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Chapitre 1 : INTRODUCTION

I. Le stress oxydant

1) LES DIFFERENTES VOIES DE FORMATION DES ESPECES REACTIVES DE
L’'OXYGENE

Les organismes aérobies génerent leur énergie par la réduction du dioxygéne (02) en molécule
d'eau (H;0). Au cours de ce processus, des sous-produits appelés espéces réactives dérivées
de l'oxygene (ROS en anglais pour Reactive Oxygen Species) se forment. Le premier ROS
généré est l'anion superoxyde (02%). Il est le résultat de la réduction a un électron du
dioxygene. Ensuite, par réactions en cascade, I'anion superoxyde conduit a la formation
d'autres ROS, le peroxyde d'hydrogene (H203) puis le radical hydroxyle (*OH). Chez 'homme,

les ROS sont essentiellement produits dans les mitochondries et les peroxysomes.*?

1. Généralités sur la formation des ROS!
L’oxygene (O3) est une molécule qui possede deux électrons non appariés. L'acceptation par
I’O; d’un électron dans son orbitale anti-liante *2p, induit sa transformation en radical
superoxyde 0. A pH physiologique, O;" est protoné (pKa=4.8) et est transformé en
peroxyde d’hydrogéne (H202) et O; par réaction de dismutation ou est réduit a nouveau pour

donner un ion peroxyde puis aprés protonation former du peroxyde d’hydrogéene (Schéma 1).

e’ e- 2H*
) 2
Dioxygéne lon lon Peroxyde
superoxyde peroxyde d’hydrogéne
2H*

Schéma 1. Différentes voies de formation de H,0; a partir du superoxyde.

Le peroxyde d’hydrogéne est un précurseur d’un autre ROS, le radicale hydroxyle (*OH). En
effet, une rupture homolytique de la liaison O-O d’H,0; peut étre provoquée par différents
phénomenes tels qu’un rayonnement ionique, une source de chaleur ou une réaction

d’oxydo-réduction avec ions métalliques. La réaction d’H,0, avec I'ion Fe?* ou I'ion Cu*a pour
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conséquence la formation d’un radical hydroxyle et d’un ion hydroxyde et ce avec de trés

bonnes constantes de vitesse : cette réaction est appelée réaction de Fenton (Schéma 2).1

Fe?*
H,0, —> . Fe3+HO’+ HO-
H,0, =% . cu?+ HO + HO-
Radical
hydroxyle

Schéma 2. Formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton

2. Laformation des ROS par la chaine respiratoire mitochondriale

I Espace intermembranaire

NADH NAD* FADH, FAD
H+

. | Matrice mitochondriale
H#

Figure 1. Transfert électronique a travers la chaine respiratoire de la mitochondrie. Schéma inspiré du site

https://www.cours-pharmacie.com/biochimie/chaine-respiratoire-et-phosphorylation-oxydative.html#post/0

Les chaines de transport d’électrons, notamment la chaine respiratoire de la mitochondrie,
est une source importante de ROS pour les cellules. La chaine respiratoire mitochondriale qui
a pour réle de produire de I’ATP a partir d’ADP se compose principalement de cing complexes

protéiques nommés I, 11, IIl, IV et V.

Le transfert électronique débute par le transfert simultané d’électrons provenant du

complexe | (la NADH déshydrogénase) et du complexe Il (la succinate déshydrogenase) vers le

coenzyme QuioHa. Ces électrons proviennent de l'oxydation de la NADH en NAD* et de
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I’oxydation du succinate en fumarate. Le complexe | et le complexe Il transférent donc des
électrons provenant de la matrice mitochondriale vers le coenzyme QioH», qui diffuse dans la
membrane mitochondriale interne. Le complexe Il (la coenzyme Q-cytochrome c réductase)
transfere des électrons provenant de QioH2 vers I‘espace inter-membranaire par la réduction
du cytochrome c. Enfin, le complexe IV (la cytochrome ¢ oxydase) transfere 4 des électrons
provenant des cytochromes c réduits vers une molécule de dioxygéne qui est réduite en deux

molécules d’eau (Figure 1).

+ Dihydroxycatenoe . . AL =
H phosphate  Glycerol-3- Orotate  Dihydroorotate Sigag P |Espace intermembranaire

Sites G phosphate 7 o.
Sites G t ’ A 4 . 0,°/H,0,

ETF:QOR

" EFT
He @ of AV uon | Naos  FADH, FAD ACARs Sites
NAD* l He Si 1] 1l
2-Oxoacids  Sijtes IF IQ ite F —%
— O.
Sites O;,B;,A; & Oy 02 /HO0, ® — oz
EREO MFL=FaOF = 2 Site E Ubiquinole
P ite Ep C | Matrice mitochondriale
—_ Ubiquinone
0, /H,0,
@ Electronic leak site / ROS production

Figure 2. Sites des fuites électroniques dans la chaine mitochondriale. Schéma inspiré de I'article’

Durant le processus de transfert électronique dans la chaine mitochondriale, de l'ion
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene peuvent étre produits. Ces ROS sont formés par
réduction du dioxygéne (a un ou deux électrons) induite par les centres redox donneurs
présents dans la mitochondrie et les enzymes métaboliques associées. Onze sites «de fuite
électronique » libérant des électrons et produisant ainsi ces ROS ont été identifiés dans la
chaine mitochondriale : O, Be, Af, P, Ir, lq, llg, lllao, Ga, Er et Dq qui se référent aux sites de
liaison de la flavine (indice F) ou de I'ubiquinone (indice Q) des complexes 2-oxoglutarate (O),
2-oxoacide a chaine ramifiée (B), 2-oxoadipate (A) et pyruvate (P) déshydrogénase, du
complexe |, du complexe Il et du site externe de I'ubiquinone du complexe Il (111Qo), et de la
glycérol-3-phosphate déshydrogénase mitochondriale (G), du systéme ETF/ETF: QOR (E) et de
la dihydroorotate déshydrogénase (D)? (Figure 2).
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3. Laformation des ROS par les NADPH Oxydases?

La famille des NOX, aussi appelée NADPH oxydases, sont des oxydoréductases
transmembranaires (enzyme de classe 1) chargées de transporter les électrons a travers les
membranes biologiques. Les NOX catalysent la réaction d’oxydation par le dioxygéne du
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NAPDH). Cette réaction a pour produit la
NADP* et I'ion superoxyde (02"). Ainsi les NOX, ont été les premiers systémes enzymatiques
identifiés comme ayant pour role la production de ROS pour leurs fonctions biologiques et qui
ne sont donc pas des produits secondaires.

A ce jour, sept NOXs ont été identifiées et caractérisées : NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5,
DUOX1 et DUOX2. Chaque NOX a des niveaux d’expression importants dans un ou deux tissus
cellulaires seulement. Néanmoins, une expression moindre peut étre détectée dans un
nombre de tissus plus large (voir Tableau 1 ci-dessous). Dans chaque cellule exprimant une
NOX, la présence de superoxyde est observée a concentration plus ou moins importante.3®

Tableau 1. Régions d’expression des NOXs et leur implication dans différents mécanismes cellulaires. 3

N Muscle lisse, endothélium, utérus,
Synthese de X
NOX 1 . . Colon placenta, prostate, ostéoclastes,
I'angiotensine Il . i
péricytes rétiniens
Lymphocytes B, neurones,
Phénomeéne de cardiomyocytes, muscle squelettique,
NOX 2 Phagocyte diomyocy o squetertid
phagocytose hépatocytes, endothélium, cellules
souches hématopoiétiques, muscle lisse
Synthese . . . . . R
,y Appareil vestibulaire : oreille Rein feetal, rate foetale, os du créane,
NOX 3 d’organes .
o interne cerveau
otolithiques
Ostéoclastes, endothélium, muscle lisse,
Syntheése de . . . cellules souches hématopoiétiques,
NOX 4 , y . . Rein, vaisseaux sanguins ) - P d
I'angiotensine Il fibroblasts, kératinocytes, cellules de
mélanome, neurones
. R Endothélium, muscle lisse, pancréas,
L’angiogenése / ) . . . . .
NOX 5 Tissue lymphoide, testicule placenta, ovaire, utérus, estomac, divers
Apoptose .
tissus foetaux
. Epithélium des voies respiratoires,
Synthése ép ithélium de la lan uepcervelet
DUOX 1 hormone Glande thyroide P Jangue, ’
. testicule
thyroidiennes
Glandes salivaires et rectales,
Synthese épithéliums gastro-intestinaux,
DUOX 2 hormone Glande thyroide épithélium des voies respiratoires,
thyroidiennes utérus, vésicule biliaire, flots
pancréatiques
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4. La formation des ROS par d’autres systémes enzymatiques
En plus de la chaine respiratoire mitochondriale et des NADPH oxydases, d’autres systemes
enzymatiques ont été identifiés comme sources de ROS dans différents compartiments
cellulaires : les flavoprotéines, la D-amino acide oxydase, la glycolate oxydase, I'acyl-CoA
oxydase, et l'urate oxydase sont des enzymes présentes dans le peroxysome et sont
génératrices d’H,0; sans passer par l'intermédiaire du radical superoxyde. Le cytosol possede
également des enzymes génératrices d’H,0; telles que la xanthine oxydase et I'aldéhyde

oxydase.’

2) LE ROLE DES ROS DANS LES MECANISMES CELLULAIRES.

Les ROS sont donc des especes naturellement présentes dans les cellules. De nombreuses
fonctions physiologiques sont controlées par des voies de signalisation sensibles a I’état redox
des cellules.® Les ROS jouent ainsi un réle clé dans différents mécanismes cellulaires. Quelques
exemples de [limplication des ROS sont décrits ci-dessous, en se focalisant plus

particulierement sur H,0;

Les ROS permettent de réguler la ventilation respiratoire et la masse des globules rouges. Les
corps carotides jouent le role de capteur pour mesurer la concentration en dioxygéne du sang
artériel. lls détectent le niveau d’apport en dioxygéene au niveau des tissus de I'organisme et
relayent les informations sensorielles aux neurones du tronc cérébral qui régulent la
respiration. Lors d’une hypoxie, le manque dedioxygéne engendre la diminution de I'activité
d’enzymes telles que la NADPH oxydase et la NADPH- cytochrome P450, qui produisent des
ROS et notamment H,0,. La diminution de la concentration de H,0; impacte les canaux a
potassium, ce qui induit une dépolarisation de la membrane, et la libération de
neurotransmetteurs. L’activité sensorielle va étre stimulée et une régulation du niveau
d’oxygéne effectuée.’ Ainsi les ROS permettent de maintenir striccement ’lhoméostasie du

dioxygene (Figure 3).
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Figure 3. Présentation schématique d’un des modéles de transduction sensorielle au niveau du corps carotidien. Hypothese
selon laquelle une enzyme utilisant le dioxygéne et conduisant a la formation de ROS contribue a la transduction du signal. ?

Par conséquence, I'activité du canal a potassium qui a un impact dans la ’lhoméostasie de
dudioxygene est également contrélée par le niveau de ROS. L’hypoxie est donc le niveau de
ROS diminue la probabilité d’ouverture des canaux de 20 a 40%. Les ROS jouent donc un réle

de modulateur endogéne des canaux%!l,

L’adhésion cellulaire est impliquée dans de nombreux processus biologiques tels que
I'embryogeneése, la croissance ou la différenciation cellulaire. Il existe 4 classes de récepteur
d’adhésion qui participent au mécanisme d’adhésion cellulaire : les intégrines, la superfamille
des immunoglobulines, les cadhérines et les sélectines (Figure 4A). Deux d’entre elles, les
cadhérines et les intégrines, peuvent fortement étre impactées par le niveau de ROS et voir
leur niveau d’expression fortement diminuer dans un état de stress oxydant (Figure 4B). Le
dysfonctionnement des récepteurs d’adhésion va avoir un réle critique dans la prolifération
des cellules cancéreuses, notamment sur le caractére invasif. Le niveau de ROS impacte le
mécanisme de translocation de la E cadhérine de la membrane cellulaire externe vers les
compartiments intracellulaires ce qui conduit a une modification de I'adhérence des cellules.
Dans le cas de cellules tumorales, I'important niveau de ROS engendre la diminution des
propriétés adhésives, ce qui méne a leur détachement de la matrice extracellulaire et

augmente la migration cellulaire. 1213
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Figure 4. (A) Les quatre grandes classes de récepteurs d'adhésion, illustrées incorporées dans une membrane plasmique
putative. (B-gauche) Expression relative de I'av83-intégrine-dimére dans les sarcomes DS 24 h aprés le traitement
d'hyperthermie induisant des ROS (ROS). Les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM d'au moins 4 tumeurs. (*) p <0,05. (B-
droite) Expression relative de E-cadhérine 24 h apres le traitement d'hyperthermie induisant des ROS (ROS). Les valeurs sont

exprimées en moyenne + SEM d'au moins 11 tumeurs. (**) p <0,01. Figure modifiée des articles 12,13

Les ROS jouent un réle essentiel dans la réponse immunitaire. En présence d’un pathogéne,
les macrophages qui le reconnaissent, produisent et sécretent une quantité importante de
ROS pour I'éliminer (« oxidative burst ») : c’est la premiére ligne de défense, I'immunité innée.
Cependant, si tous les pathogenes ne sont pas éliminés, la réponse immunitaire médiée par
les lymphocytes T est enclenchée. Il a été montré que cette réponse est amplifiée par la

présence de ROS dans le milieu, ce qui permet d’accélérer I’élimination du pathogéne (Figure
5).
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Figure 5. Fonctions de ROS dans la réponse immunitaire contre des agents pathogenes. Figure issue de I'article ¢

L’apoptose,'*'>1® joue un réle indispensable dans le développement cellulaire et
I’'homéostasie des organismes multicellulaires. Il a été démontré la contribution des ROS a ce
phénomene de mort programmée dans de nombreux types cellulaires. En effet, une
concentration accrue de H,0; suffit a induire I'apoptose, qui est hautement contrélée par une
cascade de mécanisme moléculaire. En premier lieu la présence d’H,02 a un niveau
anormalement élevé va induire 3 événements : la génération de pores transitoires de
perméabilité mitochondriale (PTP), la diminution rapide du potentiel transmembranaire
mitochondrial et le relargage du cytochrome C et de ROS mitochondriales.

Ces événements vont impacter 'activité de la protéine kinase C et de la phosphatase ce qui
va avoir pour conséquence la phosphorylation de la protéine IxB et induire sa dégradation
protéolytique par une protéase. La protéine IuB a pour action de maintenir le facteur de
transcription NF-kB dans un état inactif au sein du cytoplasme. Par conséquent, la dégradation
de la protéine IxB conduit a la libération et la translocation de NF-»B dans le noyau et donc
I’expression du géne p53 qui active I"apoptose (Figure 6).%°

Il est important de noter que la sensibilité des cellules aux concentrations de H,O; est variable
d’un type cellulaire a un autre. De plus, a ce jour, seuls H,0, et HO® ont été décrits comme
étant capables d’activer ce phénomeéne en cascade menant finalement a I'apoptose. A
I'inverse, des études sur cellules-T ont prouvé que O, libéré par la mitochondrie avait un réle

protecteur contre I'apoptose induite par H20,.Y’
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Figure 6. Cascade induite par H,O; et conduisant a I'apoptose. D’aprés 15

Les ROS sont donc des espéces présentes naturellement dans les cellules et sont nécessaires
a leur bon fonctionnement. Néanmoins, les ROS sont des molécules trés réactives qui
possedent un fort pouvoir oxydant. Il est donc primordial que leur concentration

intracellulaire soit régulée afin qu’elles ne dépassent pas leur seuil de cytotoxicité.

3) LES SYSTEMES DE REGULATION DES ROS.

Il existe de nombreux systemes antioxydants intracellulaires destinés a la régulation des
concentrations de ROS dans les cellules. Un systéme antioxydant est défini comme un
composé ou un mécanisme permettant d’empécher, de réduire, ou d’inhiber I’oxydation d’un
substrat oxydable méme si celui-ci se trouve en excés.! Les systémes antioxydants permettent
ainsi la régulation du niveau de ROS en s’adaptant continuellement a I’état redox de la cellule,

protégeant ainsi les différents compartiments cellulaires.

Les systémes antioxydants peuvent étre classés en fonction de leur niveau d’intervention.*8?
- Les premieres lignes de défense antioxydants sont les mécanismes ayant pour action

de prévenir la formation en excés de ROS. On parle de systéme de prévention. lls vont

avoir essentiellement pour role de protéger les cellules de composés qui pourraient
générés des ROS. Nous pouvons citer dans ce cas les protéines qui chélatent les ions

fer ou cuivre, et évite la formation du radical hydroxyle par réaction de Fenton. Un

autre exemple est la mélanine qui protege les cellules contre le rayonnement
ultraviolet qui contribue aussi a la formation de ROS. La mélanine prévient
essentiellement la formation de radicaux et évite ainsi la peroxydation lipidique ou la

fragmentation d’ADN entre autres.
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- Néanmoins, le systeme de prévention n'évite pas totalement la formation de ROS.
Intervient alors le systeme d’interception. Les composés de ce systéme ont pour role
d’intercepter les ROS formés, de les éliminer, de les isoler ou de les transformer en
espéces moins dangereuses avant qu’ils ne puissent causer des dommages au sein de
la cellule. Ces composés peuvent également agir en transférant les especes oxydantes
vers des compartiments cellulaires moins sensibles a I’oxydation que le compartiment
sources, par exemple de la membrane vers le cytosol ou des lipoprotéines du plasma
sanguin vers la phase aqueuse du plasma. Les molécules impliquées dans ce systeme
sont classées en deux groupes : les composés enzymatiques et les composés non-
enzymatiques.

- Enfin, le dernier systéme de protection est le systéme de réparation. Il consiste en la
réparation rapide des dommages causés par un oxydant. C'est le cas de toute enzyme
impliquée dans la réparation d’'une détérioration de ’ADN ou de lipides due a une
oxydation, permettant ainsi le maintien ou la restitution de leur activité a un niveau

normal appartient a ce systéme.

Dans le cadre de cette thése nous nous intéressons au systeme d’interception. Comme
formulé plus haut, il existe au sein de ce systeme deux groupes moléculaires : les molécules
non enzymatiques réagissant avec les ROS de facon stcechiométrique et les enzymes qui ont
une activité catalytique. Ces antioxydants sont principalement présents de facon endogéne,
néanmoins certains proviennent de I'alimentation. C’est notamment le cas des antioxydants

non enzymatiques.*®
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SOD Antioxydants enzymatiques

Antioxydants non-enzymatique
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Schéma 3. Schéma montrant les systémes cellulaires antioxydants.
(1). Le radical superoxyde (0;*) est dismuté en peroxyde d’hydrogéne (H,0) et O, par une réaction catalysée par la
superoxyde dismutase (SOD). Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) peut ensuite suivre trois voies réactionnelles : (2a) la réaction
de fenton qui méne a sa transformation en radical hydroxyle (°OH), (2b) Une réaction de dismutation en molécule d’eau et en
dioxygene catalysée par I’enzyme catalase (CAT) ou (2c) une réaction de réduction en molécules d’eau par le glutathion réduit
(GSH) catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Il résulte de cette derniére voie I'oxydation du glutathion réduit (2 GSH)
en glutathion oxydé (GSSG). (3) GSSG peut réagir avec des radicaux libres de protéines ou d’autres molécules pour régénérer
sa forme réduite (GSH) : (3a) notamment une réaction de réduction avec la NADPH, qui est oxydée en NADP* par la glutathion
réductase (GR). (3b) la vitamine E, la vitamine C et ['acide a-lipoique favorise également la réduction de GSSG en GSH.

Figure inspirée des articles 18,20

Le radical anion superoxyde étant le maillon dans la chaine de réduction du dioxygéne, nous
allons débuter la description des antioxydants par la superoxyde dismutase (SOD). La SOD est
I’enzyme responsable de la régulation de la concentration de I'ion superoxyde en catalysant
tres efficacement sa dismutation en peroxyde d’hydrogene et en dioxygéne avec une

constante de vitesse de 2 10° M st

, qui est seulement limitée par la diffusion de l'ion
superoxyde.?! Dans les cellules eucaryotes, il existe 4 SODs?? (la CuZnSOD12%3, la MnSOD2? et
la CuZnSOD3%*% et la Cu-only SOD décrite plus récemment. qui différent par la nature du
métal impliqué dans la catalyse redox et/ou leur localisation cellulaire.?®?’ Le peroxyde
d’hydrogéne est quant a lui pris en charge par deux autres antioxydants enzymatiques, la

Catalase (CAT)¥™® qui catalyse sa dismutation en molécule d’eau et de dioxygéne et les

glutathion peroxydases (GPx).3*3> Ces derniéres ont pour role de catalyser la réduction des
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hydroperoxydes organiques (de type ROOH) et du peroxyde d’hydrogéne en alcool (ou en eau
en présence de glutathion réduit (GSH)). Le gluthation oxydé (GSSG) est ensuite réduit par
d’autres enzymes: la glutathion réductase, la glucose-6-phosphate déhydrogénase et

I’oxydase d’ascorbate. Il s’agit d’antioxydants enzymatiques indirects.

Comme indiqué précédemment, les antioxydants peuvent étre des petites molécules qui
réagissent de facon stoechiométrique avec les ROS. Le glutathion, le tocopherol (ou vitamine
E), 'acide ascorbique, I'acide a-lipoique, CoQ10 ubiquinole, et les carotenoides permettent
ainsi le contréle du niveau de ROS par réactions stoechiométriques.®3¢ La vitamine E, la
vitamine C et certains polyphénols, font parties des antioxydants exogenes provenant de

I’alimentation, notamment des fruits, légumes, céréales...373836:39

Les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques agissent de maniere synergique afin de

maintenir efficacement ’lhoméostasie redox dans la cellule (Schéma 3).%

4) STRESS OXYDANT ET PATHOLOGIES LIEES AU ROS

Dés lors que I'équilibre existant dans la cellule entre les quantités de ROS et I'activité
antioxydante est rompu, la cellule se retrouve en situation de stress oxydant. La production
en excés de ROS peut étre causée par plusieurs processus endogénes (inflammation,
immunodéficience, infections, stress) mais aussi par des processus exogenes (pollution de I'air
et de I'eau, tabac, alcool, mode de vie déséquilibré ou encore rayonnement UV...). Le stress
oxydant correspond donc a un taux anormalement élevé de ROS dans la cellule. Le stress
oxydant peut-étre causé par une surproduction de ROS ou par un dysfonctionnement du

systéme de protection antioxydant.

Le plus réactif et le plus dommageable des ROS est le radical hydroxyle. Néanmoins, méme si
H,0, et O* ne sont pas aussi réactifs, ils peuvent aussi devenir cytotoxiques si leur
concentration intracellulaire dépasse un certain seuil. En effet, en situation de stress oxydant,
I'oxydation anarchique de biomolécules telles que les lipides, les protéines ou I'ADN peuvent

se produire induisant des dommages cellulaires et/ou I'apoptose.*!
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Figure 7. Exemple de maladies impliquant le stress oxydant*°

Le stress oxydant est donc impliqué dans de nombreuses situations physiopathologiques telles
que les maladies neurodégénératives (maladies de Parkinson et Alzheimer),*? les maladies
inflammatoires chroniques, les maladies pulmonaires obstructives chroniques (MPOC),**%* la
maladie rénale chronique (MRC),*% les maladies métaboliques (diabéte)*®%° ou les
cancers.”>>1 Bien que la présence de radicaux libres ne soit pas toujours la seule cause de ces
différentes pathologies, elle favorise néanmoins |'apparition de certaines d'entre elles (Figure
7). Méme si des concentrations plus élevées de H,0; par rapport aux autres ROS sont tolérées,
mettant en évidence sa toxicité plus faible, la concentration intracellulaire de H,0, doit étre
étroitement contrdlée en dessous du seuil de 50 uM chez les organismes eukaryotes.>?>3 En
effet, via la réaction de Fenton ou en présence de chlorure et de myélopéroxydase (MPO),
H,0, est capable de former respectivement des radicaux hydroxyles ou de l'acide

hypochloreux, molécules beaucoup plus réactives et toxiques.>*
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Dans la suite de ce chapitre nous allons nous focaliser sur la catalase puisque nous souhaitons

plus particulierement développer des mimes de cette enzyme.

Il. La Catalase

1) CATALYSE DE LA REACTION DISMUTATION DU PEROXYDE D’'HYDROGENE
PAR LA CATALASE

La catalase (CAT) est I'une des enzymes qui régulent la concentration de H,0, en accélérant
sa dismutation. Au cours de cette réaction, il se produit le transfert de deux électrons et de
deux protons d’'une molécule de peroxyde d’hydrogéne vers une autre. Ces transferts ménent
a la réduction d’une molécule d’'H.0; en deux molécules d’eau tandis que I'autre molécule est
oxydée en dioxygene. Cette oxydation conduit également a la formation d’'une molécule d’eau
(Equation 1). La dismutation de H,O, implique ainsi deux processus bi-électroniques,

nécessitant un catalyseur biélectronique .

2 HzOz 9 02+ 2 HzO (Equation 1)

Réduction : HZOZ +2H" + 2e = 2H20 (Equation 2)
OXYdation . HZOZ =2H"+ 2e + Oz (Equation 3)

La réaction de dismutation d’'H,O, est thermodynamiquement favorable avec une
composante enthalpique largement favorable (AH = -47 kcal.mol) et une composante
entropique défavorable (-AS = +34 kcal.mol*K?), ce qui conduit a un AG de -57 kcal mol? a
294 K. La barriére d’activation estimée a 18 kcal mol? dans le cas d’une réaction non
catalysée : cette réaction est trés donc trés lente. Ceci explique la nécessité qu’elle soit

catalysée par la CAT.>®>7
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2) CATALASES, STUCTURES ET MECANISMES REACTIONELS.

1. La Catalase afer Héminique
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Figure 8. Structure tétramérique de la catalase (A), une sous-unité de ’HemeCAT (B), canal d’accés au site actif (C), site actif

de 'HemeCAT (D).

La CAT est présente chez toutes les espéces aérobies : archées, bactéries, champignons,
plantes et les animaux, y compris chez I’étre humain.2A ce jour, deux classes de catalase ont
été identifiées : la classe des CAT a fer héminique monométallique (HemeCAT) et et celle des

CAT non hémiques possedant deux cations manganése dans leur site actif (MnCAT).31555658

La HemeCAT, présente dans la grande majorité des organismes aérobies procaryotes,
eucaryotes et chez certains organismes anaérobies peut étre localisée dans différents
compartiments cellulaires : les mitochondries et les peroxysomes ainsi que dans le cytosol. La
HemeCAT impliquant un héme est constituée d'un cation fer coordonné a une porphyrine.

HemeCAT est une protéine tétramérique qui présente un long canal de 20 A qui rend le site
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actif accessible au substrat (Figure 8). Trois acides aminés de la matrice protéique jouent un
role clé pour catalyser la dismutation de H,0,. Une histidine et une asparagine sont deux
résidus distaux qui jouent un rdle dans la stabilisation de H,0; dans le site actif et fonctionnent
comme des catalyseurs acide-base. Une tyrosine dite proximale est liée au fer héminique. Une
mutation de I'un de ces acides aminés induit la perte totale de I'activité enzymatique.?55

La dismutation H,0; catalysée par 'HemeCAT est réalisée selon un mécanisme de type ping-
pong avec une constante catalytique élevée (keat =4 10’ ML.s1). Le fer et le ligand porphyrine
participent tous les deux a I'échange biélectronique. L'enzyme passe ainsi d'un état

fondamental (P)Fe"' & un état d'oxydation élevé (Pe*)Fe'V=0 (également appelé composé 1).6°

P-Fe'"+ H,0, = P**-Fe!V (=0) + H,0 (Equation 4)
P**-Fe"V(=0) + H,0, = P-Fe'" + H,0 + O3 (Equation 5)

La réaction de dismutation de H;0. par la HemeCAT est effectuée selon le mécanisme
réactionnel suivant : la premiére étape consiste en la réduction de la premiere molécule de
peroxyde d’hydrogéne selon un mécanisme réactionnel qui fait consensus.?® Dans un premier
temps, la molécule de H;0; accede au site actif et est stabilisée par liaisons hydrogénes avec
I’'His75, I’Asn148 et un réseau de liaisons hydrogene impliquant des molécules d’eau, elles-
mémes stabilisées par la GIn168 et I’Asp128. H,0; est ensuite déprotoné par I'imidazole de

I’His75. L’oxygéne déprotoné se coordonne au cation métallique Fe'"

et des liaisons hydrogéne
se forment entre I'oxygene protoné et les hydrogenes de I'His75 et de Ans148 (Figure 9a).
S’ensuit une rupture hétérolytique de la liaison O—O et le transfert du proton de I'imidazole
de I'His75 vers |'oxygene protoné. Une molécule d’eau est alors libérée par rupture
hétérolytique de la liaison O—O et une oxydation a deux électrons du centre (P)Fe": il se
forme simultanément le composé intermédiaire, le composé 1 par le transfert d’'un électron
vers le fer. Il s’agit d’un procédé « push — pull »®(Figure 9b).

La seconde étape qui consiste a I'oxydation de la seconde molécule d’'H,0; et au retour a I'état
Fe' fait quant a elle débat.> Deux mécanismes réactionnels sont proposés : un mecanisme
concerté et un mecanisme avec deux abstractions d’hydrogéne successives, faisant ou non

intervenir His75. C'est ce second mécanisme qui a été proposé comme énergétiquement

favorable dans une étude théorique.
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Figure 9. (a et b) Activation d’H,0, par la catalase a heme pour former le composé I. 40

2. La Catalase a di-manganese

La MnCAT a été découverte plus récemment dans des bactéries lactiques, des bactéries
dépourvues d'heme et de cytochrome. L'enzyme a été isolée chez plusieurs especes
bactériennes : L. plantarum® T. thermophilus,® T. album.®> La MnCAT présente chez le L.
plantarum (LPC) et de T. thermophilus (TTC) est décrite dans une excellente revue publié par
James W. Whittaker.®® La MnCAT posséde un site actif impliquant un complexe binucléaire de
manganése. Ce complexe cycle entre I'état réduit Mn"-Mn" et I'état oxydé Mn"'-Mn'! 315658

Dans le cas de la MnCAT isolée de LPC (MnCAT-LPC), I'étude par diffraction des rayons-X a
permis de mettre en évidence que cette enzyme possede une structure homohexamérique.
(Figure 10A).2! Les sous-unités proximales de MnCAT-LPC s’assemblent par la formation de
feuillets 3 antiparalléles a leur extrémité N-terminale. La structure secondaire de chaque sous-
unité est essentiellement composée de 4 hélices o formant un faisceau. Ce faisceau
correspond a environ 50% de chaque sous unité, le reste étant relativement peu structuré.
Chaque sous unité possede également au niveau de I'extrémité C-terminale plusieurs sites de

fixation du Ca?* participant a leur structuration. Le site actif est positionné au centre des 4
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hélices a (Figure 10B, C). Les deux centres métalliques (Mn1 et Mn2) sont reliés I'un a l'autre
par deux oxygenes pontants issus de molécules d’eau (un pont p-oxo et un pont p-hydroxo)
et par un pont formé par le groupement carboxylate de I'acide glutamique (p-acétate, E66).
Le site de coordination de chaque métal est complété par une histidine en position «
proximale » (His69 et His181), et par un glutamate en position distale, qui est soit monodente
pour Mn1 (Glu35) soit bidente pour Mn2 (E148). Enfin, une molécule d’eau compléte la sphere
de coordination de Mn1. Ainsi chaque métal a une géométrie octaédrique avec six atomes
coordonnants (Figure 10D). L’enzyme posséde un canal d’accés jusqu’au site actif. Ce canal
est constitué d’'une chaine de résidus hydrophiles, de résidus chargés négativement et
positivement, favorisant ainsi le passage de petites molécules neutres telles que H,0,, O; et

H,0.5¢

La réaction de dismutation mettant en jeu deux électrons, fait intervenir les deux centres
métalliques selon 2 étapes : le premier peroxyde d’hydrogene est oxydé en dioxygene grace
a la réduction des deux centres des métalliques (équation 6). S’ensuit la réduction de la
seconde molécule de peroxyde d’hydrogéne avec un clivage hétérolytique de la liaison O-O
puis la formation de 2 molécules d’eau et une oxydation de Mn (11, 11) en Mn; (lll, Ill) (équation

7).

H202+ Mn; (111, 111) = Oz + Mng (II; Il) + 2H* (Equation 6)
H202 + Mna (11, 1) + 2H* =2 2H,0 + Mny (111, 111) (Equation 7)
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Figure 10. (A)Structure de la catalase a di-manganése hexamérique de Lactobacillus plantarum. (B) Une seule sous-unité de
LPC est représentée sous forme de rubans incorporés dans I'holoenzyme hexamérique globulaire . PDB ID: 1JKU. (C) Structure

des sous-unités de la manganése catalase. Eléments structuraux secondaires des polypeptides LPC. Figure produite a partir

des articles 3Let 56

La Figure 11 présente une représentation du chemin réactionnel de la dismutation d’H,0; par
MnCAT.>® Dans une premiére étape a partir du centre (Mn'"),, la molécule d’H,0, se
coordonne au centre Mn1 a la place de la molécule d’eau (complexe 2). Puis les 2 protons
d’H,0; sont respectivement transférés vers les atomes d’oxygene impliqués dans le pont oxo
Mn3(O)(OH). Cette étape facilitée par I'acide glutamique 178 (non représenté) s’accompagne
de I'oxydation d’H,0; en dioxygéne et la réduction des deux centres métalliques en (Mn'),
pour donner un complexe de type Mn3(OH)(OH;) (complexe 3), avec libération de la molécule
de dioxygene (complexe 4). La seconde molécule d’H,0; se coordonne alors au centre réduit
a Mn1 (complexe 5a), ou s’insere dans le cluster formant ainsi un complexe p-peroxo Mn2
(OH)(H202-0H;) (complexe 5b). Une réduction a deux électrons avec une rupture de la liaison

0O—O0 affaiblie par la coordination au centre bimétallique conduit a la formation de deux
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molécules d’H,0 (I'une coordonnée et I'autre relarguée avec retour a I'état oxydé, Mn; (lll,
[11).°® Une constante catalytique (kcat) de 2.6 10> s et un Kv de 80 mM a 65 °C ont été

déterminés pour cette réaction.®?

®
s 3T

+ H202 {E\Aﬂe\r QMM

+3.. OH-|:3 \ %@D

Figure 11. Catalyse de la réaction dismutation d’H,0; par la MnCAT. ¢

La catalase a T. thermophile (MnCAT-TTC) possede, a peu de choses prées, les mémes
caractéristiques (repliement, site active et cycle catalytique) que celles de la MnCAT-PLC.
Néanmoins, la MnCAT-TTC, se distingue par la nature du canal d’accés a son site actif. Ce
dernier, électroniquement neutre, permet le passage d’'une variété d’espéces ioniques. De
plus il est observé des MnCAT de nature Mn2(ll, Ill) et Mn2(lll, IV) en plus des états Mn2(ll, 11)
et Mn2(l11, 111). L’existence de ces différents niveaux redox et la possibilité d’acces au site active
par de nombreux ligands exogénes, suggére que la MnCAT-TTC puisse avoir d’autres activités

catalytiques en plus de 'activité CAT déja décrite notamment une activité peroxydase.336465
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3) Les approches thérapeutiques

Différentes approches thérapeutiques ont a ce jour été mises au point dans la perspective

de réduire le stress oxydant dans des situations pathologiques.

1. Administration de Catalase recombinantes.
Dans la décennie 1990-2000, de nombreux espoirs étaient fondés sur I'utilisation des
métalloenzymes antioxydantes recombinantes telles que la catalase, la SOD ou la peroxydase
pour réduire les ROS et ainsi limiter les dommages du stress oxydant.®® Des travaux ont été
réalisés pour mettre en place des techniques permettant la manipulation des protéines et leur
administration dans les organismes vivants. De telles études ont été en particulier réalisées
avec la SOD recombinante. Quelques travaux ont présenté des résultats intéressants dans le
cas de pathologies pulmonaire®’, neurologique®®, gastrointestinale®® ou oculaire.”%73
Néanmoins, ces travaux ont en grande partie subis des critiques sur les protocoles utilisés et
le manque de rigueur scientifique, mettant ainsi en cause les résultats obtenus.”* De plus,
cette approche posséde de nombreux désavantages tels qu’un colit de production des
protéines trop élevé, un temps de demi-vie dans le plasma limité et une forte immunogénicité.
Ceci justifie qu’a ce jour, le nombre d’études impliquant I'administration de protéines

recombinantes dans le cas de pathologies impliquant les ROS reste anecdotique.

2. Utilisation de complexes métalliques mimes de CAT
Une seconde approche utilise des complexes métalliques de faible poids moléculaire mimant
les métalloenzymes antioxydantes et leur réactivité vis-a-vis des ROS. De nombreux mimes de
CAT ont ainsi été développés.”>” 8% Ces mimes bioinspirés sont principalement dérivés de
porphyrine monométallique (Mn ou Fe) (Figure 12) ou de complexes de manganése
dinucléaire par analogie avec le site actif de HemeCAT ou MnCAT respectivement.!
Il a été proposé que pour les mimes porphyriniques a Mn (MnP), la catalyse se produise via le

couple redox Mn"(P) / MnY(0)(P) ou le couple redox Mn"(P)/ Mn'V=0O(P).

31



Mn porphyrins

MnTE-2-PyPhP** MnTnHexOE-2-PyP% MnTDE-24mP* MnTPhE-2-PyP*

Fe porphyrins

FaTE-2-PyP5* FeTnOct-2-PyP>*

Figure 12. Quelques exemples de complexe dérivés de porphyrine mononucléaire & manganése ou a fer ayant une activité de

type-catalase.®!

Les complexes dinucléaires de Mn bioinspirés de MnCAT sont principalement des complexes
pontant alkoxo, phénoxo ou oxo / carboxylate®! (Figure 14). Il existe aussi un nombre de
complexes mononucléaires non porphyriniques tels que des dérivés de salen, les corroles, des
macrocycles et des polyamines décrits comme mimes de CAT (Figure 13). Néanmoins ces
ligands ne sont pas capables de stabiliser I'ion métallique correspondant avec des états
d'oxydation variant de M™ a M(™2* pendant la catalyse. Des études mécanistiques ont été
effectuées : une dimérisation rapide de ces composés est observée en solution. Cette
organisation permet au composé de fournir les deux électrons requis sans atteindre un état

d'oxydation élevé dans un seul complexe.8? Cependant, il été démontré que ces diméres
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perdaient rapidement leur activité dans les conditions requises pour réaliser le test d’activité

(quelques minutes).%3

Dans une excellente revue, Signorella Hureau ont comparé les informations concernant

I'activité catalase et les propriétés redox de plusieurs complexes bi-manganese de natures

différentes. Les données ont permis de définir le role et I'effet des ligands pontants, des bases

intramoléculaires et I'impact des sphéres de coordination sur le potentiel redox et 'activité

catalytique des complexes. Les résultats sont présentés selon de la nature du ligandpontant.®?
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Figure 13. Exemples de ligands mono nucléant.
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Figure 14. Quelques exemples de ligands utilisés pour donner des complexes bi nucléaires, mimes de MnCAT.

Concernant les catalyseurs bimanganese diamine et diimine ayant les deux centres

métalliques liés par un pont alkoxo (Figure 15), il s"avére que :
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- L'étape cinétiquement déterminante du cycle catalytique correspond en général a
I’étape de réduction du complexe et donc a celle d’oxydation du peroxyde
d’hydrogéne.

- La présence d’un site labile autour du Mn permet non seulement d’augmenter
I’affinité du complexe pour le peroxyde d’hydrogene, mais également a ce dernier de
se fixer au complexe de maniére a favoriser le clivage O—0O.

- Une distance intermétallique courte favorise également le bon mode de fixation du
peroxyde d’hydrogéne sous forme de ligand pontant

- Les complexes ayant des ligands porteurs de groupements électrodonneurs sont plus
faciles a oxyder et agissent plus rapidement que ceux ayant des groupements

électroattracteurs.

[Mn' (X-salpnO)k

X X—ll X X—|'
E f“m%g : ijo

o KA LN 7N 0L/
=N . "l"ﬁ/ ;"'f'” L=
0 o N
y_J e \D/ Lz x| oj|/o L
Mna{u-OAc)(X-hppnO)] [Mn,(-OMe)(z-OAc)(hppentO)]

Figure 15. Complexe di manganése possédant un pont Alkoxo qui utilise un cycle Mn(11)/Mny(Ill) pour dismuter H,0.

La présence d’un cycle aromatique au sein du ligand pontant, permet de stabiliser le complexe
bi-manganése en rigidifiant I'espaceur. Un pont phénoxo procure un avantage entropique lors
de réactions concertées, ce qui favorise la catalyse. De ce fait, de nombreux mimes de CAT
possédant cette caractéristique ont été développés (Figure 16). De cette analyse systématique
de C. Hureau et S. Signorella, il est possible de conclure que :
- Le Mn au sein de complexe est stabilisé dans les hauts degrés d’oxydation (Mn')
respectivement dans le cas de ligands N-donneur (fragment imine/phénolate ou

imine/pyridine) ou lorsque le ratio O/N est important.
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- Le potentiel redox du composé augmente avec la taille du metallocycle. En effet un
ligand qui conduit a la formation d’un petit métallocycle, peu flexible et qui limite des
distorsions de la géométrie octaédrique déstabilise le Mn a I’état d’oxydation .

- Le potentiel redox du complexe est également modulé par la nature des substituants
sur le ligand phénolate. L'effet inductif donneur des substituants a pour effet de
diminuer le potentiel redox.

- En milieu aqueux, la possibilité de former des especes pontées par un pont p-oxo (au

lieu d’acétate par exemple) permet aux cations d’accéder a de hauts états d’oxydation

g
T &7 fo@
/A TR

[Mn,"('Bu-hpmp)(-OAc),]' [Mn," (bpmp ) -OAc),]’ [Mn;"}(pmpemp) 1-OAc),]’ [Mn;"(bpemp)(p-OAc)]’

a des potentiels plus bas, ce qui facilite la catalyse.

A 12
[Bu £ [ l 'Bu I

Y lo L\Mﬁo\M{:-O : 2 (FN\M{\O\Lé
BTSN\ /LN Sy N
= Y
N

1] 24+ 24+ 2%
[Mn," (L)) ML) [Mny" (L)

Figure 16. Potentiel redox relatif de complexe Mn; (Il) avec un pont phenoxo (haut) et imino/phénolate ou amino/phénolate
(bas)

Les complexes bi-manganése avec un pont carboxylato ont également été étudiés (Figure 17).
Un des facteurs importants pour obtenir un catalyseur efficace est le mode de coordination
du carboxylato. En effet, il a été démontré que la coordination d’'un carboxylate bidente
conduisait a de meilleures activités que celle d’un carboxylate monodente®*. Compte tenu du
fait que le ligand carboxylato joue un role de base intramoléculaire favorisant la

déprotonation du peroxyde, les auteurs ont expliqué cette meilleure activité en montrant que
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I'angle O-C-0O et la distance O-Mn diminuaient lorsque le ligand était bidente, ce qui conduisait
a une basicité plus élevée. .

D’une maniere générale, il a été démontré qu'en plus des potentiels redox des ions
métalliques qui sont essentiels pour permettre la catalyse de la dismutation de H;0,,
I'efficacité des complexes est associée a la présence d'une base intramoléculaire pour aider a

la déprotonation de H,0..
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Figure 17.Mode de coordination bidente et monodente du carboxylato pontant les deux cations métalliques

Un certain nombre de mimes présentant des potentiels redox dans les mémes gammes
impliquent des degrés redox différents dans la catalyse de dismutation : ceci montre que les
potentiels redox ne sont pas les seuls parametres controlant le cycle catalytique mais que des
facteurs structuraux (distance entre les 2 centres métalliques, flexibilité du ligand, présence
de site vacant sur les cations Mn), importants pour la liaison de H202 jouent aussi un réle.

Enfin, les catalyseurs peuvent étre inactivés par la protonation des ligands pontants en milieux
aqueux, ce qui est une limitation majeure a l'utilisation de ces complexes dans les milieux

biologiques.

L'exigence d'un processus bi-électronique implique la conception de mimes avec deux centres
redox (un métal et un ligand oxydable, comme les porphyrines, de deux centres métalliques
ou d’un centre métallique avec des états d'oxydation variant de M™ & M(™2*) ce qui est
différent de ce qui est requis pour les mimes de catalyseurs monoélectroniques, comme ceux

mimant la superoxyde dismutase (SOD).
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A ce jour, aucun mime de catalase n’a été développé a partir d’un ligand peptidique. Cela peut
s'expliquer par la difficulté de concevoir rationnellement un peptide capable de se lier a deux
cations métalliques avec une affinité élevée et possédant les potentiels redox appropriés.?38>-
88 Néanmoins les peptides étant constitué de blocs moléculaires (acide aminé), il est assez aisé
de synthétiser rapidement des bibliotheques peptidiques de ligands de cations métalliques. La
possibilité de tester un grand nombre de complexes dans un approche utilisant une
bibliotheque permettrait ainsi d’augmenter les chances d’identifier un mime de CAT. De plus,
la possibilité d’incorporer des acides aminés non naturels permettrait d'augmenter la diversité
au sein de la bibliothéque et de moduler les propriétés des complexes (potentiel redox,

stabilité, solubilité, flexibilité...).

Dans le domaine émergent des médicaments catalytiques,®! ces travaux de thése ont pour
objectif de développer de nouveaux complexes métalliques a base de peptides mimant
I'activité de la CAT dans le but de rétablir une situation normale dans les cellules soumises a

un stress oxydant.
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Chapitre 2: DECOUVERTE PAR CHIMIE COMBINATOIRE D'UN
COMPLEXE METALLOPEPTIDE MIMANT L’ACTIVITE DE CATALASE

I. INTRODUCTION

1) Mime enzymatique peptidique, quel est I'avantage d’avoir un ligand

peptidique ?

1. Etatde l'art: Les mimes peptidiques dans la littérature

Peptides et métalloprotéines

Les protéines sont des polymeres linéaires d’acides aminés reliés entre eux par des liaisons
amides. Elles sont présentes sous différentes formes chez I'essentiel des organismes
multicellulaires et jouent un réle clé dans de nombreux mécanismes physiologiques. Elles

peuvent jouer le role d’hormones, de neurotransmetteurs ou de récepteurs et participent a la
la régulation de voies cellulaires essentielles.®

Prés de la moitié des proteines naturelles connues a ce jour possédent un ou plusieurs sites
de fixation de métaux.”® Les cations métalliques peuvent jouer différens roles : un réle
structural dans le maintien de la structure de la matrice protéique, un réle de coordination
(transport de petites molécules par exemple) ou un role dans I'acte catalytique d’'une enzyme.
Le role structural implique le plus souvent des cations métalliques ayant qu’un unique état
d’oxydation tels que le zinc, le magnésium ou le calcium. Les cations métalliques ayant
plusieurs états d’oxydation accessibles en conditions physiologiques peuvent étre impliqués
dans des processus impliquant des transferts électroniques : c’est le cas de complexes a base
de fer (Fe", Fe'" mais aussi Fe'V ou FeV), de manganeése (Mn" a Mn"") ou de cuivre (Cu', Cu" et
éventuellement Cu"). Nous parlons de métalloenzymes dés lors que ces métalloprotéines ont

une activité catalytique. La catalase, fait partie de cette famille de molécules.

Médicaments peptidiques

Les peptides utilisés en médecine ont essentiellement pour but de se substituer a une protéine

impliqguée dans une voie d’un systeme naturel dans le cas de pathologie impliquant une
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protéine endogene défaillante. Ainsi, ils ont pour réle de mimer des peptides naturels
endogénes ou d’améliorer leurs propriétés pharmacologiques. Les médicaments peptidiques
se divisent en trois groupes basés sur leur liens structuraux avec le peptide naturel : les
peptides de synthése dits natifs ont une séquence primaire identique a celle du peptide
naturel. Les peptides de synthése dits analogues sont des peptides dont la séquence est
inspirée du peptide naturel mais avec des modifications. Enfin les peptides de synthese dit
hétérologues, sont des peptides congus indépendamment de la structure du peptide naturel.
Plus des deux tiers des médicaments peptidiques rentrant en phase d’essais cliniques sont des
analogues de peptides ayant pour but I'amélioration de I'activité ou la stabilisation du peptide
naturel.®*

Depuis l'isolement de I'insuline et son utilisation dans la thérapie contre le diabéte dans la
décennie 1920-30,°> les médicaments peptidiques jouent un rdle essentiel dans la recherche
thérapeutique et les pratiques médicales.®® Linsuline, isolée et purifiée des ilots de
Langerhans de bceuf et de porc a été le premier peptide utilisé sur patient et ayant prouvé
une efficacité. Cette découverte a valu le prix Nobel en 1923 aux chercheur Frederick Banting
et John James Richard MacLeod.’® Les peptides constituent de parfaits agents thérapeutiques
du fait de leur propriétés intrinseques, a savoir une bonne biocompatibilité, une synthese
aisée et versatile. En effet, les peptides sont des composés d’origine naturelle ou synthétisés
chimiquement a partir d’acides aminés, entités naturellement présentes dans les cellules.
Néanmoins, du fait de leur origine naturelle, les peptides possedent plusieurs
inconvénients majeurs. lls peuvent étre reconnus par les protéases et dégradés rapidement.
De plus, la taille des peptides et leur nature polaire peuvent limiter leur pénétration cellulaire.
Les peptides posseédent globalement un temps de demi-vie trés court en conditions
physiologiques, une faible perméabilité membranaire et une biodisponibilité orale négligeable
(dégradation par la digestion).”” Par conséquent, il a fallu une phase de recherche et
développement importante afin de contourner ces limitations. Afin de limiter la dégradation
protéolytique, I'acétylation de I'extrémité N-terminale et I'amidation de I'extrémité C-
terminale s’est avérée étre une solution convaincante. La présence de certains acides aminés
dans la séquence peptidique augmenter les probabilités d’une dégradation protéolytique
dans le plasma. En effet, les peptides riches en Pro, Glu, Ser et Thr sont plus sujets a la
dégradation enzymatique. De plus, les peptides possédant a leur extrémité N-terminale un

Met, Ser, Ala, Thr, Val ou Gly ont un temps de demi-vie plus long que ceux avec une Phe, Leu,
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Asp, Lys ou Arg. Plusieurs logiciels permettent aujourd’hui de prédire les sites de clivages
(PeptideCutter, PROSPER, CutDB).?® Enfin, I'ajout d’acides aminés non naturels ou la
conjugaison du peptide avec une entité moléculaire d'une autre nature permet également de
réduire cette dégradation.®®1% Malgré une nette amélioration de la stabilité des peptides par
ces différentes stratégies, I'administration des médicaments peptidiques par voie orale reste
limitée. Des voies d’administration alternatives ont été développées telles que
I'administration subcutanée, intramusculaire, par spray nasal ou par patchs transdermiques.
Par ailleurs, cette faible stabilité protéolytique est désormais vue comme un avantage puisque
les peptides sont plus facilement éliminés par clairance rénale évitant ainsi leur accumulation
au niveau des reins mais également des autres organes notamment du foie, des poumons et
de l'intestin.®?

Les nouvelles connaissances sur les propriétés physico-chimiques des peptides et les nouvelles
stratégies développées, permettent aujourd’hui de pouvoir moduler les propriétés d’'un
peptide. La longueur, la solubilité, la charge nette et I’hydrophobicité peuvent étre utilisées
afin de moduler l'activité et la sélectivité d’un peptide. Des études indiquent que les
médicaments peptidiques ont prés de six fois plus de chances que les petites molécules

chimiques de passer avec succeés la phase 1 de développement clinique.®

80

70 B Peptide entrant en ler phase clinique chague année [ moyenne de 5 ans)
60 B Cumulatif des peptides approuvé sur le marché
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Figure 18. Nombre de peptides entrant chaque année en 1¢" phase clinique ou étude pilote sur ’'homme et nombre total de

peptides approuvés sur la marché pour une application pharmaceutique.®

En un siecle, le domaine de la thérapie peptidique a considérablement évolué et le potentiel
de cette famille d’agents thérapeutiques n’est plus a prouver. En 2004, les médicaments a
base de peptides ou de protéines représentaient plus de 10% du chiffre global de I'industrie

pharmaceutique. Plus de 40 médicaments sur les 200 les plus vendus cette année-la étaient
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de cette famille.’?? Les antidiabétiques, Victoza® (ligraglutide) commercialisé par le
laboratoire Novo Nordisk et Byetta® (peptide de type glucagon) commercialisé par Amylin,
sont les médicaments peptidiques les plus vendus avec plus de deux milliards de dollars de
ventes par an pour chacun d’entre eux. A ce jour, plus de 60 médicaments peptidiques sont
sur le marché (Tableau 2) et plus de 300 sont en phase de développement ou d’essai clinique.
Le taux de croissance annuel composé (TCAC) de l'industrie mondiale sur la thérapie
peptidique a été évalué a prés de 10% de 2016 a 2024. Cette croissance est notamment due
a une augmentation des pathologies métaboliques, des maladies du systéeme nerveux central

et des cancers chez ’lhomme qui correspondent & 80% des parts de revenus du marché

mondial de la thérapie peptidique.

Tableau 2. Liste de quelques peptides thérapeutiques avec une autorisation de mise sur le marché ou en phase d’essai

clinique.19?

Plenaxise™*® Praecis Pharmaceuticals GnRH Cancer de la prostate NDA déposé
FUZEON™ Trimeris gp4l SIDA Approuvé
Lupron depot® Takeda Abbott Pharmaceuticals GnRH, LH-RH Cancer de la prostate Approuvé
Lupron depot® Takeda Abbott Pharmaceuticals GnRH, LH-RH Endométriose Approuvé
Exubra® Inhale/Pfizer Insulin Diabétes type | et Il 3
Symlin® Amylin amyline Diabétes type l et Il 3
Plenaxise Praecis Pharmaceuticals GnRH Endométriose 2/3
Iseganan IntraBiotics protégrine Pneumonie 2/3
Oralin™ Generex insuline Diabétes type let Il 2/3
Exendin-4 Amylin Glucagon peptide Diabetes type Il 2
Oral calcitonin Emisphere / Novartis calcitonin Ostéoporoses 2
Oral insulin NOBEX insuline Diabétes type l et Il 2
T-1249 Trimeris HIV2, SIV, gp41l SIDA 1/2
HER-2/neu vaccine Corixa HER-2/neu Cancer du sein et de |'ovaire 1
Oratonine NOBEX calcitonin L'ostéoporose 1
Apan™ Praecis Pharmaceuticals b-amyloid Alzheimer 1

2. Conception des médicaments peptidiques : administration d’enzymes
recombinants.
Les peptides sont des composés obtenus soit par isolement a partir d’especes vivantes soit
par synthése chimique ou biologique.Dés lors qu’une pathologie est caractérisée par |'absence
ou la défaillance d’une protéine identifiée, il est théoriquement envisageable d’administrer
chez le patient la méme protéine isolée et purifiée chez une autre espece. Ce fut le cas en
1920, lors de I'isolement de I'insuline a partir de pancréas de boeuf et de porc dans la thérapie
contre le diabete, avec en 1950, I'isolement de adrénocorticotrophine (ACTH) a partir des

glandes bovines et porcines dans le cas de pathologies menant a des troubles endocriniens
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notamment le syndrome de Cushing. Néanmoins, cette approche thérapeutique rencontre de

nombreux inconvénients mentionnés plus haut.

3. Conception des médicaments peptidiques : synthese peptidique par
voie chimique

La production de médicaments peptidiques par synthése chimique devient possible des 1950.
En effet, Perh Edman met au point une méthode de dégradation peptidique qui permet la
détermination de la séquence primaire d’une protéine.1% Ainsi, dés lors qu’un peptide naturel
endogéne est identifié comme bioactif, celui peut-étre isolé et séquencé par la méthode de
dégradation d’Edman. Une fois la séquence connue, il est possible de synthétiser le peptide
natif, ou de concevoir des peptides analogues avec des propriétés pharmacologiques
optimisées.

La méthode de « dégradation d’Edman »,% amélioration de la méthode de dégradation de
Bergmann,!% est basée sur une réaction chimique entre I'extrémité N-terminale libre d’un
peptide et I'isothiocyanate de phényle suivi d’'une cyclisation de I'acide aminé en position N-
terminale et son clivage. La nature de I'acide aminé isolé sous forme de phénylthiodhyantoine
(PTH) est ensuite déterminée a l'aide d’une analyse par chromatographie ou par
électrophorese. Cette réaction répétée plusieurs fois permet I'identification ordonnée de

chaque acide aminé constituant le peptide (Schéma 4).
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Phenylthiohydantoin
(PTH)

Schéma 4. Mécanisme de dégradation d’Edman.1%
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Synthése phase liquide / Synthése support solide (choix des résines)

La synthese peptidique consiste a produire un peptide par couplages successifs d’acides
aminés reliés entre eux par des liaisons amide. Un nombre de 500 acides aminés a été recensé
chez les espéces vivantes, dont 22 acides aminés protéinogénes (Figure 19).1% Les acides
aminés protéinogénes sont ceux qui entrent comme brique élémentaire dans la synthese
ribosomale des protéines. lls y sont incorporés par des ARN de transfert lors de la traduction
des ARN messagers par les ribosomes. Ces acides aminés sont des molécules essentiellement
chirales avec une configuration naturelle L. IIs peuvent étre classés selon certaines propriétés

: polarité, charge électronique et hydrophobicité.

HoN \19 NH NH,
NH FNH HO._O
N | OH
Acides aminés Ao
is OH OH OH
chargés N O N HNT Y HaN HzN/g(OH
o o] o] o] o
L-Arginine L-Histidine L-Lysine L-Glutamate L-Aspartate
OH OH
3 o HoN )
L-Alanine L-Valine L-Leucine
L-lsoleucine
Acides aminés 2
hydrophobes s = ./
\) 3 HN,
H H
HaN e HaN o \H/D\I(OH
2
0 o o]
L-Méthionine L-Phénylalanine L-Tyrosine L-Tryptophane
HaN__.O NH,
HO.
OH ﬁo
Acides aminés OH OH
; HoN OH HaN OH HN™ Y
polaires HaN |
o o o
0 .
L-Sérine L-Thréonine & Otularrine L-Asparagine
HSe -
OH . ( H o
~ OH
Cas HAN" HN e HAN" T N o
spéecifiques o o o
Glycine L-Cystéine L-Sélénocystéine L-Proline

Figure 19. Liste des 21 acides aminés naturels protéinogenes. Figure adaptée de l'illustration de Dancojocari. 1%7( la

pyrrolysine, 22¢ acide aminé protéinogenese n’y figure pas car on ne la trouve que chez certaine archées méthanogénes)
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La synthése par voie chimique permet de concevoir des peptides constitués d’acides aminés
naturels ou non naturels de configuration L ou D. Il existe aujourd’hui différentes techniques
permettant la production aisée d’analogues ou d’hétérologues de peptides endogenes.

La synthese peptidique sur support solide (SPPS) est a ce jour la méthode de synthese la plus
utilisée. Cette méthode, publiée en 1963 par Merrifield, se base sur une synthése sur un
support solide de type polymére.1% |’élongation du peptide se fait de I'extrémité C-terminale
vers I'extrémité N-terminale par I’ajout successif d’acide aminé sur support solide. Les acides
aminés utilisés possédent leurs chaines latérales et leurs extrémités N-terminales protégées
de maniére orthogonale.

La synthese peptidique sur support solide (SPPS) se déroule en 7 étapes : (1) La premiére étape
correspond au greffage du premier acide aminé (AAnavec la fonction amine protégée) par son
extrémité acide carboxylique sur la résine fonctionnalisée souvent présentée sous forme de
particules sphériques ou « billes ». (2) S’ensuit un lavage du milieu réactionnel par filtration
afin d’éliminer I'exces de résidu AA, non greffé sur la bille. (3) L'amine de AA est ensuite
déprotégée. (4) L'acide aminé suivant, AAn+1 est rajouté au milieu réactionnel, ce qui permet
la formation d’une liaison peptidique par réaction de couplage de I'amine de |'acide AA, avec
I’acide carboxylique de AAn:1. (5) Le milieu réactionnel est a nouveau filtré afin d’éliminer
I’exceés de résidu AAn+1 non couplé. Les étapes 3,4 et 5 sont répétées pour les acides aminés
suivants jusqu’a l'obtention de la séquence peptidique souhaitée. (6) Enfin, les chaines
latérales des acides aminés sont déprotégées. (7) Le clivage du peptide peut se réaliser
conjointement a I'étape précédente ou séparément selon la fonction de la résine et les
conditions de déprotection choisies. L’étape de filtration, qui permet un retrait facile des
exces de réactif, permet une synthese rapide, aisée d’une quantité de peptide importante.
Chaque étape a un rendement élevé car des excés importants des réactifs et des agents de
couplage sont utilisés. Ces derniers sont également essentiels pour I'obtention d’une bonne
pureté énatiomérique : ils permettent souvent d’inhiber la racémisation.'® La synthése de

peptide sur support solide peut étre totalement automatisée.

La réalisation d’une synthése sur support solide nécessite de choisir la stratégie de protection,
la nature du support et son lien clivable (ou linker en anglais) associé.
La nature de la bille de résine et le lien associé :''° |a résine utilisée doit étre chimiquement

inerte et stable dans les conditions de synthése et de taille suffisamment grande pour étre

45



facilement filtrable. Cette résine doit étre facilement fonctionnalisée par un lien afin de
pouvoir y coupler un acide aminé. Différents liens sont adaptés a la SPPS. lls nécessitent des
conditions de clivages particulieres et permettent I'obtention d’un peptide avec I'extrémité C-
terminale fonctionnalisée apres clivage de la bille. Le choix du lien se fera donc selon le résultat
final souhaité (clivage du peptide concomitant a la déprotection de chaines latérales, nature
de I'extrémité C-terminale souhaitée, conditions de clivage...) (

Tableau 3).

Tableau 3. Liste des liens les plus communément utilisés en SPPS par stratégie Fmoc/tBu 110

4-(2',4'- dimethoxyphenyl- aminomethyl )- phenoxymethyl- TFA dilué, .

- Amide
polystyrene (Rink) AcOH
2-chlorotrityl chloride (CLTR) AcOH Acide libre
3-amino-3-(2-nitrophenyl)propanoic acid (ANP) hv= 253 nm Acide libre

La stratégie de protection :1! || existe a ce jour plus de 250 groupements protecteurs adaptés
a la synthése peptidique sur support solide. La stratégie de protection choisie régit les
conditions de déprotection. La déprotection de I'extrémité N-terminale du peptide qui est
réalisée a chaque nouveau couplage est orthogonale a la déprotection des chaines latérales
des acides aminés qui doit étre réalisée en fin de synthése. La stratégie Fmoc/tBu et la

stratégie t-BOC/Bzl sont les plus couramment utilisées.

Le développement des techniques d’isolement, de séquencage et de synthése autorise la
conception de médicaments peptidiques de plus en plus complexes. Durant ces trois derniéres
décennies, la longueur moyenne des peptides utilisés en thérapeutique a doublé passant de

9 acides aminés dans les années 80 a 20 acides aminés a ce jour.
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Tableau 4.Groupements protecteurs d’acides aminés les plus communément utilisés lors de stratégies Fmoc ou t-Boc

Groupe protecteur
Acide aminé Groupe de la chaine latérale
Stratégie Fmoc Stratégie t-Boc
N SN
Nt
Arginine - Arg -R | ) 2,2,5,7,8 pentaethyl-croman-6-sulfonyl tosyl
HaN O
i o
OH
’ ’5\0
Acide aspartique - Asp - D " N,l‘ OH t-butyl benzyl
1
HO. .0
Acide glutamique - Glu - E 1/ " t-butyl benzyl
HoNT \1’0
0
SH
Cysteine-Cys -C HNT SO trityl p-methylbenzyl
2
o
2 I\..IH
A
Histidine - His - H ] oH trityl tosyl 2,4-dinitrophenyl
HN™ Y
“ o
NH,
Lysine - Lys - K 1 t-butyloxycarbonyl 2-Cl-bezyloxycarbonyl
OH
HN™ Y
o
OH
Sérine - Ser - S (’ OH t-butyl benzyl
HN” N
o
HO
Thréonine - Thr-T Y oH t-butyl benzyl
HaN /*—..T,
o]
HN‘L \
Tryptophan - Trp - W R t-butyloxycarbonyl formyl
M
N X
Tyrosine - Tyr -Y N 1 OH t-butyl 2-Br-benzyloxycarbonyl
o

2) Découverte de métallopeptides actifs par chimie combinatoire

La conception rationnelle de métallopeptides inspirée de la séquence de la metalloenzyme
endogéene est trés fastidieuse. Il est en effet trées complexe d’obtenir un complexe peptidique

stable et ayant simultanément, de fagon significative, I'activité biologique souhaitée. La
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chimie combinatoire s’avére étre une méthode de choix afin d’amplifier les chances de
découvrir un peptide d'intérét ayant les propriétés souhaitées dans une visé thérapeutique

ou non.

1. Lachimie combinatoire peptidique

La chimie combinatoire a pour objectif la conception de nouvelles molécules révélant une
activité biologique ou une propriété souhaitée. Elle se base sur la combinaison de plusieurs
composés ou blocs moléculaires différents pouvant réagir I'un avec I'autre afin de créer une
entité nouvelle possédant la propriété ciblée. Le concept de le chimie combinatoire est donc
étroitement lié a celui de bibliotheque moléculaire.

La chimie combinatoire peptidique voit le jour en 1984 avec les travaux de H. Mario Geysen.!*?
Ces travaux ont pour but de déterminer le role de chaque acide aminé présent dans I'épitope
d’une protéine virale. Pour cela, 208 hexapeptides proches de la séquence protéique d’intérét
ont été synthétisés sur support solide et leurs interactions avec I'anticorps concerné ont été
étudiées par test ELISA. Cette étude repose sur la technologie dite de « multi-pin ». Chaque
peptide est synthétisé indépendamment dans des plagues de micros-puits étiquetées sur un
support (pin). La sélection immunologique est par la suite effectuée simultanément pour tous
les peptides dans chacun de ces mémes puits. L'anticorps se lie aux peptides les plus affins et
les complexes sont retenus par le support. Les peptides ayant une bonne affinité sont ainsi
identifiés. L’analyse simultanée d’un grand nombre de peptides est un gain de temps
considérable. Néanmoins, la synthése indépendante de chaque peptide est un réel
inconvénient et s’avére étre le facteur limitant. Certaines techniques permettaient la synthése
simultanée de deux a quatre peptides, comme que la méthode de Gorman basée sur la mise
au point d’un appareil permettant d’attacher sur un méme mélangeur rotatif quatre cellules
de réaction ou la méthode de Rietschoten basé sur I'utilisation de billes de résine de taille

différente.!3 Cependant, ces procédures ont eu une portée et un caractére pratique limités.

Richard Houghten!!* propose en 1985, la technique du tea-bag, qui permet la synthése rapide
d’un grand nombre de peptides. Cette méthode est illustrée dans le cas de travaux ayant pour
objectif I'analyse de [linteraction d’anticorps avec des antigénes de la protéine
d’hémagglutinine. Houghten a synthétisé sur support solide une bibliotheque de 248 peptides

d’une longueur de 13 acides aminés. Chaque peptide ne différe de la séquence de I'épitope
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de la protéine d'hémagglutinine que d’un résidu d’acide aminé. La synthése de chaque peptide
se fait dans un sachet étiqueté et perméable au solvant, le tea-bag (Figure 20). Lorsque I'acide
aminé a coupler est identique a plusieurs peptides, les sachets correspondant a ces peptides
sont incubés dans la méme solution de solvant contenant I'acide aminé en question. Ces
étapes de couplage se font donc simultanément pour tous les peptides concernés, ce qui
simplifie grandement la réalisation de la synthése. Ainsi, la bibliothéque de 248 peptides a été
synthétisée en deux semaines seulement. Les peptides ont ensuite été déprotégés et clivés
de la résine. Enfin, chaque contenant de sachet est ensuite adsorbé dans un unique puit qui
est méticuleusement étiqueté afin de réaliser le test ELISA selon la méthode de Geysen. Cette
technique de « tea-bag » permet ainsi de réduire de maniére conséquente la durée de
réalisation (ou de synthése) d’une bibliotheque peptidique. De plus cette technique est
compatible avec toutes les résines couramment utilisées en SPPS et permet la synthése de

peptides en quantité suffisante pour satisfaire la majorité des besoins.
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Figure 20. Représentation d’un « tea-bag » utilisé dans les travaux de Houghten.'14

Kit S. Lam propose en 1991 le concept de la synthese peptidique selon I'approche « one bead
- one compound (OBOC) », dans le cas de travaux ayant pour objectifs I'identification rapide
et le séquencage de ligands montrant une bonne affinité pour des molécules accepteurs
d’intérét (enzyme, récepteur, anticorps ..).}> Chaque bille de résine porte plusieurs

exemplaires (selon sa capacité de charge (50-200 pmol)) d’'une unique séquence peptidique.
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Lam et son équipe sont parvenus a synthétiser une bibliotheque composée de plusieurs
millions de peptides selon la stratégie « split and pool » mise au point par Furka.'®!7 Cette
stratégie est schématisée ci-dessous de maniere simplifiée pour des tripeptides pour lesquels
a chaque position 3 acides aminés ont été introduits : I'alanine (A), la glycine (G) ou la valine
(V). La synthése se fait sur des microbilles de résines, sphériques d’'un diamétre de 100 a 200
um : un lot de plusieurs billes de résines est dans un premier temps divisé en 3 lots différents
afin de coupler pour chaque lot, 'un des 3 acides aminés cités. Aprés le couplage, les billes
sont rassemblées et mélangées pour reformer un unique lot, puis de nouveau séparées en 3
lots pour le couplage suivant. Ainsi en seulement 3 étapes, 27 (=33) tripeptides sont
synthétisés (Figure 21a).

Dans le cas des travaux de Lam, ce processus est utilisé pour produire une bibliotheque de
pentapeptides incorporant a chaque position les 19 acides aminés naturels (excepté la
cystéine). Ainsi en seulement 5 étapes, une bibliothéque constituée de 2 476 099 (= 19°)
peptides différents a été synthétisé. Une fois les peptides synthétisés, ceux-ci sont déprotégés
mais non clivés. Les billes portant des peptides sont incubées dans une solution contenant la
molécule accepteuse préalablement couplée a une fluorescéine. Ainsi, les billes portant un
peptide capable de lier cette derniére se colorent et sont détectables parmi les billes non-
réactives (Figure 21b). Contrairement a la méthode de Geysen ou d’'Houghten, dans la
méthode OBOC les billes sont toutes mélangées et non étiquetées. La séquence des peptides
portés par les billes sélectionnées n’est pas connue. Il est donc nécessaire que les HITs soient
séquencés a l'aide d’une dégradation d’Edman et d’une analyse par électrophorése. La
guantité de peptides synthétisés sur une unique bille ne permet généralement pas de faire
des caractérisations plus poussées. Le peptide sélectionné est donc synthétisé a nouveau en

guantité plus importante.
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Figure 21. (a) Schéma représentant le principe de la méthode OBOC couplée a la stratégie split and pool pour la synthese d’une
bibliothéque de 27 tripeptides sur support solide. Schéma représentant une bille colorée di a la liaison d’un peptide porté par

un accepteur couplé a une fluorescéine. La bille est isolée et lavée puis le peptide est séquencé.’’>

Les travaux de Lam fournissent une preuve de concept de la stratégie OBOC et sont
aujourd’hui validés par toute la communauté scientifique. La synthése de bibliotheques
peptidiques selon la méthode OBOC couplée a la stratégie « split and pool » a permis de faire
une avancée considérable dans I'utilisation de la chimie combinatoire pour le développement
de peptides médicaments. Cette méthode est depuis la référence en chimie combinatoire qui
se comporte 3 étapes : premierement, la conception et la préparation d’une bibliothéque de
composés. Deuxiemement, le criblage de la bibliotheque pour une activité ciblée et la
sélection des hits. Enfin, la détermination de la structure des hits.

Ces trois étapes ont rapidement été adaptées a la synthése de composés non peptidiques. En
effet, la diversité structurelle des peptides étant limitée, I'application a des composés de

nature moléculaire différente a permis une diversité chimique et structurelle permettant des
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caractéristiques pharmacologiques intéressantes. Ainsi, la chimie combinatoire s’est étendue

a la conception de bibliotheéques de diverses familles moléculaires (Figure 22).

Oligomers
Synthetic Biological/Biosynthetic
[ Natural | Unnatural | [ Peptide |[Oligonucleotide | [Oligosaccharide|
Peptide with 20 Peptides with Filamentous phage, DNA
L-amino acids unnatural amino acids Plasmid, and RNA
Oligonucleotide  Peptoid Polysome approaches Modified DNA /RNA
Oligesaccharide Oligocarbamate
Oligourea
Vinylogous sulfonyl
peptide
Peptido sulfonamide
Azatide Small Molecules
Ketide, etc.
I I
Synthetic Biosynthetic
o (using enzymes)
Benzodiazepine Cyclopentane
Hydantoin Cyclohexane )
Cubane Piperazine Fk_wonmd?’
Xanthine Diketopiperazine T"Sﬂcch‘?'ndes
B-lactam Pyridimf MNucleoside, ete.
Pyrrolidine Quinolone
Thiazolidine Benzimidazoles
Tetrahydrefuran Isoquinoline
Benzopyrane Cuinazoline
Isoxazole Phthalhydrazides
Triazole Carboline
Triazine, etc.

Figure 22. Diversité des bibliothéques produites par chimie combinatoire.*'8

2. Utilisation de la chimie combinatoire pour la découverte de peptides
bioactifs
L’approche par bibliotheque combinatoire a ainsi été utilisée durant ces vingt dernieres
années pour différentes applications et a permis la découverte de plusieurs médicaments.1!%~
129 De nombreux travaux traitent de la conception de bibliothéque de complexes métalliques
a base de peptides. Quelques-uns d’entre eux sont répertoriés dans le Figure 21 ci-dessous.

Ces travaux sont pour la majorité basés sur des tests de criblages concernant I’affinité métal-
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ligand avec pour l'objectif d’étudier la structure d’un site actif d’une métalloprotéine
endogéne. 139131132 Néanmoins, quelques travaux se concentrent sur la conception de

nouveaux composés ayant une activité catalytique ciblée,33134 mais rares sont ceux qui

portent sur la conception de mimes de metalloenzymes.'3°

Tableau 5. Travaux basés sur la conception de metallopeptide par le biais de bibliothéques combinatoires.

; ; Test de liaison Optimiser le domaine de
Ni-Peptide 18 Tripeptides 136
(Xaa-Lys-His, Lys-Xaa-His, and Xaa-Xaa-His) peptldlq ue cIivage de ’ADN
Test d'activité
Inhibiteurs de la Zn
Zn-Peptide 38 thiol-pseudotripeptides inhibitrice de 137,138
peptidase
TeNt
Test de liaison / Etude de la coordination
Cu-protéine 131,132
stabilité du Blue Copper CysHis,Met
Hemoprotéines - 462 hémoprotéines Criblage du Interaction entre protéine 2o
Fe modulaires potentiel redox et cofacteur héme
Test de stabilité /
Cu-peptide 125 peptides Mimes de SOD 140
activité
Protéine a Heme Hémoprotéines Test d’activité Nouvelles peroxydases 141
; Test de Développement de Tags
Tb*- peptide 15 000 peptides 142
(Asp-X-Asn-X-Asp-X-X-Glu-X-X-Glu) luminescence luminescents
Complexes Epoxydation asymétrique
5760 complexes Test d’activité 133
métallique (192 ligand *30 metals) d'alcénes
Zirconium -
625 décapeptides Test d’activité Mimes de phosphatase 134
Peptide
Test de liaison Chélation de complexe
Metal-peptide 93500 complexes 143
(8500 peptides * 11 metals) peptidique radioactif
Zn/Eu - ligand 1458 complexes Test d’activité | Mime de phosphodisterase | 13

TeNt : Tétanospasmine (ou toxine tétanique)
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Berkessel et RiedI'3* ont présenté en 1991 les premiers travaux qui consistent a concevoir une

bibliotheque combinatoire peptidique dans le but de mimer une activité enzymatique. lls

proposent la synthése d’une bibliotheque de 1 458 metallopeptides selon la stratégie « split

and pool» afin de découvrir un nouveau mime de phosphodisterase. Les peptides sont

synthétisés sur support solide selon la méthode OBOC. Les ligands sont par la suite complexés

a des ion Zn?* ou Eu?*. activité phosphodiesterase des complexes est criblée selon deux tests

d’activités colorimétriques :

Le premier test repose sur la formation de bleu de Prusse dans le cas de complexes
actifs (Figure 23A) : dans un premier temps, les billes portant les complexes sont
incubées avec le phosphoester 1. Dans le cas de billes actives, la transestérification du
phosphoester 1 méne a la formation de I’hydroxylamine 2 par liaison hydroxylamine-
phosphate. Les billes sont ensuite traitées avec de I'hexacyanoferrate Il de potassium
(K3[Fe(CN)s]) et du chlorure de fer Ill (FeCls) qui par réaction avec hydroxylamine 2
meéne a la formation du bleu de Prusse, un précipité bleu. Ainsi, les billes de résine
portant un complexe ayant une activité phosphodiestérase sont identifiées par leur
coloration bleue.

Le second test, illustré par la Figure 23B, repose sur la réaction de transestérification
du bis(para-nitrophenyl)phosphate 3 par les complexes actifs, ce qui méne au transfert
du groupement phosphate sur la bille de résine. Les billes actives couplées au groupe
phosphate chargé négativement sont visibles en fluorescence par liaison ionique avec
un violet de crésyl qui lui est chargé positivement. La séquence primaire des HITs

sélectionnés est déterminée par dégradation d’Edman.

Des expériences supplémentaires ont été effectuées avec les complexes de zinc sélectionnés

afin d’obtenir des informations quantitatives sur leur activité phosphodiesterase. Le complexe

de zinc sélectionné possede une activité phosphodiesterase 2,5 fois supérieure a I'activité

observée pour le cation Zinc Il seul.
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Figure 23. Criblage de la bibliotheque de Berkessel and Riedl pour I'activité phosphodiestérase: identification de billes portant
un complexe actif (a) par une coloration bleu due a la présence de bleu de Prusse,(b) ou par fluorescence par la présence de

violet de crésyle.'3>

De récents travaux effectués au sein de notre équipe ont permis la conception de la premiére
bibliothéque de métallopeptides a activité de type Superoxyde Dismustase (SOD).}*° Une
bibliotheque de 125 peptides a été synthétisée selon la méthode OBOC et split and pool et les
billes ont été incubées dans une solution de Cu(ll) puis immobilisées dans un gel d’agarose. Le
gel estincubé en présence de riboflavine et de Nitroblue tetrazolium (NBT) puis irradié en UV.
L'irradiation UV de la riboflavine méne a la formation de I'ion superoxyde qui réagit avec la
NBT pour former du formazan, colorant le gel en violet. Ainsi dans le cas de billes portant des
mimes de SOD actifs, la réaction de I'ion superoxyde et du NBT est inhibée (Figure 24A). Les
billes actives sont ainsi détectables par leur couleur jaune, due au NBT n’ayant pas réagi
(Figure 24B). Différents cations métalliques ont été utilisés sur cette librairie et un HITa Cu" a
été sélectionné puis séquencé a I'aide d’une analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF.
Le complexe a par la suite été synthétisé a grande échelle, étudié a I'aide de plusieurs

méthodes de caractérisation et évalué par un test de Fridovich pour déterminer les constantes

catalytiques apparentes. Le complexe sélectionné présente une activité de I'ordre de 1,3% de
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I"activité enzymatique du CuZnSOD, ce qui coincide a I'ordre de grandeur des meilleurs mimes

de SOD présents dans littérature. Le complexe de cuivre identifié a de plus montré une activité

antioxydante intéressante sur deux modeéles cellulaires.4°

A i
'\J‘/\f Ny “NH
PPN LN A 21 uv
o P A
L on ‘ Imadiation
N \
\
N :
\\
i S
Jon o
0" oH / ™~
/ \\
Riboflavin-5'-phosphate oxidzed \
FMN '
40,7+ 2H* 40,
NO; ON
4 ) \ f
Y =\ \ y
\; / \ /
=X \ Fd
N = N NS s
N \ { )N N =5
(\\\ SN - 7 N K N (/k’/
| ! |
L/ P - s
NBT
Nitro Blue Tetrazolum

Ribofiavin-5'-phosphate reduced
FMNH;

NO, ON
oy .
¢ Y & )
NH ==\ =\ HN-y
I N )\ N
7 YL NN N
° “,O A
Formazan

Non active

bead

Active bead

Figure 24. (A) Schéma représentant le mécanisme de production de I'ion superoxyde lors du test de sélection des mimes de

SOD sur gel. (B) Identification des billes portant des complexes actifs par I'observation d’un halo jaune.'°

Il. IDENTIFICATION D’UN COMPLEXE ACTIF PAR CHIMIE COMBINATOIRE COUPLEE
A UN TEST D’ACTIVITE SUR GEL

1) Méthode de synthése et d’identification des Hits.

Pour identifier des complexes peptidiques ayant une activité de type Catalase, nous nous

sommes inspirés d’'une méthode mise au point par le groupe de B. Imperiali**? pour la

découverte de complexes

peptidiques

luminescents de

lanthanides.

Elle permet

I'identification facile et rapide de séquences peptidiques ayant une forte affinité pour un ion

métallique, le Tb3, et des propriétés de luminescence par le biais d’un criblage par

fluorescence d’une bibliotheque de complexes.
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Figure 25. Synthese de bibliothéque et méthode de criblage pour la découverte de nouveau marqueur de liaison au lanthanide

développées par B.impariali 142

Cette méthode comporte trois étapes (Figure 25) :
- la synthese d’une bibliotheque peptidique combinatoire sur support solide selon la
méthode de « split and pool ».
- une sélection sur un gel des complexes luminescents

- une identification des hits par spectrométrie de masse

Dans un premier temps, la synthése peptidique se fait sur support solide, sur des macro billes
de Tentagel, billes de tailles importantes, visible a I'ceil nu. La synthése débute par un couplage
de liens orthogonaux (20% d’un lien photoclivable et 80% d’un lien clivable en milieu basique).
Il s’ensuit le couplage d’une séquence peptidique faisant office d’espaceur «G-P-P-R-BA »
Enfin, la bibliothéque peptidique est synthétisée par couplage successif d’acides aminés selon
la stratégie Fmoc. De la diversité a été insérée au sein de leur bibliothéque a I'aide d’une
procédure de synthése « split and pool » croisée a une méthode de « coiffage » inspirée des
travaux de Griesinger et al**4, Ces derniéres étapes seront plus longuement expliquées dans

la suite de ce manuscrit.
La seconde phase consiste a cribler la bibliotheque afin d’y identifier les peptides ayant

I’activité souhaitée. Pour cela un test d’activité sur gel a été mis en place. Les billes comportant

les peptides ont été incorporées dans un gel d’agarose comportant de I'ion Tb3*. Le gel a par

57



la suite été irradié par rayon UV afin de libérer localement autour de chaque bille, la
proportion de peptide liée par le lien photoclivable. Enfin le gel a été éclairé par un
transilluminateur, pour révéler les billes fluorescentes comportant donc des peptides ayant

complexés I'ion Tb3*,

Enfin, la derniére phase est le séquencage des peptides sélectionnés. L’'identification des hits

est réalisée par spectroscopie de masse.

2) Conception et Préparation de la bibliotheque JRF1

1. Conception de la bibliotheque peptidique (choix de la séquence
peptique)
Dans le cadre de cette thése, la bibliothéque a été congue pour générer des peptides capables
de complexer fortement I'ion Cu?* ou/et I'ion Mn2. Pour obtenir des séquences peptidiques
aptes a répondre a cette caractéristique, nous nous somme basés sur les données de la

littérature.

Peptides coordonnant le cuivre :

Plusieurs séquences peptidiques ont été décrites pour leur capacité a chélater
fortement les ions Cu*/Cu?*. Les sites donneurs N-imidazole des histidines sont des ligands de
cations métalliques observés au sein des sites de chélations des métalloprotéines, et la
stabilité des complexes formés suivent la tendance de la série de Irving—Williams, avec une
stabilité optimale pour I'ion Cu?*.14>1% Le mode de complexation du métal avec les résidus
d’histidines (le nombre, la position) a souvent été invoqué comme ayant un impact dans
I’activité biologique intrinseque de ces métalloprotéines. Afin de rationaliser la stabilité des
complexes peptidiques de cuivre, de nombreuses courtes séquences peptidiques comportant
plusieurs histidines ont été étudiées comme modele par plusieurs équipes de

149 ont regroupé les données

recherche.1#>147.148143 Notamment, Csire et collaborateurs
thermodynamiques obtenues pour de courtes séquences peptidiques de 3 a 7 acides aminées

contenant de 2 a 4 histidines (Figure 26). Cette étude a permis de mettre en évidence que :
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Figure 26. Constante de stabilité (logB8) de complexes Cu/ligand de plusieurs peptides contenant des histdines.'*°

- La stabilité thermodynamique des complexes augmente considérablement avec le
nombre d’histidine. La valeur moyenne des constantes de stabilité (logf3) mesurées
sont de 5.5, 7.5 et 9.0 pour des ligands peptidiques ayant respectivement 2, 3 ou 4 N-
imidazole impliqués dans la coordination du Cu.

- Dans le cas de séquences a deux histidines, les complexes les plus stables sont ceux
obtenus a partir de séquences ou les histidines sont séparées par un seul acide aminé
non coordonnant Z : HZH. Plus la distance entre les histidines est importante plus la
stabilité du complexe diminue.

- Dans le cas des ligands a trois histidines, les complexes les plus stables sont ceux sous
la forme : HZZHZH.

Les motifs suivants H(ZH),, H(ZZH), et H(HZH), se révelent donc permettre de bonnes

constantes d’affinité, tout en rappelant certains modes de coordination dans les

métalloprotéines. Nous avons donc congu notre bibliothéque en nous basant sur ces 3

motifs.
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Par ailleurs, Sévagé et al. indiquent que la présence d’une amine terminale libre a une forte
influence sur la nature de la sphére de coordination ainsi que sur la stabilité du complexe de
cuivre résultant.!® La présence d’une extrémité N-terminale libre facilite en effet la
déprotonation des liaisons amides des premiers résidus. Le site N-terminal déprotégé devient
alors le site de liaison principal du métal puis la coordination implique I'histidine. La
complexation des amidates du squelette, se trouvant entre le N-terminal et I'histidine, au
métal, est favorisée. Ainsi, selon la position de la premiére histidine (en position 1, 2 ou 3)
dans un court peptide, différents modes de coordination sont privilégiés (Figure 27): si
I’histidine se trouve en position 1, un complexe cyclique a 6 chainons de type Histamine (NH,,
N) sera généré'? et la présence en excés de ligand peut engendrer la formation de complexe
bis(ligand).'*® Dans le cas ou I’His est en position 2, un complexe de type cycles a 5-6 chainons
fusionnés (NH2, N7, Nim) est formé. Enfin si I'His est en position 3, un motif de type ATCUN
(NH2, N7,N7,Nim) sera impliqué. Ces modes de coordination impliquant une amine terminale
sont ceux qui conduisent aux métallopeptides les plus stables thermodynamiquement.®0
Cependant, ce type de coordination n’est pas celui impliqué dans les métalloenzymes
antioxydantes comme les SOD. L'extrémité N-terminale des peptides au sein de notre
bibliotheque est donc acétylée afin de permettre la formation d’une multitude de modes de
coordination et d’éviter que I"équilibre thermodynamique ne favorise que les 3 modes

précédemment cités.
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Figure 27. Représentation des différents modes de coordination de peptide au cuivre(ll) selon la présence de I’histidine en

position 1 (haut- gauche), en position 2 (haut-droite) ou en position 3 (bas). Image adaptée des articles 1°41>>
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Notre bibliothéque posséde donc la séquence générique suivante : Ac-His'-His2-Z3-His*-His®-

Z5-His3-NH,, Z représentant un acide aminé non coordonnant.

Peptides coordonnant le manganése :

Nous souhaitons également qu’il y ait au sein de cette bibliothéque des peptides capables de
complexer I'ion Mn?*. Pour cela, nous nous somme basés sur les travaux de Medici et al**® qui
décrivent le fragment 1165-1171 de la protéine YPK9, ayant comme role de protéger le
systéme nerveux et les cellules d’une intoxication au manganése et d’ainsi éviter le syndrome
parkinsonien. Ce fragment est une courte séquence peptidique de 7 résidus Pro!-Asp?-Glu3-

Lys*-His>-Glub-Leu7 identifiée comme celle chélatant le manganése (Figure 28):

Figure 28. lon Mn(ll) complexé avec le peptide Ac-P1D?E3K*H5E®L7-NH,.1>¢

D’apres la caractérisation du fragment, notamment par RMN, il a été démontré que les
groupements donneurs impliqués dans la coordination du manganése sont les suivants :
L’azote Ne de I'imidazole de I’histidine (5), et les y-O des chaines latérales de I'aspartate (2) et
des deux glutamates (3 et 6). Inversement, les autres acides aminés, la proline (1), la lysine (4)
et la leucine (7) ne semblent pas impliqués dans la coordination du métal. Il apparait donc

clairement que la chélation du Mn, se fait davantage via les carboxylates.

La séquence générique de la bibliothéque peptidique finale est donc une combinaison de la
séquence polyhistidine précédemment citée et le fragment d’YPK9 : Ac- Pro!-X2-X3-Lys*-His®-
X6-Leu’-His®-NH,. Ici X désigne les positions ou de la variabilité a été introduite de telle sorte

que les 2 séquences précédemment évoquées puissent étre présentes (Tableau 6)
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Tableau 6. Conceptions de la bibliotheque a partir du fragment YPK9 et de la séquence polyhistidine

Position d’acide aminé 1 2 3 4 5 6 7 8
Fragment d’YPK9

Pro Asp Glu Lys His Glu Leu
(Chélateur de Mn?*)
Séquence polyhistidine

His His Z? His His Z His

(Chélateur de Cu?*)
Séquence générique de la

Pro X X Lys His X Leu His

Bibliothéque

a7 : acide aminé non coordonnant. ? X : acide aminé : DouE, H, Y, R, G.

Les acides aminés en positions 2, 3 et 6 sont importants pour la complexation du Cu?* et du
Mn?2*, mais sont différents pour le fragment d’YPK9 et le fragment polyhistidine. Les positions
2, 3 et 6 ont donc été choisies pour introduire de la diversité au sein de notre bibliothéque.
Ainsi a chacune de ces trois positions, en plus de I'histidine, des acides aspartique ou
glutamique présents dans les séquences d’intérét, trois autres acides aminés ont été
introduits dans le but d’accroitre la variété des séquences accessibles (Figure 29), en ajoutant
des amino-acides coordonnants, ou non coordonnants, ces derniers permettant une flexibilité
dans la séquence pouvant favoriser son repliement autour du cation métallique, ou chargés.
- La tyrosine, acide aminé ayant la capacité de coordonner les métaux par le
groupement phénol.
- La glycine, acide aminé neutre, peu encombré, non coordonnant et n’ayant pas de
conformation particuliére.
- L'arginine, acide aminé chargé positivement a pH physiologique favorise la solubilité

du peptide.

Une bibliotheque potentiellement constituée de 125 peptides avec des propriétés de
chélations différentes devrait étre ainsi obtenue (Figure 29). En effet, chaque peptide ayant
une séquence peptidique différente, devrait avoir une sphére de coordination unique, et donc
former un complexe peptide-métal qui posséde une géométrie, une stcechiométrie et un

potentiel redox qui lui est propre.
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Figure 29. Bibliothéque peptidique sur bille.

2. Synthése de la bibliotheque peptidique par la méthode « split and
combine »
La bibliotheque peptidique a été synthétisée sur support solide par une méthode
combinatoire « split and pool ».1> Cette méthode conduit a une bibliothéque « une bille-un
peptide », chaque bille comportant plusieurs exemplaires d’'une séquence unique ( Figure

30).116:118

La syntheése (Figure 30) a été réalisée suivant la stratégie de B Imperiali*? sur des macro billes
de Tentagel (substitution de la résine : 0.24 mmol/g, diametre: 280-300 um),
Peptide library synthesis on solid support Ces billes ont été
choisies pour trois raisons : (i) leur haute capacité de charge (3 a 5 nmol/bille) permet la
synthése d’une quantité importante de peptides, (ii) leur faculté a gonfler dans les milieux
aqueux ou organiques, permet d’effectuer la synthese peptidique en milieu organique et la
synthese des complexes et le test de sélection en milieu aqueux et (iii) leur taille importante
permet de les visualiser distinctement a I'ceil nu et de les isoler aisément lors du test sur gel.
La synthese a été réalisée en stratégie Fmoc, le groupe protecteur de I'amine de la chaine

principale peut donc étre clivé en présence de piperidine.
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Direction de la synthese

ANP : Acide 3-amino-3-(2-nitrophenyl) propionic
HMBA : Acide 4-hydroxymethylbenzoic

Figure 30. Syntheése de la bibliotheque peptidique utilisant la stratégie « Split and combine » selon la stratégie Fmoc. La
position 3 correspond a I’étape de coiffage, 10% d’acide aminé N-Boc (coiffe : rond gris) est introduit en méme temps que

I'acide aminé d’intérét (rond orange).
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Dans un premier temps, deux liens clivables orthogonaux ont été introduits par liaison
covalente au support solide. L'acide 3-amino-3-(2-nitrophenyl) propionique (ANP), lien
photoclivable et I'acide 4-hydroxymethylbenzoique (HMBA), lien clivable en milieu basique
aqueux sont respectivement incorporés dans un ratio 2:8 .

Cette étape est suivie par I'ajout séquence espaceur : BA-R-P-P-G.1>"7159 Cette séquence
permet d’éloigner la séquence d’intérét du support solide afin de diminuer les effets stériques
et de favoriser sa mobilité. Deplus, elle permet d’augmenter la masse molaire du peptide final
et des peptides tronqués afin que, lors de I'analyse par spectroscopie de masse MALDI TOF,
les pics de masse soient hors de la zone des pics liés au composés de la matrice ( >500 Da).
Le choix de la séquence de I'espaceur est basé sur I'étude de Youngquist et al.’®’ Ce
pentapeptide a été décrit comme étant inerte biologiquement dans le cas de test en lien avec
I'HIV. 1l est constitué d’acide aminés ne possédant pas de chaine latérale coordonnante et ce
pentapeptide n"adopte pas une conformation spécifique. Ceci nous laisse penser que cette
séquence n’aura aucune influence sur la chélation des métaux et sur I'activité testée.

Enfin, la synthése de la séquence d’intérét a été réalisée par la méthode de « Split and
combine » décrite par Furka'!®1'7 et Lam.!® Cette méthode permet la synthése facile et rapide
d’une bibliotheque contenant une grande variété de séquences peptidiques. Dans notre cas,
aprées le couplage de la glycine, correspondant au dernier acide aminé de I'espaceur, nous
avons couplé I'histidine puis la lysine. En position 6 correspondant a une des positions ou de
la variabilité a été introduite, les billes ont été divisées en 5 portions égales. Pour chaque lot
un unique acide aminé des acides aminés suivants a été couplé : H, Y, R, G ou D. Puis les billes
ont de nouveau été regroupées et mélangées. C'est ce processus qui est nommé « split and
combine ». Nous avons par la suite couplé I'histidine puis une lysine suivie de deux nouvelles
étapes de « split and combine » pour les positions 3 et 2. Finalement, nous obtenons une
bibliotheque « une bille - un peptide », chaque bille ne comportant qu’une unique séquence

répétée.

Lors de la synthése des séquences isobares sont produites en position 3. Une étape de
"coiffage" a donc été réalisée a ce stade suivant la méthode développée par I'équipe de C.
Griesinger, ce qui permet l'identification formelle de chaque séquence peptidique lors de
I’analyse par masse MALDI.'** Le coiffage consiste a introduire en plus de l'acide aminé

souhaité, une petite portion (environ 10%) d'une « coiffe » qui permet de générer une
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séquence tronquée d’'une masse molaire connue. Dans notre cas les « coiffes » sont des acides
aminés protégés en position N-terminale par un groupement BOC qui n’est pas clivé lors de la
syntheése en stratégie Fmoc et qui ressemble a I'acide aminé introduit afin qu’ils aient des
réactivités similaires. Chaque bille de support solide porte donc 90% du peptide entier et de
10% du peptide écourté de masse connue et caractéristique de la coiffe introduite. Lors de
I'enregistrement du spectre de masse, la combinaison du pic de masse du peptide entier et

du pic de séquence écourtée permettra de déterminer sans ambiguité la séquence du peptide

La synthése peptidique se termine par le couplage de la proline, une étape d’acétylation de
I'amine N-terminale puis de la déprotection des chaines latérales en milieu acide. Compte
tenu de la nature des liens clivables choisis, I'étape de déprotection des chaines latérales en
milieu acide ne conduit pas au clivage des peptides, ce qui différe de la synthese peptidique
classique. Chaque étape de couplage et de déprotection de I'amine terminale est contrblée
par un test colorimétrique (test de « Kaiser ») mettant en évidence la présence d’amines

libres.

Une bibliotheque peptidique comportant 125 peptides différents a donc été synthétisée.
Néanmoins, les acides aminés n’ayant pas tous la méme réactivité et la répartition des billes
lors des étapes « split » n’étant pas tout a fait égale, la bibliotheque peptidique n’est pas

composée d’une méme quantité de chaque peptide.

3. Formation des complexes peptidiques
Pour former les complexes, les peptides supportés provenant de la bibliothéque ont été
incubés en présence d’une solution de cuivre(ll), de manganése (ll) ou de fer (lll) dans un
tampon HEPES (50 mM, pH 7,5) pendant 2h a 60°C puis lavées

Complexes formation

Méme si les séquences des peptides de la bibliothéque ne sont pas congues pour chélater
spécifiguement le fer, nous avons décidé d’incuber également les peptides dans une solution
d’un sel de Fe(lll) car il s‘agit d’'un cation métallique impliqué dans le site de coordination de

HemeCAT.
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3) Sélection des complexes actifs par un test d’activité catalase sur gel

1. Principe du test d’activité CAT sur gel colorimétrique
La sélection des complexes actifs au sein de la bibliothéque a été réalisée sur gel selon la
stratégie développée par Imperiali et al'*? et que nous avons adaptée en un protocole pour
un criblage fonctionnel des métallopeptides pour une activité de type CAT*® (Figure 31)

Combinatorial screening and selection

A

« 253 nm
Beads immobilized : 1) Incubation with
g in an agarose gel Py, H,0, Oe
g 2) Incubation with Non active =
Beads incubated Cleavage of (CN)gand: FeCly d:apvt:igee
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2 K Fe(CN)4+ 2 KOH + H,0, 2 2 K ,Fe(CN)4 + 2 H,O + O, + FeCl;> KFe'"'(Fe''((CN),) + 3 KCl
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Figure 31. (A) Schéma du criblage des complexes peptidiques par un test d’activité colorimétrique sur gel. (B) Photolyse de

I'ANP par rayonnement UV

Les billes portant les complexes peptidiques ont été immobilisées dans un gel d'agarose (2%
en masse) thermoréversible. Une irradiation par rayonnement UV (254 nm) pendant 15
minutes permet de rompre le lien photoclivable (ANP) et de permettre aux complexes (soit
20% des complexes peptidiques) ainsi libérés de diffuser autour de la bille (Figure 31B). La
diffusion des complexes augmente ainsi leur accessibilité et la zone du gel la surface ou ils
pourront potentiellement exercer leur activité. Le gel est ensuite incubé dans une solution de
H,0, a 0,003% pendant 15 min, lavé puis incubé dans deux solutions de complexes ferriques
a 2%, KsFe(CN)s et FeCls. En présence de H»0,, KsFe(CN)s, une solution jaune orangée est
réduite en ferrocyanure de potassium KsFe(CN)s. KaFe(CN)es réagit ensuite avec FeCls pour

former le bleu de Prusse (KsFe'(Fe'(CN)g)). Lorsqu'un mime de CAT est présent, le milieu
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autour de la bille est appauvri en H,0; en raison de sa dismutation accélérée empéchant ainsi
la réduction de K3Fe(CN)s et la formation du bleu de Prusse. Une zone incolore autour de la
bille indique alors la présence d'un mime de CAT actif. Ce test d’activité correspond a celui
utilisé précédemment pour mettre en évidence I'activité des protéines CAT sur gel
d’électrophorése.’®® [’utilisation de macrobille de Tentagel nous permet de visualiser
facilement a I'ceil nu les billes actives et de les prélever. Le gel présent autour de chaque bille
prélevée est alors dissous a chaud, le métal est décoordonné par des lavages successifs a

I’'EDTA et les peptides sont clivés dans une solution de NH4OH a 28% (Figure 31).

2. Mise au point du test colorimétrique de criblage sur gel

Ajustement de la concentration en H;0,
Afin de s’assurer de la fiabilité du test colorimétrique, des expériences contrbles ont été
effectuées.

Premiérement, des billes portant les peptides mais non incubées dans une solution de
sels métalliques ont été criblées. Alors qu’un résultat négatif étaient attendu, il a été observé
autour de toutes les billes des zones incolores, qui marquent I'absence de H,0; autour des
billes. Différentes hypothéses ont été émises afin de justifier ces faux positifs :

a. Il ad’abord été suspecté qu’une réaction photochimique avait lieu au moment de la
radiation sous UV donnant lieu a des espéces dérivées de peptides capables de réagir
avec H;0,. Cependant, méme sans irradiation UV, des faux-positifs pour les peptides
seuls ont été observés, invalidant cette hypothese.

b. Des contaminations métalliques qui pourraient étre responsables de la formation de
complexes actifs ont ensuite été envisagées. En effet, des complexes auraient pu étre
formés par contamination par des cations métalliques présents résiduellement dans
les solutions (H,O distillée) ou provenant du matériel utilisé (spatule en acier). Cette
hypothése a été écartée car des résultats faux-positifs ont également été obtenus
pour des lots de billes préalablement lavées a 'EDTA, un fort ligand compétiteur du
peptide.'?® De plus, pendant tout le processus, de I’eau ultrapure et du matériel en
plastique ont été utilisés, pour minimiser ces contaminations.

c. Enfin, la derniére hypothése évoquée était que cette diminution locale de la

concentration de H,0; était due a une la réaction entre H,0, et certaines chaines

latérales des peptides. Afin de le vérifier, des billes portant les peptides encore
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protégés ont été testées dans les mémes conditions. Plus aucun faux positif a alors
été observé.
d. Des complexes de fer (issus de FeCls par exemple) actifs sont formés lors de I'étape

de détection de H,0,

Dans I'objectif de déterminer laquelle des deux derniéres hypothéses était la bonne, les billes
portant les peptides immobilisés dans le gel ont été incubées avec une solution de H;0; plus
concentrée (10% au lieu de 0,003%). Les résultats positifs n’ont plus été observés. Ceci suggere
donc que des complexes de fer catalytiques ne sont pas formés (sinon une activité aurait été
observée) mais que les résultats précédents sont le résultat d’une réaction stocechiométrique
entre les peptides et H,0,. En large exces de H,0,, cette réaction devient négligeable et la
décoloration n’est plus observée. Afin de limiter ces faux positifs, il a fallu déterminer par la
suite la concentration d’'H,0, adaptée pour le test, c’est-a-dire une concentration
suffisamment élevée pour que la réaction stoechiométrique avec les peptides soit négligeable
mais pas trop élevée pour que la coloration bleue ne sature pas le gel, empéchant la
visualisation des halos incolores, indiquant la présence de catalyseurs actifs. Ainsi des essais
ont été effectués sur des billes portant des peptides avec leurs chaines latérales déprotégées
sur une gamme d’H,0; allant de 0,005% a 1%. Une solution d’'H,0; a 0,015% s’est avérée étre

la plus adaptée.

Modulation de la pression de sélection

Dans un second temps, afin de sélectionner uniquement les complexes actifs dont la stabilité
est la plus grande, nous avons modulé la pression de sélection. Les conditions d’incubation
des billes dans les solutions de cations métalliques ainsi que les lavages aprés incubation
(concentration, temps de lavage, température) ont été optimisés jusqu’a obtention d’une
sélection satisfaisante (moins de 10% des billes actives). Les billes ont été incubées dans les
solutions métalliques pendant 2h a 60°C puis ont été lavées a I'HEPES (50 mM; pH 7,5; 3 x
3mL) puis a 'EDTA (25mM; pH 7,0). Le lavage a I'EDTA permet d'éliminer les cations
métalliques liés faiblement aux peptides et/ou cinétiquement labiles. Cependant, cette étape
ne garantit pas que les complexes restants sont plus stables ou plus inertes que le complexe

EDTA-M car il s'agit d'un processus hétérogene.
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Les conditions d’incubation et de lavage ont d{ étre optimisées pour chaque cation métallique
car la stabilité des complexes correspondants est tres différente (Tableau 7). Dans le cas de
complexes a base de Cu?*, pour obtenir une sélection optimale, les peptides nécessitent d’étre
incubés dans une solution de cuivre a 10 mM alors qu’une solution plus concentrée a d(i étre
utilisée pour Mn?* et le Fe3* (25 mM). Un lavage avec une solution d’EDTA & 25 mM (pH 7,0)
pendant 1 minute était nécessaire pour obtenir une pression de sélection suffisante avec le
cuivre alors que pour le Mn un lavage de 2,5 min avec cette méme solution était requis. En
revanche pour le Fe, ce lavage ne devait pas excéder 30 s. D’'une maniere générale, les
conditions requises liées a la stabilité des complexes suit la méme tendance que la série
d'lrving-Williams,4¢ qui compare la stabilité de complexes de cations de métaux de transition
avec des ligands de type polyamine flexibles. Ainsi, L'ion Cu?* a tendance a former des
complexes beaucoup plus stables que I'ion Fe?*, lui-méme plus stable que I'ion Mn?* (Figure

32).16 Toutefois dans notre cas c’est un cation fer(lll) que nous utilisons.

Volue for Cu /s log K, = 204

/6

41— 4

=),
and Nn-KCI.

for 20° and p = 0-1.
20° and p = 0-1.

20° and p = 0-1.

2 l L | 1
Mn Fe Co Ni Cu Zn

Figure 32. Image provenant de l'article de Irving et Williams représentant la stabilité de cations divalents de métaux de la

premiére série de transition.4®
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Tableau 7. Mise au point des conditions d’incubation et de lavage des billes pour obtenir une pression de sélection

suffisante c’est-a-dire pour que moins de 20% des billes soient positives

Pression de
M+ M* (mM) EDTA (mM)
sélection
1 50 -
1 / -
10 / +
Cu(CHsCOO0), 10 1 +
10 50 -
10 25 ++
10 25 - (1 min) +++
1 50 —
1 / -
10 / _
50 / +
MnCl,
50 1 +
50 50 -
25 25 ++
25 25 - 2.5 min +++
1 50 -
1 / _
10 / -
50 / +
FeCl3.6H,0
50 1 +
50 50 -
25 25 ++
25 25 -30sec +++

Légende :

— Pression de sélection trop importante, aucun halo blanc observé

+ Pression de sélection tres insuffisante, nombre d’halos blancs > 40 billes
++ Pression de sélection insuffisante, nombre d’halos blancs > 30 billes
+++ Pression de sélection satisfaisante, nombre d’halos blancs ~ 10 billes

*Un lavage a I'HEPES (50 mM, pH7.5) est réalisé en plus pour chaque condition



3. Identification et clivage des billes portant un complexe actif
La sélection sur gel d’agarose en utilisant la procédure adaptée a chaque métal est répétée
plusieurs fois. Seize, vingt et sept billes ont été respectivement sélectionnées pour les
complexes de cuivre, de manganése et de fer parmi environ 600 billes testées pour chaque
cation métallique. Les billes sélectionnées ont été prélevées individuellement, le gel a été
dissous dans I'eau a 100°C puis les billes ont été lavées abondamment avec une solution
aqueuse d’EDTA (50 mM, pH 7) pour éliminer ou limiter la pollution par des cations
métalliques. Le peptide a ensuite été clivé de la résine en milieu basique (solution de NH4OH

a 28%) puis la solution a été lyophilisée.

4) Analyse des peptides sélectionnés par spectrométrie MALDI-TOF et

identification de leurs structure primaire a I'aide du logiciel Biblio.

1. Analyse et identification des séquence primaires des peptides
sélectionnés
Chaque peptide sélectionné est analysé par spectrométrie de masse MALDI-TOF (solution 15-
25 uM),

Dans la majorité des échantillons, nous observons sur le spectre les
deux pics caractéristiques: le pic correspondant au peptide entier ainsi que celui
correspondant au peptide écourté. Ce qui nous a permis, en utilisant le logiciel bib11
développé par Griesinger et al*** de déterminer sans ambiguité leur structure primaire.
Néanmoins, dans certains cas, l'identification du peptide n’a pas pu avoir lieu, soit parce que
la masse observée du peptide entier ne correspondait pas a celle de I'un des 125 peptides
composant la bibliothéque, soit parce que la masse du peptide écourté ne correspondait pas

a une masse possible compatible avec celle du peptide entier (
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Tableau 9). Un clivage du peptide ou une modification chimique au cours du test d’activité
pourrait expliquer ce résultat. Les liaisons amide du squelette peptidique ou certaines les
chaines latérales des acides aminés sont des sites d’oxydation possible du peptide en présence
de H,0; : I'hydroxylation des groupements aromatiques des chaines latérales, la conversion
de certains résidus d'acides aminés en dérivés carbonylés, le clivage des liaisons amides et la

formation d'agrégats sont des réactions probables!61.162163 (Tapleau 8).

Tableau 8. Oxydation des acides aminés. 163

| Acides aminés |

Glutamic-
Histidine (H) 2-Oxohistidine Arginine (R) semialdehyde
o o nH o 0
N N A |
Oy = oH HN N’\/\‘)\m 0¥ H
2 3.4- . Acide 2-
e e ,(T) dihydroxyphenylalanine Sy [K]O aminoadipique
AL ™ 1) . HO =
) O™ e Ny -
proline 4-,5-hydroxyproline Leucine (L) 3-hydroxyleucine
" aQ H (o] T o
1 | ML e
<\#\ oM HO- MN \NL(M
~NH ~NH CHy, NM, o
Lysine (K) Acide Z-aminoadipique
° NHy
HINM Hoi/\)\rfo
hed, H

Pour un méme cation métallique, certains peptides ont été retrouvés plusieurs fois, ce qui
présage d’une réelle activité catalase des complexes correspondants :

- Dans le cas des peptides a cuivre, la séquence peptidiqgue PHYKHRLH a été trouvée
deux fois et une séquence tres similaire (PHYKHGLH) qui ne différe de la premiere que
par |'acide aminé non coordonnant en position X¢ a également été trouvée.

- Dans le cas des peptides a manganése, les séquences peptidiques PYYKHRLH et
PYYKHYLH ont chacune été trouvées deux fois. Ces deux séquences ne different

également que par I'acide aminé en position Xs. De plus les séquences comportant
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deux tyrosines ont été observées cing fois, ce qui laisse penser que la présence de
tyrosines est nécessaire.
Dans le cas des peptides a fer, la séquence peptidigue PRRKHRLH a été retrouvée deux

fois.
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Tableau 9. Structure primaire et fréquence des peptides sélectionnés par le test d'activité CAT sur gel. Peptide en gras : peptide

isolé avec une fréquence supérieure a un. Peptides en vert : peptide ayant montré une activité de type-catalase significative

en UV (voir apres). Acide aminé en position variable en rouge.

Ac- Pro-X2-X3-Lys*-His®>-X®-Leu’-His®-NH;
Cu2+ Mn2+ Fe3+
Séquences Fréquence Séquences Fréquence Séquence Fréquence
PHYKHRLH 2 PYYKHRLH 2 PRRKHRLH 2
PHYKHGLH 1 PYYKHYLH 2 PRGKHHLH 1
PRHKHELH 1 PGGKHELH 1 PYRKHHLH 1
PHHKHHLH 1 PRYKHRLH 1 PHGKHGLH 1
PHHKHYLH 1 PRGKHHLH 1 PYHKHYLH 1
PGYKHELH 1 PHGKHGLH 1 PRYKHHLH 1
PYEKHRLH 1 PGRKHELH 1
PHGKHGLH 1 PYRKHELH 1
PDRKHELH 1 PGHKHELH 1
PRYKHGLH 1 PRHKHGLH 1
PYGKHYLH 1 PRYKHYLH 1
PYYKHYLH 1 ND 7
ND 3

ND : séguences non déterminées

2. Etude statistique des séguences des peptides sélectionnés

Nous avons effectué une étude statistique des peptides identifiés. Il a été observé qu’en

fonction du cation métallique choisi, les acides aminés qui ont été retrouvés en position X2,

X3, et X6 étaient tres différents. Dans le cas des complexes de cuivre(ll), dans prés de la moitié

des cas, les peptides correspondants a des complexes actifs comportaient une histidine en

position X2 et une tyrosine en position X3. Dans le cas des peptides issus des complexes de

manganese, en position X2, la tyrosine et I'arginine sont majoritairement retrouvées. En

revanche, en position X6, aucune préférence significative n’a été mise en évidence pour les

peptides issus de complexes de Mn et de Cu. Enfin, Dans le cas des complexes de fer, pour
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chacune des positions X2, X3 et X6 un acide aminé est observé de maniére plus abondante :

I’arginine en position X2 et X3 et I'histidine en position X6

Tableau 10).

Pour les complexes de fer, il est assez étonnant d’observer une prédominance pour I'arginine.
Méme si I'arginine est un acide aminé théoriquement capable de se coordonner a un cation
métallique ou de jouer le role de base endogéne, ce genre d’interaction est rare. En effet,
I'interaction cation métallique-arginine nécessite que l'arginine soit au moins sous forme
neutre (pKi = 10,8). Or la déprotonation demande une énergie libre importante de 7-8 kcal mol
1164 A ce jour, seules trois métalloenzymes présentant une arginine coordonnée au métal ont
été décrites. Il s’agit de complexes de fer (La byotine synthase de E. coli), de zinc (la forme
variante Arg67 de I'anhydrase carbonique humaine 1) et de manganése (Arginase inactivée de

la B. caldovelox).1%*

Tableau 10. Taux d’apparition des différents acides aminés aux positions variables X5, X3 et Xe.

Ac-PX;X3KHXsLH-NH>
Cu Mn Fe
Acide
o X2 X3 Xe X2 X3 Xe X2 X3 Xe

aminé

D 8% / / 0% / / 0% / /

E / 8% 23% / 0% 31% / 0% 0%

H 46% 23% 8% 8% 15% 8% 14% 14% 43%

Y 23% 46% 23% 38% 46% 23% 29% 14% 14%

R 15% 8% 23% 31% 15% 23% 57% 43% 29%

G 8% 15% 23% 23% 23% 15% 0% 29% 14%

Ainsi les séquences peptidiques suivantes ont retenu notre attention :
- PHYKHRLH : nommé CuCATm1
- PYYKHRLH : nommé MnCATm1
- PRRKHRLH : nommé FeCATm1
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5) Seconde sélection : analyse quantitative de [Iactivité catalase par

spectrométrie UV-visible des complexes sélectionnés
Afin de s’assurer que les peptides sélectionnés donnaient effectivement lieu a des complexes
présentant une activité catalase intéressante, tous les complexes sélectionnés par les tests sur
gel ont de nouveau été formés afin d’étre analysés par spectroscopie UV a partir des solutions
de peptide récupérées de chaque bille Quantitative analysis of
catalase activity measured by UV-vis spectroscopy. Compte tenu du taux de
substitution des billes, des solutions de peptide a 0,5 mM ont été préparées et 10 équivalents

de cations métalliques ont été ajoutés.

L’activité catalase de ces complexes (a 4 uM) dans le PBS (50 mM, pH7,5) a été déterminée
quantitativement par la méthode développée par Beer et Sizer.'®> Cette méthode consiste a
suivre la disparition de H20; a 240 nm en présence des mimes de catalase dans un tampon
phosphate. La cinétique a été enregistrée pendant deux minutes. La dismutation de H,0; par
les mimes de catalase suit une cinétique d’ordre 1 et la pente de la courbe A4 = f(t) permet

d’accéder a la constante de vitesse de la réaction.

Les séquences peptidiques des complexes présentant les constantes de vitesse les plus
importantes ont pu étre identifiées. Il est important de noter que dans les cas des cations
métalliques seuls, des pentes faibles allant de 2,07 4 6,72 min! M ont été obtenues, ce qui

indique qu’ils sont peu efficaces pour catalyser la dismutation du peroxyde d’hydrogene.
Pour chaque métal, une séquence peptidique a été retenue.

- Complexe de cuivre : PHYKHRLH (nommé CuCATm1) avec une constante de
21,55 mintm?

- Complexe de fer : PRGKHHLH (nommé FeCATm2) avec une constante de 18,10
mint M1

- Complexe de manganése : PGGKHELH (nommé MnCATm2) avec une une

constante de 39,48 min't M
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Contrairement au complexe de fer et de manganeése, le complexe de cuivre ayant la meilleure
activité correspond également au peptide ayant été sélectionné plusieurs fois lors du test
d’activité sur gel: le peptide PHYKHRLH, CuCATm1. Ce peptide a donc été le premier

sélectionné pour des investigations complémentaires.

I1l. CARACTERISATION DU COMPLEXE CuCATm1-Cu?

Figure 33 : Peptide CuCATm1

1) Synthése du peptide CuCATm1 : PHYKHRLH

Le peptide CuCATm1 a été synthétisé sur plus grande échelle (0,2 mmol) sur résine MBHA
(0,68 mmol/g) possédant un lien « rink amide » Peptide synthesis
on large scale Cette résine permet d’effectuer simultanément en milieu acide la
déprotection des chaines latérales et le clivage du peptide de la résine en lui procurant une
extrémité carboxamide. Le peptide a été synthétisé sans la séquence espaceur puis purifié par

HPLC et identifié par spectrométrie de masse MALDI-TOF : Ac-PHYKHRLH-NH;

La présence de la tyrosine dans la séquence permet le dosage du peptide en solution par
spectrométrie UV-vis en utilisant la loi de Beer-Lambert (A = e.l.c) et les coefficients

166

d’extinctions molaires décrits dans la littérature. Peptide stock

solution preparation

2) Mise en évidence de la formation de complexes et détermination de leur

stoechiométrie
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Les complexes formés en mélangeant CuCATm1 avec des différents ratios de Cu?* ont été
étudiés par différentes techniques analytiques afin de déterminer la stcechiométrie des

complexes ainsi que leur stabilité thermodynamique.

1. Titrage par RPE
Des mélanges a différents ratios CuCATm1-Cu?* ont en premier lieu été étudiés par résonance
paramagnétique électronique (EPR) en solution dans un tampon MOPS (50 mM, pH 7,5) car il

s’agit d’'un des tampons les moins coordonnants pour le cuivre (logf1 = 4,00 a pH 7,09).1¢’

Nous avons obtenu un spectre de RPE pour le contréle Cu(OAc), dans le tampon MOPS avec
une trés faible intensité du fait de la dimérisation du sel de cuivre en solution. En effet, selon
les analyses structurelles bidimensionnelles au rayon X effectuées par Schoening et al'®® et
améliorées par une analyse tridimensionnelles par diffraction de neutron de Chidambaram et
al’®, |es deux ions cuivre sont trés proches en solution a une distance de 2.615 A, ce qui est
distance que légérement plus longue qu’une liaison Cu-Cu métallique (2.56 A). Ainsi, selon les
conditions expérimentales, notamment la température du milieu, les deux cations métalliques
peuvent conduire a la formation d’'un dimére Cu"-Cu" (Cuz(OAc)4(H20)2) magnétiquement
couplés et potentiellement diamagnétique. Ce composé a ainsi tous ses électrons sous forme

appariés, le rendant inapproprié a une analyse pas RPE (Figure 34)168170
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Figure 34. Spectres de résonance paramagnétique électronique dans un tampon MOPS (50 mM, pH 7,5, glycérol 10%) d'une
solution de Cu(OAc), a ImM et structure en rayon-X de Cu,(H,0);(0OAc)s. sphére bleue, Cu; sphére noire, C; sphere rouge
pleine, O acétate; sphere rouge hachurée, O eau.'’? Spectre enregistré le 5 mars 2019. avec un pelletier pour un control de
température a 298 K sous flux d’argon constant. La gamme de longueurs d'onde a été réglée de 300 nm a 215 nm. La vitesse

de balayage, la sensibilité et la bande passante étaient respectivement de 200 nm.min-1, 0,125s et 1 nm

Les spectres RPE qui sont obtenus lors du titrage de CuCATm1 impliquent donc le complexe.

Des solutions congelées avec une concentration totale en ligand (ligand libre et complexé) de
20 uM et différents ratios molaires CUCATm1:Cu?* allant de 1:0,5 a 1:5 ont été préparées avec
du cuivre Cu(OA(),, et enregistrées a basse température, Electron

Paramagnetic Resonance spectroscopy (EPR)

En présence de 0,5 équivalent de Cu?*, nous observons sur les spectres RPE les paramétres
suivants : g//=2.26, gl =2.06 et A// =0.178 cm™* (lu sur le spectre), indiquant une géométrie
plane carrée.’*"173 Ce spectre et ses caractéristiques. est trés similaire a celui obtenu pour un

complexe présentant une sphére de coordination de type Imidazyl N4.27417>
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Lors de l'ajout du Cu?*, l'intensité du signal augmente et au-dessus d’un équivalent, un
deuxieme jeu de signaux apparait. Cela suggere qu’un premier complexe peut étre formé et
gu'au-dela d'un équivalent, un second cation de cuivre est complexé, non équivalent au

premier, donc qu’un complexe avec une autre géométrie est formé (Figure 35)

5 L —0.5 equiv. i
— 1.0 equiv.
5 —1.5 equiv.
© .
o 0 —10.0 equiv.
o
2
S 5L
c
9
£
10 L
26 27 28 29 30 30 31 32 /
1 1
2.5 3.0 35 4.0

Field/ 10° G

Figure 35. (A) Spectres de résonance paramagnétique électronique dans un tampon MOPS (50 mM, pH 7,5, glycérol 10%) d'un
mélange CuCATm1:Cu?* a différents ratios, [CUCATM 1]t = 20 uM. L'encart montre un zoom avec le nouveau jeu de signaux
indiqué par des étoiles. Spectre enregistré le 5 mars 2019. avec un pelletier pour un control de température a 298 K sous flux
d’argon constant. La gamme de longueurs d'onde a été réglée de 300 nm a 215 nm. La vitesse de balayage, la sensibilité et la

bande passante étaient respectivement de 200 nm.min-1, 0,125 s et 1 nm.

2. Titrage par dichroisme circulaire UV-visible
L'investigation de la nature des complexes formés a donc été poursuivie et des titrations ont
été réalisées par dichroisme circulaire UV-visible dans différentes conditions afin de
déterminer les effets sur I'organisation du peptide Titration by

circular dichroism (CD)

- Titration par Cu(OAc)2dans MOPS (50 mM, pH 7.5)
- Titration par Cu(OAc); dans MOPS (50 mM, pH 7.0)

Quelles que soient les conditions, le profil des spectres indique une structure secondaire

aléatoire pouvant se justifier par la courte séquence de ce peptide. Les quatre titrations

effectuées donnent lieu a des résultats trés similaires : il est observé que I’addition de Cu?*
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engendre I"'augmentation des bandes a 230 mn et a 260 nm jusqu’a atteindre un plateau a
deux équivalents. Cela signifie qu’aprés deux équivalents, I'ajout de cuivre n’a plus aucun
impact sur la structure secondaire du peptide.

Ces observations suggerent que le peptide CUCATm1 est capable de lier jusqu’a deux cations
cuivres (Figure 36A) De plus, le changement d’une faible variation de pH n’a pas d’impact sur

la stoechiométrie maximale des complexes formés (Figure 36B).

A

Figure 36. Titrage de [CuCATm1] = 400 uM par Cu(OAc), par dichroisme circulaire dans un tampon MOPS (50 mM, 25 ° C),
[CuCATm1] =200 uM & pH 7.5 (A) et pH 7 (B). Evolution des intensités des deux maxima a 230 nm (rond) et 260 nm (losange)

lors de I'addition de Cu?*. Le plateau est atteint aprés deux équivalents de Cu?*.

3. Titrage par voltammétrie cyclique

Pour catalyser efficacement la dismutation d’H,0,, le potentiel redox du mime de la CAT est
un parametre clé. Ce potentiel doit étre compris entre les potentiels redox des couples
02/H;0,; et H202/H,0 qui sont de 0,28V et 1,35V vs. NHE respectivement.®?

Cyclic voltammetry experiments
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Titrage dans un tampon MOPS a pH 7,5 et pH 7

Les mélanges CuCATm1:Cu?* 1:1, ainsi que Cu(OAc); et le peptide CuCATm1 seul ont été
étudiés par voltammétrie cyclique dans un tampon MOPS (50 mM) a pH 7 et pH 7,5. Pour
CuCATm1 (en vert sur la Figure 37A) aucune vague n’a été observée dans la gamme de
potentiels étudiés Pour Cu(OAc); (en bleu Figure 37A), deux réductions successives
correspondant a Cu(ll)=>Cu(l) et Cu(l)—>Cu(0) sont observées a 0,109 et -0,252 V/NHE
respectivement. |l est ensuite observé une grande vague a 0.233 V/NHE qui correspond a
I’oxydation du Cu(0) adsorbé a la surface de I'électrode, en Cu(ll) (ou encore redissolution
anodique). Pour un mélange CuCATm1:Cu?* 1:1, (en rouge sur la Figure 37A) des potentiels
anodiques et cathodiques différents de ceux de Cu?* en solution ont été obtenus indiquant la

formation d’un ou de complexes .

Un titrage a été effectué par électrochimie (Figure 37B) : lors de I'ajout de Cu?*, le courant
correspondant au potentiel anodique (a environ 0,5 V vs NHE) augmente linéairement jusqu'a
2 équivalents. Apres 2 équivalents, la pente n'est plus la méme, montrant qu'aprés un rapport
de 1:2, le systeme se comporte différemment (Figure 37C gauche). Au-dela du ratio 1:2, le
courant correspondant au potentiel de la redissolution anodique est apparu a environ 0,24
V/NHE. Cela indique qu’au-dela de deux équivalents, du Cu?* libre en solution et est réduit en
CuP et est adsorbé sur I’électrode. Cette observation souligne le fait que le peptide n'est pas

capable de se lier a plus de deux cations de cuivre(ll) (Figure 37C droite).

L'ensemble de ces données soutient fortement le fait que le ligand est capable de coordonner

deux cations de cuivre.
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Figure 37. Etude par voltammétrie cyclique dans un tampon MOPS (50 mM; pH 7,5; 25°C) (A) Voltamogrammes de CuCATm1
(1 mM), CuCATm1-Cu?*1:1 (1 mM) et Cu(OAc); (1 mM dans un tampon TRIS; 50 mM; pH 7,5). (B) Titrage de CuCATm1 (1 mM)
par Cu(OAc), (C) Evolution du courant au potentiel anodique & 0,5 V vs NHE (gauche) et au potentiel correspondant ¢ la
redissolution anodique (0,24 V, droite). Electrode de travail : carbone vitreux (3 mm de diamétre), contre-électrode : platine,
électrode de référence : SCE. Vitesse de balayage de 100 mV/s, la petite fleche horizontale indique la direction du balayage

initial et les fléches en gras, I'évolution des ondes lors de I'ajout de Cu(OAc),.

Cette méme étude a également été effectuée a pH 7,0 dans un tampon MOPS (50 mM) (Figure
38A). Dans ce cas, le pic correspondant a la redissolution anodique est apparu deés I'ajout du

premier équivalent (Figure 38B, bas). Cela suggere qu’a pH 7,0, le peptide présente une
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constante d'affinité pour les deux cations cuivre plus faible qu’a pH 7.5 et que du cuivre libre

est présent en solution apres I'ajout d’un équivalent.
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Figure 38. Voltammeétrie cyclique dans un tampon MOPS (50 mM,; pH 7,0; 25 °C). (A) Titrage de CuCATm1 (1 mM) par Cu(OAc),
(B) Evolution du courant au potentiel anodique (Epa 0,5 V vs NHE) (haut) et au potentiel correspondant & la redissolution
anodique (0,2 V, bas). Electrode de travail : Carbone vitreux (3 mm de diamétre), contre-électrode : Platine, électrode de
référence : SCE. Vitesse de balayage de 100 mV/s, la petite fleche horizontale indique le sens de balayage et les fleches en

gras, I'évolution des courants lors de I'addition de Cu(OAc),.

Titrage dans un tampon TRIS a pH 7.5

Un titrage a été réalisé dans un tampon TRIS (50 mM, pH 7,5), qui est décrit pour se lier au
cuivre avec une affinité plus élevée que le MOPS (Figure 39A).77577 La méme tendance que
celle a pH 7 dans le MOPS a été observée : la vague correspondant a la redissolution anodique
est observée avant I'ajout de 2 équivalents de Cu?* (Figure 39B). Cela indique une compétition

entre peptide et le tampon TRIS pour la complexation du cuivre(ll)

Dans I'ensemble, ces résultats suggerent qu'a pH 7,0 CuCATm1 est capable de lier deux cations
Cu(ll) avec une affinité pour le second ion cuivre différentes de celle du premier tandis qu’a
pH 7,5 I'affinité du peptide est du méme ordre de grandeur pour les deux cuivres. Les
potentiels de réduction et d'oxydation du complexe ont été mesurés respectivement a 0,14V

/ NHE et 0,5V / NHE, et sont donc dans la bonne gamme pour catalyser la dismutation de H,0..
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Figure 39. Voltamétrie cyclique dans un tampon TRIS (50 mM, pH 7,5, 25 °C). (A) Titrage de CuCATm1 (1 mM) par Cu(OAc),
(B) Evolution du courant au potentiel anodique (Epa 0,5 V vs NHE) et au potentiel cathodique (Epc 0,014 V vs NHE) (haut) et
au potentiel correspondant & la redissolution anodique (0,20 V, en bas). Electrode de travail : carbone vitreux (3 mm de
diamétre), contre-électrode : platine, électrode de référence : SCE. Vitesse de balayage de 100 mV/s, la petite fléche

horizontale indique la direction de balayage et les fleches en gras, I'évolution des courants lors de I'ajout de Cu(OAc)..

4. Analyse par spectroscopie de masse MALDI-TOF
Dans le but d’observer les complexes CUCATm1-Cu?* 1:1 et 1:2, des solutions des différents

complexes ont été analysées par MALDI-TOF et électro-spray

Une étude par spectrométrie de masse MALDI-TOF (en anglais Matrix Assisted Laser
Desorption lonization - Time of Flight) a été réalisée. Afin d’observer un signal correspondant
aux complexes, nous avons analysé des échantillons avec des concentrations de I'ordre du
millimolaire. Premiérement, nous avons analysé une solution contenant un équivalent de
cuivre par rapport au peptide. Les pics correspondants au complexe CuCATm1-Cu?* 1:1 ont
été observés. Néanmoins, le signal du peptide seul y est également présent a une intensité
plus importante que celle du complexe, suggérant soit la formation partielle du complexe 1:1,

soit une dissociation importante de ce dernier lors de I'analyse. En effet, ces expériences ont
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nécessité I'utilisation d’une matrice acide et une fluence laser relativement importante. Dans
ces conditions, pour un mélange CuCATm1:Cu?* 1:2, le pic correspondant au complexe 1:2 n’a
pas été observé (Figure 40). En revanche, lorsqu’un fort exces de cuivre a été utilisé, un massif

correspondant au complexe 1:2 a pu étre mis en évidence.
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Figure 40. Spectres de masse MALDI-TOF d’une solution du peptide [CuCATm1] = 10 uM en présence d’un équivalent (haut)

ou de dix équivalents (bas) de Cu(OAc),. La solution de peptide a été préparée dans un tampon MOPS (50 mM, pH 7,5).

3) Détermination des constantes de dissociation et données

thermodynamiques

Les études précédentes laissent donc penser que CuCATm1 est capable de coordonner deux
cations de cuivre(ll), avec deux sites d’affinités différentes. Ces résultats sont extrémement
encourageants car l'activité catalytique de type catalase est un double processus bi-
électronique, ainsi chacun des ions cuivre(ll) pourrait apporter un électron en cyclant entre

Cu(ll) et Cu(l), comme c’est le cas pour la MnCAT entre Mn(ll) et Mn(lll).
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1. Essai par compétition avec le ligand BABA

Nous avons, dans un premier temps, émis I'hypothése que les deux constantes étaient trés

différentes. Ainsi, nous avons réalisé une expérience par compétition afin d'obtenir des

informations sur la stabilité du complexe 1:1. Ce test mis, au point par Christelle Hureau pour

des peptides de type AR,’® repose sur une compétition pour la coordination du cuivre(ll) entre

un peptide et un ligand nommé Baba (acide 4-bis(oxamato)benzoique), pour lequel la

constante d’affinité apparente est connue pour Cu?* a pH 7,5. Le complexe Baba-Cu?*, coloré,

absorbe fortement a 303 nm. L'ajout d’'un ligand compétiteur en quantité croissante, ici

CuCATm1, déplace progressivement I'équilibre vers la formation du complexe CuCATm1-Cu?*

et induit la disparition de la bande d’absorption de Baba-Cu?* (Figure 41).

L-Cu(Il)

Figure 41. Principe de I'expérience de compétition suivie par UV-Vis. Cette figure est issue de I'article de C. Hureau.'”3
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Figure 42. Spectres d’absorption électronique dans I’'UV-Visible de I'expérience de compétition avec Baba-Cu dans I’HEPES (50

mM, pH 7,5) apres des ajouts successifs de CuCATm1 (gauche). Suivi cinétique de I'absorbance a 303 nm aprés chaque ajout

successif de CuCATm1 représenté par un point noir (droite).
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Cette expérience de compétition a été réalisée avec CUCATm1 dans I’"HEPES (50 mM ; pH 7,5)
puisque c’est dans ce tampon que la constante de dissociation de de Baba-Cu?* a été mesurée.
Pour cette expérience, le cation cuivre(ll) (45 uM) est ajouté puis un léger excés de Baba (50
UM) pour s’assurer qu’il n’y ait pas de cuivre libre. Enfin, les spectres d’absorption
électronique dans I'UV-Visible ont été enregistrés aprés des ajouts successifs de CuCATm1
(Figure 42 gauche). Avant chaque ajout, il a été vérifié par un suivi cinétique de I'absorbance
que l'équilibre thermodynamique avait bien été atteint (Figure 42 droite).
Competition assay with Baba ligand La Figure 43 montre

I’évolution de I'absorbance de la solution titrée a 330 nm en fonction des ajouts de CuCATm1.
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Figure 43. Suivi par spectrométrie UV-vis de I'expérience de compétition avec Baba-Cu ([Baba] = 50 uM et [Cu(OAc),] = 45)
dans I'HEPES (50 mM, pH 7,5). La ligne rouge représente la courbe modélisée qui se superpose le mieux et conduisant a la

détermination d’une constante apparente de 2,6 10

Afin de déterminer la constante apparente de dissociation du site le plus affin a partir de cette

expérience, deux équilibres doivent étre considérés :

Baba + cu" N BabaCu CuCATm1 + cu - CuCATm1Cu
Etati Cz C1 0 neqcl C1 0
Etat eq C-x'Cy C1(1-x-x’) x'Cy (neq-x)C1 C1(1-x-x’) xC1
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Il est important de noter que Cu' est noté d’une maniére simplifiée et qu’il est en fait

coordonné a une quantité inconnue de molécules d’eau et/ou d’"HEPES.

A partir du tableau d’avancement précédent, il est possible d’écrire

KGUCATMICU  [cycATm1cCu] [Babal[cull]
kBabaCu ™ [cylll[cATm1] [BabaCul

(Equation 8)

Compte tenu des concentrations Co, C1 and C; et de I'affinité élevée de Baba et CUCATm1 pour
le Cu(ll), il est supposé qu’il n’y a pas de Cu(ll) libre en solution. De ce fait, x'=1-x et I'équation

précédente peut s’écrire :

K§UCATm1CU _ (xCy)  (C2—(1-%x)Cy) _ x(C2—(1-x)Cq)
KBabaCu (neq—x)C1  (1-X)Cq (neq—x)(1-x)Cy
Ca_
KGYCATm1CU — X(Cl 1+%) (Equation 9)
KaBgsbacu (neq_x)(l—x)

Cela donne I’équation du second degré : x?+ bx + c=0, avec

CuCATmi1cCu
=1— Kgss
a= gBabaCu
ass
KCuCATmlCu C
b= KB e 1) + &
e
Kg_gsbac‘u q C1
KCuCATmlCu
__ BRass
- gBabaCu neq
ass
<= —-b+VA _ —b+./(b2-4ac)
- 2a - 2a

Au cours du titrage,

Ao = €gabacu(330-450) [BabaCul]o + €gaba(330-250) I[Baba]o = €pabacu(330-450)C1 + €aba(330-450) (C2-C1)

et

As3pas0nm = E€sabacu(330-450)|[BabaCu] +  €sabazso-aso)l[Baba] +  &cucatmicu(zao-aso)[CATM1Cu]
+ecaTm1(330-450) [[CATM1]

= EpabaCu(330-450) (1-X)C1 + €Baba(330-250) (C2-C1 + XC1) + Ecucatmicu(330-450) XC1 + EcucaTm1(330-450)(Neq —X) C1

Donc en tragant expérimentalement Ao- A3zo-450nm = f(Neq), il est possible de modéliser la courbe
pour obtenir KSXCATMICU o ytilisant I'équation ol x est la solution de I'équation du second

degré précédente :
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Ao-A330-450nm =XC1 ( EBabaCu(330-450) - EBaba(330-450) - ECuCATM1Cu(330-450) + EcucA Tm1(330-450)) - ECuCATmM1(330-450)
n equ

Cette modélisation a permis ainsi de déterminer une constante de dissociation apparente
Kd1 de 2,6 10 (Figure 43, Tableau 11).

2. Etude par titrage calorimétrique isotherme apH 7 et pH 7.5
Afin de déterminer les constantes d’association dans le MOPS, des titrages par ITC (Isothermal
Titration Calorimetry) ont été réalisés a pH 7 et a pH 7,5

Isothermal titration calorimetry (ITC)

A pH 7, le thermogramme obtenu a pu &tre modélisé avec une expression théorique
paramétrée pour un systéme a « 2 sites indépendants », fournie avec le logiciel de I'appareil.
Les constantes de dissociation apparentes suivantes ont pu étre déterminées : Kd1 = 2,34 10-
7 et Kd2 = 3,62 10-6, confirmant ainsi que le peptide est capable de lier deux cations cuivre(ll),
avec une différence d’un ordre de grandeur en terme d’affinité. Ceci confirme ce qui a été
observé par voltammeétrie cyclique et RPE. La premiére réaction de complexation possede une
composante enthalpique largement favorable (AH1 = -47,49 kJ mol-1) et une composante
entropique défavorable (-TAS1 = 10,7 k) mol-1) alors que c'est I'inverse pour le deuxieéme site
(AH2 = 11,02 k) mol-1 et -TAS2 =-41,4 k] mol-1). Cela conduit a une énergie de Gibbs libre de
-36,8 et -30,4 k] mol-1 respectivement pour le site le plus affin et le site le moins affin (Figure

44, Tableau 11).
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Figure 44. Thermogramme enregistrant I’échange de chaleur lors de I'ajout de CuSO, ¢ CuCATm1 ¢ 0,5 mM (A) et isotherme
de liaison ajustée correspondante en utilisant le logiciel fourni par le fabricant (B). L’expérience a été réalisée a pH 7 dans un

tampon MOPS (50 mM) et a 25 °C.)
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A pH 7,5, le titrage par ITC n'a pas permis de mesurer la constante de dissociation du site le
plus affin, trés probablement parce qu'il posséde une constante d'association beaucoup plus
élevée qu’a pH 7 et que la valeur se trouve en dehors de la gamme dynamique de I'ITC.
Néanmoins, pour tenter de déterminer la constante de dissociation apparente du second site
(ou site le moins affin), le titrage par ITC a été effectué a partir d'un mélange peptide:Cu(ll) de
1:1. Le thermogramme obtenu a pu étre modélisé et une constante de dissociation apparente
de Kq2 = 8,29 10 a été déterminée (Figure 45). Il est a noter que pour ce titrage, le temps
entre deux injections successives a d(i étre allongé par rapport a I'expérience a pH 7.0 (10 min
entre chaque injection) afin de permettre un retour a la ligne de base. De plus et que la
stoechiométrie mesurée n; de 0,25 est loin de celle attendue (n = 1). Ceci semble indiquer des
cinétiques de complexation relativement lentes et que I’hypothése de deux sites avec des

constantes de dissociation tres différentes est certainement fausse.
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Figure 45. Thermogramme enregistrant I'échange de chaleur lors de I'ajout de CuSO4 a un mélange 1:1 de CuCATm1:CuSO4 (2
mM) (en haut) et isotherme de liaison ajusté correspondant en utilisant le logiciel fourni par le fabricant (en bas). L'expérience

a été réalisée a pH 7,5 dans du tampon MOPS (50 mM).
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Tableau 11. Paramétres thermodynamiques pour la complexation du Cu" avec CuCATm1 mesurés par spectrométrie ITC ou

UV a 25°CC, le 1¢ site étant le plus affin et le second le moins affin.

pH 7.0 pH 7.5
1" Site N1 0.89+0.10 -
AH; (k) mol?) - 47.49 -
AS; (J molt K1) -35.74 -
Ka1 23+1.7107 2.26 100
2" Site n2 1.07 £0.02 0.25+0.01
AH; (kJ mol?) 11.02 -58.84
AS; () mol 't K2) 138.80 -121.7
Kd2 3.6+1.610° 8.3+4.110°0)

aConstante de dissociation mesurée par un test de compétition par UV-vis dans I’'HEPES (25°C).b Mesuré

par ITC a partir d'un rapport peptide:Cu2* 1:1 dans un tampon MOPS (25°C).

En raison de la complexité du systeme et des difficultés a pH 7,5, nous avons souhaité
approfondir cette étude, afin de confirmer ou d’infirmer les résultats obtenu, d’autres études

ont été entreprises.

3. Titrage par spectrométrie de masse ESI.

En collaboration avec le groupe de Martin Stillman (The University of Western Ontario,
London, Canada), spécialiste de I’étude de métalloprotéines par spectrométrie de masse avec
une ionisation par electrospray, nous avons réalisé un titrage du peptide CuCATm1 par de
I'acétate de cuivre(ll) (20 uM), dans le formiate d’ammonium (10 mM) a pH 7,5. Aprés chaque
addition de Cu(ll), I'échantillon a été analysé en utilisant la spectrométrie de masse a
ionisation electrospray. Les spectres représentatifs sont donnés dans la Figure 46.L'abondance
de CuCATm1, CuCATm1:Cu?* 1:1 et CuCATm1: Cu?* 1: 2 a été normalisée a chaque étape du
titrage ESI-MS et la quantité de Cu(ll) lié a été calculée a partir du spectre de masse pour
générer un diagramme de spéciation en fonction de Cu(ll) ajouté. (

Titration by MALDI ionization mass spectrometry les expériences ont été réalisées

en Ontario par Adyn Melenbacher et discuté étroitement entre nos deux groupe)
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Il est a noter qu’au ratio CuCATm1:Cu?* 1 :1, trois espéces coexistent. Non seulement nous
observons en majorité le complexe CuCATm1 :Cu?* 1:1 (55%) mais aussi en quantité non
négligeable le complexe CuCATm1:Cu?* 1:2 et le peptide libre CuCATm1 (22.5 % chacun). En
revanche au ratio CuCATm1:Cu?* 1:2, seul le complexe CuCATm1:Cu?* 1:2 est observé,
autrement dit, la totalité du peptide CUCATm1 est complexée avec deux cations.

Les courbes de spéciation obtenues ont été simulées en utilisant Hyperquad Simulation and
Speciation (HySS) pour fournir les constantes d’association apparentes pour le premier (K1) et
le deuxieme (Kz) Cu(ll) liés au peptide. Les constantes de dissociation apparentes
correspondantes trouvées sont respectivement de 1,12.10° et de 4,79.107° pour le premier et

le deuxieme site.

Ces résultats invalident la valeur de constante de dissociation obtenu lors de I'expérience par
compétition. En effet, I'expérience de compétitions avait été réalisé avec I’hypothése que kd:
et kd, possédaient des valeurs tres différentes donc que la compétition ne mettrait en jeux
gue le 1°" site de complexation. Or d’apres I'analyse de spéciation kd; et Kd, sont d’un méme
ordre de grandeur et le complexe peptide:Cu?* 1 :2 se forme également en présence d’un seul

équivalent de cuivre.
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Figure 46. Titrage de CuCATm1 (20 uM) par de I'acétate de cuivre suivit par spectrométrie de masse a ionisation électrospray
dans du formiate d'ammonium (10 mM) a pH 7,5. a) Spectres normalisés représentatifs aux ratios CulCATm1: Cu?*1:0, 1:0,3,
1:1, 1:1,8 de haut en bas. b) Abondance normalisée de chaque espece calculée a partir des spectres de masse lors du titrage.
La spéciation expérimentale a été ajustée par une spéciation simulée utilisant Hyperquad Simulation and Speciation (HySS) a
la méme concentration. A partir de la spéciation simulée, HySS fournit des constantes d’association cumulatives (j3) pour le
premier (1) et le deuxieme (32) complexe. A partir de ces constantes d’association cumulatives, les constantes d’association

pour chacun des cuivres (K1) et (K2) liés au peptide ont été déterminées.
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4) Evaluation de [I'activité catalase et des constantes cinétiques de

dismutation de H,0,

Afin de déterminer quantitativement l'activité intrinséeque de type catalase du complexe
peptidique redox-actif CuCATm1:Cu?*, de nombreuses méthodes expérimentales ont été

mises en oceuvre.

1. Evaluation de I’activité catalase : essai avec le détergent X-Triton

Nous avons d’abord essayé d’évaluer |'activité catalase par comparaison avec une catalase
héminique isolée Catalase activity assay using X-triton

La premiere approche envisagée était une approche visuelle mettant en jeu le détergeant
Triton X-100 car Le X-triton a la capacité de piégé le dioxygéne et former de la mousse.” Le
groupe de Mizunoe a ainsi mis en évidence que la hauteur de la mousse formée dans un tube
a essai en présence d’une quantité déterminée de H,0, était proportionnelle a la quantité de
catalase ajoutée. Ainsi en produisant une courbe de calibration, il est possible d’évaluer
I’activité catalase de notre mime par comparaison a celle de la catalase (Figure 47). Dans notre
cas, I'ajout de CUCATm1:Cu?* dans une solution d’hydrogéne peroxyde contenant du Triton X-
100 n’a pas permis la formation de mousse. Ce test ayant été développée pour détecter la
présence de la catalase, enzyme trés performante ayant une constante cinétique de I'ordre
de 10° M s1 - et induisant donc un flux important de gaz, il est possible que cette méthode

ne soit pas assez sensible pour que I'activité de notre complexe soit détectable.
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Figure 47.Image de tubes a essai montrant la mousse développée a la suite de I'activité de la catalase. Chaque solution de
concentration de catalase (100 ml) a été ajoutée dans un tube Pyrex (13 mm de diametre 3 100 mm de hauteur, verre

borosilicaté;. Image issue'’?

95



2. Mesure de l'activité catalytique des mimes par spectroscopie UV-
visible

Méthode de Beer et Sizer

En premier lieu, nous avons tenté de déterminer la constante catalytique de de dismutation
de H,0, du complexe par un suivi UV-visible de |a disparition de H,0; selon la méthode décrite
par Beer et Sizer.'®> En effet, H,0, présente un maximum d’absortion & 240 nm, ainsi il est
possible de suivre par spectrophotométrie UV-visible sa disparition en présence et en absence
de catalyseur. Cependant, lorsqu’un mélange CuCATm1:Cu?* a été ajouté, une augmentation
de I'absorbance a été observée. Il est probable gu’une réaction entre H,0; et le complexe ait
eu lieu, engendrant une modification de la sphére de coordination du cuivre ou une
modification structurelle du peptide, formant ainsi une nouvelle espéce qui absorbe plus
fortement que le complexe initial a 240 nm (Figure 48). L'effet de la dismutation d’"H,Oz sur la
variation de I'absorbance a cette longueur d’onde devenant ainsi négligeable et rendant le

suivi cinétique de la disparition H,0, impossible dans ces conditions.
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Figure 48. Suivi de I'absorbance a 240 nm d’une solution d’H,0;, (0.03%) dans une solution de MOPS (50 mM, pH 7,5) aprés
I'ajout de la CAT (1440-3660 Unités.cl) (figure du haut) ou du complexe CuCATm:Cu?*1:2 (4 uM) (figure du bas). Au début de
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la mesure, une légere diminution de I'absorbance a 240 nm correspondant a la dismutation spontanée d’H,0, est observé.

La diminution importante est due a I'ouverture du spectrométre pour I'ajout de la CAT ou du complexe.

Il est a noter que I'expérience de Beer et Sizer avait été réalisée précédemment lors de la
caractérisation des hits sélectionnés et avait donné des résultats cohérents (voir chapitre 2.11.5
p.77). Ceci peut sans doute s’expliquer par le fait que les complexes avaient déja été mis en
présence de H,0; lors de la sélection sur gel et avaient déja subi des modifications. Ainsi, c’est
I'activité des especes déja modifiées qui avaient été mesurées et seule la dismutation d’H;0;

a alors été observée.

Puisque I'observation de I'activité des complexes a 240 nm s’est avérée étre problématique
nous avons envisagé d’utiliser une méthode permettant de décaler la longueur d’onde du suivi

vers le rouge.

Méthode de Van Euler et Josephson

La méthode de Von Euler et Josephson est basée sur la réaction de H,0; avec permanganate

de potassium :*%°

5H20; +2 MnO4 + 6 H* = 50, + 2 Mn?* + 8 H,0 (Equation 10

Le permanganate de potassium est une solution colorée violette qui présente un maximum
d’absorption a 525 nm en UV. En présence de H,0,, une réaction d’oxydo-réduction avec
MnOs—conduit a la formation de cations de manganése Mn?* beaucoup moins colorés

(couleur cuisse de nymphe émue).

La réaction de I'ion permanganate avec H,0,, correspondant a la consommation de H,0; peut
étre suivie par spectroscophotométrie UV-vis a 525 nm (pente P3,Figure 49). L'ajout d’un
mime de catalase (CuCATm1:Cu?* 1:2) qui réagit avec H,0,, rentre alors en compétition avec
le permanganate. Ainsi, si le mime a une activité catalase, la vitesse de disparition du
permanganate devrait étre ralentie. Une nouvelle pente, plus faible en valeur absolue (pente
P,, Figure 49) devrait étre observée. Plus I'activité catalase du mime est importante plus la
différence de pente P1-P2 est importante. Cette méthode permet théoriquement de calculer

I'lCsp (concentration a laquelle le mime diminue de moitié la cinétique de la réaction redox) et
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d’en déduire la constante cinétique. D’un point de vue expérimental, la mise au point de ce
test d’activité s’est révélée étre trés compliquée. La cinétique de la réaction d’oxydo-
réduction entre le MnO4™ et H,0; étant extrémement rapide, tout le MnO4 était consommé
avant que nous puissions ajouter le mime. Afin de ralentir cette cinétique, nous avons tenté
d’abaisser la température d’étude dans le spectrophotomeétre jusqu’a 0°C. Toutefois cela n’a

pas donné de résultats concluants.

H,0, CATm
Suivi cinétique Suivi cinétique Suivi cinétique
Po P; P>
H,0,

P, CATm

Aszsnm B § /

v

Temps

Figure 49. (a) Schéma de I'experience du test d’activité catalase réalisé par UV-Vis basé sur la méthode de Von Euler et
Josephson. (b) Figure repredentant théoriqument I’évolution de I'absorbance a 525 nm d’une solution de permanganate de

potassium apres 'ajout de peroxyde d’hydrogene et d’'un mime de CAT.

Méthode de Hadwan et Abed

Nous avons alors entrepris d’utiliser la méthode de Hadwan et Abed qui repose sur la réaction
du molybdate d’ammonium avec le peroxyde d’hydrogéne qui conduit a la formation d’un
produit jaune présentant un maximim d’absorption a 339 nm

Catalase activity assay using Hadwan et Abed method by UV-vis spectrometry 181
La cinétique de la réaction de type catalase d’'un composé peut étre mesurée selon la méthode
suivante : CUCATm1:Cu?* 1:2 est ajouté dans un eppendorf contenant une solution d’H,0..
Un volume Vi de cette solution est prélevé et ajouté a des temps donnés dans des cuves

contenant du molybdate ammonium dont I'absorbance est ensuite mesurée. Plus le mime de
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CAT a une activité importante, plus rapide est la dismutation d’"H,0; dans I'’eppendorf, ce que
I’on peut suivre cinétiqguement en suivant la quantité de molybdate restant dans le volume

test Vi a différents temps (Figure 50).

L’activité catalase du mime de CAT est déterminée par le calcul de la constante cinétique selon

I’équation de réaction de premier ordre suivante :18

2.303 sV
kU =="=4xlog— * --
t S— Vs

(Equation 11)

t: temps.

S°: absorbance du tube« control négatif » c’est-a-dire celui sans ajout de CUuCATm1
S: absorbance du tube contenant le CATm1

M: absorbance du tube sans peroxyde d’hydrogéne (facteur de correction)

Vi: volume total du réactif présent dans le tube.

Vs: volume du tampon.
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Figure 50. Principe du test d’activité catalase colorimétrique basé sur I'inhibition de la réaction entre le molybdate

d’ammonium et le peroxyde d’hydrogéne.

Préalablement, deux contréles ont été réalisés : un contréle négatif qui consiste a ajouter du
tampon a la place du mime de CAT et un contrdle positif en utilisant de la catalase bovine

(1440-3660 unités.cl). Les mesures pour les complexes CUCATm1:Cu?* aux ratios 1:1 et 1:2 ont
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par la suite été effectuées pour une concentration en complexe a 5 mM. On observe une
diminution de I'absorbance a 339 nm pour les deux ratios testés, avec une cinétique pour le
complexe 1:2 plus rapide que pour le mélange 1:1, suggérant une activité catalase plus
importante. Toutefois, nous observons dans le cas du mélange 1:1, une absorbance initiale (a
t=1 min) supérieure a celle du contrdle négatif. Cela peut s’expliquer par la formation partielle
d’un complexe peptide-Molybdate, absorbant également a 339 nm et dont I'activité catalase
n’a pas été évaluée. Ainsi, il n’est pas possible d’affirmer que I’activité que nous observons est

due essentiellement au complexe Peptide-Cu.
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Figure 51. Mesures de I'absorbance a 339 nm d’une solution de molybdate (32,4 mM) en présence d’une solution de peroxyde
d’hydrogene (initialement ¢ 20 mM, Vror=1,1 ml, préléevements Vi = 110 ul) ayant réagi durant un temps variable avec de la

catalase (1440-3660 unités.cl) ou les complexes CuCATm1:Cu?* au ratios 1:1 ou 1:2 (5 mM).

3. Mesure de I’activité catalytique des mimes par polarographie
Pour caractériser la dismutation du peroxyde d’hydrogene, une alternative a la mesure de
disparition de H,0; est la mesure de la formation d'O,. Différentes méthodes de suivi sont

disponibles et nous nous sommes focalisés sur une méthode par polarographie. Celle-ci
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repose sur l'utilisation d’'une électrode de Clark Catalase activity

assay using a Clark-type electrode

L’électrode de Clark est une électrode mise au point en 1953 par le Pr Leland Clark afin de
mesurer le niveau de dioxygéne dans le sang.'8? Cette électrode composée d’une anode
d’argent et d’une cathode en platine a par la suite été optimisée pour mesurer le niveau de

dioxygene dissous dans une solution.
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Figure 52. Représentation schématique d’une électrode de Clark.*53

Le fonctionnement d’une électrode de Clark repose sur la capacité de la molécule d'O; a se
réduire en molécule d’eau en présence d’électrons fournis par la cathode. La réduction du
dioxygene se passe au niveau de la cathode en platine (équation 12) tandis que la réaction

d’écrite en équation 13 se déroule au niveau de I'anode.

O2+4H"+4e - 2 H,0 (Equation 12)
4CIr+4Ag > 4 AgCl+4e- (Equation 13)
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Une différence de potentiel de I'ordre de 0,8 V entre les deux électrodes induit un courant qui
circule entre I'anode et la cathode par un pont salin constitué d’une solution de chlorure de
potassium. Ainsi, le courant circulant a travers la cellule est proportionnel au nombre de
molécules d'O; constamment réduites a la surface de la cathode et donc a la concentration
d'O; dans le milieu. Afin de séparer les électrodes de I’échantillon liquide, le systeme
electrode-électrolyte est dans une cellule entourée d'une membrane en Téflon imperméable

au liquide mais qui permet aux gaz de diffuser.

Pour réaliser la mesure, I'électrode est immergée a l'intérieur d'une solution de H,0;
contenant un mime de CAT. Le changement de courant entre la cathode et I'anode permet de

déterminer la quantité d'oxygene dissous dans la solution.

Purge de |a solution & I"argon

8,00
Mime de catalase

Arrét de la purge

400
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0,00
i 100 200 300 400 L 00 700 BOD 900 1000

Figure 53. Evaluation de l'activité de type catalase des mimes de CAT redox actifs. Représentation du protocole expérimental

réalisé.

Les mesures ont été réalisées selon les protocoles décrits par I. Batinic Haberle.8!
La réaction de dismutation suit une cinétique de second ordre ol [H20;] = 2 [O2]. La mesure

des vitesses initiales vo = keat [catalyseur]o [H202]o, qui peuvent s'écrire vo = kobs [catalyseur]o

dans des conditions de pseudo premier ordre (soit en excés d’'H.0;) a différentes
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concentrations du catalyseur a permis de déterminer les kobs €t les constantes catalytiques keat

selon la relation keat = 2kobs / [H202]o (Figure 54).

Le rendement maximal de production d'O; (en %) a été calculé a partir des valeurs mesurées
de [O2]max obs a I'aide de I'équation suivante : rendement 02(%) = (2[O2]max obs/[H202]0)x 100.
Le nombre de cycles catalytiques (Turn Over Number, TON) a été calculé comme le nombre
maximal de moles d'O; produites par mole d'un catalyseur, TON = [O2]max obs / [catalyseur]o.
Les fréquences des cycles catalytiques (Turn Over Frequence, TOF) en s~ qui représentent les
rapports des vitesses initiales sur les concentrations de catalyseurs ont été calculées comme

suit : TOF = vo / [catalyseur]o.
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Figure 54. Illustration du processus de détermination de la constante catalytique apparente (k.:) pour un mélange

CuCATm1:Cu?*1:1 ( 50, 100, 150, 200 ou 250 uM) par mesure des vitesses initiales Vo a différentes concentrations en ligand.

Mise au point du test d’activité.

Afin de réaliser les mesures par polarographie, les conditions expérimentales ont di étre

optimisées.

1. Solubilité des sels de cuivre
Premiérement, il a fallu s’assurer qu’un précipité ne se forme pas lors de I'ajout du sel de
cuivre(ll) et/ou du peroxyde d’hydrogene dans le tampon. Pour sélectionner le tampon, des

tests de solubilités du sel de Cu(l) ont été effectués dans cing tampons différents a 50 mM et
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a pH 7,5 : phosphate de sodium, phosphate de potassium, TRIS, HEPES et MOPS. Deux plus,
deux contre-ions pour le cuivre ont été testés, |'acétate et le sulfate. Les solutions métalliques
ont été incubées seules ou en présence d’H,0, dans les différents tampons pendant 1 heure.
Aucun précipité n’est observé dans les tampons MOPS et TRIS pour les deux solutions de
cuivre (Tableau 12). Néanmoins, dans le cas du tampon TRIS, I'ajout d’H,0, engendre la
formation d’'une importante quantité de bulle d’air, suggérant la formation d’O,. Le TRIS étant
un bon chélateur de Cu?*, il est donc possible que le complexe TRIS-Cu?* soit responsable de
la dismutation de H;0,. Ceci confirme les observations faites lors des expériences de
voltammétrie cyclique ou la formation d’'un complexe Tris-Cu?* a aussi été suspectée. Le

tampon MOPS s’est donc révélé étre le plus adapté pour la mesure de I'activité catalytique.

Tableau 12. Essais de solubilité du Cu?* dans différents tampons

Tampon Temps
H,O | Phosphate | Phosphate de
Cu?* d’incubation TRIS HEPES | MOPS
milli Q | de sodium potassium

(min)
Cu(OAc): 1 +++ +++ +++ +++ +++ +++
60 +++ ++ ++ +++ + +++
Cu(OAc), + 1 + +++ +++ +++ — +++
H,0> 60 +++ ++ — +++ + +++
CuSO4 1 +++ + + +++ + +++
60 +++ — — +++ + +++
CuSO4 + Hy0, 1 +++ —_ — +++ — 4+
60 +++ — — +++ — +++

+++ : Solubilité total

++ : Solubilité partielle (présence d’un dépot Iéger sous forme de gel, solution claire)

+ : Solubilité faible (formation d’un précipité qui se dissout aprés agitation, solution légérement trouble)
— : Insoluble (formation d’un précipité solide)

2. Activité catalytique des sels de cuivre
La seconde étape de mise au point consistait a choisir le sel de cuivre le plus adapté pour la
formation du complexe CuCATm1:Cu?*. Le cation métallique en solution peut accélérer la
dismutation d’H,0; et cette capacité varie en fonction du contre-ion et du tampon choisi. Afin

de nous affranchir des erreurs liées a la présence de cuivre libre dans les solutions pour les
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mesures d’activité catalytique, nous avons cherché un sel de cuivre ayant une activité de
dismutation du peroxyde d’hydrogéne la plus faible possible. L'activité de type catalase de
guatre solutions de sels de cuivre(ll) a été mesurée dans une solution d’H,0; (2.5 mM) dans
un tampon MOPS (50 mM a pH7.5).

Une activité catalytique significative a été observée dans le cas de la solution d’acétate de
cuivre. Ce résultat pourrait s’expliquer par la possibilité d’obtenir des dimeres Cu(OAc), . La
proximité des deux cuivres pourrait ainsi permettre les réactions d’oxydoréduction a 2
électrons requises. Le sulfate de cuivre s’est avéré étre le sel de Cu?* le moins actif (Tableau

13).

Tableau 13. Paramétres décrivant la catalyse de la dismutation de H,0, dans MOPS (50 mM, pH 7,5, 25 ° C) par les solution
de cuivre: les taux initiaux de formation d'O,, le point final (quantité maximale d'O, formée), la TON (nombre de cycle), le

rendement en O; et le TOF (fréquence des cycles).

Cu?*(0.5mM) Vo Point final® TON Rendement® TOF¢
(nM s%) (%) (10 571
CuSO4 0.6 456.9 0.9 18 1.2
Cu(NO3)2 6.7 731.6 1.5 29 13
CuCly 3.5 569.7 1.1 23 7.0
Cu(CH3CO3); 7.5 591.6 1.2 24 15

2 (max, 0, uM). ® Rendement d'O;. ¢ basé sur le taux initial.

Mesure de |'activité catalytique des mimes

Dés lors que les conditions expérimentales ont été validées, les mélanges CUCATm1: Cu?* 1:1
et 1:2 ont été réalisés a partir d’'une solution de CuSO4 et leur activité catalase a été mesurée
dans un tampon MOPS (50 mM, pH 7,5) contenant H,O, L’'activité d’enzymatique de la
catalase bovine a également été mesurée dans les mémes conditions.

La formation de dioxygéne a été observée pour les deux mélanges CUCATm1: Cu?* 1:1et1:2.
Néanmoins, la constante apparente ket mesurée pour le rapport peptide:Cu?* 1:2 est 4 fois
meilleure que celle pour le mélange 1:1 et 10 fois meilleure que pour le cation Cu?* seul. Il est
a rappeler, que selon le diagramme de spéciation (Figure 46), au rapport 1:2, 100% du
complexe CATm1: Cu?* 1: 2 est formé. Tandis qu’au rapport 1: 1, il est présent au sein de la

solution un mélange de trois espéces (CATm1 et les complexes 1:1 et 1:2). Par conséquent, la
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constante cinétique apparente correspond est liée a une contribution de ces 3 especes.
Puisque 2 électrons sont nécessaires pour la catalyse de la dismutation H,0,, comme anticipé,
la constante apparente la plus élevée a été obtenue pour le rapport peptide:Cu?* 1: 2
conduisant a la concentration plus élevée du complexe binucléaire.

La constante catalytique ket pour le complexe 1:2 représente 0,002% de ['activité
enzymatique de la CAT bovine mesurée dans les mémes conditions, ce qui est cohérent avec
les activités mesurées pour les porphyrines a manganése décrites dans la littérature qui
varient selon la structure de la porphyrine de 0,0004% a 0,006% de l'activité de I'enzyme
purifiée.’® Un ratio 1:3 CuCATm1:Cu?* ne permet pas d’obtenir une meilleure activité, on
observe une constante catalytique 2.5 fois moins bonne que celle pour un ratio 1:2. L'espéce
CuCATm1:Cu?* au ratio 1:2 s’avere donc étre I'espéce la plus active.

L’expérience a été reproduite pour le complexe 1:2 a pH 7 et une meilleure constante kcat a
été observée, ce qui pourrait s’expliquer par une sphére de coordination différente. De plus,
le nombre de cycles (TON), la fréquence des cycles (TOF) et le rendement maximum de
dismutation d’H,0; ont été calculés et sont rapportés dans le Tableau 14. Dans le cas du
complexe 1:2 , le TON est d'environ 3,35, ce qui est |égérement plus faible que pour les
porphyrines a Mn mais plus élevé que pour les autres complexes a Mn qui possédent des
activités de type CAT. Ce faible TON pourrait s'expliquer par les faibles affinités du complexe

avec H,0, comme le montre la valeur élevée du K.

Tableau 14. Parametres décrivant la catalyse de la dismutation de H,0, dans MOPS (50 mM, pH 7,5, 25 ° C) par les mélanges
CuCATm1:Cu?* a différents ratios : ke, les taux initiaux de formation d'O,, le point final (quantité maximale d'O, formée), le

TON (nombre de rotation), le rendement en O; et le TOF (fréquence de rotation).

Keat Vo End Yield® TOF¢ Km
TON
(M1s 1) (nM.s!) point? (%) (10%s1) (mM)
CuCATm1:Cu (50 uM)
1:1 2.1 0.26 141 2.8 5.5 5.1 1.7
1:2 8.9 0.36 168 3.4 6.7 7.2 10
1:3 3.4 0.71 153 3.1 6.1 14
1:2¢ 11.2 0.28 82 1.6 3.3 5.6
CuS04 (100 uM) 0.8 0.20 133 13 5.3 2.0
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Catalase (1 nM) 4.510° 0.80 396 4105 15.9 0.8

2 (max, 0, uM). ® Rendement d'O;. ¢ basé sur le taux initial. ¢ Dans MOPS (50 mM, 25°C) a pH 7,0.

Cette méme bibliotheque a été utilisée pour la découverte d'un mime de SOD dans des
travaux précédents.'8> Afin de s’assurer de la sélectivité du test pour la sélection de mime de
CAT seulement, le complexe CuCATm1-Cu?* 1:1 a été étudié pour son activité SOD en cuvette
par le test Mc Cord et Fridovich.'®® Dans ce test, nous avons mesuré un 1Csp du complexe 1:1
de 372 nM, ce qui est seulement 1,6 fois meilleur que le sel de cuivre seul en solution (ICsp =
603 nM). Le complexe CuCATm1-Cu?* a donc une trés faible activité SOD. Ceci illustre que le
test de criblage par I'activité permet d’identifier des complexes efficaces uniquement pour
I’activité choisie.

Inversement, nous avons étudié un des mimes de SOD issus de |'approche combinatoire et

celui-ci ne présente pas d’activité de type-CAT.%8>

IV. ACTIVITE CATALASE DE CATm1 DANS LES CELLULES HELA HYPER
Pour aller plus loin, I'activité de ce nouveau catalyseur CUCATmM1:Cu?* a été évaluée sur des
cellules Hela exprimant intracellulairement la protéine HyPer (pour Hydrogéne Peroxyde en

anglais) qui est une sonde fluorescente ratiométrique sélective d’H,0,.

1) Modele cellulaire HelLa-Hyper

1. Ligné Cellulaire HeLa (les cellules d’Henrietta Lacks)

Les cellules Hela sont une lignée cellulaire cancéreuse, prélevées sans consentement et en
secret en 1951 par le professeur Gey a Henrietta Lacks, une Afro-américaine atteinte d’'un
cancer du col de I'utérus.® Les cellules HelLa sont des cellules infectées par le Papillomavirus
Humain (HPV). Elles ont la particularité de posséder entre 76 et 80 chromosomes par cellule
contre 46 pour les cellules normales. Les cellules Hela possédent deux caractéristiques
exceptionnelles, rendant cette lignée cellulaire idéale pour la recherche biomédicale.'8® Elles
constituent la premiére lignée cellulaire immortalisée de source humaine, c’est-a-dire que ces
cellules ont la capacité de se diviser en continu sans jamais mourir si elles sont cultivées dans
les conditions de cultures adéquates, contrairement aux cellules « non-immortalisées » qui

meurent en général en quelques jours, voire quelques heures. Cette propriété des Hela est
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due a la présence d’une télomérase hyperactive qui permet la reconstruction instantanée des
téloméres a chaque division cellulaire inhibant ainsi le processus de vieillissement cellulaire. 8’
Ces cellules possedent aussi une vitesse de division et de développement exceptionnellement
rapide. Elles ont la capacité de doubler leur nombre en seulement 24 h. En effet, dans le cas
des cellules Hela, le génome du HPV s’est inséré pr du géne du c-myc, un oncogene qui
favorise la division cellulaire et inhibe I'apoptose. L'insertion du gene de la HPV proche de c-
Mmyc va avoir pour conséguence sa surexpression ce qui va engendrer une division et une

prolifération anormalement rapide des cellules Hela (Figure 55).188

Les cellules d’Henrietta Lacks sont ainsi une lignée cellulaire parfaite pour effectuer des
travaux de recherche et sont aujourd’hui présentes dans la majorité des laboratoires de

biologie du monde.
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Figure 55. Représentation d’une division et d’une prolifération cellulaire chez une cellule saine (Proto oncongéne inactif) (a) et
chez une cellule anormale (oncogeéene actif) (b). L'altération d'une copie d'un proto-oncogéne produit une protéine dont
'activité différe fortement de celle du produit normae (par exemple expression trés augmentée ou encore présence du produit
dans des cellules inappropriées). Cette protéine mutée stimule de fagon constante la division cellulaire qui ne sera plus régulée
normalement. Cette altération est dite dominante car la production de protéine altérée par une seule des deux copies du
proto-oncogéne est nécessaire et suffisante  pour altérer sa  fonction.  Figure issue du  site

https.//i.pinimg.com/originals/5c/fd/a2/5cfda261bc4flcdec7b30c5bb0dflce3.png, prélevée le 1 aodt 2020.
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2. Hyper : sonde ratiométrique sélective de peroxyde d'hydrogene
Les cellules Hela produisant de maniére naturelle H,0; ont été utilisées par le Dr Belousov en
2005 pour la mise en place d’'une méthode de détection et de quantification d’H,0, dans des
cellules vivantes par I'expression d’une protéine nommée HyPer.'® HyPer est un capteur
fluorescent ratiométrique génétiquement codé de H,0; basé sur une protéine fluorescente
jaune a permutation circulaire (cpYFP) intégrée dans le domaine de régulation d'Escherichia
coli OxyR (OxyR-RD).1891%0 | 3 protéine cpYFP est un chromophore hautement sensible au
changement conformationnel de la protéine. Ainsi, le signal de fluorescence produit par cpYFP
est dépendant de la conformation de la protéine et en conséquence de son environnement
direct.1192 Quant au domaine Oxy-RD, sa conformation est sensible & H,0,. Oxy-R posséde
deux cystéines en position 199 et 208. En absence d’H;0>, la cysteine199 se trouve dans une
poche hydrophobe de la protéine, tandis qu’en présence d’H,;0,, la cystéine 199 forme un
dérivé d’acide sulfénique, sort de la poche hydrophobe et forme un pont disulfure avec la
Cys208, provoquant de ce fait une forte modification de la conformation de la protéine. 13719
L'outil Hyper constitue I'intégration de la protéine cpYFP dans le domaine de sensibilité a H,0;
de Oxy-R entre les acides aminé 205 et 206 a I'aide d’un court espaceur peptidique. Dans cette
nouvelle protéine, la formation de pont disulfure dans de le domaine oxyR-RD en présence

d’H20; va engendrer la modification des propriétés spectrales de cpYFP (Figure 55A).

Hyper est une sonde ratiométrique avec une signature fluorescente spécifique comportant
deux pics d'excitation a 420 nm et 500 nm et un pic d'émission a 516 nm. La présence d'H,0;
va engendrer, de maniére indépendante de la quantité de protéine présente, la diminution du
pic d’excitation a 420 nm et proportionnellement I'augmentation du pic d’excitation a 500 nm.
Par conséquent, la mesure par fluorescence du rapport | (491/530) / | (405/530) va permettre
de mesurer les niveaux de H,0, dans la cellule.?®®*°7 De plus Hyper étant spécifique a H,0, et
I'oxydation des cystéines étant réversible, il est possible de suivre en temps réel I'évolution de

la quantité de H,0..

Hyper est ainsi un outil puissant qui est utilisé dans de nombreux laboratoires afin d’évaluer la
concentration de H,0; dans les cellules dans des conditions physiologiques ou pathologiques.
Alternativement cet outil est utilisé dans l'objectif d’étudier le réle de H,0, dans différents

systémes vivants et/ou d’étudier I'effet de composés sur sa concentration.'®®
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Figure 56. Schéma de HyPer a I’état oxydé et réduit constitué de cpYFP inséré dans le domaine Oxy-RD de E-coli. La présence
de H,0; induit la formation d’un pont disulfure et une augmentation de la fluorescence (A). Spectres d’excitation et d’émission
de Hyper avec des maxima d’excitation a 400 nm et 500 nm et un maximum d’émission a 516nm (B). Spectres d’excitation
d’HyPer mesuré dans du Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0.5 mM 2-mercaptoethanol avec la quantité d’H,0; indiquée. a Les
spectres ont été mesurés pour une émission a 530 nm (C). Spectres d’excitation d’HyPer mesuré dans des bactéries E.coli aprés
I'ajout de la quantité d’H,0; indiquée. Les spectres ont été mesurés pour une émission a 530 nm (D). Figure adaptée de

Belousov (2016).18°

2) Etude de I'activité du complexe CuCATm1:Cu?* dans les cellules Hela-

HyPer

'activité du complexe CuCATm1:Cu?* a été étudiée dans des cellules HeLa-HyPer1 qui ont été
préparées en utilisant des cellules de la lignée Hela Flp-In. Ces travaux ont été réalisés en
collaboration avec I'équipe de Sophie Vriz au Colléege de France par Marion Thauvin (partie
experimentale voir « Experiments on Hela HyPer cells » p. 174). Il est important de noter que

H,0; est essentiellement produit extracellulairement, au niveau des membranes plasmiques
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et que, en revanche, la détection de H,0, est cytoplasmique (détecteur exprimé dans les

cellules). Ceci est possible car H202 extracellulaire diffuse a travers le membrane plasmique.

Les niveaux de H,0;o0nt été évalués en mesurant le rapport 1(491/530) / 1(405/530). Ce rapport
a dans un premier temps été mesuré pendant 60 minutes pour plusieurs cellules (typiguement
10 a 25 cellules) dans du tampon MOPS (50 mM, pH 7,5) avant et apres |'addition des

composés suivants :

- solution de mélanges aux ratios CUCATm1:Cu?* 1:1 et 1:2 3 250 uM
- controles : CUCATm1 a 250 uM et CuSO4 a 500 uM

Les rapports de l'intensité 1(491/530) / 1(405/530) ont été normalisés par rapport aux cellules
avant l'ajout des composés testés et ont été rapportés sur la Figure 57. Dans cet essai, les
cellules nont pas été stressées, par conséquent, les effets mesurés sont les effets des mimes
de CAT sur la concentration de H,0; basale. Comme le montre la Figure 57, I'ajout du mélange
CuCATm1:Cu?* 1:2 engendre une diminution rapide de la concentration de H,0; qui se stabilise
aprés 40 min (diminution de 28%). La méme tendance a été observée pour I'ajout du mélange
CuCATm1:Cu?* 1:1, mais dans une moindre mesure que pour celle au ratio 1:2. Pour le peptide
CuCATm1, une légere diminution de la concentration de H,O, a également été observée.
Toutefois apres 20 min, la concentration d’H,0, augmente a nouveau et se rapproche
rapidement de son niveau initial. L'addition de Cu?* a entrainé une diminution de la

concentration de H,0,, en revanche celle-ci n’excede pas 19%.

Ces données indiquent fortement le fait que le complexe CuCATm1:Cu?* 1:2 est l'espéce
efficace pour la dismutation de H;0,. La dismutation de H,O; nécessitant deux centres
métalliques, la diminution observée suite a I'ajout de la solution CuCATm1:Cu?* au ratio 1:1
peut s’expliquer soit par une dimérisation du complexe 1:1, soit par la présence d’une faible

quantité de complexe CuCATm1:Cu?* 1:2.
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Figure 57. Concentration de H,O; dans les cellules HeLa HyPer mesurée par fluorescence pendant 60 min aprés traitement
avec H,0 (cellules témoins), le peptide CuCATm1 (250 uM), CuSO,4 (500 uM), le mélange CuCATm1 :Cu?* 1:1 (250 uM) ou le
mélange CuCATm1:Cu?* 1:2 (250 uM). Le panneau du bas représente la moyenne des ratios pour 2 ou 3 expériences

indépendantes.

Une seconde expérience, présentée en Figure 58, a été réalisée afin d’éventuellement mettre
en évidence un impact durable de nos mimes sur la concentration d’H,0,.Pour cela, nous
avons incubé les cellules HelLa Hyper dans un milieu cellulaire contenant les composés redox-
actifs (complexes ou contréles) et suivi la fluorescence. Au bout de 40 min d'incubation, le

milieu cellulaire a été substitué par un nouveau milieu sans composé. Il est alors observé une

augmentation rapide de la concentration d’H;0,. Cette observation nous permet d’émettre
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deux hypothéses. Soit le complexe actif n’a pas pénétré les cellules et ne s’est donc pas
accumulé dans le cytoplasme pour prendre en charge H,0; intracellulaire, soit il a pénétré

mais il n’est pas présent en quantité suffisante pour avoir un effet significatif.
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Figure 58. Taux de H,0, dans les cellules HeLa Hyper mesuré par fluorescence pendant 90 min apres traitement avec H,0
(cellules témoins), peptide CuCATm1 (250 uM), CuSO4 (500 uM), complexe CuCATm1-Cu?* 1:1 (250 uM) ou complexe

CuCATm1-Cu?* 1:2 (250 uM) et un changement du milieu cellulaire a 40 min. Le panneau de droite représente la moyenne du

rapport pour 2 ou 3 expériences indépendantes.
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Pour conclure, grace a cette stratégie combinant une bibliotheque de complexes avec une
sélection par un test d’activité sur gel, nous avons pu découvrir un complexe de cuivre(ll)
mimant |'activité de la catalase in vitro et sur un modele cellulaire. A notre connaissance, a ce
jour, ce complexe est le premier mime de catalase peptidique identifié. Ainsi, ces résultats
mettent en évidence I'efficacité et le potentiel de notre approche et permet de valider notre
stratégie. Néanmoins, dans la perspective d’utiliser ces mimes dans des milieux biologiques
et étant donné que les cellules abondent en ligands pouvant rentrer en compétition avec le
peptide pour la complexation du cuivre, il nous est apparu important d’améliorer la stabilité
du complexe CuCATm1-Cu®* 1:2 et donc potentiellement son activité cellulaire. C'est
pourquoi, le chapitre suivant est consacré au développement de mimes de seconde

génération.
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Chapitre 3 : SECONDE GENERATION DE  METALLOPETIDES :
OPTIMISATION DU COMPLEXE CuCATm1-Cu?*

L'activité modeste et les faibles TON mesurés nous laissent penser que la dissociation des
complexes dans les conditions cellulaires (milieu de culture, cytosol) est possible. C'est
pourquoi, afin d’améliorer la stabilité et donc I'activité du complexe CuCATm1:Cu?* 1:2, de
nouveaux peptides inspirés de la séquence peptidique de CuCATm1 ont été congus selon deux
stratégies différentes qui seront détaillées dans ce chapitre. Notamment, nous avons tenté
d’introduire un repliement de type coude au sein des peptides pour générer des structures
plus compactes. C’'est pourquoi, ce chapitre débute par un état de I'art sur les motifs de type

coude B et les différentes stratégies développées pour les mimer.

I. Introduction : Induction d’un repliement de type coude- 3 au sein d’un peptide

1) Structure secondaire des protéines et activité.

Les structures secondaires et tertiaires des protéines jouent un réle essentiel dans I'activité
biologique de ces dernieres. En effet, les interactions protéine-protéine (iPP) contrélent
I’essentiel des processus cellulaires. Or ces interactions ne sont possibles que grace a une
compatibilité structurelle (Figure 59).1°°-2%! Les iPP sont en grande majorité concentrées dans
une petite région de la protéine dite « hot spot » qui contribue de maniéere significative a
I’énergie libre de la liaison PP. Par conséquent, I'une des stratégies les plus communes pour
mimer une protéine consiste a concevoir rationnellement une molécule qui reproduit la
structure secondaire ou tertiaire du hot spot.?9203 Ainsi, a ce jour plusieurs mimes structuraux
comprenant des petites molécules et des peptides ont été développés.?®* Toutefois, il est
peut-étre extrémement difficile de concevoir un petit peptide naturel avec moins de 15
résidus pouvant former une structure secondaire stable et cela s’avére quasi impossible pour
une structure tertiaire.?®> Néanmoins plusieurs méthodes ont été développée pour

contraindre les peptides a reproduire les conformations en helice-g, feuillet-g , coude-[.204206~

208
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Nous nous intéressons ici aux stratégies mises en place afin d’introduire un repliement de type

coude-f eu sein d’une courte séquence peptidique.

Helices

Non-Regular Structures

Figure 59. Exemples d’interfaces d’interaction protéine-protéine dans le cas (A) d’hélices o, (B)
feuillets- 8- (C) dimeéres, et (D) boucles irrégulieres. Codes PDB: (A) 1BXL (Bcl-xL / Bak); (B) 1F3U
(Rap30 / Rap74); (C) 3CL3 (vFLIP / IKKy); (D) INPO (neurophysine Il bovine / ocytocine).?%

2) Le motif coude- B (B-turn)

Le motif coude-B est un type de structure secondaire non réguliére de protéine. Cette
structure permet de changer la direction de la chaine polypeptide de prés de 180° permettant
ainsi a la protéine de se replier sur elle-meme.?%-211 Cette conformation joue souvent un réle
clé dans les interactions protéine-protéine en particulier dans le cas de reconnaissance des
protéines par leurs récepteurs.?? Par exemple, la somatostatine qui est un peptide cyclique
de 14 acides aminés est reconnu par 5 récepteurs GPCRs, sstR1-5. Des études réalisées sur 5
analogues de la somatostatin ont démontré le réle clé du coude-B dans la reconnaissance du

peptide par ses récepteurs. 22
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1. Classification
Le motif coude-B se définit par la succession de quatre acides aminés désignés par les termes
i, i+1, i+2 et i+3 et d’une distance entre le Ca du résidu 1 et le Ca du résidu 4 inférieure ou

égale a 7 A (Figure 60).213.214

215

Figure 60. Schéma d’un coude- 8. Figure adaptée de I'article

Ball et al. ont réalisé une vaste étude sur des nombreux coudes- B et ont mis en évidence qu'’il
existe des caractéristiques topographigues communes au sein de ces unités de structures
secondaires. Ball propose ainsi une classification des structures en coude-B basée sur les
angles de torsion du squelette des résidus i+1 et i+2. Les valeurs des angles @i+ 1, i+ 1, @i +

2 et Yi + 2 permettent de classer les coudes-B en différents types
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Tableau 15).213214 Les types | et Il , les plus communs, concernent prés des deux tiers de
protéines contenant un coude-p et sont stabilisés par une liaison hydrogene entre le CO du
résidu i et le NH du résidu i+ 3. Les types | et Il se différencient par I'orientation de la liaison
amide entre les résidus i+2 et i+3. Les types |’ et I’ sont respectivement une conformation

miroir du squelette peptidique des type | et Il avec une inversion des signes des angles (Figure

61).211’216

Cette classification est aujourd’hui utilisée pour la conception de petites molécules qui

miment les structures de type coude-p.
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Tableau 15. Classification des types de coude-/3?!

Turn @, ¥, D, v,
Type (deg.) (deg.) (deg.) (deg.)
1 -0 =30 ~ G ]
I' 60 30 N 0
I =50 120 80 0
I il =120 — &0 0
I —fi) - 30 —60 —-30
Ir ) 30 60 30
IV A turn with two or more angles differing by at least 40°
from the abowe
vV 8 =0 2l - 80
W ] —B&0 =gl 80
V1 A cis Pro at position 3
VIl A kink in the protein chain created by W, = 180 and

| 3| < 60° or |Wy|<60° and Wy=180°

(d]

Type IL Type I’

Figure 61. Conformation en coude-3 de (a) type I, (b) type ll, (c) type I, (d) type II'. Rx correspond
aux différentes chaines latérales. Une glycine est représentée a la position i + 2 pour le type I,
I’ et a la position i + 1 pour le type II'. Cela est dii au fait que cette acide aminé est trés souvent
observé a ces positions.?*8
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2. Agent thérapeutique et mime de type coude-f

Au sein de nombreuses protéines une conformation en coude-B est nécessaire a la bio-
activité. 22 Cela est notamment le cas des peptides tels que la somatostatine, I’hormone de
stimulation des mélanocytes, la bradykinine et I’lhormone lutéinisante.?*®

Plusieurs exemples dans la littérature présentent des approches concluantes pour reproduire
et stabiliser les conformations en coude-f afin d’augmenter, entre autre la spécificité pour un
récepteur particulier.?> L’élaboration de mimes synthétiques permet également d’améliorer
la stabilité métabolique de ces potentiels agents thérapeutiques. De nombreux mimes
peptidiques possédant une structure en coude-B ont été concus en tant qu’agents
anticancéreux, hormones, agents pour le traitement de maladies cardiovasculaires ou pour le
traitement de maladies neurologiques et neurodégénératives, inhibiteurs de trouble
inflammatoire chronique, anti thrombotique ou opiacés.?s

L'exemple le plus connu est celui de la sandostatine (ou octréotide), un inhibiteur de
croissance. Cet octapeptide est un analogue de la somatostatine avec un tryptophane en
position 8 et une lysine en position 6 afin d’induire un coude-3 de type II’ dans le peptide. La
sandostatin est aujourd’hui commercialisé pour des patients acromégales ou dans le cas de

maladies diarrhéiques telles que les tumeurs intestinales.?20.221
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Figure 62. Exemple de mimes possédant une conformation en coude-8. (A) structure de I'octreotide. (B) structure de la seconde

génération de mime d’enkephaline. (C) dipeptide Ser-Glu formant un coude-8 de type Il et Il. (D) inhibiteurs puissants basés

sur la séquence LDV.?1>
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3. Stratégies pour I’induction d’un repliement en coude-8

Il existe différentes approches pour induire un coude-3 au sein d’un peptide.

215

La premiere stratégie consiste a utiliser certains acides aminés ou séquences d’acides aminés

connus pour avoir une forte tendance a former naturellement des coudes-B. La glycine de par

sa flexibilité et la proline de par sa structure cyclique ont été identifiées comme des acides

aminés favorisant la formation de coude-B.2?? Les acides aminés hydrophiles présentent

également une forte tendance a former un coude-B du fait de I'exposition au solvant des

chaines latérale hydrophiles.??®> Hutchinson et Thornton??? présentent une étude qui consiste

a analyser une bibliothéque de coudes-B afin de déterminer la prédominance des acides

aminés présents aux positions i, i+1, i+2 et i+3. Les résultats ont pu étre rationalisés pour

chaque type de coude-B. Les propriétés de chaque acide aminé (conformation préférée,

capacité a former une liaison hydrogéne ou d’autres types d’interactions) permettant de

stabiliser une conformation particuliere dans I'espace (Tableau 16).

Tableau 16. Acide amine prépondérant au position i, i+1, i+2 et i+3 pour la stabilisation des différents types de coude-6

i+1

1+2

1+3

Asn, Asp, Ser, Cys

Pro (Glu, Ser)

Asp, Ser, Asn, Thr

Gly, (Trp, Met)

I Pro, Tyr Pro Gly, (Asn) Cys, Ser, Lys
I Tyr Asp, GIY, His Gly Lys

¢ Tyr, Val Gly Asp, Asn, Ser Thr, Gly
VIl Pro, Gly, Asp Pro (Glu, Ser) Asn, Asp Val (Phe, lle)
\ Cis-Pro

Les acides aminés entre parenthése sont ceux qui ont une prédominance plus faible, d’aprés la ref 222

La seconde approche pour stabiliser un mime de coude-$ au sein d’un peptide consiste a

imposer des contraintes conformationnelles de sorte a ce que les résidus d’acides aminés

adoptent des angles déterminés engendrant la formation d’un coude B :

e Remplacer stratégiquement les acides aminés L en acides aminés D.?%

e Remplacer des liaisons amides dans la chaine peptidique.

225
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Utiliser des acides aminés inhabituels tels que des résidus d’acides aminés N-

méthylé22°, N-hydroxylé??’ ou a-methyl??8

La derniére approche qui est celle la plus souvent utilisée consiste a réaliser une cyclisation

des peptides linéaires

224

ou a incorporer aux positions i+1 et i+2 un espaceur organique.

229,230

Ces espaceurs sont souvent des composés cycliques, certains sont listés dans le Tableau 17.2:5

Tableau 17. Exemple de mimes de coude- 8 générés par cyclisation avec différents liens

215

Templates Turn Peptide or Protein involved

1. Lactam bridged dipeptides Type II' Luteinizing hormone-releasing hormone (LHRH)
2. m-(aminomethyl)benzoic acid (Mamb) Type I', Type 1 RGD mimetic

3. (35,108)-(6E)-2-azacyclodec-6-enone Type I Substance P

4. 11-membered bislactam ring Type LI Enkephalin

5. 3(S)-amino-10(R)-carboxy-1,6-diaza-cyclodeca-2.7-dione Type I -

6. 1,5- cyclooctadiene derivative Type I', Type I -

7. 1-(2-nitrophenyl)thiosemicarbazide Type I’ Bradykinin, Neurokinin

8. 2-(3"-aminopropynyl)-aniline b -

9. Oxazolopiperidin-2-ones Type II' -

10. Bicyclic turned dipeptide (BTD) Type IT', Type IT Gramicidin-S, LHRH. Enkephalin, Tendamistat
11. Azabicyclo amino acid Type I Tachykinin

12. | Endo-cis-(25.3R) bicyclo[2.2.1]hept-5-en-2,3- dicarbonyl

13. Azodicarbonyl derivative Type I -

14. Spiro p-lactam Type I -

15. Benzodiazepines Type I-VI Gramicidin

16. Bicyclic diketopiperazine Type I Malarial protein, RGD mimetic
17. Tricyclic diketopiperazine Type I Malarial protein

18. B-D-Glucose b Somatostatin, Substance P
19. Bicyclic ring b -
20. Sprrolactam Type IL, Type I' -
21 Spiro bicyclic ring Type I -

Pcould not be classified fo a particular type of turn.

Induction de la conformation de type coude- B par la proline et ses

dérivés

La proline est un acide aminé avec une conformation tres différente des autres acides aminés.

C’est le seul acide aminé dont I'amine N-terminale est secondaire. Son extrémité N-terminale
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est impliquée dans un cycle a 5 atomes qui 'empéche de réaliser des liaisons hydrogéne et
impose de fortes contraintes conformationnelles.?1%21%231 [’amide issue de I"amine de la
proline a une probabilité d’environ 0,3 d’étre en configuration cis tandis que pour les autres

acides aminés cette probabilité est de I'ordre 10-3.232

Cis—X=Pro

Figure 63. Configuration trans et cis d'un dipeptide X-Pro.?3?

Les propriétés particuliéres de la proline expliquent qu’elle ait été identifiée comme ayant un
effet significatif sur les structures secondaires des protéines. Par conséquent, la présence de
proline est fortement associée a la formation de coude-B. Elle est principalement placée en

position i+1.%33

Des études structurales ont été réalisées afin d’analyser |'effet de la proline ou de séquences

présentant une succession de prolines sur la conformation des protéines. Il a été montré que

Le motif X-cisPro conduit a la formation de coudes-B de type Vla et Vib

Le motif X-Pro-Pro-X conduit a la formation de coude-B de type VI avec les deux
prolines en position centrale (positions i+1 et i+2)
- Le Motif Pro-X-Pro conduit a la formation de coude-B de type | ou Il avec la seconde
proline souvent en position i+1
- Le motif Pro-Gly conduit, dans 48% des cas, a une stucture en coude-f avec la Pro en
position i+1 et la glycine en Position i+2.
La proline est donc trés communément utilisée pour concevoir des peptides naturels avec un

repliement de type coude-p.232234
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Il. Conception, synthése et caractérisation du complexe peptidique CuCATm1-

coudé : Cu*

1) Conception du peptide CuCATm1-coudé (CuCATm1-c)

Comme initialement nous pensions qu'’il y avait deux sites d’affinités différentes, il a été
décidé de synthétiser un peptide constitué de la séquence de CuCATm1 : PHYKHRLH répétée
deux fois de fagon palindromique en omettant la proline de la séquence (voir Figure 64). Nous
émettions I’hypothése que cette nouvelle séquence permettrait d’obtenir un peptide capable
de lier 2 cuivres avec une trés bonne affinité et donc de former un complexe 1:2 bénéficiant
d'une stabilité plus importante que celle observée pour CuCATm1:Cu?*. Entre les deux
fragments peptidiques, une séquence Pro-Gly a été introduite afin de favoriser en repliement
en coude B dans la chaine peptidique.?®23" Cette conformation coudée devrait promouvoir
la coopérativité des deux fragments peptidiques pour la complexation des deux cations
métalliques cuivre(ll) et éventuellement diminuer le colt entropique en pré-organisant le

peptide pour la chélation (Figure 64).

Le peptide CuCATm1-c (CuCATm1-coudé) de séquence Ac-HLRHKYHPGHYKHRLH-NH, a été
synthétisé sur une résine MBHA (0,68 mmol/g) munie d’un espaceur amide et son extrémité
N-terminale a été acétylée. La concentration de la solution stock de peptide a été mesurée
par spectroscopie UV-visible a 280 nm, en utilisant la valeur du coefficient d’extinction de la

tyrosine décrite dans la littérature. 166238

Complexe
CuCATm1-coudé:Cu?* 1:2

Figure 64. Séquence peptidique de CuCATm1-c et schéma hypothétique du complexe CulCATm1-c : Cu®* 1 :2
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2) Caractérisation du complexe CuCATm1-c : Cu®*

1. Détermination de la steechiométrie par dichroisme circulaire
Le complexe CuCATm1-c:Cu?* a été étudié par dichroisme circulaire. Le peptide a été titré par
une solution de Cu(OAc), dans un tampon MOPS (50 mM) a pH 7 et 7,5. L’addition de Cu?* 3
la solution peptidique engendre une augmentation des bandes a 226 nm et a 260 nm. Un
plateau est atteint autour de trois et quatre équivalents a pH 7,5 et 7 respectivement.
Contrairement a notre prédiction, cette observation montre que le peptide CUCATm1-coudé

est capable de lier de 3 a 4 cations de cuivre en fonction du pH du milieu et non pas deux

(Figure 65).
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Figure 65. Titrage de CuCATm1-coudé avec Cu?* par dichroisme circulaire dans un tampon MOPS (50 mM, 25 °C), [CuCATm1-
coudé] = 200 uM. Les graphes de droite montre I'évolution des deux maxima a 226 et 260 nm lors de I'addition de Cu?*. Le

plateau est atteint autour de 3 équivalents de Cu?*a pH 7,5 (haut) et de 4 équivalents a pH 7 (Bas)
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2. Modélisation de la conformation du peptide CuCATm1-c par
dynamique moléculaire
Pour aider a interpréter ce résultat, une modélisation du peptide CUCATm1-c a été réalisée
par une expérience de dynamique moléculaire par Rose Hoste. La dynamique moléculaire
repose sur la paramétrisation des liaisons et des angles d’une molécule, qui fait d’'un systeme
guantique complexe est transformé en un réseau de ressorts et de masses dont I'énergie de
la structure peut étre minimisée numériquement. Les répulsions stériques de ce systéme de
ressorts, mais aussi les interactions électrostatiques et de Van Der Walls sont prises en
compte. Ainsi, la dynamique moléculaire permet d’identifier la conformation la plus probable
d’un peptide.
La séquence du peptide CuCATml-c a été utilisée pour générer un premier fichier de
coordonnées sur le serveur PEP-FOLD.?% La séquence est comparée a une bibliothéque de
séquences déja caractérisées afin de générer la conformation la plus probable. Une fois cette
premiére conformation obtenue, un recuit simulé est effectué. L’expérience de recuit consiste
a lancer une dynamique a 300 K du peptide dans une boite d’eau contenant un électrolyte
(NaCl a 0.137 M, la concentration physiologique). La température est ensuite brusquement
montée et maintenue a 500 K, puis graduellement redescendue a 300 K. Cette variation de
température permet au peptide d’explorer I'intégralité de son paysage conformationnel et de
s’affranchir d’un blocage dans un minimum local (voir Figure 66). La conformation obtenue a
la fin du recuit est alors de fagon plus probable la conformation la plus stable par le peptide
Modeling of the conformation of the CuCATm1-c peptide by

molecular dynamics

F
Current solution Z(1) fC’Q
: If solution X(i+1) is not
better, it mayvbe
randomly accepied

If solution (i) is
better, it is always
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Figure 66. Principe du recuit simulé
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Cette étude de modélisation prédit que le peptide CuCATm1-c forme bien un coude avec la
séquence HPGH, toutefois, le peptide semble présenter ses chaines latérales vers I'extérieur
du coude. Les chaines latérales ne sont donc pas projetées vers 'intérieur, comme on pourrait
I'espérer afin de favoriser la formation de complexe ou les deux brins peptidiques
coordonnent le méme cation métallique (Figure 67, A). Ce résultat suggere que |'orientation
des chaines latérales vers I'extérieur permettrait de diminuer 'encombrement stérique et
ainsi d'obtenir un systéme thermodynamiquement plus stable. Ainsi, les brins peptidiques de
part et d’autre du coude semblent étre indépendantes et complexer deux cuivres chacun

comme cela a été observé pour CuCATm1 (Figure 67,B).

e

o o
o O

Figure 67. Conformation la plus stable obtenue par modélisation du peptide CuCATm1-c par CHARMM (gauche) et schéma

hypothétique du complexe CuCATm1-c : Cu?* 1 :4 (droite).

Néanmoins, la modélisation a été réalisée pour le peptide libre en milieu aqueux et ne prend
pas en compte I'ajout du cuivre. Il est trés probable que I'ajout du cuivre modifie tres

largement cette conformation.

3. Détermination de la stabilité des complexes par ITC
Afin d'obtenir des informations sur la stabilité des complexes CuCATm1-c:Cu?* 1:x, les
constantes de dissociation apparentes ont été mesurées par titrage calorimétrique isotherme
(ITC) a pH 7 et 7,5 dans un tampon MOPS (50 mM). Pour une concentration de CuCATm1-c

connue, des ajouts de 0,14 équivalents de Cu(OAc); ont été successivement réalisés de 0 a 3.5
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équivalents. Les thermogrammes obtenus ont été extrapolés en utilisant un modeéle «
Multiple sites » fourni par le logiciel de I'appareil. Les extrapolations réalisées avec ce modeéle
« Multiple sites » ont convergé vers un systéeme avec deux sites de fixation, fournissant ainsi

les informations pour 2 des 3 ou 4 sites de complexation. Dans les deux cas, les courbes

simulées se superposent trés mal avec les courbes expérimentales.
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Figure 68. Thermogrammes obtenus lors de l'ajout de CuSO, a CuCATml-c a 200 uM et l'isotherme de liaison ajustée
correspondante en utilisant le logiciel fourni par le fabricant). L'expérience a été réalisée a pH 7 (haut) et pH 7,5 (bas) dans du

tampon MOPS (50 mM) et a 25° C.

A pH 7, les constantes de dissociations apparentes K41 et Kq> ont été respectivement mesurées
a 1,30 10° M1 et 9,74 10> M Les deux réactions de complexation possédent une
composante enthalpique largement favorable (AH1 =-22,78 k) mol™* et AH2 =-96,92 kJ mol?)
et une composante entropique favorable pour le premier site (-TAS1 = -5,06 k) mol?) et trés
défavorable pour le seconde site (-TAS2 = 72,4 kJ mol™). Cela conduit a une énergie globale
de Gibbs libre de -27,84 et -24,5 k) mol! respectivement pour le premier et le deuxiéme site.
Cependant les stoechiométries obtenues par ces simulations sont aberrantes, en particulier

pour le premier site oU elle est proposée a 0,213. Ceci suggere gu’il existe probablement des

complexes avec plusieurs peptides autour d’un cuivre et que les deux constantes mesurées
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ne correspondent pas aux constantes de deux sites de fixation des cations métalliques 1 :1 et

1:2.

Le thermogramme obtenu a pH 7,5 ne permet d’obtenir des valeurs exploitables. En effet,
entre chaque injection, le systeme ne revient pas a I’équilibre puisque le pic de chaleur est
tres large et ne revient pas a la ligne de base. Ainsi, I'intégration des pics est probablement
entachée d’une importante erreur. Afin d’obtenir des valeurs plus exploitables, il aurait fallu
répéter I'expérience en allongeant l'intervalle de temps séparant chaque injection. Avant
d’aller plus loin dans la caractérisation des ces complexes, nous avons évalué I'activité de type

catalase de ces nouveaux complexes.

3) Analyse de I'activité Catalase du complexe CuCATm1-coudé : Cu?*

1. Mesure de l’activité catalase par spectroscopie UV
L’activité catalase des complexes CuUCATm1-c:Cu?* a été évaluée par spectrophotométrie UV-
vis selon la méthode développée par Hadwan et Abed basée sur la réaction du molybdate

d’ammonium avec le peroxyde d’hydrogéne (voir chapitre 2.111.4.2 p.98).18!

La cinétique de réaction de disparition d’'H,0; a été mesurée pendant 2h pour des mélanges
CuCATm1-c:Cu?* a des ratios 1:1, 1:2, 1:3 et 1:4. Dans les quatre expériences, une diminution
de I'absorbance a 339 nm est observée. Cela signifie que dans les quatre cas, les complexes
formés sont capables de diminuer la quantité d’H,O; en solution. La différence d’activité entre
les 4 especes semble négligeable (Figure 69). Néanmoins, en comparant avec le complexe
CuCATm1:Cu?*, les complexes coudés semblent avoir une vitesse initiale et une activité plus
importante (Figure 70). En effet, dans le cas des complexes coudés, une diminution de
I’'absorbance de I'ordre de 52 % est observée dés la premiere minute. Cette absorbance
continue a diminuer avec le temps mais plus lentement. Par comparaison, dans le cas des
mélanges CUCATm1:Cu?* 1:1 et 1:2, une diminution progressive de 41 % au bout de 60 min est
observée sans que le plateau ne soit atteint. Les complexes coudés CuCATm1-c:Cu?* ont une
activité catalase plus importante que les complexes CUCATm1 : Cu?*. Néanmoins, il semblerait

que leurs TON soient moins importants que ceux de CuCATm1 : Cu?*. De plus, comme indiqué
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précédemment, il important de prendre en considération la formation du complexe

CuCATm1-c : Mo pouvant influencer sur I'absorbance mesurée.
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Figure 69. Evaluation de I'activité catalase de mélanges CuCATm1-c: Cu?* (450 uM) a différents ratios par la mesure de
I"absorbance a 339 nm de la solution de molybdate par spectrométrie UV-visible. A gauche, le graphique répertorie toutes les
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Il apparait clairement que cette méthode ne permet pas d’accéder aux vitesses initiales
puisque, que cela soit pour la catalase ou pour les mimes testés, dés la premiere mesure,
I’'absorbance a fortement diminué et évolue peu. C'est pourquoi les mesures ont a nouveau

été réalisées en utilisant une électrode de Clark.

2. Mesure de l'activité catalase avec une électrode de Clark
L’activité catalase des mélanges complexes CuCATm1-c : Cu®* (1 mM) a différents ratios a été

mesurée par polarographie dans un tampon MOPS a pH 7,5 (Figure 71).
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Figure 71. Suivi cinétique de la formation d’O, a I'aide d’une électrode de Clark des mélanges CuCATm1:Cu?* (1 mM) et

CuCATm1-c:Cu?* (1 mM) adifférents ratios.

- La vitesse initiale (vo), le nombre de cycles (TON), la fréquence des cycles (TOF) et le
rendement maximum de la réaction de dismutation d’H,0; ont été déterminés et sont

rapportés dans le

- Tableau 18. Les données obtenues sont en adéquation avec les résultats observés lors
des expériences précédentes d’UV-vis et de dichroisme circulaire:
- Pour une méme concentration en peptide, il s’avére que les mélanges CATm1-c: Cu?*

1:3 et 1 :4 présentent une vitesse initiale 1,5 a 2 fois plus importante que le mélange

131



CuCATm1:Cu?* 1:2 avec Vo (CuCATm1-c: Cu?* 1:4) = 2 v, (CuCATm1: Cu®* 1:2). Ces
résultats confirment que pour CuCATm1l-c, les 2 segments peptiques (de part et
d’autre du coude) se comportent de facon indépendante : pour un peptide CuCATm1-
¢, il y a deux peptides CuCATm1

- Dans le cas des mélanges CuCATm1-c:Cu?*, les TON mesurés sont du méme ordre de

grandeur que ceux observés pour le complexe CuCATm1 : Cu?*.

Tableau 18. Parameétres décrivant la catalyse de la dismutation de H,0, dans MOPS (50 mM, pH 7,5, 25 °C) pour des mélanges
CuCATm1-c:Cu?* : les taux initiaux de formation d'O,, le point final (quantité maximale d'O, formée), le TON (nombre de
cycles), le rendement en O, et le TOF (fréquence des cycles). Les mesures ont été effectuées a différents ratio CuCATm1-

c:Cu?* pur une concentration en ligand de 1 mM

Vo Point TON  Rendement® TOF®
(nM. s?) final® (%) (10%st)

CuCATm1 : Cu?* (1 mM)
1:2 4,49 343 0,34 13,7 4,49
CuCATm1-c : Cu®* (1 mM)
1:1 1,24 115 0,12 4,6 1,24
1:2 3,79 193 0,19 7,7 3,79
1:3 6,25 223 0,22 8,9 6,25
1:4 8,94 286 0,29 11,5 8.94

2 (max, 02 uM). ® Rendement d'0,. € basé sur le taux initial.

En conclusion, cette stratégie a trés certainement conduit au développement d’un catalyseur
constitué de deux complexes de cuivre bimétalliques CuCATm1:Cu?* 1:2 indépendants et

similaires.

lll. Conception, synthése et caractérisation des complexes peptidiques de seconde
génération CUuCATm1-(x) : Cu®*

Toujours pour améliorer la stabilité et I'activité de type catalase du catalyseur redox-actif, une

seconde stratégie a été entreprise. Celle-ci est également basée sur la répétition de CUCATm1,

néanmoins dans ce cas, il a été tenté de dupliquer, de maniere non-palindromique,

uniguement la séquence qui nous semblait étre impliquée dans la complexation du premier
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cuivre et que nous pensions étre le site de meilleure affinité. Cette stratégie devrait
théoriqguement nous permettre d’obtenir un peptide capable de lier uniguement deux ions
cuivres et obtenir un complexe peptide:Cu?, possédant des constantes de dissociation Kd; et
Kd, proches de la meilleure constante (Kdi) obtenue pour le complexe CuCATm1:Cu?*, c’est-
a-dire de l'ordre de 10 M. Ainsi nous devrions obtenir un complexe CuCATm1-(x):Cu?* 1:2

plus stable que CuUCATmM1:Cu?* et potentiellement plus actif.

1) Conception des peptides de la seconde génération

1. Détermination des acides aminés impliqués dans la complexation du
premier cuivre
Dans un premier temps, il a fallu identifier la séquence du peptide CuCATm1 impliquée dans
la complexation du premier cuivre. Les essais de cristallisations du complexe n’ayant rien
donné, nous nous sommes basés sur des données RPE, des observations en fluorescence et
des données statistiques obtenues lors du test de sélection des hits.

CuCATm1

Ac—Ea A L ) — NH,

Y

1 site de complexation

l

CuCATm1.(x)

Figure 72. Conception des peptides de seconde génération : CulCATm1.(x)

L’histidine (2), la tyrosine (3) et I'arginine (6) du peptide CuCATm1 correspondent aux acides
aminés qui ont été sélectionnés puisqu’il s’agit des positions variables de la librairie

. D’apres les études statistiques effectuées sur les complexes de cuivre(ll)
sélectionnés, I'histidine et la tyrosine sont présentes dans la moitié des complexes
sélectionnés respectivement en position 2 et 3, tandis qu’aucune préférence n’est observée
pour 'acide aminé en position 6 Nous pouvons donc penser
que l'histidine (2) et la tyrosine (3) sont affectées et/ou impliquées dans la complexation du

cuivre, contrairement a l’arginine (6).
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De plus, le titrage du peptide par du cuivre lors d’expériences par spectroscopie de
fluorescence montre un quenching de la fluorescence de la tyrosine deés les premiers ajouts
de cuivre(ll), ce qui suggeére la participation ou la proximité de cet acide aminé avec le premier
site de fixation de cuivre (Figure 73). Un quenching quasi-total est observé aprés I'ajout de

deux équivalents.
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Figure 73. Spectres d’émission de la tyrosine de CuCATm1 (10 uM) lors d’ajouts de Cu?* dans du MOPS (50 mM, pH 7,5),

équivalents indiqués en légende. Excitation effectuée a 275 nm.

Le peptide CuCATm1l provient de la bibliothéque JRF1 basée sur plusieurs séquences
polyhistidine, dont la séquence H(ZZH), identifiée comme une séquence fournissant aux
peptides une tres bonne constante d’affinité pour le cuivre. De plus, les parameétres obtenus
par I'analyse du spectre RPE, nous informent d’une potentielle sphére de coordination de type
Imidazoyle N4.1747> || est donc probable que I'histidine (5) soit également impliquée dans la

coordination du premier cuivre.

Ces données nous permettent d’émettre I'hypothése que le premier cuivre se fixe au
groupement imidazole des histidines (en position 2 et 5) et a deux amidates du squelette
peptidique ou un amidade et un phénolate. Ainsi, la séquence P1H,Y3KsHs a été suggérée

comme site de complexation du premier cation cuivre. Les acides aminés de la seconde
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génération de peptide (CuCATm1.(x)) ont donc été basés sur la duplication de cette séquence

(Figure 72).

2. Evaluation de I'intérét de la lysine dans la stabilité et ’activité catalase
du complexe CATm1:Cu
Par la suite, nous nous sommes posés la question du réle de la lysine (4). La lysine est un acide
aminé qui possede une amine primaire protonée a pH physiologique et qui n’est a priori par
coordonnante. De plus, la longue chaine latérale de cet acide aminé encombre peut-étre le
site de coordination et peut ainsi potentiellement diminuer I'affinité du peptide pour le métal.
Afin de déterminer la nécessité ou non de conserver la lysine, il a été décidé de synthétiser et
caractériser un nouveau peptide en remplagant la lysine par une alanine: Ac-
P1H,Y3A4Hs5R6L7Hs-NH2, nommé CuCATm1l.Ala. L'alanine de par sa petite taille et sa chaine
latérale non chargée n’interviendra pas dans complexation et est ainsi I'acide aminé de

substitution de choix.240:241

Caractérisation du peptide CATm1-Ala par dichroisme circulaire et ITC

Le peptide CuCATm1-Ala a été caractérisé par dichroisme circulaire dans le MOPS a pH 7,5
(Figure 74). Comme dans le cas de ses homologues, le titrage du peptide par une solution de
Cu(OAc)2 conduit a 'augmentation des bandes a 230 nm et a 260 nm. Un plateau est atteint
apres l'ajout de 2 équivalents de cuivre, ce qui indiqgue que CuCATm1-Ala est également
capable de lier deux cations métalliques. Néanmoins, les données obtenues par |’expérience
de compétition par spectroscopie UV-visible et les données issues de I'expérience d’ITC
(Figure 74) tendent a suggérer que la substitution de la lysine par I'alanine en position 4
permet 'obtention d’un peptide CuCATm1-Ala plus affin pour le cuivre que le peptide
CuCATm1. En effet, nous obtenons par I'expérience de compétition avec le ligand Baba et par
ITC des constantes de dissociation Kd; et Kd, respectivement de 5.0 10! M et 9.75 10> M
(pour CuCATm1, Kd; de 2.3 10° et Kd> de 8.3 107°). Ces données sont a nouveau a prendre
avec précaution car nous avons vu avec CuCATm1 que ces expériences montraient des biais
importants. En effet, la valeur Kd1 est correcte uniquement si le deuxieme site de coordination
a une constante d’association beaucoup plus faible avec Cu?* que le premier, ce qui n’est pas
le cas pour CuCATm1. De plus la modélisation de la courbe d’ITC conduit a nouveau a une

stoechiométrie aberrante de 0,171 Cu par ligand. Compte tenu du fait que ces constantes de
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dissociation sont globalement plus faibles, il est tout de méme raisonnable de penser que

I’affinité pour les cations a été améliorée.
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Figure 74. Titrage de CuCATm1-Ala avec CuSO4(haut) ou Cu(OAc), (bas) par dichroisme circulaire dans un tampon MOPS (50

mM, pH 7,5, 25 °C), [CuCATm1-Ala] = 400 uM. Les courbes de droite montrent I'évolution des deux maxima a 226 et 260 nm

lors de I'addition de Cu?*. Le plateau est atteint autour de 2 équivalents de Cu?*
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Figure 75. Suivi par spectrophotométrie UV-vis de I'expérience de compétition de CuCATm1-c avec Baba-Cu ([Baba] = 50 uM
et [Cu(OAc),] =45) dans I’HEPES (50 mM, pH 7,5). La ligne rouge représente la courbe modélisée (équation chapitre 2.111.3.1

p88 ) qui se superpose le mieux et conduisant a la détermination d’une constante apparente de 5,0 101
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Figure 76. Thermogrammes obtenus lors de I'ajout de Cu(OAc), a CuCATm1-Ala:Cu?* 1:1 a 2 mM (gauche) et l'isotherme de
liaison ajustée correspondante en utilisant le logiciel fourni par le fabricant (droite). L'expérience a été réalisée a pH 7,5 dans

du tampon MOPS (50 mM) et a 25° C.
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Evaluation de I'activité catalase du complexe CUCATm1.Ala : Cu?* par polarographie

Afin de mesurer I'impact de cette potentielle amélioration de I'affinité sur I'activité catalase
du complexe CuCATm1.Ala:Cu?* 1:2, I'activité catalytique a été évaluée un utilisant une

électrode de Clark dans le MOPS a pH 7,5.

Tableau 19. Tableau comparatif des paramétres décrivant la catalyse de la dismutation de H,0, dans MOPS (50 mM, pH 7,5,
25 °C) pour les mélanges CuCATm1: Cu et CuCATm1.Ala:Cu : k.qt, les taux initiaux de formation d'O,, le point final (quantité

maximale d'O; formé), la TON (nombre de cycles), le rendement en O; et le TOF (fréquence des cycles).

Kcat Vo Point TON Rendement®  TOF¢

(M. s1) (nM.s?t)  final® (%) (106 st)
CuCATm1:Cu (200uM)
1:1 2,1 0,26 141 2,8 5,5 5,1
1:2 8,9 1,02 262 1,3 10,5 76,4
CuCATm1.Ala:Cu (200uM)
1:1 1,8 0,91 164 0,8 6,6 4,6
1:2 2,5 2,28 282 1,4 11,2 11.4

2 (max, 02 uM). ® Rendement d'0,. € basé sur le taux initial

La formation de dioxygéne a été suivie pour le mélange CuCATm1.Ala:Cu?* aux ratios 1:1 et
1:2. Des constantes catalytiques de 1,8 et 2,5 M.1's"? ont été respectivement mesurées pour
CuCATm1.Ala:Cu?* aux ratios 1:1 et 1 :2. Le kcat et le TOF mesurés pour le ratio CuCATm1.Ala-
Cu?* 1:2 sont respectivement 3,5 fois et 6 fois moins bons que ceux observés pour CUCATmM1-
Cu?* 1:2. Il savére donc que la substitution de la lysine par I'alanine a pour conséquence la
diminution de I'activité catalase du complexe (Tableau 19). Cette diminution de I'activité peut
s’expliquer par une diminution de la solubilité du peptide en I'absence de la lysine car la lysine
possede un pKa de 10,2 et est chargé positivement (NHs*) a pH physiologique. En effet, lors
du test d’activité, la formation d’un précipité a été observée et I'expérience s’est avérée étre
peu reproductible, empéchant I'obtention d’une constante cinétique kobs fiable. Il a donc été
décidé de conserver la lysine pour la conception des peptides de seconde génération

CuCATm1.(x).
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3. Le Choix des espaceurs
Quatre peptides dits de seconde génération ont été concus et synthétisés en dupliquant la
séquence PHYKH. Plusieurs espaceurs ont été envisagés (Figure 77).

- Le peptide CuCATm1.1 correspond au peptide sans espaceur.

- Dans le cas des peptides CuCATm1.2 et CuCATm1.3, les séquences sont séparées
respectivement d’une et deux glycines.

- Enfin, dans le cas du peptide CuCATm1.4, les séquences sont séparées de deux
glycines, en omettant la proline dans la seconde séquence répliquée. Ceci nous
permettra d’évaluer la nécessité d’avoir un coude dans la structure du peptide puisque
comme évoqué précédemment, les enchainements PG favorisent la formation de

coude.?33

CuCATm1.(x)

Ac P, H, Y, Kq He Linker P, H, Y; Ka He s NH2

Figure 77. Séquences des peptides de seconde génération CuCATm1.(x) basées sur la répétition de la séquence PHYKH,

identifiée comme premier site de complexation au cuivre du peptide CuCATm1.

2) Caractérisation et analyse de l'activité catalase des complexes de la

seconde génération

1. Préparation des peptides de seconde génération
Les quatre peptides de la seconde génération CuCATm1.(x) ont été synthétisés (0,2
mmol/peptide) sur une résine MBHA (0,68 mmol/g) et ont été préparés avec I'amine
terminale acétylée et sous la forme carboxamide. Ils ont par la suite été purifiés par HPLC et

caractérisés par spectrométrie de masse MALDI-TOF. La concentration des solutions stock de
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peptides a été mesurée par spectroscophotométrie UV-visible en utilisant la valeur du

coefficient d’extinction molaire de la tyrosine décrit dans la littérature.166:238

2. Analyse de I’activité catalase des complexes CuCATm1.1 ; CuCATm1.2
/ CuCATm1.3/CuCATm1.4
L’activité catalase des complexes de seconde génération CuCATm1.(x):Cu?* a été évaluée par

polarographie dans le MOPS a pH 7,5.

2.9 B Ratio 1:1
m Ratio 1:2

CuCATm1 CuCATm1.ala CuCATm1.1 CuCATm1.2 CuCATm1.3 CuCATm1.4

Figure 78. Constante cinétiques k.q: (M.~ s1) déterminées pour les peptides de la seconde génération pour des mélanges a des

ratios CuCATm1.x: Cu?* de 1:1 et 1:2 ( 50, 100, 150, 200 et 250 uM) dans le MOPS & pH 7,5.

Il s’est avéré étre trés compliqué d’obtenir des résultats reproductibles, notamment pour le
complexe CuCATm1.1:Cu?*. De plus, les quatre peptides de la seconde génération semblent
donner des complexes qui possedent des constantes cinétiques kear plus faibles que celles
observées pour le peptide parent CUCATm1. Néanmoins le TON et le TOF du mélange
CuCATm1.1:Cu?* 1:2 sont respectivement 1,2 et 2 fois plus importants que ceux mesurés pour
les complexes CuCATm1:Cu?* 1:2 dans les mémes conditions de réaction. Ainsi, il est
intéressant d’évaluer la stabilité des complexes de seconde génération. En effet, une stabilité
plus importante pour ces espéces au ratio 1:2 par rapport au complexe CuCATm1:Cu?*

pourrait étre intéressante puisque que les espéces réactives pourraient exister plus
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longtemps, et conduire ainsi a une meilleure activité antioxydante, en particulier dans les

systémes cellulaires.

Tableau 20. Tableau comparatif des paramétres décrivant la catalyse de la dismutation de H,0, dans MOPS (50 mM, pH 7,5,
25 °C) par les peptides de seconde génération et le peptide parent (CuCATm1) au ratio peptide:Cu?*de 1:2 : keq, les taux initiaux
de formation d'O,, le point final (quantité maximale d'O, formée), la TON (nombre de cycles), le rendement en O, et le TOF

(fréquence des rotation).

Complexe 1:2 Kcat Vo Point TON  Rendement? TOF¢
(50uM) (ML s (nM. s?) final® (%) (10°%s1)
CuCATm1 8,9 0,36 168 34 6,7 7,2
CuCATm1.1 6,02 0,73 206 4,1 8,3 14,7
CuCATm1.2 5,3 0,35 134 2,7 54 7
CuCATm1.3* 1,6 0,50 172 34 6,9 10
CuCATm1.4 3,42 0,39 214 4,3 8,6 7,7

3. Caractérisation des peptides de seconde génération par spectroscopie

de fluorescence.
Afin de réaliser une étude systématique des différents complexes issus des peptides de
seconde génération, nous avons mis au point une expérience par spectroscopie de
fluorescence, qui est une technique facile a mettre en ceuvre et rapide. Nous avons donc
réalisé des expériences de titrage en regardant I'extinction de fluorescence de la tyrosine

induite par la présence de cuivre(ll) Titration by fluorescence

En effet, le peptide CUCATm1 et les peptides CUCATm1.(x) possédent respectivement une ou
deux tyrosines dans leur séquence qui émettent a 303 nm apres excitation a 275 nm. L'ajout
d’acétate de cuivre(ll), conduit a la formation de complexes CuCATm1.(x):Cu?*. Du fait de son
caractére paramagnétique, le cuivre(ll) peut induire un quenching de la fluorescence de la
tyrosine et donc une diminution de I'intensité de la bande d’émission. Le suivi de I'intensité
de fluorescence en fonction de I'ajout de cuivre(ll) permet d’obtenir des informations quant
a la stoechiométrie des complexes et éventuellement de déterminer les constantes de

dissociation des complexes.
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Afin de pouvoir comparer la stabilité des complexes de la seconde génération avec celle du
complexe CuCATm1.Cu?*, les expériences de titrations par fluorescence ont été mises au point
pour CuCATm1 puis réalisées pour les peptides de la seconde génération : CuCATm1-c,

CuCATm1.1, CuCATm1.2, CuCATm1.3, CuCATm1.4.

- Effets cinétiques :
Lors de ces expériences, du cuivre(ll) CuSOs a été ajouté successivement aux solutions
peptidiques (10 uM) et apres chaque ajout, le spectre de fluorescence a été enregistré. Ces
expériences ont été réalisées dans le MOPS (50 mM a pH 7,5 et pH 7) a 25 °C. Nous avons
rapporté pour chaque expérience des courbes montrant I’évolution de I'absorbance a 330 nm
en fonction de I'equivalent de cuivre ajouté. Afin de déterminer les constantes apparentes
d’association des deux sites de coordination, nous avons tenté de modéliser les courbes

obtenues en utilisant le programme MatLab et les équations décrits par Thordarson.?*?

Pour tous les peptides, les courbes n’ont pas pu étre modélisées en considérant des complexes
peptide:Cu?* 1:2. En effet, soit les courbes théoriques se superposaient trés mal avec les
courbes expérimentales, soit les valeurs obtenues pour les constantes étaient aberrantes. La
Figure 79 illustre cela pour le peptide CUCATm1 et le peptide CuCATm1.2. La modélisation n’a
pas abouti dans le cas des complexes CuCATm1.1:Cu?* et CuCATm1.3:Cu?*. Dans le cas de
CuCATm1.2:Cu?*, la constante d’association apparente calculée par la modélisation fournie
des valeurs de Kass: = 2.1 10° et Kass; =-1.06 10%. Il est aberrant d’obtenir une valeur négative
pour une constante d’association. L'impossibilité de modéliser les courbes de titrage des
complexes CUCATm1.1:Cu?* et CuCATm1.3:Cu?* et le résultat non pertinent dans le cas de la
modélisation pour CuCATm1.2:Cu? indiquent que les complexes de la seconde génération ne
suivent pas un systéme de coordination d’un peptide pour deux cuivres dans ces conditions

expérimentales.
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Figure 79. (Courbes du Haut) Titrage des peptides CuCATm1 = 10uM (gauche) et CulCATm1.2 = 10 uM(droite) par du Cu?* suivi
par spectrométrie de fluorescence dans le MOPS (50 mM, pH 7,5). Les points rouges correspondent aux valeurs expérimentales
et la ligne rouge représente la courbe modélisée pour un complexe peptide:Cu 1:2 qui se superpose le mieux et conduisant a
I"'obtention de valeurs pour les constantes d’associations apparentes. Les courbes du bas représentent I’erreur entre les points
expérimentaux et les points de la courbe modélisée.?*> Dans le tableau, sont rapportés les paramétres de la modélisation ou
E1 et E2 correspondent respectivement a la différence entre le coefficient de fluorescence du complexe peptide:Cu?* 1:1 et
celui du peptide seul (@D,c, - @) et a la différence entre le coefficient de fluorescence du complexe peptide:Cu?* 1:2 et celui du

peptide seul (Dycuz - D).

Les modélisations selon un modéle peptide:Cu?* 1:2 n’ayant pas été concluantes, nous avons
décidé de modéliser les courbes en utilisant un modeéle peptide:Cu?* 2:1. En effet, il semblerait
gu’une rupture de pente soit visible a 0,5 équivalent. Des courbes théoriques se superposant
convenablement avec les courbes expérimentales ont pu étre obtenues, excepté pour
CuCATm1.1 (Figure 80). Néanmoins des valeurs aberrantes ont été obtenues pour CuCATm1.
Il semblerait, d’apreés ces résultats, que des complexes peptide:Cu?* 2:1 soient formés avec les
peptides de seconde génération. Cependant, pour obtenir des résultats fiables, il serait
nécessaire de travailler a une plus faible concentration en ligand afin d’avoir un mélange
d’espéces lorsque que le complexe 2:1 est formé et ainsi obtenir des courbes plus
« arrondies ». Cependant, le rendement quantique de la tyrosine étant relativement faible, il

est difficile de diminuer la concentration des peptides. C'est pourquoi des expériences de
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compétition ont d’abord été entreprises pour CUCATm1.1. Ces expériences ont été inspirées

244

du travail de Christelle Hureau®** qui utilise la glycine comme compétiteur pour la

complexation du cuivre(ll).
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Figure 80. Titrage des peptides CuCATm1 = 10 uM (haut-gauche), CulCATm1.2 = 10 uM (haut-droite) et CuCATm1.3 = 10 uM
(bas) par Cu?* suivi par spectroscopie de fluorescence dans le MOPS (50 mM, pH 7,5). (Courbes du Haut) Les points rouges
correspondent aux valeurs expérimentales et la courbe rouge représente la courbe modélisée pour un complexe peptide:Cu
2:1 quise superpose le mieux et conduisant a I'obtention de valeurs pour les constantes d’associations apparentes. Les courbes
du bas représentent I'erreur entre les points expérimentaux et les points de la courbe modélisée. Dans le tableau, sont
rapportés les parametres de la modélisation ot E1 et E2 correspondent respectivement a la différence entre le coefficient de
fluorescence du complexe peptide:Cu?* 1:1 et celui du peptide seul (@D,c, - @) et a la différence entre le coefficient de

fluorescence du complexe peptide:Cu?* 2:1 et celui du peptide seul (@Dzc, - D).
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La glycine est un faible compétiteur dont la constante d’association avec Cu?* est connue.
Cette expérience de compétition consiste a ajouter successivement du Cu?* dans une solution
peptidique de CATm1.1 en présence de différentes concentrations de glycine. Le peptide va
rentrer en compétition avec la glycine pour la complexation de cuivre. On peut ainsi obtenir
la constante d’association apparente de CATm1.1:Cu?* en présence de concentrations
connues du compétiteur.

Lors de ces expériences, du cuivre(ll) a été ajouté successivement dans la solution de
CuCATm1.1 (10 uM) en présence de 0,4 ; 2 ; 4 ou 8 mM de glycine dans du MOPS (50 mM, pH
7,5) a 25°C. La Figure 81 représente les courbes montrant I’évolution de I'absorbance a 330
nm en fonction des ajouts de Cu?* a différentes concentrations de glycine. Plus la
concentration de glycine est importante, moins le cuivre(ll) ajouté se complexe au peptide et

moins le quenching est important.
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Figure 81. Titrage fluorescence de CATm1.1 par I'ajout de cuivre(ll) suivi par fluorescence, [CATm1.1] = 10 uM, [MOPS] = 50
mM, pH 7,5, en présence de diverses concentrations de glycine, [Gly] = 0 (bleu foncé), 0,4 (bleu clair), 2 (vert), 4 (jaune) et 8

mM (rouge).

A nouveau, les courbes obtenues n’ont pu étre modélisées que pour un modeéle peptide:Cu?*
2:1 et les valeurs sont rapportées dans le Tableau 21. Cependant, la modélisation de ces

courbes, bien qu’elle semble correcte, conduit a des valeurs aberrantes puisqu’une tres faible
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valeur de Kass1 a été obtenue alors que la pente de la courbe est trés importante au début du
titrage.

Le fait de ne pas pouvoir modéliser correctement ces courbes ainsi que I'observation d’un
évenement a 0,5 équivalent pour CuCATm1, suggérant la présence d’un complexe
peptide:Cu?* 2:1, sont contradictoires avec ce que nous avons observé précédemment dans
le cas du complexe CUCATm1:Cu?* ol un complexe 1:2 a clairement été mis en évidence. Il est
donc tres probable que I'équilibre thermodynamique n’ait pas été atteint aprés chaque ajout

de cuivre lors de titrages.

I @ donc été décidé de répéter les titrages en attendant d’avoir atteint I'équilibre
thermodynamique aprés chaque ajout de cuivre(ll). Cet équilibre s’est avéré étre assez lent et
est atteint apres environ 30 min pour chaque ajout de 0,25 eq de Cu(ll) . Les titrages ont été

réalisés pour chaque peptide a une concentration d’approximativement 20 uM (Figure 82).

Tableau 21. Valeur des constantes d’association obtenues par modélisation en présence de diverses concentrations de glycine pour un
modele peptide:Cu?* 2:1.

Peptide:Cu 2:1

0.4 2 4 8

-1.39E+07 | -3.93E+06 | -9.52E+07 -1.66E+08
-9.78E+04 | -9.58E+04 | -5.21E+04 -3.98E+04
2.29E+01 | 7.55E+00 | 9.09E+00 9.09E+00
3.07E+08 | 1.79E+09 | 2.42E+09 3.44E+09
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CuCATm1.2: Cu?*

L:Cu1:2 L:Cu 2:1
-19958.2 -54475.6
-52206.8 1.01E+08
8.77E+06 9.62E+04
5.85E+04 7.11E+00
CuCATm1.3: Cu?*
L:Cu1:2 L:Cu 2:1
-28234 -76757.3
-68036.5 -114540
8.46E+05 9.59E+06
1.90E+04 1.27E+05
CuCATm1.4: Cu?*
-76757.3 -111813
-114540 -1.96E+09
9.59E+06 5.46E+05
1.27E+05 -5.95E-01

Figure 82. Titrage des peptides CuCATm1= 10 uM, CuCATm1.1=10 uM , CuCATm1.2 = 10 uM et CuCATm1.3 = 10 uM par du
Cu?* suivi par spectrométrie de fluorescence dans le MOPS (50 mM, pH 7,5). (Courbes du Haut) Les points rouges
correspondent aux valeurs expérimentales et la ligne rouge représente la courbe modélisée pour un complexe peptide:Cu 1:2
et peptide:Cu 2:1 qui se superpose le mieux et conduisant a I'obtention de valeurs pour les constantes d’associations

apparentes. Les courbes du bas représentent I'erreur entre les points expérimentaux et les points de la courbe modélisée.
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Contrairement aux titrages réalisés précédemment, chaque courbe obtenue a pu étre
modélisée pour un systéme Peptide:Cu 1:2. Les constantes d’association apparentes Kaapp ont
pu étre obtenues et sont cohérentes. Il est a noter que ces courbes ont également pu étre
modélisées pour des systémes peptide:Cu?* 2:1. Dans ce cas, pour tous les peptides, les
valeurs E2 correspondant a la différence entre le coefficient de fluorescence entre les
complexes peptide:Cu?* 2:1 et celui des peptides seuls sont positives (®icu - D1)., ce qui est
incompatible avec le fait qu’une extinction de fluorescence est observée. Ces dernieres
modélisations ne rendent donc pas compte de ce qui est observé, suggérant que nous ne
sommes pas dans une situation ou les complexes peptide:Cu 2:1 sont majoritairement
présents (Figure 82).

Cependant, pour CuCATm1, le modéle peptide:Cu?* 2:1 conduit a des constantes mesurées
tres en deca de celles mesurées par spectrométrie de masse. Compte tenu du fait que les
mesures par spectrométrie de masse ont été réalisées dans le formiate d’ammonium, les
constantes d’association ont été recalculées (Tableau 4) pour donner des constantes
conditionnelles en prenant en compte la compétition avec le MOPS qui est décrit pour
conduire a la formation de complexes LCu avec le cuivre(ll).1%” Ces constantes conditionnelles

ont été calculées en utilisant I'’équation suivante :

[MOPS],
Kdpmops(1+10-PH+pKaMOPS)

Kacona = Kaapp X1+ (Equation 14)

OU Kacond, est la constante d’association conditionnelle, Kaapp est la constante issue de la
modélisation, Kdmops est la constante de dissociation du complexe MOPS:Cu?* 1:1 issue de la

littérature et pKaMOPs est le pKa du MOPS.
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Tableau 22. Constantes d’associations (Kacong) et de dissociations (Kdnq) corrigées de la contribution du tampon MOPS pour
les deux sites de complexation du cuivre des peptides de seconde génération(10uM) et de CuCATm1 (10uM) a partir des
constantes d’association apparentes (Kaqpp) obtenues par modélisation des courbes de titrage par fluorescence pour des

modeéles L:Cu 1:2.

Modélisation L:Cu 1:2
Kaapp Kacond Kdcond

CuCATm1 1°" site 7.43 10° 2.58 108 3.8810°
2" site 9.99 104 3.46 107 2.89 108

CuCATm1.1 1° site 8.04 107 2.79 10%° 3.59 10!
2M site 7.32 10* 2.54 107 3.9410%

CuCATm1.2 1° site 8.77 10° 3.04 10° 3.2910%
2M site 5.8510* 2.03 107 4.9310%

CuCATm1.3 1° site 8.46 10° 2.93 108 3.4110°
2M site 1.90 10% 6.58 10° 1.52 107

CuCATm1.4 1° site 9.59 10° 3.3310° 3.0110%
2"d site 1.27 10° 4.41 107 2.27 108

Les constantes d’association kdi de 3,88 107 et kd> 2,89 10 obtenues pour le mélange
CuCATm1:Cu?* 1:2 dans cette expérience par fluorescence sont du méme ordre de grandeur
que celles obtenues par spectrométrie de masse (1,12 10° et 4,79 10° pour Kd: et Kda
respectivement). Afin d’expliquer les petits écarts observés, il a été tenté de corriger les
données de fluorescence de I'effet « filtre interne » ou « inner filter effect » en anglais comme
mentionné dans le travail de C. Hureau.?** Ce phénomeéne induit une diminution du signal
d’émission car I'excitation de la solution n’est pas homogéne du fait de I'atténuation de
I’excitation par I’échantillon lui-méme (seule la surface excitée fluoresce beaucoup). Afin de
prendre en considération cet effet, il a fallu déterminer la concentration en chacune des

espéces lors des titrages :
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Soit les deux équilibres :

CuCATm1 + Cu(ll) = (CuCATm1)Cu et (CuCATm1)Cu + Cu(ll) = CuCATm1)Cu; avec

[(CuCATm1)Cu]
! [cucATm1][Cu(iD]

Et

[(cucATm1)Cu2]
% [(cucATm1)Cu][Cu(in]

Alors nous avons :

[CuCATmM1]o = [CUCATm1] + [(CuCATm1)Cu] + [(CuCATm1)Cu;] (Equation 15)
et [Cu(IN]o = [Cu(I)] + [(CuCATM1)Cu] + 2[(CuCATmM1)Cus,] (Equation 16)

En combinant ces équations avec les expressions de Ki et K; il est possible d’écrire la

concentration des différentes espéces en fonction de [CUCATm1]o et de [Cu(ll)] uniquement :

[CuCATm1] = [CuCATm1], (Equation 17)
1+ K, [Cu(ID] + K K, [Cu(ID]?

K;[Cu(lD)][CuCATm1 .
[(CuCATm1)Cu] = 1 [CuUDI] lo (Equation 18)
1+ K, [Cu(ID] + KK, [Cu(ID]?
et
K, K,[Cu(I1D)]?[CuCATm1 L
[(CuCATm1)Cu2] = 1K [Cu D] lo (Equation 19)

1+ K [Cu(ID] + K K, [Cu(ID)]?

En considérant que la fluorescence suit une loi équivalente a la loi de Beer-Lambert, alors la

fluorescence mesurée s’écrit :

F = Ecucatm1[CUCATM1] + E(cucatmi)cul (CUCATM1)Cu] + E(cucatmi)cu2[(CUCATM1)Cu,] +
Ecun[Cu(ll)]

La fluorescence du cuivre(ll) étant négligeable par rapport a celle des autres espéces, on peut
écrire :

F= EcUCATml[CUCATml] + E(CUCATml)cU[(CuCATml)Cu] + E(CUCATml)cUz[(CUCATm1)CU2]
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En utilisant les expressions des différentes espéces (3-5), il devient possible d’exprimer la

fluorescence en fonction de [Cu(ll)] uniquement :

_ EcucarmitEcucarmicu i [CulD] + Ecucarmicuz Ki Kz [Cu(D)]?

F CuCATm1
1+ K, [Cu(D] + K Ky [Cu(ID)]? [CuCATm]
ou
E +E K |[Cu(ll)| + E K K,[Cu(ID)]?
AF = —cucarmiTBcucarmicu 1[Cu(iDn)] cucarmicuz K1 Kz [Cu(ll)] [CuCATm1],
1+ K [Cu(ID)] + K K [Cu(I])]?
— @cycarmi[CuCATm1],
et d’obtenir une équation du second degré de type :
A[Cu(IN]?>+ B [Cu(IN]+C=0
ou A= EcUCATmlCuzKle[CUCATm1]0-AFK1K2
B= EcUCATmlCuKl[CUCATm l]o-AFKl
C=-AF
La racine de ce polyndme :
—B —+A
2A

ou A est le discriminant permet de recalculer la valeur de la concentration en cuivre en tout
point du titrage a partir des parameétres trouvés par modélisation des courbes. La
concentration des autres especes peut alors étre également recalculée en utilisant les
équations 3 a 5. Une fois ces concentrations connues, nous avons recalculé I'intensité de
fluorescence que nous aurions d{i obtenir. Pour cela, comme la fluorescence FM d’une
molécule M s’écrit :

FM = Op[M]10-(ebsx+absiy)) o) x et y sont les dimensions de la cuve (du trajet optique)

Dans notre casy <<, il est donc possible d’écrire :

F = (dcucarmi[CuCATM1] + deycarmicu[(CuCATmM1)Cul
+ Pcucarmicuz [(CUCATM1)Cu2])1072P5C)

avec
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abs(x) = €cycarmi|CUCATM1]x + €cycarmicul (CUCATML)Culx

+ ecucarmicuz [(CUCATML)Cu2]x + ey [Cu(ll)]x

Il est donc nécessaire de déterminer les différents coefficients d’extinction molaires (g) et de

fluorescence (@) de CuCATm1 et des mélanges CuCATm1:Cu?* 1:1 et 1:2. Les coefficients ont

aussi été déterminés pour Cu(OAc). et |

dessous),

es mélanges 2:1, 1:3 et 1:4 (Figure 83 et Tableau 23 ci-
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Figure 83. Mesure de I'absorbance a 280 nm en UV-vi

Concentration / uyM

is (haut) et de la fluorescence a 303 nm (bas) pour le Cu(OAc),, le peptide

libre et les complexes CuCATm1:Cu?* a différentes concentration. Le graphique en bas a droit est un zoom de celui de gauche

entre 0 et 60 uM.
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Tableau 23. Coefficients d’extinction molaires a 280 nm ( &280 nm) €t de fluorescence a 303 nm ( @303 nm) de Cu(OAc),, CuCATm1

et des mélanges CuCATm1:Cu?*

Cu(OAc)z | CuCATm1 CuCATm1:Cu®*
2:1 1:1 1:2 1:3 1:4
€280 nm 511,2 1336,4 2193,4 2930,1 4786,4 5854,2 6430,4
(L molt cm™)
?Esfﬁgfl) 154280 56941000 | 31944000 | 19528000 | 2028700 | 1451200 | 1486200

Grace aux données du Tableau 23, I'absorbance dans la dimension x ainsi que la fluorescence

ont pu étre recalculées. Cependant, la modélisation de cette nouvelle courbe (Figure 84 et

Tableau 24) ne permet pas de retrouver les valeurs obtenues par spectrométrie de masse.
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Figure 84. Titrage des peptides CuCATm1 =10 uM par du Cu?*. Suivi par spectrométrie de fluorescence dans le MOPS (50 mM,

pH 7,5). (Courbes du Haut) Les points rouges correspondent aux valeurs expérimentales corrigées et la ligne rouge représente

la courbe modélisée pour un complexe peptide:Cu 1:2 qui se superpose le mieux et conduisant a I’obtention de valeurs pour

les constantes d’associations apparentes. Les courbes du bas représentent I'erreur entre les points expérimentaux et les points

de la courbe modélisée.

Tableau 24. Constantes d’associations (Kacng) et de dissociations (Kd.ong) corrigées de la contribution du tampon MOPS et de

I’ « innert filter effect » pour les deux sites de complexation du cuivre de CuCATm1 (=10 uM) a partir des constantes

d’association apparentes (Kaqp,) obtenue par modélisation des courbes de titrage par fluorescence pour des modéles L:Cu 1:2.

CuCATm1:Cul:2 Ka Kacond Kdcond
1¢" site 1,5 10° 5,2 10’ 1,92 108
2" sjte 1,3 10° 4,4 107 2,29 108
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Ceci peut certainement s’expliquer par le fait que lors de la détermination des coefficients,

lorsque que le peptide et le cuivre(ll) sont mélangés a un ratio donné (1:1 ou 1:2), 100% du

complexe correspondant n’est pas formé car il existe vraisemblablement un mélange. Les

coefficients sont donc entachés d’une erreur.

Bien que des valeurs identiques a celles obtenues par spectrométrie de masse n’aient pas pu

étre obtenues pour CuCATm1, les titrages par fluorescence ont tout de méme permis de

comparer les différents complexes mesurés dans les mémes conditions.

Ainsi, il semblerait que :

I'affinité du premier site de complexation du peptide CuCATml1l.1 a été
considérablement amélioré. Ce site est 100 fois plus afin pour le cuivre(ll) (Kd1= 3.59
10'%) que le premier site de complexation du peptide CuCATm1. Quant a I'affinité du
second site, elle semble avoir été trés peu impactée, car nous restons dans le méme
ordre de grandeur (Kd, =3.94 10°8).

Dans le cas du complexe CuCATm1.2:Cu?, il semble que nous ayons amélioré la
constante d’association du premier site d’'un facteur 10, mais légeérement réduit la
constante du second site.

Dans le cas du complexe CuCATm1.3:Cu?*, I'affinité du premier site de complexation
reste du méme ordre de grandeur que le premier site de CuCATm1. Néanmoins,
I’affinité du second site est trés fortement diminuée. Le Kd, de 1.52 107 est 100 fois
plus grande que le Kd, de CuCATm1.

Dans le cas du complexe CuCATm1.4:Cu®, il est observé une augmentation

significative du 1°" site de complexation mais également du 2" site de complexation.
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Figure 85. Stabilité des sites de coordination du cuivre pour les peptides de seconde génération. Les log(KaCond) sont
rapportés pour chacun des sites d’'un méme peptide et comparés a la valeur du complexe parent (CuCATm1:Cu?* 1:2) (droites
en pointillés). ). Les points bleus représentent les log(Kacong) des complexes formés dans le premier site et les points orange
ceux des complexes formés dans le second site. Des points bleus au-dessus de la ligne bleue signifie que la stabilité du complexe
du premier site a été améliorée par rapport a celle du complexe du premier site de CuCATm1. Des points orange sous la ligne
orange signifie en revanche que la stabilité du complexe du second site a été diminuée par rapport a celle du second site de

CuCATm1.

3) Conclusion et perspectives

Pour conclure, il apparait clairement que la duplication de la séquence PHYKH ne permet pas
d’obtenir deux sites de coordination de forte affinité pour le cuivre. Cette duplication de la
séquence a, tout de méme, permis d’améliorer significativement la stabilité du complexe
formé dans le premier site sans toutefois déstabiliser celle du second. Cependant, plus le
nombre de résidus glycine entrant dans les séquences chélatantes PHYKH augmente, plus le
complexe formé dans le second site de coordination est déstabilisé. Ceci laisse penser que la
séquence PHYKH n’est pas suffisante a elle seule pour coordonner les deux cuivres. En effet,

si PHYKH était la séquence chélatante, pour CuCATm1.3 qui présente deux fois cette séquence
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séparée par 2 glycines (AcPHYKHGGPHYKH-NH;) et donc potentiellement deux complexes
bien séparés, des valeurs similaires pour les deux sites auraient di étre obtenues.

Au regard des parametres catalytiques mesurés, le peptide CuCATm1.1 dont le premier site
de coordination a une affinité pour le cuivre 100 fois supérieure a celle de CuCATm1, est un
bon candidat pour des investigations plus approfondies. En effet, le mélange CuCATm1.1:Cu?*
1:2 présente un TON plus élevé et un TOF deux fois supérieur a celui du mélange
CuCATm1:Cu?* 1:2. Lactivité du mélange CuCATm1.1:Cu®* 1:2 sera donc mesurée en

conditions biologiques sur le modele cellulaire HeLa-Hyper.

Il est important de rappeler que ces expériences de titrage ont semblé montrer que les
peptides de seconde génération ont tendance a former dans un premier temps des complexes
Peptide:Cu®* 2:1 puis a évoluer vers des espéces Peptide:Cu?* 1:1 puis 1:2 plus stables
thermodynamiquement. |l serait donc intéressant de réaliser ces titrages par spectrométrie
de masse afin de confirmer ces observations et de mieux appréhender la cinétique de ces

évolutions.

Il apparait ici que la conception rationnelle de complexes plus efficaces et plus stables est
extrémement difficile. Pour le développement de nouvelles générations de complexes, il
serait donc plus efficace et pertinent d’adopter a nouveau I'approche combinatoire présentée
au chapitre précédent pour générer une nouvelle librairie.

Les informations obtenues sur I'affinité et 'activité de type CAT des différents complexes
synthétisés au cours de nos travaux nous permettent de mener une réflexion sur la conception
d’une nouvelle librairie. Cette conception s’appuie sur les conclusions suivantes :

1. I'étude statistique effectuée sur notre premiére bibliotheque
nous informe de I'importance de conserver I'histidine en position X, et la tyrosine en
position Xs.

2. I'analyse par RPE du complexe CuCATm1 (P1H2Y3KsHsRsL7Hs):Cu?* nous informe que le
complexe adopte une sphéere de coordination de type imidazoyle N4. De plus la
séquence H(ZZH)n est identifiée comme une séquence fournissant aux peptides une
trés bonne constante d’affinité pour le cuivre(ll). Il est donc logique de trouver de

maniere consensuelle une histidine en position 5.
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3. Il'analyse des résultats obtenus pour les peptides de seconde génération (CUCATmM1.(x):

P1H,Y3KsH5X6P7HsYoK10H11) permettent d’en déduire les conclusions suivantes :

la fluorescence de la tyrosine étant fortement impactée lors de I'ajout des
deux premiers équivalents de cuivre(ll), il est trés probable que le phénol (ou
la forme phénolate) intervienne dans la complexation des deux cuivres, peut-
étre en jouant le role de pont comme c’est le cas dans des complexes de
cuivre(ll) décrits dans la littérature.24>246

les peptides CUCATm1.(x) possedent normalement une répétition du premier
site de complexation du cuivre de CuCATm1. Par conséquent, si on fait
I’hypothése de deux sites séparés, on aurait pu avoir des constantes
d’affinités pour le cuivre(ll) identiques, avec une stoechiométrie différente.
Mais ces constantes sont différentes. Il est donc fort probable que les acides
aminés immédiatement aprés I'histidine 5 participent a la complexation du
premier cuivre et que la séquence P1H,Y3KsHs ne soit pas suffisante.

Le peptide CuCATmM1.1 : P1H,Y3K4HsPeH7YsKoH10 est celui avec le Kdi le plus
bas. Or celui-ci présente le motif HXXHXH, identifié comme une séquence
fournissant aux peptides une trés bonne constante d’affinité pour le cuivre.
On peut donc émettre I’hypothése que I'histidine en position 7 est également

impliquée dans la complexation du premier cuivre.

Compte tenu de ces conclusions, il semble important de garder le motif P1H,Y3K4HsPsH7 et de

I’étendre pour coordonner avec une plus grande affinité le second cuivre. |l serait également

intéressant d’évaluer I'intérét de garder les prolines en position 1 et 6 et la lysine en position

4. En effet, nous avons vu que l'intérét principal de celle-ci était probablement d’augmenter

la solubilité du peptide. Khelydja

Une proposition de future librairie est donc donnée dans le Tableau 25:

Tableau 25.Proposition de séquence pour la seconde librairie

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CuCATm1 P H Y K H R L H
CuCATm1.1
bibliotheque X X X H X
P,K, G, A K, G, A R,P,G G,HY
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X : positions ou de la diversité serait introduite
En bleu figure la séquence de CuCATm1, en jaune celle de CUCATm1.1 et en vert les acides aminés communs
aux deux séquences et qui sont conservés.

En position 1, 4 et 6 seraient investigués I'importance des prolines et de la lysine. Les acides
aminés des séquences originales ainsi que des acides aminés non coordonnants seraient
introduits. En position 9, il serait testé l'introduction d’une glycine ou d’'un acide aminé
coordonnant qui pourrait participer a la coordination du second cuivre et ainsi augmenter la

constante d’affinité.
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Chapitre 4 : Conclusions

I. Conclusion

Par la stratégie combinatoire dite « one bead-one coumpound » ou OBOC nous avons pu
synthétiser sur support solide une bibliotheque de 125 peptides. La synthese réalisée selon
une stratégie « split and pool » a permis d’introduire une grande diversité au sein de la
bibliotheque de ligands et conduire a tester un grand nombre de complexes a base de
cuivre(ll), de manganese(ll) ou de fer(lll). Ainsi, 375 metallopeptides ont été potentiellement
formés, et testés pour leur activité catalase par un test colorimétrique sur gel. Les complexes
les plus efficaces pour la dismutation de H,0; et les plus stables ont été sélectionnés. Ces
complexes ont ensuite été identifiés par spectrométrie de masse. Une seconde sélection
fonctionnelle a été réalisée avec un test d’activité en spectroscophotométrie UV-vis : I'analyse
guantitative de I'activité catalase des complexes s’appuyant sur la variation de I'absorbance a
240 nm liée a la quantité H,0, dans le milieu. Cette deuxieme sélection a ainsi mis en évidence
plusieurs complexes ayant une activité significative. Un « hit », CUCATm1, a été synthétisé sur
une plus grande échelle et purifié. Nous avons montré qu’il était possible de former des
complexes avec un ou deux cations métalliques par ligand peptidique. Différents ratios
CuCATm1:Cu?* ont été investigués et les complexes correspondants caractérisés en détail par
différentes méthodes analytiques (résonance paramagnétique électronique (RPE), dichroisme
circulaire (DC), électrochimie...). Les constantes d’affinité ont été estimées par calorimétrie
(Isothermal titration calorimetry, ITC), par une expérience de compétition par
spectrophotométrie UV-visible ou par spectrométrie de masse. L’'activité catalytique du
complexe a été évaluée en utilisant une électrode de Clark qui permet de mesurer le
dégagement de O, lors de la réaction de dismutation d’H,0,. Le mélange CuCATm1:Cu?* 1:2
est celui qui a conduit aux meilleurs résultats, ce qui était cohérent avec I'intervention de deux
électrons (un par cation métallique) pour catalyser la dismutation du peroxyde d’hydrogeéne.
Ce méme complexe CuCATm1:Cu?* a démontré une capacité a réduire de 30 % la
concentration basale d’H,0, dans les cellules Hela. Cette approche combinatoire, couplée a
un test de sélection par I'activité et la stabilité, a donc conduit a la découverte un premier

complexe peptique de cuivre (CATm1)Cuz, mimant I'activité catalytique de la CAT et actif sur

160



un modele cellulaire. Ce complexe s’inscrit donc dans la famille émergente des médicaments
catalytiques. Nous allons par la suite étudier ce complexe sur un modele de I'inflammation
médié par le stress oxydant dont nous disposons au laboratoire. Enfin, cette stratégie peut
étre appliquée a la découverte d’une large gamme de catalyseurs peptidiques pour d’autres

activités dés lors qu'un criblage basé sur I'activité peut étre mis en ceuvre.

Pour améliorer la stabilité et I'activité catalase, d’autres complexes ont été congus. Dans un
premier temps, nous avons synthétisé le peptide CuUCATm1-coudé basé sur la duplication en
palindrome de la totalité de la séquence peptidigue de CuCATm1 afin de favoriser la
coopérativité des deux fragments pour une meilleure complexation du cuivre. Les deux
fragments peptidiques ont été séparés par une séquence Pro-Gly afin d’insérer un coude- et
de permette au peptide de se replier sur lui-méme pour diminuer le co(t entropique en le
pré-organisant. Non seulement le peptide CuUCATm1.c s’est avéré étre capable de lier jusqu’a
quatre cuivres mais en plus il n’a pas permis d’accroitre I'activité du complexe initial : on a
simplement dupliqué la séquence sans effet coopératif. Cette approche étant peu concluante,
nous avons synthétisé quatre peptides dits de seconde génération basés sur la répétition du
fragment PHYKH de CuCATm1, la séquence potentiellement impliquée dans la complexation
du premier cuivre. Les deux fragments peptidiques ont été séparés ou non par un espaceur
Pro-Gly ou Gly-Gly afin d’introduire une diversité dans leur structure secondaire et d’évaluer
I'effet de la conformation sur I'activité. Les résultats nous indiquent que la duplication de la
séquence PHYKH ne permet pas d’obtenir un complexe plus efficace pour la catalyse de
dismutation de H,0, que le complexe CuCAT1 :Cu?*. Néanmoins, cette stratégie a permis
d’identifier un peptide CuUCATm1.1 avec une affinité significativement plus importante pour le
premier cuivre sans déstabiliser celui du second. Le complexe correspondant sera donc
caractérisé de maniere plus approfondie et son activité sera mesurée en condition biologique
dans les cellules HelLa-Hyper.

La conception rationnelle de complexes plus efficaces que CuCATm1 s’étant avérée difficile,
une nouvelle génération de complexes sera développée en adoptant a nouveau une approche

combinatoire et en utilisant toutes les informations obtenues lors de ces études.
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PARTIE EXPERIMENTALE
I. Chemicals

All chemicals and solvents were of synthesis grade and were used as received without
further purification. Common solvents for solid support synthesis and L-amino acids

were obtained from either Sigma Aldrich, Novabiochem or Iris biotech GMBH.

Il. Instruments

- MALDI-TOF mass spectra were recorded on a Voyager DE-Pro MALDI-TOF mass
spectrometer (Applied Biosystems) in positive mode using as matrix a solution
of a- Cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA) at 10 mg/mL in
CH3CN:H20:CF3COOH  (50:50:0.2) containing 0.1% TFA. Calibration was
performed using external standards (Proteomix 4, LaserBio Labs Sofia-Antipolis,
France).

- Electrospray ionization mass spectrometry was performed on a Bruker
MicrOTOF Il with the following parameters: capillary voltage = 4200 V, Nebulizer
= 2.0 Bar, Dry gas flow = 4.0 L/min, Dry Temp = 200 °C, Capillary exit voltage e=
100 V.

- Analytical HPLC was performed on an Agilent Technologies 1200 Series equipped
with a multiple wavelength absorbance detector, using a Proto 200 C18 3 um
Higgins Analytical Inc. 100 x 4.6 mm column.

- Preparative HPLC was performed on a Waters 600 HPLC Pump equipped with a
Waters 2487 dual wavelength absorbance detector, using a Column VP 260/16
C18 Hter 5 um

- CATm1 peptide was synthesized on an Advanced ChemTech automated
synthesizer at the IBPS SU, FR3631 peptide synthesis core facility and purified
by HPLC as described.

- UV-vis spectrometry was performed on a Cary 300 bio in a double beam mode
with the buffer in the reference cell at 25°C

- Electron Paramagnetic Resonance (EPR) data were recorded using an Elexsys
E500 Bruker spectrometer, operating at a microwave frequency of

approximately 9.44 GHz. Spectra were recorded using a microwave power of 20

162



mW across a sweep width of 250 mT (centered at 310 mT) with modulation
amplitude of 0.5 mT. Experiments were carried out at 110 K using a liquid
nitrogen cryostat. This machine is the EPR machine from Laboratoire de chimie
et pharmacologique et toxicologique, Paris 5, after application to the national
network Renard.

- Circular dichroism (CD) spectra (215-300 nm) were collected on a J-810

spectropolarimeter (Jasco, Tokyo, Japan).

- Cyclic Voltammetry measurement were performed using a MetrOhm
potentiostat (AUTOLAB model). All measurements were carried out in the
indicated buffer. Glassy carbon (GC), a platinum plate and SCE KCl saturated
were used as working electrode, counter and reference electrode, respectively;
all potential values are reported versus the SCE reference electrode. Dissolved
dioxygen was removed by bubbling the solution with nitrogen gas. Between
each measurement the working electrode was washed with distilled water and
manually polished using sand paper.

- Isothermal titration calorimetry (ITC) experiments were performed on a TA
Instrument (New Castle, DE) NanolTC calorimeter and analyzed using the
provided software.

- Clark-type electrode: the ability of the complex to catalyze H,O, was measured
by polarimetry. An O-sensitive Clark-type electrode OD InLab 605-ISM
purchased from Mettler Toledo was used. Prior to measurements, the electrode

was calibrated in ambient air then in a provided 0% dissolved oxygen solution.

lll. Procedures and data analysis

1) Peptide library synthesis on solid support
Linkers coupling and first amino acid grafting. The peptides library was synthesized
manually on solid support by using standard Fmoc chemistry on 1 gram of Tentagel
macrobeads (loading: 0.24 mmol/g, 280-300 um). First, orthogonal linkers (6 equiv.)

coupling was performed with a solution of HMBA and 3-N-Fmoc-amino-3-(2-
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nitrophenyl)propionic acid (Fmoc - ANP) linkers (10:1) with HOBT and DIC (1 equiv.) in
DMF for 1h. Standard deprotection conditions of Fmoc group were employed (20%
piperidine in DMF for 1 min then 10 min at room temperature) followed by washings
with NMP. Then the first amino acid was introduced by treatment with the symmetrical
anhydride of RAla (6 equiv.) in the presence of 4- dimethylaminopyridine (0.1 equiv.) in
DMEF for 1h.

Amino acid coupling reactions (without capping). The coupling reactions were
performed in NMP (3 mL) with HOBT (3 equiv.) and HBTU (3 equiv.) as coupling agents
and in basic conditions (diisopropylethylamine, DIEA, 6 equiv.). The resin was shaken
for 45 to 60 min at room temperature. After each reaction, solvents and soluble
reagents were removed under vacuum and the resin was washed 5 times with NMP.
Completion of the reaction was monitored by the Kaiser test, which indicates the
presence of free amine by a blue coloration of the bead. The amino acid coupling was
repeated as many times as necessary until a negative Kaiser test was obtained. Then,
standard deprotection conditions of Fmoc group were employed (20% piperidine in
DMF for 1 min then 10 min at room temperature) followed by washings with NMP (5 x
3 mL).

Amino acid coupling reactions (with capping). By using Bibilo software, the positions
in the library that required capping were identified, then manual calculation of
truncated peptide molar mass allowed for the determination of which commercially
available capping reagent combination was required to obtain a non-degenerate mass
ladder. The 12t coupling required simultaneous capping since it is a mass encoding
step. Coupling then involved treatment with a mixture of the desired amino acid and
mass cap (85:15, 10 equiv.), N,N diisopropylcarbodiimide (DIC), and N-
hydroxybenotriazole (HOBt) in 10:10 ratio in DMF for 1 hour. The mass caps were: BocD
for E, BocW for H, BocF for Y, BocL for R and BocA for G.

Split and pool strategy. The ninth, twelfth and the thirteenth coupling were performed
after splitting the resin. The resin was split into 5 approximately equal portions. Then,
each batch reacted with a different amino acid using standard coupling conditions.
After the reaction, all five batches were pooled together and the next coupling was

performed.
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A final acetylation was performed on the last amino acid (Proline) by a solution of acetic
anhydride in dichloromethane (DCM) (3 mL, 10/90 v:v) for 1 h at room temperature.
Solvents and soluble reagents were removed by filtration. The resin was washed with
DCM (5 x 3 mL) then by methanol (3 x 3 mL). The resin was dried under vacuum for 1h.
Finally, deprotection of the lateral chains was carried out in acidic conditions with
TFA/H,0/Trisopropylsilane (95%/2.5%/2.5%) for 2 h at room temperature. The resin
was then washed sequentially by TFA, DCM and HEPES buffer (Figure S1).

2) Complexes formation

Beads (ca. 50 mg) were inserted in PP syringe with a frit and were washed with HEPES (50

mM, pH 7.5) solution (3 x 1 mL). The beads were incubated for 2h at 60°C with 2 mL of

a Cu(OAc),, FeCl3.6H,0 or MnClz solution (respectively at 10, 25 and 25 mM) in HEPES
(50 mM, pH 7.5). After incubation, the solution was removed by filtration and the beads
were washed with HEPES (50 mM, pH 7.5, 1 x 1 mL), a EDTA solution (25 mM between 1
and 2.5 min, 1 x 1 mL) then again with HEPES (50 mM, pH 7.5, 3 x 1 mL) to increase the

selectivity pressure.

3) Combinatorial screening and selection
The beads (approximatively 50-100) were introduced in a small beaker and molten
agarose (10 mL, 2% in HEPES 50 mM, pH 7.5) was added. The solution was poured into
a Petri dish, so that the beads were as evenly distributed in the dish as possible. The
solution was kept at room temperature for 10 minutes to allow the formation of a gel.
The agarose gel was then placed under a UV lamp (electronic dual light transilluminator)
at 254 nm during 10-15 min to cleave the photocleavable linker. The gel was then
incubated with a H,0; solution (10 mL, 0.015%, 10 min) then rinsed extensively with
H,0 milliQ. The water was poured off. A 2% FeCl; solution (0.6 mg in 30 mL H,0 milliQ)
and a 2% potassium ferricyanide solution (0.6 mg in 30 mL H,0 milliQ) were poured
together directly on top of the gel. The solution became blue and the gel was incubated
for 3 minutes then extensively washed by H,O milliQ. Beads with white halos were cut
from the agarose gel with a tip of a 1 mL pipette and transferred to a 1.5 mL Eppendorf
tube. The residual agarose surrounding the selected bead was melted away in distilled

H,0 (1 mL) at 110°C. The selected bead was subsequently washed with EDTA (0.5 M;
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pH 7.0), then extensively with H,O for the metal decoordination. Peptides were cleaved

from the bead by treatment with NH4OH (28%, 50 uL) overnight at room temperature.

After cleavage, the solution was freeze-dried, and the peptide residue resuspended in an

H20 milliQ (100 L) as a library stock solution.

4) Peptide sequence determination by MALDI-TOF mass spectrometry

1 pL of peptide stock solutions was mixed with 1 uL of matrix solution and 1 pL of the

mixture solution was placed on the MALDI plate and allowed to crystallize. Peptides

sequencing was carried out with the Software developed by C. Griesinger et

al.1*(Example Figure S86 ).
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Figure S86 Mass spectrum of a cleaved bead and attribution of the peaks of the peptide CulCATm1. Beads have two

characteristic mass peaks: one corresponding to the mass of the full peptide and one corresponding to the capped peptide.

5) Quantitative analysis of catalase activity measured by UV-vis spectroscopy.
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Samples preparation:Metal stock solutions (5 mM) were prepared from metal solids
(FeCls.6H,0; MnCly; Cu(CH3COO);) dissolved in HEPES solution (50 mM, pH 7.5). Catalase stock
solution was prepared from crystals of beef liver catalase (3.3 mg) dissolved in phosphate

buffer (916 uL, 50 mM, pH 7.0). The solution was then diluted 50 times.

The peptide solutions obtained previously after cleavage of the beads were freeze-dried and
the peptides were diluted into aqueous solutions containing the desired metal cation salt (10
uL, 5 mM of the metal). This led to solutions with peptides concentrations of ca 0.5 mM and

10 equivalents of the metals. The resulting solutions were heated at 55°C for 90 minutes.

Catalase activity measurement: A UV-Vis spectrophotometer (CARY 300 Bio) was used with a
temperature controlled at 25°C with a sand baths with thermostatic temperature control.
Complexes samples (800 L), prepared from the stock solutions of complexes diluted down to
4 uM in PBS buffer (0.5 M, pH 7.0) were introduced into a quartz cuvette (1 cm path length,
1.5 ml). AH202 solution (1 pL, 30% solution, v:v) was added, the solution was manually mixed
by shaking the cuvette during 3-5 seconds. The absorbance at 240 nm was followed for 10
minutes. The reaction followed a first order kinetics during the 2 first minutes. The same

procedure was applied for the controls: the catalase sample and the metal cation samples.

The dismutation of H,0, by CAT mimic follows a kinetics of order 1 so the slope of the curve
Az = f (t) allows accessing the rate constant of the reaction. With kapp in min'* and k in min!

ML,

v =k [complex]

kapp = k * [complex]

6) Peptide synthesis on large scale
Peptides synthesis was conducted by SPPS using Fmoc-Rink Amide MBHA (resin with a
loading capacity of 0.69 mmol/g). Solid-phase peptide synthesis was performed
manually with standard Fmoc-protected amino acids and HOBt/HBTU coupling
reagents. The coupling reactions were performed in 4 mL of NMP solution of amino acid
(3 equiv/ equiv resin) with hydroxybenzotriazole (HOBt) (3 equiv/equiv resin), (2-
(1Hbenzatriazole-1-yl)-1,1,3,3- tetramethyluronium hexafluorophosphate (HBTU) (3

equiv/equiv resin) and diisopropylethylamine (6 equiv/equiv resin). After each coupling,
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the standard peptide Fmoc- deprotection procedures were performed in piperidine
(20% piperidine in DMF for 1 min then 10 minutes at room temperature). Final
acetylation was performed with a solution of acetic anhydride in dichloromethane DCM
(3 mL, 10/90, v:v) for 1 h at room temperature. Solvents and soluble reagents were
removed by filtration. The resin was successively washed with DCM (5 x 3 mL) then
methanol (3 x 3mL) and dried under vacuum for 1h. Simultaneous lateral chains
deprotection and bead cleavage were performed wusing a solution of
TFA/H,0/Trisopropylsilane (95%/2.5%/2.5%; 3 mL) for 2h at room temperature. The
samples became red/orange. The solution was collected by filtration in a 50 mL round
bottom flask and beads were washed 3 times with pure TFA (3 x 3 mL). The TFA
solutions were combined and TFA was removed under reduced pressure. The crude solid
was precipitated in cold diethyl ether directly in the round bottom flask. The solid and
the solution were transferred into a 50 mL tube and centrifuged and then the solution
was discarded. The solid was washed two more times with Et;0. The peptide was
dissolved in 20 mL of deionized H,O and freeze-dried. The peptide was purified by
reverse phase HPLC on a VP260/16 semipreparative column with a linear gradient from
5to 30% acetonitrile in water both containing 0.1% TFA over 30 min. High purity (> 95%)
was confirmed by analytical HPLC (PROTO200 C18 column from 5% to 100% acetonitrile
in water and 0.1% TFA over 10 min) and the expected mass was found by MALDI- TOF

mass spectrometry. The list of the synthesized peptides is provided in

7) Peptide stock solution preparation

Stock solutions of the peptides were prepared by dissolving peptide powders in milliQ water.

Stock solutions concentrations were then determined by measuring the UV-vis spectrum of a

diluted solution (1 pl in 449 ul of milliQ water) and using the extinction coefficient at 276 nm of

the tyrosine Tyr considered as free tyrosin (€276 = 1280 cm™ M) or at 205 nm (g205) for the peptide

without tyrosine (
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Table 26. Peptides masse and HPLC characterization and epsilon at 276 and 205 nm

[M+H] HPLC €27 €205mL20
Name Sequence
+ * 6 9
CuCATm1 Ac-PHYKHRLH-NH, 1128.4 3'84” 1280 42490
MnCATm1 Ac-PYYKHRLH-NH, 1154.35 432" 2560 43370
MnCATm2 Ac-PGGKHELH-NH, 915.5 3'65” 0 29860
FeCATm1 Ac-PRRKHRLH-NH, 1140.6 364" 0 33910
FeCATm2 Ac-PRGKHHLH-NH, 1022.6 3'59” 0 36410
Ac-
CuCATm1-c HLRHKYHPGHYKHRH 2157.456 404" 2560 84930
-NH,
CuCATm1.
Ac-PHYAHRLH-NH, 1071.191 407" 1280 42490
a
CuCATm1. Ac-PHYKHPHYKH-
1384.7 374" 2560 57980
1 NH,
CuCATm1. Ac-PHYKHGPHYKH-
14415 373" 2560 60760
2 NH,
CuCATm1. Ac-PHYKHGGPHYKH-
1498.2 372" 2560 63540
3 NH,
CuCATm1. Ac-PHYKHGGHYKH-
1401.5 364" 2560 60760
4 NH,

gincmt M1

*Retention time in HPLC: 5% - 95% ACN-TFA (99.9/0.1) in H20-TFA (99.9/0.1) during 10 min

8) Electron Paramagnetic Resonance spectroscopy (EPR)
EPR experiments were carried out at 110 K using liquid nitrogen cryostat. EPR samples (200
uL) were prepared from stock solution of peptides diluted down to 0.2 mM in MOPS buffer
(0.5M, pH7.5). Cu?* was added from 50 mM stock solution of CuSO4 in water to form the
complexes. Samples were frozen in an ethanol/liquid nitrogen solution in quartz tube after

addition of 10% glycerol as a cryoprotectant and stored in liquid nitrogen until used.
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9) Titration by circular dichroism (CD)
Spectra of solutions of CUCATm1, CuCATm1.a (400 uM) or CuCATm1-c (200 uM) in MOPS
buffer (50 mM, pH 7.5) were recorded before and after successive additions of CuSOa. A
1 mm cell was used and the spectra were recorded with a Peltier temperature controller
set at 298 K under constant nitrogen flush. The wavelength range was set from 300 nm
to 215 nm. The scan rate, the sensitivity, and bandwidth were respectively 200 nm.min

1,0.125s, and 1 nm. Each spectrum was an average of three scans.

10) Cyclic voltammetry experiments
All measurements were carried out in a buffer (MOPS or TRIS at pH 7.5 or 7). Glassy
carbon (GC), a platinum plate and SCE KCl saturated were used as the working electrode,
counter and reference electrode, respectively. All potential values are reported versus
the SCE reference electrode. Dissolved dioxygen was removed by bubbling the solution
with dinitrogen gas. Between each measurement the working electrode was washed

with distilled water and polished with sand paper.

11) Competition assay with Baba ligand

A UV-vis spectrophotometer (CARY 300 Bio) possessing a “scanning kinetic module” was used

with a temperature controlled at 25°C. Baba (acide 3,4-bis(oxamato)benzoique) solution (50

UM) was prepared in HEPES buffer (0.1 M, pH 7.5) into a quartz cuvette (1 cm path length),

then acetate copper solution in water (45 uM) was added. The absorbance was recorded at

330 nm and successive additions of peptide were performed. After each peptide addition, the

absorbance at 330 nm was monitored and, once the thermodynamic equilibrium was reached,

the absorbance at 330 nm was reported.

The resulting curve has been obtained using the equation given in the manuscript ( “Essai par

compétition avec le ligand BABA” p.88) were the association constant is parameter wich is

automatically adjusted by KaleidaGraph software

12) Isothermal titration calorimetry (ITC)

Titration at pH 7: Titrations were performed by injecting 10 pL aliquots of 5 mM CuSQOg4
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into the calorimeter cell containing the peptide solution (0.5 mM) diluted in MOPS
buffer (50 mM; pH 7), with 10 min between two injections. The experiments were
performed at 25°C. Data were analyzed using the program NanoAnalyze provided by

TA Instruments.

13) Titration by MALDI ionization mass spectrometry
CuCATm1:Cu2+ complexes formation was investigated using MALDI-TOF mass spectrometry.
1 pL of 10 uM mixtures of CUCATm1:Cu2+ at different ratios (1:1 or 1:2 or 1:10) were mixed
with 1 pL of HCA matrix (10 mg/mL) solution in a mixture H20/MeCN 1:1 v:v . 1 pL of the
resulting solutions were deposited on a MALDI plate and allowed to crystallize at room

temperature and analyzed by MALDI-TOF mass spectrometry.

14) Titration by electrospray ionization mass spectrometry
1 mM Cu(OAc),2H,0 was titrated into 20 uM CuCATm1 peptide solution in a 10 mM
ammonium formate solution at pH 7.5. After each addition of Cu(ll), the sample was measured
using electrospray ionization mass spectrometry. The abundance of apo CuCATm1, CuCATm1-
Cus1, and CuCATm1-Cuz were normalized from each step in the ESI-MS titration. The amount
of Cu(ll) bound was calculated from the mass spectra to generate the speciation as a function
of Cu(ll) added. This speciation was simulated using Hyperquad Simulation and Speciation
(HySS). The same concentrations of peptide and Cu(ll) as the experimental data were used in
the HySS simulation. 2.0 mol. eq. of Cu(ll) were added in the simulated titration. HySS uses
cumulative (B) binding constants and the simulated cumulative constant for the first (1) and
second (B2) Cu(ll) binding to the peptide were adjusted until the simulation fit the
experimental data. From these cumulative binding constants, the stepwise binding constants

for the first (logKi) and second (logK3) Cu(ll) bound to the peptide were found to be 8.95 and
8.34, respectively.

15) Catalase activity assay using X-triton

Complexes solutions (100-pL-1mM) were added in test tubes (10 mm diameter, 100 mm

height). Subsequently, 100 pL of 1% Triton X-100 and 100 uL of hydrogen peroxide solution
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(30% in water) were added to the solutions, mixed thoroughly and were then incubated at

room temperature for 15 minutes

16) Catalase activity assay using Hadwan et Abed method by UV-vis

spectrometry
Complexes solutions (peptide:metal 1:1 or 1:2) at 5 mM ([peptide]) were prepared in water
into low binding Eppendorfs. A solution of hydrogen peroxide was added to reach a final
concentration of 20 mM. 110 ulL of the resulting solution was taken every 10 min for 90 min
and immediately added to a solution of ammonium molybdate in water (400 ul, 32.4 mM) in
a quartz micro UV cuvette (1 cm path length, 0.5 mL). The absorbance at 339 nm was
measured at 25°C using a UV-vis spectrometer. The experiments were repeated for control
samples, namely: nothing, peptide solutions (5 mM) and Cu(OAc); solutions (5 mM and 10

mM).

17) Catalase activity assay using a Clark-type electrode
The experiments were carried out in MOPS buffer (0.1 M, pH 7.5) in a micro cell sealed
with a rubber septum to avoid the introduction of O, from the air. The dissolved
dioxygen was removed by bubbling the solution with dinitrogen gas. Hydrogen peroxide
solution (15%, 1 ul) was added. The dioxygen from the spontaneous dismutation of
hydrogen peroxide was removed by bubbling the solution with dinitrogen gas. Finally,
the sample was injected through the septum to the stirred H,0; solution. Reaction rates
were determined by measurement of the O; evolved over time as described in
reference 381 The initial rates vo were measured from the initial slope of dioxygen
formation at several complex concentrations (50, 100, 150, 200 and 250 uM). Then kobs
corresponds to the slope of the linear fit of vo = f[catalyst] (Figure 54). The apparent
second-order rate constant in M1s? (kcat) were determined from kobs since [H202] = 2

[02]; keat = 2 kobs / [H20:2]o.

Complementary kinetics parameters were determined at 50 uM of the catalysts in 5 mM
H,0; solution in MOPS (50 mM) at pH 7.5. The maximal yield of O, production (in %) was
calculated from the measured [O2]max obs Values using the following equation:

Yield Oz (%) = (Z[Oz]max obs/[HzOz]o)* 100.
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The TON was calculated as maximal number of O, moles produced per mole of a
catalyst, TON = [O2]max obs / [Catalyst]o.
The TOF values in st which represents the ratios of initial rates per concentrations

of catalysts were calculated as followed: TOF = vo/[Catalyst]o.

18) Experiments on HelLa HyPer cells

Cell culture. Stable cell line HeLa HyPerl was prepared using the Hela Flp-In cell line,
which was kindly provided by Stephen Taylor270 and cultured at 37°C under a 5% CO;
atmosphere. HyPer1 expression in this stable cell line was controlled by doxycycline,
added 24 h after seeding. The cells were cultured for an additional 24 h before being
processed for analysis.
Pharmacological treatments.
e Cells were incubated with or without antioxidant during 1 hr at 37°C under a 5%
CO; atmosphere. (first experience in HeLa-Hyper Cell)
e Cells were incubated with or without antioxidant during 40 min at 37°C under a
5% CO; atmosphere then the cell medium was substituted with a new medium

without compound (second experience in HeLa-Hyper Cell)

Imaging. Imaging was performed with a CSU-W1 Yokogawa spinning disk coupled to a Zeiss

Axio Observer Z1 inverted microscope equipped with a sCMOS Hamamatsu camera and
a 63x objective (63x/1.4 oil WD: 0.17 mm) oil objective. DPSS 100 mW 405 nm and 150
mW 491 nm lasers and a 525/50 bandpass emission filter were used. H202 levels
quantification and statistical analysis. Images were processed with the Fiji software, to
obtain the HyPer1 ratio of the emission at 530 nm (491/530)/ (405/530). HyPer ratio
was then measured for several cells, and normalized to the ratio value of the control
condition. Data were analyzed using GraphPad Prism 8 and expressed as the mean +
standard error of the mean (SEM). Statistical significance was calculated using an

ordinary one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison test.
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19) Modeling of the conformation of the CuCATm1l-c peptide by

molecular dynamics
Initial coordinates for the peptide were obtained from the I-TASSER server.?’! They were put
through a simulated annealing protocol to explore their behaviour. To do so, a water box of
250 A”3 was designed with the peptide in its center. Charmm NVT simulations were then
performed using charmm-gui to prepare the input files?’2?73 which were modified to allow for
the changes in temperature. The initial heating of the system was done over 2 ns, from 300K
to 600K, held at 600K for 2 ns and cooled back down to 300K over 8 ns. A subsequent 5 ns at

300k were performed

20) Titration by fluorescence
Emission spectra were recorded after excitation at 275 nm at 298 K. The spectra were
recorded from 280 nm to 400 nm with a 1 nm data interval and at a scan speed of 200 nm/min.
The excitation and emission slits were both set at 5 nm. Quartz micro cuvette (0.5 mL) were

used.

Peptide titration with Cu(OAc).: Spectra of peptide solutions (10 uM or 20 uM) in MOPS
buffer (50 mM, pH 7.5 or pH 7) were recorded before and after successive additions of
Cu(OAc)z. The solution was gently mixed and fluorescence recorded. Each spectrum was an
average of two spectra and the emission value at 303 nm was reported to generate the
titration curves. To ensure that the systems were at the thermodynamic equilibrium, the
fluorescence at 303 nm was monitored and Cu(OAc); was added only when a stable intensity

was obtained.
With Glycine competitor for CUCATmM1.2: When glycine was used, glycine was added to the
buffer to reach the expected concentration (0.4 mM ; 2 mM ; 4 mM ou 8 mM) prior to record

the first emission spectrum.

The resulting curve has been obtained using the Matlab program providing by Thordarson?4?

and from 1:1 or 1:2 or 2:1 complexes
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21) Exctinction coefficients determination
The CuCATm1:Cu?* mixtures at the ratios 1:1, 1:2, 2:1, 1:3, 1:4, the peptide CuCATm1 and
Cu(OAc)2 were prepared in MOPS buffer (50 mM, pH 7.5 ) at 1 mM then successively diluted
to prepare solution at 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62.5 uM, 31.25 uM, 15.6 uM and 7.8 uM.
After each dilution, the solution was gently mixed and the absorbance was measured at 280

nm.

22) Fluorescence coefficients detemination

Emission spectra were recorded after excitation at 275 nm at 298 K. The spectra were
recorded from 280 nm to 400 nm with a 1 nm data interval and at a scan speed of 200 nm/min.
The excitation and emission slits were both set at 5 nm. Quartz micro cuvette (0.5 mL) were
used.

The CuCATm1:Cu?* mixtures at the ratios 1:1, 1:2, 2:1, 1:3, 1:4, the peptide CuCATm1 and
Cu(OAc), were prepared in MOPS buffer (50 mM, pH 7.5 ) at 1 mM then successively diluted
to prepare solution at 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62.5 uM, 31.25 uM, 15.6 uM and 7.8 uM.
After each dilution, the solutions were gently mixed and fluorescence emission spectra
recorded. Each spectrum was an average of two spectra and the emission value at 303 nm

was reported.
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ANNEXE

I. METHODES DE CARACTERISATION DES PEPTIDES

Les métallopeptides, de par leur double nature peptidique et métallique, peuvent étre étudiés

par de nombreuses techniques spectroscopiques. Quelques-unes seront précisées ci-dessous.

1) La spectrométrie de masse

L'analyse par spectrométrie de masse est aujourd’hui communément utilisée dans le cas de
caractérisation d’une variété de familles moléculaires grace a la mesure de leur masse.?’*
Cette technique comporte 4 phases (Figure 87) : (1) Dans un premiers temps, la molécule
d’intérét (électrolyte) est ionisée en phase gazeuse. (2) Il s’ensuit la séparation des ions formés
dans des analyseurs en fonction de leur rapport m/z, m étant la masse de la molécule et z sa
charge. (3) Les ions sont ensuite convertis en un courant électronique et amplifiés par un
détecteur. (4) Le signal une fois traité est représenté sous forme de spectre de masse.

Il existe plusieurs sources d’ionisations et types d’analyseurs permettant d’obtenir des

résultats et des informations différentes (Figure 87). Selon la méthode utilisée, il est

également possible de quantifier et/ou d’imager le composé. 123274275

IONISATION ANALYSE DETECTION TRAITEMENT

SOURCES D’IONISATION : ANALYSEURS : DETECTEURS :
* Electronique ( El) + L'analyseur quadripolaire * Les plaques S
+ Chimique (Cl) + Le piége ionique photographiques s Ve
* Bombardement d'atomes quadripolaire * Lecylindre de Faraday
rapides (FAB) * Letemps de vol (TOF) * Le multiplicateur
* Electrospray (ESI) * LeFT-ICR d'électrons
* Pression atmosphérique « L'orbitrap * Le multiplicateur de
(APCI) * L'analyseur a secteur photons_
* Désorption-ionisation laser magnétique | | | e
assistée par matrice Champ magnétique
(MALDI) déviant les ions les
. Thermique mMS) plus légers Détecteur

Figure 87. Description des 4 étapes de la spectrométrie de masse et les différentes techniques associées 1. L’ionisation, 2.

Analyse, 3. Détection et 4. Traitement. (Bas, droite) Figure représentant un dispositif de spectrométre de masse.
Dans le cas de caractérisation de peptide, les combinaisons « source d’ionisation/analyseur »
les plus souvent utilisées sont la MALDI-TOF et I’ESI-TOF?76277 (Figure 88).

- La Désorption-lonisation Laser Assistée par Matrice (MALDI)?’® est une ionisation

indirecte du peptide (ou du complexe). Premierement, un faisceau de laser ionise une

matrice dans un mélange matrice/peptide (ou complexe peptidique). La matrice
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ionisée se charge a son tour d’ioniser le peptide par le transfert de sa charge. On
obtiens ainsi des ions mono ou multichargés de la forme [M +nH]"™

- Llonisation par Electrospray (ESI)?’® est une ionisation par champs magnétique
intense. Les ions formés se retrouvent dans une chambre d’ionisation sous forme de
microgouttes. Les solvants sont progressivement évaporés a l'aide de « gaz chauffé ».
Les gouttes deviennent moins volumineuses, la densité de charge augmente, ce qui
mene a leur explosion et a la formation de microgouttelettes contenant des ions
peptidiques. Ce procédé se répéte, jusqu’a la totale déshydration des ions peptidiques
multichargé.

- L’analyse par temps de vol (TOF),?”” mesure le temps que met I'ion a parcourir la
distance «source d’ionisation — détecteur ». Le temps de vol permet la mesure du
rapport m/z, les ions ayant le rapport le plus faible seront les plus rapides. Afin
d’améliorer la résolution de cet analyseur, I'analyse par TOF peut étre utilisée en mode
«réflectron» par I'ajout d’un miroir électrostatique qui permet d’augmenter la

distance de vol sans changer la distance réelle « source d’ionisation — détecteur».
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Figure 88. Représentation du principe d’ionisation (droite) par une source MALDI d’échantilon(en vert) co-cristalisé avec une

matrice(en violet) sur et plaque (gauche) et par une source ESI en mode positive sous haute tension (gauche). 272,250

2) L’analyse par dichroisme circulaire.
Les acides aminés sont des molécules chirales qui absorbent donc différemment la lumiére
circulairement polarisée a droite et celle circulairement polarisée gauche. Les peptides sont
ainsi des molécules dites optiquement actives et peuvent ainsi étre étudiés a I'aide de
spectrométres de dichroisme circulaire.?®1282 Le profil du spectre de dichroisme circulaire d’un
peptide est caractéristique de la structure secondaire de ce dernier. Ainsi nous pouvons

déterminer par du dichroisme circulaire entre 180-260 nm (zone d’absorption de la liaison
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peptidique) si le peptide posseéde une structure secondaire en hélices a, en feuillets B, une
structure désordonnée... (Figure 89). L’environnement dans lequel se trouve le peptide influe
significativement sur la forme et l'intensité du signal mesuré. La méthode de dichroisme
circulaire permet ainsi d’obtenir des informations sur I'effet d’un changement des conditions
expérimentales sur la structure secondaire du peptide. L'effet du pH, de la température, du
solvant, du tampon, d’interactions moléculaires peut ainsi étre étudié. La caractérisation par
dichroisme circulaire est donc parfaitement adaptée a I'étude de I'interaction peptide-métal
dans le cas d’'un métallopetide.

Le dichroisme circulaire comporte plusieurs avantages techniques : sa réalisation ne nécessite
gu’une tres faible quantité de composé, il n’y a aucune contrainte liée a la taille ou a la masse

du composé et la mesure est non destructive ce qui permet de récupérer le composé.

—— Heélice
- - - Feuillet
== Aléatoire

Elipsicité

190 210 230 250
Longueur d’'onde (nm)

Figure 89. Spectres de dichroisme circulaire caractéristiques des structures secondaires de protéines.

3) L'analyse par spectroscopie ultraviolet-visible
L’analyse pas spectroscopie ultraviolet-visible (UV-visible) est une méthode de spectroscopie
électronique qui repose sur la notion d’absorbance du composé. Le composé a analyser,
essentiellement sous forme dissoute dans une cuve est soumis a un rayonnement lumineux
allant de 200 a 1000 nm ('ultraviolet, visible et proche infrarouge). Le rayonnement envoyé a

I’échantillon par le spectroscope est ainsi caractérisé par son intensité lp et sa longueur d’onde
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A (Figure 90). Les conditions expérimentales, telles que la polarité du solvant ou le pH ont une
influence non négligeable sur le maximum d’absorption ou le coefficient d’extinction de la
solution. Ainsi I'analyse par spectrométrie UV-vis permet la quantification et |'obtention

d’informations du composé en solution.

Monochromateur

détecteur

échantillon

fente de

sortie
Enregistrement

prisme / Traitement du

fente signal
d'entrée

Figure 90. Dispositif du mécanisme par spectrométrie UV-vis en mode monochromateur (gauche) ou polychromateur (droite)
La loi de Beer-Lambert permet la réalisation d’études quantitatives de I’échantillon.

A : Absorbance a une longueur d’onde A (sans unité)

€\ : Coefficient d’extinction molaire (L. mol™*.cm™)
Loi de Beer-Lambert : Ay=€). I. ¢

| : Trajet optique (cm)

c : Concentration de la solution (mol.L?)

L’analyse par spectrométrie UV-vis est une méthode de choix pour I'analyse de complexes a
base de métaux de transition ou de peptides. Les métaux de transition absorbent souvent la
lumiére visible, cela se traduit par leur coloration (Figure 91). Linteraction des cations
métalliques avec d’autres especes, tel qu’un ligand, modifie les propriétés d’absorbance du
métal et du ligand. Quant aux peptides, ils posseédent des bandes d’absorption dans
I"'ultraviolet proche (entre 200 et 400 nm) : les liaisons amides des peptides absorbent a 200
nm (transition m—mt*) et les acides a-aminés aromatiques a 280 nm (tyrosine, phénylalanine et

tryptophane).
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NiCl,  Mncl,  CoCL . MoCl,

Figure 91. Eppendorfs contenant différents chlorures de métaux (ll), chacun ayant une couleur caractéristique di a son

absorbance dans le visible.

4) Le titrage calorimétrique isotherme
Le Titrage calorimétrique isotherme (ITC) comme son nom l'indique est une méthode de
titration de composés basée sur la mesure de la chaleur. Cette méthode permet I'étude et la
quantification de phénomeénes d’association ou de dissociation de biomolécules par le
dégagement ou I'absorption de chaleur. L’étude du transfert thermique par ITC, lors du titrage
d’un peptide par un cation métallique (ou inversement) permet de caractériser 'interaction
peptide-métal. Les parametres thermodynamiques tels que I'enthalpie (AH) et I’'entropie (AS)
de réaction ainsi que des données telles que la constante dissociation (Kp) ou la stoechiométrie
(n) peuvent ainsi étre précisément déterminés. Néanmoins, tout parametre expérimental
ayant un impact sur linteraction peptide-cation métallique (pH, solvant, impureté,

concentration) doit étre parfaitement controlé afin d’obtenir des données exploitables (Figure

92).
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Figure 92. Représentation schématique d’un microcalorimétre et exemple d’un thermogramme permettant de calculer les

parametres thermodynamiques.?%3
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5) La résonance paramagnétique électronique
La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une technique de spectroscopie
permettant de détecter et d’étudier les especes qui possedent des électrons non appariés tels
gue les cations de métaux de transition ou les composés radicalaires. En effet, ils ont la
capacité d’absorber et de réémettre I'énergie d’une onde électromagnétique en présence du
champ magnétique. Cela se traduit par la transition entre les différents sous-niveaux d’énergie
créés par la présence d’'un champ magnétique (Figure 93). L'étude d’un composé par RPE
consiste a mesurer la position en terme de champ magnétique cette transition électronique
pour une énergie de transition donnée (hv). La champ auquel se produit la transition est
caractéristique du composé et est trés sensiblement affecté par I'environnement local de la
molécule. Dans le cas de métallopeptides, une étude par RPE permet dans un premier temps
d’identifier le métal impliqué dans le complexe (nature, nombre) et les acides aminés a
proximité du métal (dans la cas de noyaux présentant un spin nucléaire), ainsi de caractériser

la géométrie du site de coordination.?8
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Figure 93. Levé de dégénérescence des niveaux d'énergie dans le cas d'un spin % (gauche) et spin +1 (droite) du fait d'un

champ magnétique externe.
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D’autres techniques telles que la RMN ou la potentiométrie permettent d’obtenir des
informations sur la structure et la nature de complexes peptidiques mais ces dernieres ne

seront pas traitées dans ce manuscrit.
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RESUME

Les mimes de la catalase (CATm) sont des complexes métalliques capables de réduire le
stress oxydant en catalysant la dismutation du peroxyde d'hydrogéne. Le choix d’utiliser
des peptides comme ligand est motivé par les propriétés intrinséques des peptides a savoir
une synthése aisée et versatile et une bonne biocompatibilité. Pourtant, la conception
rationnelle de séquences peptidiques permettant de coordonner des métaux et aboutir a
des complexes ayant une activité catalase reste un réel défi, ce qui explique qu’a ce jour,
aucun complexe de ce type n’ait été décrit dans la littérature. Pour contourner cette
difficulté, nous avons développé une approche combinatoire « one-bead-one-complex »
associée a une sélection basée sur l'activité catalase et la stabilité des complexes. Une
librairie de 375 complexes a été générée et nous avons découvert un premier complexe
peptidique de cuivre dinucléaire mimant l'activité de la catalase. Ce complexe a été étudié
en détail en utilisant différentes méthodes analytiques et caractérisé pour son activité CAT
hors contexte biologique et dans des modeles cellulaires. Inspirés par ce complexe,
d’autres complexes ont été synthétisés et caractérisés.

MOTS CLES

Complexes métalliques. Mime de Catalase. Peptides. Antioxydant. Chimie bio-
inorganique. Espéces réactives de 'oxygene.

ABSTRACT

Catalase mimics (CATm) are metal complexes capable to reduce oxidative stress by
catalysing hydrogen peroxide dismutation. The use of peptides as ligand is motivated by
the intrinsic properties of peptides: easy and versatile synthesis and good biocompatibility.
However, the rational design of peptide sequences able to coordinate metals and that result
in complexes with catalase activity remains a real challenge, which may explain why, to
date, no complex of this type has been described in the literature. To circumvent this
difficulty, we have developed a “one-bead-one-complex” combinatorial approach
associated with a selection based on Catalase activity and complex stability. A library of
375 complexes was generated and and we have discovered a first peptidyl di copper
complex mimicking Catalase activity. This complex has been studied in detail using
different analytical methods and characterized for its CAT activity out of biological context
and in cells. Inspired by this first complex, others complexes have been synthesized and
characterized.

KEYWORDS

Peptidyl metal complexes. Catalase mimics. Antioxidant. Bioinorganic chemistry,
Reactive oxygen species




	Chapitre 1 : INTRODUCTION
	I. Le stress oxydant
	1) LES DIFFERENTES VOIES DE FORMATION DES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE
	1. Généralités sur la formation des ROS1



	Schéma 1.  Différentes voies de formation de H2O2 à partir du superoxyde.
	Schéma 2. Formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton
	2. La formation des ROS par la chaîne respiratoire mitochondriale

	Figure 2. Sites des fuites électroniques dans la chaîne mitochondriale. Schéma inspiré de l’article2
	3. La formation des ROS par les NADPH Oxydases3

	Tableau 1. Régions d’expression des NOXs et leur implication dans différents mécanismes cellulaires. 3
	4. La formation des ROS par d’autres systèmes enzymatiques
	2)  LE ROLE DES ROS DANS LES MECANISMES CELLULAIRES.

	Figure 5. Fonctions de ROS dans la réponse immunitaire contre des agents pathogènes. Figure issue de l’article 8
	Figure 6. Cascade induite par H2O2 et conduisant à l’apoptose. D’après 15
	3) LES SYSTEMES DE REGULATION DES ROS.

	Les systèmes antioxydants peuvent être classés en fonction de leur niveau d’intervention.1819
	4) STRESS OXYDANT ET PATHOLOGIES LIEES AU ROS

	Figure 7. Exemple de maladies impliquant le stress oxydant40
	II. La Catalase
	1) CATALYSE DE LA REACTION DISMUTATION DU PEROXYDE D’HYDROGENE PAR LA CATALASE


	2 H2O2 ( O2 + 2 H2O  (Équation 1)
	2) CATALASES, STUCTURES ET MECANISMES REACTIONELS.
	1. La Catalase à fer Héminique
	2. La Catalase à di-manganèse


	Figure 11. Catalyse de la réaction dismutation d’H2O2 par la MnCAT. 56
	3) Les approches thérapeutiques
	1. Administration de Catalase recombinantes.
	2. Utilisation de complexes métalliques mimes de CAT


	Figure 13. Exemples de ligands mono nucléant.
	Chapitre 2 :  DECOUVERTE PAR CHIMIE COMBINATOIRE D'UN COMPLEXE METALLOPEPTIDE MIMANT L’ACTIVITE DE CATALASE
	I. INTRODUCTION
	1) Mime enzymatique peptidique, quel est l’avantage d’avoir un ligand peptidique ?
	1. Etat de l’art : Les mimes peptidiques dans la littérature
	Peptides et métalloprotéines
	Médicaments peptidiques

	2. Conception des médicaments peptidiques : administration d’enzymes recombinants.
	3. Conception des médicaments peptidiques :   synthèse peptidique par voie chimique
	Synthèse phase liquide / Synthèse support solide (choix des résines)


	2) Découverte de métallopeptides actifs par chimie combinatoire
	1. La chimie combinatoire peptidique
	2. Utilisation de la chimie combinatoire pour la découverte de peptides bioactifs


	II. IDENTIFICATION D’UN COMPLEXE ACTIF PAR CHIMIE COMBINATOIRE COUPLÉE À UN TEST D’ACTIVITÉ SUR GEL
	1) Méthode de synthèse et d’identification des Hits.
	2) Conception et Préparation de la bibliothèque JRF1
	1. Conception de la bibliothèque peptidique (choix de la séquence peptique)
	Peptides coordonnant le cuivre :




	Figure 26. Constante de stabilité  (logβ)  de complexes  Cu/ligand  de plusieurs peptides contenant des histdines.149
	Peptides coordonnant le manganèse :

	Figure 28. Ion Mn(II) complexé avec le peptide Ac-P1D2E3K4H5E6L7-NH2.156
	Figure 29.  Bibliothèque peptidique sur bille.
	2. Synthèse de la bibliothèque peptidique par la méthode « split and combine »
	3. Formation des complexes peptidiques
	3) Sélection des complexes actifs par un test d’activité catalase sur gel
	1. Principe du test d’activité CAT sur gel colorimétrique
	2. Mise au point du test colorimétrique de criblage sur gel
	Ajustement de la concentration en H2O2
	Modulation de la pression de sélection

	3. Identification et clivage des billes portant un complexe actif

	4) Analyse des peptides sélectionnés par spectrométrie MALDI-TOF et identification de leurs structure primaire à l’aide du logiciel Biblio.
	1. Analyse et identification des séquence primaires des peptides sélectionnés
	ND : séquences non déterminées

	2. Etude statistique des séquences des peptides sélectionnés

	5) Seconde sélection : analyse quantitative de l’activité catalase par spectrométrie UV-visible des complexes sélectionnés
	III. CARACTERISATION DU COMPLEXE CuCATm1-Cu2+
	1) Synthèse du peptide CuCATm1 : PHYKHRLH
	2) Mise en évidence de la formation de complexes et détermination de leur stœchiométrie
	1. Titrage par RPE
	2. Titrage par dichroïsme circulaire UV-visible
	3. Titrage par voltammétrie cyclique
	Titrage dans un tampon MOPS à pH 7,5 et pH 7
	Titrage dans un tampon TRIS à pH 7.5

	4. Analyse par spectroscopie de masse MALDI-TOF

	3) Détermination des constantes de dissociation et données thermodynamiques
	1. Essai par compétition avec le ligand BABA
	2. Etude par titrage calorimétrique isotherme à pH 7 et pH 7.5
	3.  Titrage par spectrométrie de masse ESI.

	4) Evaluation de l’activité catalase et des constantes cinétiques de dismutation de H2O2
	1. Evaluation de l’activité catalase : essai avec le détergent X-Triton
	2. Mesure de l’activité catalytique des mimes par spectroscopie UV-visible
	Méthode de Beer et Sizer
	Méthode de Van Euler et Josephson
	Méthode de Hadwan et Abed

	3. Mesure de l’activité catalytique des mimes par polarographie
	Mise au point du test d’activité.
	Mesure de l’activité catalytique des mimes



	IV. ACTIVITÉ CATALASE DE CATm1 DANS LES CELLULES HELA HYPER
	1) Modèle cellulaire HeLa-Hyper
	1. Ligné Cellulaire HeLa (les cellules d’Henrietta Lacks)
	2. Hyper : sonde ratiométrique sélective de peroxyde d'hydrogène

	2) Etude de l’activité du complexe CuCATm1:Cu2+ dans les cellules HeLa-HyPer


	Chapitre 3 : SECONDE GENERATION DE METALLOPETIDES : OPTIMISATION DU COMPLEXE CuCATm1-Cu2+
	I. Introduction : Induction d’un repliement de type coude-(( au sein d’un peptide
	1) Structure secondaire des protéines et activité.
	2) Le motif coude- β (β-turn)
	1. Classification
	2. Agent thérapeutique et mime de type coude-β
	3. Stratégies pour l’induction d’un repliement en coude-β
	4. Induction de la conformation de type coude- β par la proline et ses dérivés


	II.  Conception, synthèse et caractérisation du complexe peptidique CuCATm1-coudé : Cu2+
	1)  Conception du peptide CuCATm1-coudé (CuCATm1-c)
	2) Caractérisation du complexe CuCATm1-c : Cu2+
	1. Détermination de la stœchiométrie par dichroïsme circulaire
	2. Modélisation de la conformation du peptide CuCATm1-c par dynamique moléculaire
	3. Détermination de la stabilité des complexes par ITC

	3) Analyse de l’activité Catalase du complexe CuCATm1-coudé : Cu2+
	1. Mesure de l’activité catalase par spectroscopie UV
	2. Mesure de l’activité catalase avec une électrode de Clark


	III. Conception, synthèse et caractérisation des complexes peptidiques de seconde génération CuCATm1-(x) : Cu2+
	1) Conception des peptides de la seconde génération
	1. Détermination des acides aminés impliqués dans la complexation du premier cuivre
	2. Évaluation de l’intérêt de la lysine dans la stabilité et l’activité catalase du complexe CATm1:Cu
	Caractérisation du peptide CATm1-Ala par dichroïsme circulaire et ITC
	Évaluation de l’activité catalase du complexe CuCATm1.Ala : Cu2+ par polarographie

	3. Le Choix des espaceurs

	2) Caractérisation et analyse de l’activité catalase des complexes de la seconde génération
	1. Préparation des peptides de seconde génération
	2. Analyse de l’activité catalase des complexes CuCATm1.1 ; CuCATm1.2 / CuCATm1.3 / CuCATm1.4
	3. Caractérisation des peptides de seconde génération par spectroscopie de fluorescence.

	3) Conclusion et perspectives


	Chapitre 4 : Conclusions
	I. Conclusion

	PARTIE EXPERIMENTALE
	I. Chemicals
	II. Instruments
	III. Procedures and data analysis
	1) Peptide library synthesis on solid support
	2) Complexes formation
	3) Combinatorial screening and selection
	4) Peptide sequence determination by MALDI-TOF mass spectrometry
	5) Quantitative analysis of catalase activity measured by UV-vis spectroscopy.
	6) Peptide synthesis on large scale
	7) Peptide stock solution preparation
	8) Electron Paramagnetic Resonance spectroscopy (EPR)
	9)  Titration by circular dichroism (CD)
	10) Cyclic voltammetry experiments
	11) Competition assay with Baba ligand
	12) Isothermal titration calorimetry (ITC)
	13) Titration by MALDI ionization mass spectrometry
	14) Titration by electrospray ionization mass spectrometry
	15) Catalase activity assay using X-triton
	16) Catalase activity assay using Hadwan et Abed method by UV-vis spectrometry
	17) Catalase activity assay using a Clark-type electrode
	18) Experiments on HeLa HyPer cells
	19) Modeling of the conformation of the CuCATm1-c peptide by molecular dynamics
	20) Titration by fluorescence
	21) Exctinction coefficients determination
	22) Fluorescence coefficients detemination


	ANNEXE
	I. METHODES DE CARACTERISATION DES PEPTIDES
	1) La spectrométrie de masse
	2) L’analyse par dichroïsme circulaire.
	3) L’analyse par spectroscopie ultraviolet-visible
	4) Le titrage calorimétrique isotherme
	5) La résonance paramagnétique électronique


	Références

