - BocHN™ >Co,Me
(S)-Sérine Rdt = 52%
209 1

Schéma 1: Préparation de la Boc-sérine ester métiyue 1

La condensation de la Boc-sérine ester méthyligser le trifluoroacétaldéhyde hydrate
en présence dearatoluene sulfonate de pyridinium (PPTS) permet tdab la
pseudoproline2 sous forme d’'un mélange diastéréoisomérique 84Shéma 2). Apres
purification par chromatographie, les oxazolidimegjoritaires (549-2 et minoritaires
(2RA9)-2 sont obtenues avec des rendements respectifStietde 10%.

OH )o\H PPTS, Toluéne i&cogvm * j\@‘—cone
” FsC H

¥ FiC
BocHN” “co,Me  Fs€° OH  tamb 1hpuis "3

1 Dean-Stark 24 h (25,4S)-2 (2R,4S)-2
20g Rdt = 54% Rdt = 10%

Schéma 2: Synthése des pseudoprolines SEf(>"Pro)-OMe 2

Synthése de Fmoc-Pro-(2R,4S)36F¢"Pro)-OH 4- Le couplage est réalisé avec la
pseudoproline RA49-2. Cependant, il a été montré que le couplage pgpeda partir d’'un
mélange d’oxazolidines RR49-2 et (S49-2 conduisait a I'obtention du seul dipeptide
incorporant une Sef“"**"Pro) de configuration R4S), une épimérisation du centre &
ayant lieu avant la réaction d’amidification.

Le couplage de la pseudoprolinedR@S)-2 avec la Fmoc-L-Pro est effectué sans base
apres activation de la proline sous forme de cidodliacide. La Fmoc-L-Pro-Cl est préparée
selon la méthode décrite par Babu, par « sonicatiem présence d’un large exces de chlorure
de thionyle dans le DCM pendant 45 minutes puigoération. Le dipeptide Fmoc-Pro-
(2RA49-Ser@®°™"Pro)-OMe3 est ainsi obtenu avec un rendement de 65% (ScH@miaors
de la purification, il est difficile de séparer faatement le dipeptide attendu du Fmoc-Pro-Cl
qui n’a pas réagi. En effet, les deux composéslestrapports frontaux quasi identiques.
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30|\/>4—-002Me
SocCl, (13 FC” OFSC}O
OH 2 (13eq) (2R4S)-2
DCM N
N 0 - > Fmoc-Pro-ClI
Fmoc 45' sonicateur t.amb nuit NFmoc CO,Me
Fmoc-L-Pro 3
19 Rdt = 65%

Schéma 3: Synthése du dipeptide Fmoc-ProR4S)-Ser(¥*™"Pro)-OMe 3

Afin de coupler avec la glycine, le dipepti@esst saponifié dans des conditions douces
afin de ne pas cliver le groupement Fmoc. L'utiima de soude dans un mélange
isopropanol/eau en présence de chlorure de calountuit a I'acidet (Schéma 4).

A lissu de la purification, I'acide4 attendu est obtenu avec un rendement de 86%, en
mélange avec des traces de Fmoc-Pro-OH, vraisehabiiaht issu de I'hydrolyse du Fmoc-
Pro-Cl. C’est pour éviter ces difficultés que lathgse en série benzylique a été réalisée.

1/ CaCl, NaOH
F3C iPrOH/H,O (7/3) F3C,

0" %o 2/ Hel D
o, | g
tamb4 h
NFmoc CO,Me NFmoc CO,H
3 4

Rdt = 86%

Schéma 4: Synthése de I'acide 4

2. Partie expérimentale

Boc1i-Ser-OMe 1

OH

HN” >Cco,Me

A une solution de méthanol (280 ml) a 0°C, nousawajouté du chlorure d'acétyle (27,2 ml,
0,38 mol, 2 équivalents). Le mélange est agitérpésature ambiante pendant 5 min. Ensuite,
la L-sérine (20,2 g, 0,19 mol, 1 ég.) est ajoudmelange résultant est agité, chauffé a reflux
pendant 2 h, refroidi a température ambiante, pueporé sous pression réduite. L'ester
méthylique de serine brut a été dilué dans du THR (ml). De la triéthylamine (54 ml, 0,38
mol, 2 éq.) et du Be© (46 g, 0,21 mol, 1,1 éq.) ont été ajoutés suosmsent a 0°C. Le
mélange résultant a été chauffé au reflux a 50%Ciget 20 h puis refroidi a 0°C et désactivé
avec 200 ml d'eau. Le mélange résultant a été pgitglant 30 min. Les phases ont été
séparées et la phase organique a été extraitedaviiacétate d'éthyle (3 x 290 ml), lavé avec
une solution de HCI 0,2 M (2 x 75 ml) et de la samen(2 x 75 ml). Les phases organiques
combinées ont été séchées sur MgSilrées et évaporées sous pression réduite ékilu
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brut a été purifié par chromatographie sur gelitlees(70/30 cyclohexane/acétate d'éthyle)
pour donner 21,6 g (52%) de5{Boc-serine ester de meéthyle R = 0.16 (60:40
cyclohexane/acétate d'éthyl'H NMR (400 MHz, CDCY) § 1.45 (s, 9 H{Bu), 2.36 (t, 1 H,)

= 5.0 Hz, OH), 3.78 (s, 3 H, OMe), 3.91-3.97 (nH,2Hs Ser-H), 4.39 (m, 1 H, HSer-H),
5.47 (d, 1 HJ =5.5 Hz, NH).

Ser(W“"*"Pro)-OMe 2

jg%‘;‘—cozl\ne
FC'2 N
2

A une solution d€S)Boc-sérine ester de méthyle(21 g, 98 mmol, 1 équivalent) dans du
toluene (50 ml) a température ambiante, nous avejsuté de [I'hydrate de
trifluoroacétaldéhyde (9,8 ml, 118,5 mmol, 1,2 éet)du pyridiniump-toluenesulfonate
(PPTS) (5 g, 19,8 mmol, 0,2 éq.). Le mélange rasula été agité a 90°C pendant 1h puis
800ml de toluéne ont été ajoutés. Le mélange mrawi a été chauffé au reflux en utilisant
un appareil de Dean-Stark a 140°C pendant 24 mélange réactionnel a ensuite été refroidi
a 0°C, filtré et le toluéne a été évaporé soussprgéduite. Le résidu brut a été purifié par
chromatographie sur gel de silice (90/10 étheré&teofe/acétate d'éthyle) pour donner 10,6 g
de (2S,4S)R2 (54%) sous forme d'une huile incolore et 1,9 q2#R,4S)2 (10%) sous forme
d'un solide blanc(2S,4S)-2: huile incolore;Rf =0.31 (80:20 cyclohexane/acétate d’éthyle);
[a]%5 -50.4 (c 4.95, CHG); IR (neat) 3338, 2962, 1740,1439, 1287, 1223811431, 665
cm™; *H NMR (600 MHz,CDCJ) § 3.28 (m, 1 H, NH), 3.79 (s, 3 H,OMe), 3.83 (ddd; 2.8,
6.2, 1.0 Hz, 1 H), 4.02 (dd, J = 7.8, 6.2 Hz, 1423 (t,J = 7.8Hz, 1 H), 5.04 (q] = 5.7 Hz,

1 H); *C NMR (100.5 MHz, CDG) 6 52.9, 58.5, 69.7, 87.8 (d,= 34.5 Hz), 123.2 (q] =
283.6 Hz), 171.9'°*F NMR (376.2 MHz, CDG) ¢ -85.0 (dd,J = 5.7, 1.0 Hz); MS(Eljn/z=
199 [M'], 140 [M" - CO:Me] (100), 130, 112, 92, 70; HRMS (EI) calcd fogHgFsNO;
199.0456, found 199.04572R,4S)-2: solide blanc; mp 65 °(Rf =0.10 (80:20 cyclohexane/
acétate d'éthyle):]*%; -17.61 (c 4.9, CHG); IR (neat) 3309, 1737, 1462, 1285, 1231, 1156,
1127, 669 crit; '"H NMR (600 MHz, CDCJ) ¢ 3.18 (m, 1 H, NH), 3.71 (s, 3 H,OMe), 4.08
(ddg, J = 6.5, 6.0, 0.7 Hz, 1 H), 4.11 (t, J =180 1 H), 4.15 (ddq, J = 6.5, 6.0, 1.1 Hz, 1 H),
4.89 (g, J = 5.2 Hz, 1 H}*C NMR(100.5 MHz, CDGJ) 6 52.6, 58.6, 68.8, 87.6 (q, J = 34.5
Hz), 122.9 (q, J= 283.6 Hz), 1714F NMR (376.2 MHz, CDG) 6 -84.1 (ddd, J = 5.2, 1.1,
0.7 Hz); MS (E)m/z= 199 [M], 140 [M" - CO,Me] (100), 130, 112, 92, 70; HRMS (El)
calcd for GHgF3sNO3 199.0456; found 199.0458.

Fmoc-Pro-Ser@“™"Pro)-OMe 3

FiC

0" %o

N j@ﬁ
5 NFmoc CO,Me
3
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A une solution de Fmoc-L-proline (1,16 g, 3,45 mmioéquivalent) dans du dichlorométhane
(18 ml) a été ajouté du chlorure de thionyle (5,4%mmol, 13 éqg.). Le mélange résultant a
été traité par ultrasons pendant 45min. Le solvanété évaporé et le Fmoc-Pro-Cl
correspondant (1.1 €qg.) a été solubilisé dans dblatométhane (10 ml). L'oxazolidine
(2R,4S)2 (625 mg, 3,14 mmol, 1 €q.) a été ajouté via umelleaet le mélange résultant a été
agité a température ambiante pendant une nuit,gwaigoré. Le produit brut a été purifié par
chromatographie flash (80:20 cyclohexane/acétaithyde) pour donner 1,14 g (65%) du
dipeptide pur Fmoc-Pro-SeWProCF3, H)-OMe3 comme un isomergrans dans CDJ a
300 K: solide blanc; mp 115 °®&f= 0.3 (70:30 cyclohexane/acétate d'éthyla){, -56.1 €
1.0, CHC}): IR (neat) 2956, 1763, 1689 &m'H NMR (500 MHz, CDCJ) 6 1.94-2.05 (m, 1
H, Hy Pro-Ha), 2.10-2.26 (m, 2H,fPro-H), 2.27-2.39 (m, 1 H, #Pro-Hb), 3.52-3.60 (m,

1 H, K Pro-Ha), 3.67-3.74 (m, 1 H,6HPro-Hb), 3.77 (s, 3 H, OMe), 4.23 (t, J = 7.1 Hz,
H, Fmoc CH), 4.32 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 1 Hj ¥Pro-Ha), 4.34 (d, J = 7.1 Hz, 2 H, Fmoc
CH,.H), 4.36-4.40 (m, 1 H, &Pro-H), 4.50 (t, J = 8.7 Hz, 1 HpMPro-Hb), 5.06 (t, J = 7.8
Hz, 1 H, Hx ¥Pro-H), 6.23 (q, J = 4.8 Hz, 1 H3MPPro-H), 7.31 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc
arom), 7.40 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7156 € 8.5 Hz, 2 H, Fmoc arom), 7.77 (d, J =
7.3 Hz, 2 H, Fmoc arom}°C NMR (125 MHz, CDGJ) 6 24.8 (CH, Cy Pro), 30.9 (CH, CB
Pro), 47.1 (CH, Cb Pro), 47.2 (CH, Fmoc CH), 52.8 (gHOMe), 56.9 (CH, @ Pro), 58.3
(CH, Ca WPro), 67.7 (CH, Fmoc CH), 68.9 (CH, C3 WPro), 85.1 (q, J = 30.7 Hz, CHJC
WPro), 120.1 (2x CH, Fmoc arom), 122.9 (q, J = 286.6 Hz,3CA25.2 (2x CH, Fmoc
arom), 127.1 (2x CH, Fmoc arom), 127.8 (& CH, Fmoc arom), 141.4 (2 CH, Fmoc
arom), 155.4 (C, C=0), 168.8 (C, C=0), 173.0 (CO%2° F NMR (376.2 MHz, CDG) 6 —
81.9 (d, J = 5.2 Hz); ESIMS m/z: 519.28 [M +'HRnal. Calcd for GgH2sFsN2Og (518.17):

C, 60.23; H, 4.86; N, 5.40, found: C, 60.22; H44 R, 5.51.

Fmoc-Pro-Ser@Pro“™")-0H 4

0" %0

N\ﬁ
NFmoc COOH

4

La saponification du dipeptidg(1 g, 1,93 mmol, 1 équivalent) a été réaliséeagaition de
NaOH (108 mg, 2,70 mmol, 1,4 éq.) a une soluti@&N,CaCZ% dans iPrOH-HO 7:3 (50ml).

Le mélange réactionnel a été agité pendant 4 impéeature ambiante, désactivé avec HCI
1M, puis concentré sous pression réduite et dike€ &,0. La solution aqueuse a été extraite
avec de l'acétate d'éthyle (3 x 50 ml). Les phasganiques combinées ont été lavées avec
H,O (20 ml), séchées sur du Mg&Qdiltrées et concentrées sous pression réduite Un
chromatographie éclair (95:5 de dichlorométhandiarél) a donné 963 mg (86%) de I'acide
4 correspondant.
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ANNEXE 6: Optimisation du couplage 8Pro

o)
o 1) Br)l\/sr 2 21
F3C“'41COZBn FoC” COzBn

N
H

2) Générer une amine [e)

Y
:U}

3. Optimisation de I'étape 1

Pour piéger I'équivalent d’acide chlorhydrique généors de I'acylation, la réaction a été
réalisée en présence de base. Quelle que soitska bidisée (pyridine, bicarbonate de
sodium), ou le nombre déquivalents, la réactioncpde avec épimérisation. Nous avons
également testé différents solvants (THF, DCM) emanpt notamment sur la polarité. La
encore, les résultats ont été peu concluants. Haftempérature joue quant a elle un role tres
important. En effet, il a été démontré qu’une légamusse de température favorisait fortement
I'épimérisation, et donc la formation du produityldc comportant la pseudoproline de
stéreochimiesyn

4. Optimisation de I'étape 2

L’élaboration du résidu glycine a tout d’abord été&visagée en réalisant la substitution du
brome par la dibenzylamine. Cette stratégie net gas avérée satisfaisante, le dipeptide
attendu étant obtenu avec un faible rendement @é. 44 réaction de substitution par
I'azoture de sodium a ensuite été testée. Un prezsiai a 80°C dans le DMF a conduit a des
produits de dégradation. Puis la réaction a étésésaa température ambiante, le produit a été
obtenu avec un rendement satisfaisant de 83%.

o}
F3C\"4N_>‘c023n

Ph_\NH 0}\‘
Ph— N
Pyr.DCM r W
Ph Ph

0
Rdt = 44%
F3C\“4N_>‘cozan

(o]
Br DMF, 3h, t.a.
4
NaN3
F,C ;)‘COZBn
o)\
N3

5
Rdt = 83%

(o}
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Conclusion et perspectives

Le développement de CMP a débuté dans les an®&€seh vue de comprendre la
stabilité de la triple hélice de collagéha. travers cet ouvrage, nous avons donc contribué a
ces travaux a plus d’un titre. Nous avons montm dgi simples spectres en RMN du proton
permettaient d’étudier les échanges monomére-trigdice, que ce soit en condition
d’équilibre thermodynamique ou hors équilibre, poaractériser les cinétiques d’assemblage.
Ce travail a nécessité le développement de métteds/nthése nous permettant d’avoir des
guantités suffisantes de peptides pour pouvoir iEnsles engager dans des études
biophysiques. En utilisant un marquage spécifiqu&’a et*N des glycines, nous avons pu
mettre en évidence par RMN hétéronucléaire la poEseles deux populations majoritaires,
monomere et triple hélice, mais également de nomxbmnformeres minoritaires. Cette
approche nous a permis d’'inspecter pour chacurxd&si parameétres pouvant affecter leur
stabilité (concentration, température) alors quelighroisme circulaire ne détecte que la
population PPII. A notre connaissance, personnegait'a@ncore utilisé cette méthode de
marquage spécifique pour caractériser cet equijimgqu’a la publication délartgerink et
al.? parue au début de cette année. Nos études saendzepi complémentaires. Ils ont pu
montrer des différences structurales aux extréntiésstriples hélices ainsi que la nécessité
d’avoir au moins deux triplets a chaque extrémdaarpstabiliser la triple hélice. Nous avons
eégalement fait ces observations et nous avonsilfgrra obtenu des informations structurales
locales par le développement de I'expérience-CROSY. Grace a cette expérience, nous
avons pu déterminer les constantes de couplalyRs. sur toute la longueur du peptide,
celles-ci étant directement liées a I'anglgar la relation de karplus. A ce jour, les valeurs
obtenues ne sont pas en bon accord avec les eedégnamique moléculaire ce qui reste
préoccupant. L’établissement de liaisons hydrog&aehange des protons amides, ou la
faible fraction d’amides deutérés pourront étres g compte pour rapprocher au mieux
expérience et théorie. Le développement de deugrxmes a 3 dimensions a été réalisé :
s3-HACAN et s3-HACACO. Celles-ci ont été appliquées peptide$(POG) et 3(POGY,
elles permettent d’obtenir pour chaque glycine bague conformére de nombreuses

constantes de couplages, jusqu’au 12 pour I'expéeis3-HACAN. L'enregistrement de ces
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expériences 3D sur les peptides marqués aux exé®raera réalisé dans un avenir tres
proche afin de confronter les valeurs de couplagesurées aux analyses par dynamique
moléculaire. Nous attendons ces derniers résulpatgr publier ces développements

meéthodologiques en RMN.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence la pcésde deux types d’assemblages
supramoléculaires qui résultent, selon nous, soit dssemblage imparfait des monomeres,
reliés localement par des amorces de triples I®lm@t d’'un assemblage plus organisé issu
des interactions latérales et axiales (téte-qudadyiples hélices. Ce modéle est fondé sur
nos études combinées de DLS, dichroisme circul&@téG et RMN liquide/solide. La
littérature rend compte de la présence de cesreliffe types d’assemblages par la formation
de gels*® & forte concentration ou de fibfasais ceux-ci sont trés peu étudiés d’un point de
vue moléculaire. Le modéle que nous avons étahls reo permis d’obtenir des parameétres
thermodynamiques pour les assemblages de (PQGlubles: constantes de vitesse,
variations d’enthalpie et d’entropie des assemlislage triple hélice et des assemblages
désordonnés de haut poids moléculaire. La modélisaes cinétiques met en évidence une
absence d’échange conformationnel direct entreetgmces triples hélices et les especes
oligomériques solubles. Pour finaliser cette patitietravail, nous prévoyons de réaliser des
études complémentaires a difféerentes concentratetngoH. Il serait par ailleurs trés
intéressant de réaliser des études similairesespeptide (POG) qui a forte concentration,
forme des assemblages insolubles fortement organiséus souhaiterions également
caractériser a I'échelle moléculaire ces assemsblagjes études de SHG, microscopie
électronique (ombrage) RMN solide indiquent de memiconvergente que ces especes
insolubles ont un degré dordre élevé mais nousdisposons pas pour le moment
d’'information a I'échelle moléculaire. Des essaigpémentaires seront effectués pour
obtenir des quantités de fibres marqli&, °N qui soient compatibles avec une étude par
RMN du solide. Nous poursuivons par ailleurs no®ref pour trouver des conditions
expérimentales permettant d’observer et de caisetéres assemblages par des techniques de
microscopie a trés haute résolution. Il seraitrgggant de voir comment se comporte le
peptide (POG) a plus forte concentration, celui-ci forme-t-il sdeassemblages

supramoléculaires insolubles tout comme le (PO®)

Les résultats que nous avons obtenus nous ont patenidéfinir des parameétres
critiques pour la conception de molécules CMP.&3etli doivent pouvoir former rapidement

des triples hélices stables, qui au-dela, doiventgassocier et former des réseaux organisés.
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Sous sa forme monomeérique, le peptide CMP de mdérgPOG) explore plusieurs
conformations en raison de I'équilibois-tansdes liaisons Gly-Pro. Les peptides contenant
une ou plusieurs liaisonds ne sont pas compatibles avec la formation d’uipethélice
mais peuvent cependant s’autoassocier pour foregepligomeres de haut poids moléculaire.
Un premier élément que nous avons envisagé dameneeption de nouveau CMP a été
d’'abaisser la barriere d’énergigs-trans grace a I'emploi de motifs oxazolidine et la
conjugaison de groupements trifluorométhylés foeemélectroattracteurs. L'effet de ces
pseudoprolines fluorés devrait (i) accélérer lamfation des triples hélices, (ii) inhiber la
formation d’agrégats. Par ailleurs, nous avons néogtie les motifs2S,4B-Ser@“™Pro)

et 2R,4R-Ser@®“™"Pro) avaient la capacité de contraindre les plissgsnde cycle des
motifs oxazolidines. Cette propriété est cruciateirpla conception de CMP car il a été
montré que lalternance&lown-up était déterminante pour stabiliser la triple h&lide
collagéne. Le motif 4S,4B-Ser@“™"Pro) est un trés bon mime de I'hydroxyproline
puisqu’il stabilise fortement le plissement up messein du tripeptide PrgPro-Gly (P3), il
influence également le plissement de cycle de lEin@ précédente emp. Ceci peut
s’expliguer par I'encombrement du groupes;@iasi que par la faible contrainte de plissement
du cycle proline. L'enchainemer§,4R-Ser@“~"Pro)-@R,4R-Ser@“""Pro) quant a Iui,
possedent bien I'alternandewn-uprequise pour former la triple hélice de collagdriétude
RMN approfondie des propriétés structurales par Ri&Ndifférents tripeptides incorporant
ces motifs fait I'objet d'une publication qui sesmumise prochainement a Organic &
Biomolecular Chemistry. La synthése et I'étudedtrtale de plus longs peptides fluorés ont
été entreprises. Nous ne sommes parvenus pourreemau’a insérer le triplet PrgPro-
Gly dans ces nouveaux CMP. Nous avons pu voir guedle hélice était alors fortement
déstabilisée, voire complétement inexistante, ¢eétgit prédictible du fait du non-respect de
I'alternance des plissements de cytld.a synthése de peptides incorporant le m#ffro-
WPro-Gly est en cours de développement. Les avameétsdologiques effectuées pour les
études des peptides (PQQGh=7 ou 10) seront mises a profit pour étudies neuveaux
CMP. Nous espérons de ces peptides qu’ils augmelatestabilité de la triple hélice mais
également qu’'ils promeuvent des assemblages sul@remeaires grace a des interactions
latérales fortes médiées par les atomes de fluoreffet, nous avons pu visualiser par
modélisation moléculaire que les atomes de fluantpat vers I'extérieur de la triple hélice.
Ce positionnement serait donc propice a promoudesd interactions inter-triples hélices et
stabiliser des assemblages supramoléculaires.
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Il est encore difficile d’envisager, a ce jour, d@ematériaux ne contenant que des
peptides synthétiques. C’est pourquoi nous avoasesgnt testé la capacité des (PR&)
moduler les phases denses de collagéne naturaligeoqrrait permettre la conception de
nouveaux biomatériaux aux propriétés originalesettet, Wang et alont montrés qu’il était
possible de modifier les phases de collagéne peagiavec des peptidomimétiqi®slous
avons engagé des études de concentration, a difératio peptide:collagene et observé par
microscopie ou RMN les interactions éventuellesqdia présent, nous n'avons obtenu
aucune evidence expérimentale nous permettantirdeff que (POG) ou (POG)
s’intercalent dans les phases de collagene. Lsatibn de CMP fluorés pour doper des phases
de collagene représente un autre champ d’investigaiossible, les atomes de fluor étant
bien connus pour augmenter les affinités des geati@écules pour les protéines.
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