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Résumé :

L'acquisition d'informations structurales sur les complexes d'actinides avec les protéines permet d’améliorer la
compréhension des mécanismes biologiques de contamination. Notre étude porte sur le plutonium ainsi que sur
son analogue thorium (au degré d'oxydation +1V), dont le comportement présente des similitudes avec
I'noméostasie du fer. Une premiere partie de mon travail a eu pour objectif de décrire les modes d'interaction entre
Pu/Th et la ferritine qui régule le stockage du fer dans les cellules. La ferritine est composée d’un ceeur ferrique
d’oxo-hydroxo de Fe(Ill) entouré d’un anneau protéique. Les mesures XAS (EXAFS) couplées a de la
modélisation ont permis d’identifier les interactions entre Pu/Th et la ferritine mais aussi de déterminer la structure
des sites de complexation. Le deuxieme axe de recherche a porté sur la complexation de Pu/Th par la transferrine
dont le role est le transport du fer sérique vers les cellules. Les mesures XAS (EXAFS) couplées a de la
modélisation ont permis de montrer que Pu/Th(1V) interagissent avec les deux sites de complexation du fer dans
la protéine. Dans ces conditions, la modification de la structure tertiaire de la protéine a été analysée par SAXS.
Cette derniére parait étre en conformation ouverte lorsque deux cations Pu/Th lui sont liés alors que dans le cas du
Fe(lll) elle adopte une conformation fermée. La conformation de la transferrine (fermée) est essentielle a sa

reconnaissance par la protéine réceptrice a la surface cellulaire afin d’y étre internalisée.
Mots clés :

Plutonium, transferrine, ferritine, métalloprotéine, XAS

Abstract:

The acquisition of structural information on actinide complexes with proteins allows to improve the understanding
of biological mechanisms of contamination. Our study focuses on plutonium and its analogue thorium (at oxidation
state +1V), whose behaviour shares some similarities with the homeostasis of iron. The first part of my work aimed
at describing the interaction modes between Pu/Th and ferritin which regulates the storage of iron in cells. Ferritin
is composed of a ferric core of Fe(lll) oxo-hydroxo surrounded by a protein ring. XAS measurements (EXAFS)
coupled with modelling allowed to identify the interactions between Pu/Th and ferritin but also to determine the
structure of the complexation sites. The second axis of research focused on the complexation of Pu/Th by
transferrin whose role is the transport of serum iron into the cells. XAS measurements (EXAFS) coupled with
modelling have shown that Pu/Th(IV) interact with the two iron complexation sites in the protein. Under these
conditions, the modification of the tertiary structure of the protein was analysed by SAXS. The protein appears to
be in an open conformation when two Pu/Th cations are bound to it, whereas in the case of Fe(lll) it adopts a
closed conformation. The closed conformation of transferrin is essential for its recognition by the receptor protein

on the cell surface to be internalized.
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Plutonium, transferrin, ferritin, metalloprotein, XAS
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Dans le manuscrit, le nom des techniques utilisées sont référencées en anglais pour plus de clarté.

An : actinides

apoTf : apotransferrine

clEF : Capillary IsoElectric Focusing (Focalisation isoélectrique capillaire)

DFT : Density Functional Theory (Théorie de la fonctionnelle de la densité)

EXAFS : Extended X-ray Fine Structure (Structure fine étendue de I'absorption des rayons X)
F : Ferritine

Fe : Fer

ICP-MS/MS : Tandem Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometry (Spectrométrie de masse a
plasma a couplage inductif en tandem)

IR : Infrarouge
MD : Molecular Dynamics (Dynamique Moléculaire)
Pu : Plutonium

UNSCEAR : United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation (Comité
scientifique des Nations unies pour I'étude des effets des rayonnements ionisants)

SAXS : Small Angle X-Ray Scattering (Diffusion des Rayons X aux Petits Angles)
Tf : Transferrine
Th : Thorium

XANES : X-ray Absorption Near Edge Structure (Spectroscopie de structure prés du front d'absorption
de rayons X)
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Introduction

Entre 1930 et 1950, les découvertes sur la fission nucléaire vont accélérer ’intérét du monde scientifique
pour I'utilisation de I’énergie nucléaire (utilisation dans un premier temps purement militaire). Avec la

découverte du plutonium en 1940 I’existence de la famille des actinides (An) est conceptualisée.

L’utilisation d’armes nucléaires pendant la Deuxiéme Guerre Mondiale (Hiroshima et Nagasaki) et la
Guerre Froide (essais atmosphériques et sous-marins) a engendré des retombées toujours détectables de
nos jours. En paralléle, la demande croissante mondiale en énergie entraine de nouveaux
développements dans le domaine de I'industrie nucléaire civile. Cependant, les accidents industriels
majeurs de centrales civiles (Tchernobyl en 1986, Fukushima en 2011) ont également conduit a la
dissémination de quantit¢é non négligeables de radionucléides dans I’environnement et a la
contamination de populations. Ces nouvelles avancées engendrent donc de nouveaux défis
géostratégiques, géopolitiques et environnementaux et soulévent une multitude de questions concernant
I'impact sur la sécurité, I'environnement, et la population humaine. Dans le contexte actuel de
développement industriel, le risque de dispersion d’actinides est toujours présent. La recherche de
connaissances sur ces risques environnementaux et sanitaires associés a permis aux scientifiques de
contribuer & mieux comprendre la toxicité de ces éléments. Dans notre travail, nous nous intéresserons

plus particulierement, au plutonium (Pu) et a son analogue chimique, le thorium (Th).

De nos jours, la majeure partie des études réalisées sur I’interaction du plutonium avec divers organismes
vivant, releve d'une approche physiologique ou bio-cinétique. Néanmoins, trés peu de données a
I'échelle moléculaire sont disponibles due aux difficultés combinées de la manipulation de cet élément
et de sa chimie. Pourtant, les études de la complexation du plutonium avec des molécules d'intérét
biologique peuvent apporter une meilleure compréhension des mécanismes biochimiques qui sous-
tendent leur toxicité chimique. De plus, ces investigations conduisent au développement d'agents
décorporants avec une affinité spécifique pour les actinides dont 1’objectif est de les excréter tout en

limitant leurs interactions biochimiques.

En milieu physiologique, le plutonium, comme le thorium, sont stabilisés majoritairement a 1’état
d’oxydation +IV. Les études révelent que, suite & une contamination par ingestion ou blessure, ces
actinides se retrouvent, dans un premier temps, dans le compartiment sanguin puis sont transportés vers
leurs organes cibles. Le compartiment sanguin est composé de nombreux constituants inorganiques
(carbonates, phosphates) et organiques (citrate, protéines), susceptibles de les complexer. Les
métalloprotéines, et plus précisément la transferrine, la calmoduline et I'albumine, ont rapidement

montré une forte affinité pour ces cations. Ces métalloprotéines assurent le transport du sang vers les
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organes cibles. Le plutonium et le thorium sont alors majoritairement retenus par les tissus du squelette,

du foie et des reins qui peuvent subir des dommages liés a leur radiotoxicité ou a leur toxicité chimique.

Nos travaux portent sur les interactions locales et la structure des édifices cation-protéine formés, a pH
physiologigue, entre le Th(IV) et Pu(lV) et deux protéines clés du cycle du fer (Fe) : la transferrine et la

ferritine.
Ce manuscrit est structuré en quatre parties.

La premiére partie de ce manuscrit a été consacrée a 1’état de 1’art comprenant les caractéristiques
physico-chimiques des actinides, mais également la toxicité des éléments étudies, a savoir le Pu(lV) et
le Th(IV), dans I’organisme ainsi que leurs interactions avec diverses protéines dont les protéines
impliguées dans le cycle du fer. Enfin, une comparaison des caractéristiques biochimiques entre le

Fe(lll) et le Pu(lV) a été exposé.

La deuxieme partie de ce manuscrit a eu comme objectif la préparation et la caractérisation une solution
de carbonate de Pu(lV). Dans ce chapitre, nous décrivons la purification de la solution contenant le
plutonium. Nous exposons la chimie mise en jeu lors des différentes étapes de ce retraitement jusqu’a
I’obtention du Pu(IV) purifié en solution. Pour mener les études d’interactions entre le Pu(IV) et les
protéines, & pH physiologique, il a été protégé de 1’hydrolyse, par les carbonates. Le carbonate est un
anion inorganique majoritaire dans le compartiment sanguin, mais également présent dans les
interactions entre le Fe(lll) et la transferrine. La caractérisation de la solution de carbonate de Pu(lV) a
été réalisée, et comparée a la littérature. Une solution de carbonate de Th(IV) a également été

caractérisée afin de mener des études comparatives avec le Pu(lV).

La troisieme partie de ce manuscrit porte sur les interactions entre le thorium et le plutonium et la
ferritine, protéine dont le role est le stockage du fer au sein des cellules. Cette protéine, constituée d’un
noyau de fer ferrique entouré d’un anneau protéique, a trés peu été étudiée pour ses possibles interactions
avec les An(1V). Notre approche a consisté dans un premier temps a définir la capacité de stockage de
cette protéine pour le Th(IV) puis a localiser les interactions. Ensuite, a ’aide de la spectroscopie XAS
(X-ray Absorption Spectroscopy) couplée a des modéles calculés par dynamique moléculaire, nous

avons tenté de préciser I’environnement local du Th(IV) et du Pu(IV).

La quatrieme partie de ce manuscrit traite des interactions avec une protéine tres etudiée, la transferrine.
Cette protéine joue le rdle de transport du Fe(Ill) naturel du compartiment sanguin jusqu’a Son
internalisation cellulaire. Cette internalisation est rendue possible par un changement de conformation
a la suite de la complexation du Fe(l11), dans des sites bien définis suivie par la reconnaissance de son
récepteur, localisé sur la membrane cellulaire. Dans cette partie, nous avons, d’abord étudié I’interaction
locale du Pu(lV) et du Th(IV) a I’aide de la spectroscopie XAS couplée a des modéles calculés par

dynamique moléculaire. Puis nous avons tenté d’amener de nouveaux éléments sur la structure tertiaire
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de la protéine par analyse SAXS (Small Angle X-Ray Scattering) afin d’étudier d’éventuels
changements de conformation. Ces changements sont comparés a la conformation naturelle de la
transferrine diferrique. En paralléle de ces études, nous avons regardé I’effet d’une modification

structurale d’un complexe Pu(lV) — transferrine avec un sidérophore, la déféroxamine B.

Ce travail permet de proposer de nouvelles pistes d’interprétation des mécanismes d’interaction entre

les actinides au degré d’oxydation +IV et deux protéines impliquées dans I’homéostasie du fer.
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Chapitre | : Toxicité des actinides, transport et comportement en milieu physiologique - Etat de I’art

I. Les actinides, des métaux lourds d’intéréts militaire et
economique, source de préoccupations societale et

environnementale

1. De la découverte de la radioactivité a la caractérisation d’une

nouvelle famille d’éléments chimiques instables : les actinides

a) Découverte de la radioactivité

La fin du XIXe siecle fut le théatre de nombreuses découvertes scientifiques qui ont influencé les
décennies suivantes et qui influencent encore aujourd’hui notre quotidien. A cette époque, la structure
de I’atome est débattue parmi les physiciens et les chimistes. Un physicien allemand du nom de Wilhelm
Conrad Rontgen étudie les rayons cathodiques avec un tube inventé par William Crookes vers 1875. En
novembre 1895, lors d’une expérience, il observe par hasard la présence de rayons inconnus, invisibles
et distincts des rayons cathodiques. Il les nommera les rayons X. Ces travaux sont présentés a
1I’Académie des sciences de Paris et attirent 1’attention d’Henri Becquerel, un physicien francais qui
s’intéresse aux phénomenes de phosphorescence. Il entreprend des travaux de recherche en 1896 afin
de verifier cette hypothése. Pour ce faire, Henri Becquerel, avec I’appui d’Henri Poincaré, utilise des
sels d’uranium qui présentent une phosphorescence de trés courte durée (Cavézian, Pasquet, Bel et
Baller, 2006). Suite & ces nouvelles expériences, Becquerel démontre que I’émission de rayons par les
composeés uraniques n’est ni liée a la phosphorescence ni aux rayons X mais plutdt un rayonnement

propre a I’'uranium. Le physicien nomme ce type de rayonnement : rayons uraniques (Balian, 2018).

En 1898, Marie Curie avec son mari Pierre Curie (Figure 1) poursuit les travaux sur les rayonnements
uraniféres. Ils retraitent de grosses quantités de pechblende, un minerai d’uranium, et parviennent a
isoler deux éléments encore inconnus : le polonium et le radium (Mould, 1998). Les deux scientifiques
montrent que des corps autres que 1’uranium émettent spontanément des rayons uraniques. Ils
nommeront ce phénomeéne la radioactivité, ¢’est-a-dire I’émission de radiations par une substance inerte
sans apport d’énergie extérieure. Les travaux du couple seront récompensés d’un Prix Nobel de Physique
en 1903, pour leurs travaux sur les radiations, et Marie Curie recevra également un Prix Nobel de Chimie
en 1911, récompensant ses travaux sur le polonium et le radium, faisant d’elle la seule femme a obtenir
cette distinction dans deux domaines scientifiques. La radioactivité deviendra un sujet d’étude majeur

du XXe siéecle.
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Figure 1 : Pierre Curie (a droite) et Maria Sklodowska-Curie (a gauche) (source : larousse.fr).

b) Histoire des éléments actinides

Bien que la famille chimique des éléments actinides soit aujourd’hui bien caractérisée, sa définition est
relativement récente Dans les années 1930, les quatre premiers éléments (Ac, Th, Pa et U) ont été
identifiés et classés dans la famille des lanthanides par la communauté scientifique. A cette période, ces

nouveaux éléments étaient trop peu nombreux pour étre considérés comme une famille.

Cependant la nucléosynthése des éléments transuraniens (éléments aprés 1’uranium) bouscule
progressivement cette idée. Le reste des éléments de cette famille étant artificiels, les physiciens devront
attendre le développement d’une nouvelle technologie : 1’accélérateur de particules ou cyclotron,
inventé par Ernest Orlando Lawrence et Milton Stanley Livingston de I'Université de Californie a
Berkeley au début des années 1930 (Guillaumont, 2020). La comparaison des propriétés chimiques entre
les transuraniens et les lanthanides associés, supposés similaires, pousse les scientifiques a envisager la
définition d’une nouvelle famille qui sera confirmée au fur et a mesure de la découverte des nouveaux
éléments transuraniens. Ainsi le neptunium, premier élément artificiel transuranien, fut découvert en
1940, et nommé en référence a la planéte Neptune suivant la planéte Uranus. Les découvertes du

plutonium et du curium suivirent celle du neptunium en 1940 et 1944 respectivement.
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c) Des concepts fondamentaux aux applications stratégiques

Les actinides ont été au cceur des innovations civiles et militaires qui ont dessiné la géopolitique
mondiale au cours du XXe siécle. Peu de temps apres la mise en évidence du phénomene de
radioactivité, les scientifiques mirent en évidence la fission nucléaire de I’uranium en 1938 et la
possibilité d’avoir une réaction en chaine. En 1939, un projet basé aux Etats-Unis avait pour cadre de
recherche 1’¢élaboration de la premicére bombe atomique dont le but était de stopper la guerre mais
également de montrer la puissance américaine face aux autres nations. Ce projet avait pour nom de
code : Projet Manhattan (Leblanc, 1987).

Dans ce projet, deux axes de recherche furent lancés simultanément : 1’un visant a produire une bombe
atomique avec de I’uranium enrichi tandis que le deuxiéme avait pour objectif de produire une bombe
avec du plutonium, autre élément fissile. Pour ce faire, des réacteurs nucléaires virent le jour au Etats-
Unis dont le premier a été construit en 1942. Ce réacteur servit d’installation pilote a la production de
plutonium a grande échelle. Ce projet a conduit a I’explosion de deux bombes sur le territoire japonais.
La premiere bombe chargée en uranium et du nom de Little Boy explosa au-dessus d’Hiroshima le 6
ao(t 1945 tandis que Fat Man chargée en plutonium, explosa le 9 ao(t au-dessus de Nagasaki, annoncant
la fin de la Deuxiéme Guerre Mondiale.

Peu de temps apres, la Guerre Froide éclata entre le bloc soviétique et les Etats-Unis avec pour enjeu la
course a I’armement nucléaire. Dans ce contexte historique, des scientifiques ont créé, en 1947, une
horloge du nom de I’Horloge de I’ Apocalypse (ou Doomsday Clock en anglais), illustrée en Figure 2.
Cette horloge alerte la population mondiale de la proximité de la destruction de notre monde en
conséquence ultime du développement de technologies ou d’actions humaines dangereuses. C'est une
métaphore, un rappel des périls auxquels nous devons faire face si nous voulons survivre sur cette
planéte. Cette horloge décompte le temps restant jusqu’a atteindre minuit qui représente la fin du monde
(« Bulletin of the Atomic Scientists », 2022). Ce décompte est influencé par la gestion humaine face aux
menaces nucléaires, écologiques et technologiques. Il peut diminuer pour se rapprocher de minuit mais

il peut aussi étre rallongé, comme apres la chute du mur de Berlin mettant fin & la Guerre Froide.
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Figure 2 : L’horloge de I’ Apocalypse (« Bulletin of the Atomic Scientists », 2022)

Lors de la création de I’horloge, ’aiguille fut placée a 23h53min00s par le rédacteur en chef du Bulletin,
Eugene Rabinowitch, qui expliqua son raisonnement dans les pages du Bulletin (« Bulletin of the
Atomic Scientists », 2022). Le nombre de minutes restant avant minuit est mis a jour régulierement par
le Bulletin of the Atomic Scientists de l'université de Chicago. Depuis le 23 janvier 2020, I'horloge
affiche 23h 58min 20s. La raison avancée est « l'incapacité des dirigeants mondiaux a faire face aux
menaces imminentes d'une guerre nucléaire et du changement climatique » (« Bulletin of the Atomic
Scientists », 2022).

Le développement autour de la réaction de fission ne s’est pas limité qu’au secteur militaire. En effet,
I'industrie nucléaire s'est développée rapidement dans le secteur civil avec des applications dans la
production d'énergie notamment. Depuis les années 50, et ce jusqu’a nos jours, de nombreux réacteurs
nucléaires sont utilisés pour la production d’électricité. Selon les données de septembre 2021, rapportées
par I’AIEA (Agence Internationale de I’Energie Atomique), le parc nucléaire mondial est composé de
444 réacteurs nucléaires opérationnels répartis entre 32 pays, avec une production mondiale d’électricité,
provenant du nucléaire, d’environ 10% par rapport a la production globale d’électricité mondiale
(« AIEA », 2021). Toujours selon cette méme agence, la France est le deuxiéme pays au monde, aprés
les Etats-Unis, le plus nucléarisé et compte 56 réacteurs opérationnels sur son sol, avec une production
d’électricité, provenant des réacteurs nucléaires, d’environ 71% par rapport a la production globale
d’électricité en France (« AIEA », 2021).
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Enfin, de nombreuses techniques et technologies utilisant des actinides sont largement utilisées de nos
jours comme le blindage de véhicules a 1’uranium, la propulsion navale, la médecine nucléaire ou la

datation uranium-thorium.

Ces avancées engendrent de nouveaux défis géostratégiques, geopolitiques et environnementaux et
soulévent une multitude de questions concernant I'impact sur la sécurité, I'environnement, la biosphere
et la population humaine. Paralléelement a ces enjeux, des recherches autour de la toxicité de ces éléments
au sens large (environnement et vivant) sont également un centre d’intérét majeur. Mais finalement,

quelles sont les propriétés physico-chimiques qui rendent uniques les actinides ?

2. De la structure électronique aux propriétés physico-chimiques des

actinides en solution

Dans la classification périodique de Mendeleiev (Figure 3), les actinides sont une famille composée de
quinze éléments chimiques. Cette série débute par I’actinium (Z=89) et se termine au lawrencium
(Z=103). Les actinides sont tous des éléments du bloc f hormis le Lawrencium, pour dont I’appartenance
a la famille n’est pas tranchée, et sont communément dénommés « éléments 5f ».(W. B. Jensen, 1982;
Lavelle, 2008)
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Figure 3 : Tableau périodique de Mendeleiev (éléments f : série des lanthanides en rose, série des actinides en

orange).
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La famille des actinides a la particularité d’étre composée uniquement de radioéléments. Un
radioélément possede un noyau atomique instable. Ce noyau se désintégre tout en émettant, des
particules de matiére sous différentes formes de rayonnements qui peuvent étre particulaires dans le cas
des rayonnements a, 3, ou bien électromagnétiques dans le cas du rayonnement y. Dans cette partie, les
propriétés du noyau atomique ainsi que la structure électronique de ces éléments, influencant leur

réactivité, seront abordées.

a)  Structure électronique : des propriétés au comportement chimique

Les actinides dans leurs états fondamentaux correspondent au remplissage de la couche 5f avec comme
structure générale [Rn]5f"6d™7s?. Les actinides ont souvent été considérés comme une famille analogue
aux lanthanides qui possede une sous-couche 4f de configuration électronique générale
[Xe]4f'5d™6s2.(Morss, Edelstein, Fuger et Katz, 2006) La comparaison des structures électroniques des

actinides et des lanthanides a 1’état fondamental est rappelée dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Comparaison des structures électroniques des lanthanides et des actinides (Clark, 2000)

Actinide Configuration | Lanthanide Configuration
8AC [Rn] 6d!7s? La [Xe] 5d! 6s?
OTh [Rn] 602752 55Ce [Xe] 4f* 5d* 652
%pa [Rn] 5f26d* 7s? ¥pr [Xe] 4f° 62
%2y [Rn] 5% 6d* 7s? Nd [Xe] 4f* 6s?
“Np [Rn] 5f*6d* 7s? Pm [Xe] 4f° 652
%py [Rn] 5f 752 2Sm [Xe] 4f° 6s?
®AmM [Rn] 5f7 72 SEu [Xe] 4f" 6s?
%Cm [Rn] 5" 6d* 7s? #4Gd [Xe] 4f" 5d* 6s?
Bk [Rn] 5f° 72 %Th [Xe] 4f° 652
BCf [Rn] 510752 Dy [Xe] 4f1° 6s2
Es [Rn] 5f1 7s2 "Ho [Xe] 4f'! 6s2

100FEm [Rn] 5f'2 752 SEr [Xe] 4f'? 6s2
101Md [Rn] 53 7s2 Tm [Xe] 4f* 6s2
102N [Rn] 54 752 Y% [Xe] 4 652
103 [Rn] 5f46d* 752 Lu [Xe] 4f'4 5d* 652
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D’aprées les configurations électroniques énumérées dans le Tableau 1, les orbitales 6d des actinides
semblent énergétiqguement plus accessibles que les orbitales 5d des lanthanides, particulierement au
début de la série. Les actinides du début de la série jusqu’a I’américium présentent un comportement et
une réactivité plus complexes que ceux des lanthanides car les orbitales 5f sont incomplétes et sont
étendues dans I'espace alors que les orbitales 4f des lanthanides sont localisées. Ce phénoméne explique
la multiplicité des états d'oxydation des actinides du début de la série alors que les lanthanides présentent

principalement I'état d'oxydation trivalent (Seaborg, 1993).

Lorsqu’on se déplace, de gauche a droite, dans la série des actinides, dans la classification périodique,
I’augmentation de la charge nucléaire a pour conséquence la contraction des orbitales de valence. Cette
contraction est appelée la contraction actinidique. Le méme type de contraction est également observée
pour la série des lanthanides et est appelée la contraction lanthanidique.

Pour la premiére moitié¢ des actinides (du protactinium a I’américium), les propriétés des orbitales 5f et
6d que I’on vient d’évoquer favorisent ainsi I’existence de plusieurs états d’oxydation. A partir du
curium et ce, jusqu’au lawrencium, I’état d’oxydation +III prédomine a cause de la contraction relative
de ces deux orbitales alors que les lanthanides ne posseédent qu’un seul état d’oxydation stable +II1 pour

I’ensemble de la famille.

Ces observations sur la structure électronique des actinides impactent, par conséquence, la réactivité de

ces éléments, qui sera décrit dans la partie suivante.

b) Reéactivité des actinides en solution agqueuse

Afin de décrire au mieux le comportement des actinides en solution aqueuse, il est nécessaire d’aborder
la spéciation de ces éléments. La spéciation d’un élément est la connaissance de sa forme chimique, ce
qui inclut le degré d’oxydation, la nature du polyédre de coordination et les différentes formes de liaisons
possibles dans un environnement donné. La spéciation des actinides en solution aqueuse dépend non
seulement de la nature méme de 1’actinide mais également des propriétés physico-chimiques du milieu
comme le potentiel redox, le pH, la dureté des ligands au sens de Pearson, les concentrations en cations
et anions (force ionique). Les états d’oxydation des actinides, les plus stables, en milieu aqueux, sont

regroupés dans le Tableau 2.

Les propriétés d’oxydoréduction des actinides sont complexes et variées. Lorsqu’on analyse les données

du Tableau 2, on peut répartir la famille des actinides en deux groupes.

Le début de la série des actinides (du protactinium a I’américium), posseéde une multitude d’états
d’oxydation allant de +III a +VI en solution (I’état d’oxydation +VII n’étant observable que dans

certaines conditions spécifiques). A partir du curium, seul 1’état d’oxydation +I1II est observable.
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Tableau 2 : Etats d’oxydation des actinides en milieu aqueux (les états les plus stables sont en rouge).
Actinide Etats d’oxydation

¥AC 11

%Th v

%pa v

%2y "1 Vi

“Np i1 VI VI

%“py i 1w VI VI

<| <| < <] <

®Am 1w VI VI

%Cm 11

Bk i

BCf i

= 11

100Em i

imd Il

12No i

103 11

Par ailleurs, I’uranium, le neptunium, le plutonium et 1’américium ont la capacité a former des oxo-
cations de forme linéaire, appelés actinyles, pour des degrés d’oxydation +V ou +VI et de structure
{AnO,"} (Choppin, 1983). L’apparition de cette liaison transdioxo est a 1’origine d’une forte
anisotropie axiale qui impacte la chimie de coordination. Par conséquent, les ligands qui complétent la

sphere de coordination de 1’oxocation seront Situés dans le plan équatorial.

Afin de comprendre la complexation des actinides en solution, il est possible d’utiliser la théorie HSAB
(Hard and Soft Acids and Bases) (R. Pearson, 1963). Cette théorie est appliquée pour interpréter
qualitativement la sélectivité des réactions de complexation. L'énoncé général du principe HSAB repose
sur le fait qu’un acide dur (peu polarisable) préfere se coordonner avec une base dure et qu’un acide
mou (plus polarisable) interagit préférentiellement avec une base molle. Les ions actinides sont
considérés comme des acides durs réagissant préférentiellement avec les bases dures (R. Pearson, 1963;
R. G. Pearson, 1997).
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L’interaction entre un acide dur et une base dure est principalement de nature électrostatique. En ce qui
concerne les acides mous, ils sont caractérisés par une plus grande taille et une faible charge positive
tandis que les bases molles ont une forte polarisabilité et une faible électronégativité. L ’interaction entre
un acide mou et une base molle conduit généralement a la formation de liaisons relativement plus

covalentes.

La réactivité des ligands considérés comme bases dures avec les actinides suit généralement 1’ordre

suivant :
PO4* > COz% > HO > SOz% > F > SO4% > NO3s > ClI'> ClOy
(Altmaier, Gaona et Fanghénel, 2013)

Dans le cas des ligands organiques qui présentent de I’oxygéne comme atome donneur, la stabilité des
complexes est fonction de la basicité du ligand (donnée par les valeurs de pKa des acides de Lewis
conjugués) comme : HO™ > C¢HsO (phénolate) > RCOO™ (carboxylate). En solution aqueuse et sans
I’effet de I'encombrement stérique, la préférence des actinides pour former des complexes suit

généralement 1’ordre suivant :
An(IV) > An(VI) > An(Ill) > An(V)
+4 +3,3 +3 2,3

ou la deuxiéme ligne représente la charge effective de I'ion. Les états d'oxydation formels sont indiqués
entre parenthéses (Choppin, 1983). Néanmoins, en tenant compte de I'encombrement stérique, I'ordre
de réactivité entre An(l11) et An(VI) peut étre inversé. Les An(IV) devraient former les complexes les
plus stables en solution en raison de leur charge effective élevée. En revanche, les An(V) devraient
former les complexes les plus faibles avec les ligands. Enfin, pour un méme état d'oxydation, la stabilité

des complexes d'actinides augmente avec le numéro atomique.

Par ailleurs, les actinides présentent une trés forte affinité vis-a-vis des groupements HO . Lors d’une
hydrolyse, huit ou neuf molécules d’eau sont localisées autour du cation pour des degrés d’oxydation
+I11 et +1V. En revanche, seulement quatre ou cinq molécules d’eau sont présentes essentiellement dans

le plan équatorial dans le cas des cations au degré d’oxydation +V et +VI.

L’hydrolyse implique le transfert d’un proton entre deux molécules d’eau, de la premicre vers la
deuxiéme sphére de coordination qui, ensuite, est expulsée en dehors de ce systeme. Les cations An(l11)
et An(V), qui ont une charge effective plus faible, conduisent a la formation d’espéces monomeres,
tandis que les cations An(IV) et An(VI), qui ont une charge effective plus importante, forment des
polymeres. A terme, les especes hydratées peuvent donner lieu a la formation d’un réseau
macromoléculaire colloidal, quasiment inerte a toute réaction chimique, qui est de plus susceptible de

sédimenter.
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L’hydrolyse est un phénomeéne important et capital pour la compréhension de la chimie en solution

aqueuse des actinides ainsi que la chimie de coordination de ces ions.

3. Actinides dans I’environnement : sources et comportements du Pu
etduTh

De maniere générale, les actinides, qu’ils soient d’origine naturelle ou artificielle, peuvent étre présents
dans les différents compartiments de I’environnement. La radioactivité est présente naturellement dans
I’environnement depuis la formation de la Terre. LU et Th, naturellement présents sur Terre,

appartiennent a la famille des éléments primordiaux (présent sur Terre depuis sa formation).

Mon travail portant exclusivement sur le Th et le Pu, seuls ces deux éléments seront traités dans la suite

de cette introduction.

a) Origine naturelle du Th et du Pu

Dans la cro(te terrestre, le thorium est trois a quatre fois plus abondant que I'uranium avec une teneur
moyenne qui varie de 9 a 12 ppm ce qui représente une activité massique de 25 a 28 Bqg.kg™ de sol en
moyenne (Henner et Garcia-Sanchez, 2002). Le thorium est présent dans diverses roches comme le
granite, le basalte, le schistes, les roches sédimentaires avec des teneurs variables (Choppin et Wong,
1998). Dans les eaux douces, les teneurs en thorium varient de 1,5.10° a4 5.10% Bqg.L™! et de 2,9.10° a
4,4.10° Bg.L* dans les eaux océaniques. De maniere générale, le thorium a une tres faible solubilité ce
qui limite fortement sa migration. Néanmoins, une partie du thorium peut étre plus mobile lorsqu’il est
sous forme de colloides ou lié a des complexant chimiques, qui sont eux, mobiles (Henner et Garcia-
Sanchez, 2002).

Le plutonium est en quasi-totalité d’origine artificielle bien qu’il reste une trés faible quantité de Pu-244
d’origine naturelle, de I’ordre de 102%g.kg™, qui peut étre visible de nos jours (Taylor, 2001). Il y a
environ 2 milliards d’années, cet élément était produit de fagon naturelle, sur notre planéte, dans un
réacteur nucléaire naturel a Oklo, au Gabon. Depuis cet événement, le plutonium a disparu naturellement

par décroissance radioactive.

De plus, de faibles quantités de Pu-239 sont présentes dans les minerais uraniféres contenant 1’isotope
U-238. L’U-238 se désintegre naturellement en Pu-239 aprés capture neutronique suivi d’une double
désintégration . La quantité de Pu-239 formée annuellement sur Terre est estimée a quelques

kilogrammes (Beaugelin-Seiller, Fraysse et Roussel-Debet, 2004). En comparant la masse de plutonium
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répartie sur la Terre (environ 102%g.kg™) par rapport a la masse de la Terre (5,98.10%* kg), la quantité de

plutonium d’origine naturelle est donc infime (Beaugelin-Seiller et al., 2004).

b) Origine anthropique du Th et du Pu

. Essais militaires (Pu) :

Les essais d’armes nucléaires font partie, avec les rejets d’installations nucléaires et les accidents, des
sources principales a 1’origine de la propagation des actinides et plus particuliérement du plutonium
dans I’environnement. La Guerre Froide a eu pour conséquence d’augmenter drastiquement les stocks
de plutonium militaire de plusieurs pays notamment les Etats-Unis et I’URSS. De 1945 & 1998, plus de
2400 essais nucléaires, dont 543 essais atmosphériques et 1876 essais nucléaires souterrains ont été
réalisés sur tout le Globe (Figure 4). Postéricurement a 1’arrét des essais aériens par la France en 1974,
ces tests atmosphériques ont définitivement cessé en 1980 avec le renoncement de la Chine a ce type

d’essais.
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Figure 4 : Nombre d’essais nucléaires souterrains et atmosphériques dans le monde de 1945 a 1998 (source :

https://www.irsn.fr/FR/connaissances/Environnement/retombees-tirs-armes-nucleaires/)

La course a I’armement nucléaire a eu pour conséquence la libération de plutonium dans I'environnement
sur les lieux de production ainsi que les sites des essais nucléaires. Presque la totalité des essais
nucléaires atmosphériques ont eu lieu avant 1963, que ce soit en nombre mais aussi en puissance. Une
estimation a I’échelle de 1’ensemble de 1’hémisphére nord a montré que la majeure partie des
radionucléides produits lors des explosions s’est déposée avant 1970 et actuellement ces retombées sont

trés faibles. Comme le montre Hirose et ses collaborateurs, les retombées de Pu-239 et Pu-240 ont été

35



Chapitre | : Toxicité des actinides, transport et comportement en milieu physiologique - Etat de I’art

divisées par 1000 entre 1965 et 1995 a Tokyo/Tsukuba au Japon (Hirose, lgarashi, Aoyama et Miyao,
2001).

Selon le rapport de PUNSCEAR (United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic
Radiation) en 1982, ces essais atmosphériques ont conduit a la dispersion a 1’échelle mondiale des
isotopes 238 a 242 du plutonium. Le Tableau 3 indique les quantités totales de plutonium ainsi

introduites dans 1’atmosphére au début des années 1980.

Tableau 3 : Quantités des différents isotopes du plutonium produites lors des essais atmosphériques d’armes

nucléaires (United Nations, 1982)

Activités recensées dans

Isotope Période de demi-vie (ans)

I’atmosphere (Bq)
Pu-238 87,75 0,33.10%
Pu-239 2,41.10* 7,80.10%
Pu-240 6,56.10° 5,20.10%
Pu-241 14,29 1,70.10%
Pu-242 3,75.10° 1,60.108

D’autre part, les sites d'essais ont ét¢ également contaminés. Entre 1946 et 1958, les iles de Bikini et
Eniwetok ont recu une activité totale de Pu-239 et Pu-240 d’environ 1.10'° Bq. Jusqu’en 1961, une
activité totale de Pu-239 et Pu-240 d’environ 6.10'? Bq a été constatée sur le Nevada Test Site (Despres,
1995). La présence de plutonium d’origine militaire dans I’environnement provient donc essentiellement
des retombées atmosphériques des essais nucléaires mais accidents impliquant des engins a propulsion
nucléaire, comme les modules spatiaux et des avions militaires, participent a une libération faible mais

non négligeable d’actinides.

Ainsi, I’accident du satellite américain Transit-5BN-3 et son générateur SNAP-9A, a provoqué la
libération d’environ 10* Bq de Pu-238, majoritairement dans I'némisphere Sud en 1964 (Atwood, 2010).
De plus, des accidents d'avions B52 transportant des missiles thermonucléaires ont donné lieu a une
contamination notable de 5.10%° Bq en Pu-239 en 1966, a Palomarés (Espagne) et de 9.10'° Bq en Pu-
239 en 1968, a Thulé (Groenland).

. Rejets du Pu par les installations civiles et accidents majeurs de centrales nucléaires

civiles :

La deuxiéme source importante de plutonium dans I'environnement provient des incidents et accidents

survenus dans les centrales nucléaires. L'accident de la centrale nucléaire civile de Tchernobyl (Ukraine)
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en 1986 est le plus important accident impliquant une centrale nucléaire libérant ainsi dans
I’environnement une trés grande quantité de radionucléides, dont le plutonium, pour une activité totale
d’environ 5,2.10* Bq. Cet accident a été classé au niveau maximal sur I’échelle INES (International
Nuclear Event Scale). Lors de cet accident, 4% du combustible ont été répandus dans I’environnement
dont 1,5% hors des frontiéres de 1’ex-URSS (Higley, 2006). Les rejets des différents isotopes du
plutonium, estimés dans le rapport de UNSCEAR de 2000, sont regroupés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Estimation des activités des différents isotopes du plutonium rejetées lors de 1’accident de
Tchernobyl (United Nations, 2000)

Activités estimées de I’accident de

Isotope Période de demi-vie (ans)

Tchernobyl (Bq)
Pu-238 87,75 3,0.108 - 3,5.108
Pu-239 2,41.10*% 2,4.10" - 3,3.10%
Pu-240 6,56.10° 3,0.101 - 5,3.10"®
Pu-241 14,29 5,1.10% - 6,3.10%

De nos jours, la radioactivité autour de la centrale ainsi qu’en son sein est encore largement détectable.
Un sarcophage, appelé I’arche de Tchernobyl, a permis d’isoler totalement le réacteur n°4 de la centrale

afin de réduire et de confiner la radioactivité du réacteur éventré.

Plus récemment, en 2011, un deuxiéme accident majeur de niveau 7 s’est produit a la centrale de
Fukushima Daiichi (Japon). Un tsunami suivi d’un séisme ont mis hors service le systéme de
refroidissement principal entrainant une fusion des cceurs des réacteurs 1,2 et 3 ainsi qu’une surchauffe
de la piscine de désactivation du réacteur n°4. Cependant malgré I’important rejet de radioactivité dans
I’environnement autour de 7,7.10*" Bqg (Nuclear Emergency Response Headquarters, Government of
Japan, 2011), de récentes études ont montré que la quantité des différents isotopes de plutonium libérée
dans I’environnement est négligeable. A titre de comparaison, les traces de la détonation de Nagasaki
seront détectables dans I'environnement bien plus longtemps que celles du plutonium provenant de
I'accident (Johansen et al., 2021).

. Activités miniéres et extraction du Th :

L’extraction et le raffinage du minerai peuvent augmenter localement, de fagon artificielle, les quantités
de thorium naturellement présents dans 1’environnement, en dispersant des particules de Th-232
(Garnier-Laplace, Colle et Morello, 2001). Une étude dans les mines de Chine révéle que les

concentrations des particules de Th-232 varient considérablement dans les zones d’extraction et de
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raffinages avec des concentrations moyennes d'activité du Th-232 dans les zones d'extraction et de
raffinage proches de 6 mBg m (Wang, Zhong, Liang, Xing et Zhu, 2016). De plus, les activités minieres
peuvent contaminer les ressources exploitées par les populations proches de ces sites (Arogunjo et al.,
2009; Ault, Gosen, Krahn et Croff, 2016).

4. Pu et Th en milieux biologiques

a) Nature de la toxicité

L’utilisation de 1’énergie nucléaire dans de nombreux pays industrialisés a soulevé de nouvelles
problématiques. De nombreux questionnements d’ordre sociétal et environnemental liés aux risques de
pollution et de contamination humaine sont apparus dés le début de I’exploitation de cette nouvelle

source d’énergie.

Au niveau biologique, les actinides font partie des ¢léments chimiques qui n’ont aucune fonction
essentielle. Ces éléments sont tous considérés toxiques, d’une part en raison a leur comportement
chimique similaire aux métaux lourds (chimiotoxique) mais aussi a cause de leur radioactivité
(radiotoxique). L’ impact de la radiotoxicité est défini suivant plusieurs facteurs tels que la nature des
radiations (o, B, y), de 1'énergie, leur intensité, la durée d'exposition et les tissus touchés. Selon ces
facteurs, la radiotoxicité peut entrainer des dégats immédiats (brllures, altération de génes, mort) ou qui

peuvent apparaitre dans le temps comme des cancers.

Le Tableau 5 détaille les propriétés nucléaires des radionucléides Th-232 et Pu-239 et sont comparées a
celles des isotopes de I’uranium naturel qui possede une toxicité chimique plus importante que sa
radiotoxicité. Les radionucléides sont classés, suivant leur radiotoxicité, en quatre groupes, de 1 (trés
forte) a 4 (faible).

38



Chapitre | : Toxicité des actinides, transport et comportement en milieu physiologique - Etat de I’art

Tableau 5 : Propriétés nucléaires des radionucléides Th-232 et Pu-239 utilisés dans cette étude comparée a

I’uranium naturel.

o Mode de L ) . Groupe de
Radioisotope L ) Activité massique Période ] L
désintégration radiotoxicité
U-238 (99,275% de I’Unay) .
) a,y 1,24.10* Bg.g* 4,47.10° ans 4 (faible)
(Ammerich et al., 2014b)
U-235 (0,719% de I,Unat) R
] o,y 8,00.10* Bg.g* 7,04.10%ans 1 (tres forte)
(Ammerich et al., 2014b)
U-234 (0,006% de 1’Unar) \
) o,y 2,30.10% Bqg.g* 2,46.10°ans 1 (tres forte)
(Ammerich et al., 2014b)
Th-232
) a 4,05.10° Bg.g* 1,40.10% ans 2 (forte)
(Ammerich et al., 2013)
Pu-239 .
oy 2,30.10° Bg.g* 2,41.10*ans 1 (tres forte)

(Ammerich et al., 2014a)

Pour le thorium, sa toxicité chimique est comparable a celle de I’uranium tandis que sa radiotoxicité est
supérieure a celle de I’uranium (Ammerich et al., 2014b). L’isotope de Pu-239 est, lui, considéré comme
étant tres radiotoxique. La toxicité chimique du plutonium au niveau cellulaire a pu &tre mise en avant
pour le Pu-242 (Ammerich et al., 2014a).

Ces radionucléides ont des effets toxiques sur 1’organisme qui different suivant les modes d’exposition :
externe (source de rayonnement a 1’extérieur du corps) et interne aigue ou chronique (source de
rayonnement a I’intérieur du corps). Les particules o présentent des effets toxiques importants lors d’une
exposition interne dans 1’organisme tandis que les rayonnements vy, qui sont des rayonnements trés
pénétrants, sont nocifs que ce soit par exposition interne mais également externe. Néanmoins, les
particules a sont beaucoup énergétiques que les autres rayonnements donc par extension, plus nocifs

pour I’organisme vivant.

b) Etudes en milieu biologique

La contamination désigne la présence d’un élément pathogéne au sein d'un organisme vivant. Dans notre
cas, ce sont des ¢léments radioactifs qui vont interagir avec I’organisme et provoquer des modifications
dans les équilibres biologiques. Les principales voies de contamination des actinides lors d’une
exposition se font par inhalation d’aérosols (voie pulmonaire), par ingestion (gastro-intestinale), par

pénétration subcutanée (blessure) et cutanée.
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En milieu biologique, les actinides impactent les équilibres biologiques naturellement présents et sont
stockés dans les organes cibles. Une fois dans 1’organisme et dans les organes cibles, leur excrétion ne

dépend plus de leur voie d'entrée.

Les injections intramusculaire de Th(IV) chez le rat et intraveineuse chez le chien, montrent que
seulement 10% de thorium est excrété dans les urines apres 24h. In vivo, le Th(1V) soluble interagit avec
les tissus des différents compartiments biologiques tels que les os, le foie, la moelle épiniere, et les reins,
mais également avec des acides aminés et des protéines pour former des complexes stables. Les os sont
le site préférentiel d’accumulation du thorium et peuvent stocker entre 70 et 80% de la quantité injectée
suivant la durée de la contamination. 6% sont retrouvés dans le foie et environ 16% sont répartis entre
les tissus mous, les reins et I’excrétion (Figure 5) (Ansoborlo et al., 2006; Smith, 1995; Stover, Atherton,
Keller et Buster, 1960).

Dans le cas d’une injection de plutonium, la distribution du Pu(IV) est similaire quelle que soit I'espece
animale étudiée. Le plutonium est trés faiblement excrété de I’organisme par les urines (Romanov et al.,
2020). Aprés une inhalation, la radiométrie post-mortem sur I’homme a démontré que 90 % de l'activité
du plutonium dans les sites extra-pulmonaires étaient accumulés dans le foie et le squelette (Romanov
et al., 2020). De plus, la fraction de plutonium déposée dans le squelette augmente au cours du temps
(Romanov et al., 2020). Chez différentes especes animales, 80 a 90% du Pu(lV) injecté est déposé dans
les os et le foie, avec une répartition os-foie qui varie selon I’espéce animale étudiée (Age-dependent
doses to members of the public from intake of radionuclides. 1, 1990; Morss et al., 2006; Stover et al.,
1960). Les poumons sont également une cible préférentielle du plutonium lorsque I’individu subit une

contamination par inhalation.

Th(IV) Pu(IV)

m squelette ™ foie ®reins W tissus mous W excrétion

Figure 5 : Représentation graphique de la bio-distribution, post injection, dans les différents organes majeurs du
Th(IV) et du Pu(lV) chez le chien (Age-dependent doses to members of the public from intake of radionuclides.
1, 1990; Stover et al., 1960)
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Afin de décrire le phénomene de bio-distribution, un systeme de compartiments a été créé a partir de
données empiriques par la Commission internationale de protection radiologique (CIPR). Dans ce
modeéle, le sang est le principal vecteur permettant au thorium et au plutonium de migrer vers les
différents compartiments (Figure 6). Le squelette, qui est un compartiment majeur de la fixation du
Pu(IV) et Th(IV), est divisé¢ en fonction de la nature de 1’os (cortical ou trabéculaire) et de la zone
(surface, volume ou moelle). Le foie et les reins sont également divisés afin d’illustrer des différentes
dans ces organes. Les tissus mous sont, quant a eux, divisés en trois parties selon le temps de rétention
des actinides. Au sein des tissus mous, STO désigne des échanges rapides dans le fluide extracellulaire,

ST1 est pour les échanges de rapidité intermédiaire et ST2 pour les échanges lents.

1 1
1 1
1 ]
' i
i STO ST1 ST2 ;
T Y S Y J
r‘
i Squelette Os cortical | Sang |
1
| l v i i Foie i
1 : 1 !
i Volume <1 Surface [ Moelle > ijCellules de Kupffer i
| S pp—— | wp——————p———— P gy ey pe g pp——. : :
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i Os trabéculaire E '%:) Hépatocytes i
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Figure 6 : Modele bio-cinétique des actinides apres contamination (Age-dependent doses to members of the
public from intake of radionuclides. 1, 1990; Smith, 1995)

Dans ce modele, les échanges inter- et intra-compartiments sont régis par des constantes qui sont
dépendantes de la voie d’administration et de la nature de 1’actinide étudié. Les vitesses d’accumulation,
d’échange et d’excrétion dans les organes sont des informations essentielles a la compréhension de ces
systemes complexes. Les études toxicologiques et médicales ont permis d’affiner ces modéles et de

prévoir les quantités d’actinides excrétées et retenues dans les différents compartiments.

En outre, ce modéle montre que le sang est le principal vecteur des actinides (le plutonium ou le thorium

dans notre cas) vers les organes cibles. Les études in vivo sont trés complexes a réaliser et des études in
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vitro complémentaires permettent d’isoler un ou deux compartiments du modele établi afin de les étudier
plus précisément. Bien sdr ces données sont plus simplistes que les données in vivo mais elles offrent
une premiere approche sur le comportement des actinides dans des conditions proches du milieu

physiologique.

Dans la suite de ce chapitre, seules les études in vitro des interactions du Th(IV) et du Pu(lV) avec des
protéines seront décrites. La connaissance des mécanismes d'interaction entre ces actinides et les
protéines est nécessaire et permet de contribuer a une meilleure évaluation de I’impact des actinides sur

les mécanismes entrant en jeu dans les différentes fonctions biologiques des protéines.

I1. Interactions protéines-actinides, que sait-on ?

Le développement des techniques de caractérisation physico-chimique a rendu accessible les
interprétations précises sur les modes d'interaction des protéines d’un point de vue thermodynamique

mais également structural.

1. Quelques rappels sur la structure d’une protéine

Les protéines sont des macromolécules biologiques constituées d’une ou plusieurs chaines
polypeptidiques. Ces chaines sont un assemblage d'acides aminés liés entre eux par des liaisons
peptidiques (Figure 7).

H O Hlo H
T I |1
—N-C—-C-N-CH4C-N+4C-
I Ia | I(x I a
H R, H R, H | Ry

O=0

Figure 7 : Mise en évidence de la liaison peptidique
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La liaison peptidique est une liaison covalente qui est le résultat d’une réaction de condensation qui
s'établit entre une fonction acide carboxylique COOH d’un premier acide aminé et la fonction amine
NH; du deuxiéme. Ces chaines polypeptidiques adoptent ensuite une certaine conformation dans
I’espace qui dépend de la structuration a différents niveaux. Il existe quatre niveaux de structure dans

une protéine, regroupés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Différents niveaux de structure des protéines

Niveau de structure Description

Structure primaire

feuillet B hélice a

Structure secondaire A %
A

feuillet B

Structure tertiaire
hélice a

Structure quaternaire

. La structure primaire de la protéine est I’enchainement des acides aminés. Le premier acide

aminé qui compose la séquence est, par convention, celui qui posséde une amine libre & son extrémite,
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noté N-terminal. De la méme fagon, le dernier acide aminé de cette séquence possede un carboxylate

libre, noté C-terminal.

° La structure secondaire est le repliement local de la chaine principale de la protéine. Ce
repliement se produit par la création des liaisons hydrogene entre les acides aminés et forme plusieurs
structures dont I’hélice a et le feuillet B qui sont les plus courants. Ces repliements peuvent étre
déterminés par résonance magnétique nucléaire, dichroisme circulaire ou certaines méthodes de

spectroscopie infrarouge.

° La structure tertiaire d’une protéine correspond au repliement de sa chaine principale dans
I’espace par des attractions entre les hélices a et les feuillets B par des liaisons fortes. La structure
tridimensionnelle définit la fonction biologique des protéines. Les protéines s'organisent souvent de
facon modulaire en domaines structuraux distincts qui correspondent aux parties de la protéine acquérant
une conformation indépendamment du reste de la structure. Ces domaines structuraux sont associés a
une fonction individuelle comme la fixation d'un ligand, la reconnaissance d'un autre partenaire,
I’ancrage membranaire, etc. De plus, une protéine constituée de plusieurs domaines structuraux peut
associer plusieurs fonctions distinctes. Ces structures peuvent étre observées par cristallographie par

rayons X et spectroscopie par résonance magnétique nucléaire.

. La structure quaternaire n’est possible que pour des protéines complexes composées de plusieurs
chaines polypeptidiques associées par la formation de liaisons non covalentes comme des liaisons
hydrogenes, ioniques mais également par des interactions hydrophobes et des forces de Van der Waals.

Les protéines peuvent, par conséquent, adopter des structures primaires, secondaires, tertiaires et méme
guaternaires qui sont la clef de leur activité. De plus, une fois la protéine formée, des modifications post-
traductionnelles sont possibles et ont pour effet de modifier les propriétés physiques ou chimiques de

ces macromolécules.

Les protéines sont présentes dans toutes les cellules qu’elles soient animales ou végétales. Cependant
certaines protéines comme la phosvitine ou I'ostéopontine sont spécifiques des cellules animales. Dans

ce travail, nous nous sommes intéressées plus précisément aux métalloprotéines.

Depuis les années 1950, les métalloprotéines, ont été au centre de ’attention des chimistes et des
biochimistes. Les études sur la capacité d’interaction des protéines présentes dans notre organisme avec
différents métaux sont nécessaires pour la compréhension de nombreux mécanismes biochimiques mis
en jeu. En 1958, John Kendrew et ses collaborateurs ont pu observer et élucider la premiére structure
3D d'une protéine, la myoglobine du cachalot révélant ainsi la présence d'un atome de fer (Kendrew et
al., 1958).
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Les métalloprotéines représentent plus d'un tiers de ’ensemble des protéines et ont la particularité de
posséder un ou plusieurs sites de fixation d'ions métalliques. Les groupements fonctionnels des acides
aminés qui composent ces métalloprotéines interagissent avec les ions métalliques identifiés. Le cycle
imidazole des histidines, le groupement thiolate des cystéines, le groupement carboxylate des aspartates
et glutamates et la fonction phénolate des tyrosines sont les principaux groupes impliqués dans la
chélation des espéces ioniques métalliques. De plus, selon la structure de la métalloprotéine, la plupart
des chaines latérales des acides aminés et le squelette carboné peuvent étre impliqués dans la chélation

des ions métalliques.

En plus de ces groupes donneurs présents sur la protéine elle-méme, des groupements organiques non
protéiques, appelés groupements prosthétiques, peuvent interagir avec des protéines afin d’activer leur
fonction biologique. Le groupement prosthétique les plus connu est la porphyrine stabilisée au sein de
I’hémoglobine et de la myoglobine afin d’activer sa fonction biologique (transport de I'oxygéne dans le
sang). Enfin, des molécules d'eau ainsi que des anions carbonates inorganiques peuvent également étre

présents en tant que ligands des ions métalliques.

Les métaux dans ces proteines peuvent donc étre liés soit de fagon directe via les chaines latérales des
acides aminés, soit de fagon indirecte via la complexation avec un ligand non protéinique tel que la

porphyrine au sein de la myoglobine (Figure 8).

Figure 8 : Interaction locale d’un Ca(Il) dans la calmoduline (PDB : 1CKK ; a gauche) (Osawa et al., 1999) et
interaction d’une porphyrine contenant du fer en son centre avec la myoglobine (PDB : 1A56 ; a droite)

(Timkovich, Bergmann, Arciero et Hooper, 1998)

Les métaux essentiels pour 1’organisme tels que le fer, le cuivre, le manganése (qui posseédent des états
d’oxydation multiples) mais aussi le zinc, le calcium et le magnésium (qui ne possédent que 1’état
d’oxydation +II), sont les cations qui interagissent le plus communément avec les métalloprotéines.

Dans une moindre mesure, le nickel, le cobalt, le molybdéne, le vanadium ou le tungsténe sont également

45



Chapitre | : Toxicité des actinides, transport et comportement en milieu physiologique - Etat de I’art

présents dans les sites actifs. Ces différents métaux peuvent avoir soit un rdle structural au sein de la

protéine, soit un role catalytique (Degtyarenko, 2005).

L’étude de I’interaction des métaux avec les métalloprotéines s’étend aux métaux exogenes dans le but
d’identifier les éventuelles modifications de la fonction biologique de la métalloprotéine. Ces études
incluent les métaux de transition et certains métalloides comme I'arsenic, le cadmium, le mercure, le

plomb et le chrome (Appenroth, 2010).

Des mesures in vitro ont montré que certains de ces métaux lourds et métalloides bloquent le repliement
des protéines chimigquement dénaturées. Dans des études in vivo, ces observations ont également mis en
évidence une interférence du métal lourd dans le repliement des protéines provoquant I'agrégation des
protéines naissantes dans les cellules vivantes (Tamas, Sharma, Ibstedt, Jacobson et Christen, 2014). En
interférant avec le repliement des protéines naissantes ou dépliées, les métaux lourds peuvent donc
affecter profondément I'noméostasie et la viabilité cellulaire. Ce dénaturement provoque, soit un
déplacement des ions métalliques essentiels, soit la formation d’un complexe entre différents groupes
fonctionnels de la chaine latérale de la métalloprotéine et un ou plusieurs métaux lourds (J. A. Lemire,
Harrison et Turner, 2013).

Les (métallo)protéines étant impliquées dans les différents processus biologiques et occupant une
position dominante dans le métabolisme, elles détiennent, par conséquent, une place privilégiée dans
I'éstude des mécanismes de la toxicologie des actinides. Ces mécanismes moléculaires restent a ce jour

mal compris.

2. Interaction des An(lIV) avec les protéines et métalloprotéines

Parmi I’ensemble des protéines connues susceptibles d’interagir avec les actinides, les protéines sériques
impliquées dans le transport et I'noméostasie des métaux ainsi que les protéines présentes dans les
principaux organes cibles comme le foie, les reins et le squelette ont attiré I'attention de la communauté
scientifique. L'identification de ces protéines cibles des actinides a ouvert la porte a un nouveau champ
de recherche axé sur la caractérisation thermodynamique et structurelle des sites de liaison des actinides
dans ces macromolécules. Ces investigations sont essentielles pour définir et comprendre I'impact de
ces métaux sur la structure et la fonction des protéines. Cependant malgré le développement des
techniques spectroscopiques qui ont contribué aux avancées dans ce domaine, les résultats restent

incomplets.

De plus, les données thermodynamiques ne sont souvent pas comparables car elles dépendent fortement

des conditions d’analyse. Le choix du systéme modéle ou du milieu est essentiel et influence fortement
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la détermination des données. Ces différents parameétres rendent donc la comparaison des constantes

d'affinité expérimentales difficile.

La majorité des études sur ces protéines ont été menées avec ’U(VI) et le Pu(IV) bien que certaines
études se soient également intéressées aux An(l11). Dans ce paragraphe, seules les recherches autour des
interactions entre An(IV), et plus particulierement du Pu(lV) (et dans une moindre mesure Th(1V)) avec
les protéines cibles sont présentées.

o Trés récemment, les protéines phosphorylées comme I’ostéopontine ont suscité un intérét
croissant, dans la complexation des actinides, de la part de la communauté scientifique. L’ostéopontine
est une protéine hyper-phosphorylée, intrinsequement désordonnée, dont le role principal est lié a la
minéralisation osseuse. Elle est sécrétée par plusieurs organes dont les cellules osseuses et les reins
(Sodek, Ganss et McKee, 2000). L’interaction de I’ostéopontine avec le Th(IV) a été étudiée par Creff
et ses collaborateurs, et observe que le Th(IV) se lie a la protéine par des groupes phosphates et
carboxylates. (Creff et al., 2016).

. Parmi les protéines impliquées dans le transport du Ca(ll), la calmoduline semble étre une
protéine cible du plutonium. Par exemple, Seeger et ses collaborateurs ont étudié par diffusion des
neutrons aux petits angles, I’interaction de la calmoduline avec le Pu(IlT). En 1997, il a pu observer que
le site de complexation du Pu(lll) est identique a celui du Ca(ll) au sein de la calmoduline (Seeger et
al., 1997). D’autre part, des études menées par Aryal et ses collaborateurs ont permis d’identifier
plusieurs protéines potentielles cibles du Pu(lV) dont la plupart sont des protéines « naturelles » de

liaison du calcium (Aryal et al., 2011).

° Bien que 1’albumine ne soit pas la cible privilégiée des actinides dans le plasma sanguin, son
interaction avec le Th(IV) a été étudiée (Ali, Kumar, Kumar et Pandey, 2016). Cette étude a démontré
une probable interaction des groupes carboxylates et amides avec le métal. De plus, la structure

secondaire de la protéine semble également étre affectée par la présence des actinides.

° L'hémoglobine, I'une des protéines les plus abondantes présentes dans les globules rouges, est
composée de quatre groupes hémiques complexant le Fe(ll). Cependant cette protéine n'est pas une cible
avérée des actinides in vivo. Néanmoins, son mode d'interaction avec le Th(IV) a été récemment étudié
(Kumar et al., 2016). L’affinité entre le Th(IV) et ’hémoglobine serait comparable a celle de I’albumine.
Les deux cations interagissent avec la protéine, principalement via les groupes carboxylates et amides,

ce qui entrainerait une perte de conformation de 1'hélice a.

. L'os est un tissu hautement vascularisé, contrdlé par un systéme cellulaire qui assure sa

croissance et son homéostasie. Le tissu osseux est composé d'une partie protéique contenant
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principalement du collagene mais aussi des protéines non collagéniques imprégnée d'une matrice
minérale d'hydroxyapatite et de sels tels que le magnésium. Une partie des protéines non collagéniques
peuvent étre libérées par la circulation sanguine et parmi elles, la fétuine-A, représente plus de 25% en
masse dans le sérum (Jahnen-Dechent, Heiss, Schéfer et Ketteler, 2011). Cette protéine est sécrétée dans
le sang par les cellules du foie. Une étude menée par Vidaud et ses collaborateurs (Vidaud, Miccoli,
Brulfert et Aupiais, 2019) sur cette protéine a mis en avant, par le biais d’analyses couplant la
spectrométrie de masse avec des techniques de séparation comme I’électrophorése capillaire, une
interaction avec le Pu(lV). Pour aller plus loin, la fétuine-A pourrait entrer en compétition avec une
autre protéine sérique, la transferrine, pour se lier au plutonium, soit dans le sang, soit directement a la

surface des os.

o La transferrine, notée Tf, est de loin la protéine la plus étudiée. Cette protéine, synthétisée par
le foie, permet le transfert du fer du sang vers les organes cibles. La transferrine est constituée de deux
lobes distincts, appelés lobe C et lobe N, reliés par une chaine polypeptidique. Elle fera I’objet d’une

description détaillée dans le chapitre 4 qui lui est dédié.

En 1981, la complexation du Th(IV) avec la transferrine a été mise en évidence dans un complexe Th,-
transferrine, noté Th,Tf, par Harris. Dans cette étude, un atome de Th(IV) est lié, dans le lobe C par
deux groupes tyrosine, tandis qu’un deuxiéme atome Th(IV) est li¢ par un seul groupe tyrosine, ce qui
semble indiquer que le site de complexation du lobe N est Iégerement plus petit que le site situé dans le

lobe C (Harris, Carrano, Pecoraro et Raymond, 1981).

En 1987, Duffield et ses collaborateurs ont montré dans une approche préliminaire utilisant la
spectroscopie d'absorption UV-Visible que l'interaction de la transferrine avec le Fe(l11) est similaire a
celle de Pu(lV) et du Th(IV) (Duffield, 1987). Cette similitude entre les différents cations a été vérifiee
dans une étude comparant I’environnement proche des complexes Th,Tf et Pu,Tf, par spectroscopie
d'absorption des rayons X (XAS), a I’interaction du Fe(III) décrite dans la littérature (Jeanson et al.,
2010).

o La ferritine, notée F, est une protéine présente dans différents organes ainsi que dans le
compartiment sanguin. La fonction biologique de cette protéine réside dans le stockage de fer. Comme
pour la transferrine, cette protéine fera 1’objet d’une description détaillée dans le chapitre 3 qui lui est
dédié. Cependant contrairement a la transferrine, trés peu d’études ont été menées sur I’interaction du
Pu(lV) et du Th(IV) avec la ferritine.

Ces deux dernieres protéines, faisant 1’objet de ce travail de thése, participent au cycle du fer dans

I’organisme humain.
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3. Le cycle du fer dans I’organisme humain

Les protéines sériques sont des cibles préférentielles des actinides avec de fortes constantes de
complexation. Ces observations concordent avec le modéle CIPR indiquant que le compartiment
sanguin est un acteur majeur de la bio-distribution des métaux dans I’organisme impactant le squelette,
les reins et le foie notamment. Parmi les protéines sériques, la transferrine, dont le réle réside dans le
transport du Fe(III) du sang vers les organes, a attiré nettement 1’attention car cette protéine peut former
des complexes stables avec les actinides, avec des sites de complexation similaires a ceux du Fe(ll1) et
méme une possibilité d’internaliser les actinides dans les cellules. De ce fait, il parait intéressant de se
pencher sur le cycle du fer dans 1’organisme mais aussi de comparer les données physico-chimiques du
Fe(III), élément naturel de complexation de la transferrine et du Pu(IV) dont 1’affinité avec la protéine

est trés importante.

a) Cycle et rble du fer chez les vertébrés

° Origine du fer :

Le fer présent dans 1’organisme provient exclusivement de I’alimentation ou il existe essentiellement
sous deux formes, une forme libre (appelée non héminique) et une forme liée a I’héme (fer héminique).
La teneur en fer des aliments est tres variable et sa biodisponibilité alimentaire dépend de sa nature.
L'organisme humain contient de 3 a 5 g de fer au total mais son métabolisme I'économise au maximum,

fonctionnant quasiment en circuit fermé (Omar, Feki et Kaabachi, 2006).

Dans 1’organisme, le fer joue un role important dans de nombreux processus biologiques comme le
transport d’oxygene, le transport d’électrons ou la synthése d’ADN. Lorsque le fer se retrouve sous
forme libre, il peut étre engagé dans des réactions d’oxydoréduction conduisant a la formation de
radicaux libres qui peuvent générer un stress oxydatif lorsque les défenses antioxydantes de la cellule
sont dépassées. Afin d’éviter cette toxicité, des systémes protéiques de transport du fer au travers des
membranes cellulaires ainsi que leur stockage sous une forme non toxique et facilement mobilisable en

cas de besoin ont été développés dans I’organisme (Beaumont et Karim, 2013).

Le fer est un élément peu excrété par les voies urinaires. Par conséquent, I’organisme limite son
absorption intestinale et favorise son stockage dans le foie et les macrophages de la rate par un

mécanisme hautement controlé.
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b) Absorption intestinale du fer

L’absorption du fer alimentaire nécessite que celui-ci traverse les membranes apicales et basolatérale
des cellules épithéliales du duodénum (Anderson et Frazer, 2005). Le membrane apicale et basolatéral
définissent la polarité cellulaire. La membrane apicale est I'extrémité cellulaire en contact avec
I’environnement extérieur tandis que la membrane basolatérale est I'extrémité cellulaire en contact avec

le milieu intérieur.

L'épithélium intestinal est la couche de cellules qui recouvre les villosités de I'intérieur de l'intestin et
fait la liaison entre l'intérieur de l'intestin et I'intérieur de I'organisme. Les cellules de la villosité, les

entérocytes, sont responsables de 1’absorption intestinale du fer (Figure 9).

Fe3t =P Fe2t
Transferrine

Fer héminique ‘

Fer alimentaire
Fer non héminique
Fe3*
Acide ascorbiqu

Entérocyte

Lumiére intestinale

Figure 9 : Schéma de I’absorption intestinale du fer dans le duodénum (source :

http://clashdot.wdfiles.com/local--files/info%3Airon-metabolism/FeAbs.jpg)

Le schéma ci-dessus, reprend une partie du cycle du fer de fagon simplifiée afin d’expliquer les
mécanismes d’absorption du fer sous ses deux formes dans les entérocytes jusqu’a leur libération dans

le compartiment sanguin.

50



Chapitre | : Toxicité des actinides, transport et comportement en milieu physiologique - Etat de I’art

. Incorporation du fer héminigue dans les entérocytes :

Le fer héminique est principalement présent dans les aliments d’origine animale (biodisponibilité de 20
a 30 %) et est facilement absorbé. Il est incorporé dans la structure de I’héme et rentre dans la
constitution d’enzymes respiratoires (cytochromes, oxydases, peroxydases, etc.), de I’hémoglobine et
de la myoglobine. Dans 1’organisme, le fer héminique représente 65 % de la quantité totale de fer (Omar
et al., 2006).

Une fois que I’héme est libéré des hémoprotéines (essentiellement 1’hémoglobine et la myoglobine) au
niveau de I’estomac par acidification et I’action des enzymes protéolytiques, la protéine HCP (Heme
Carrier Protein) située au niveau du pole apical des entérocytes pourrait étre impliquée dans 1’absorption

alimentaire du fer héminigue (Shayeghi et al., 2005).

Le fer contenu dans 1I’héme est ensuite libéré dans les entérocytes aprés une dégradation enzymatique
par I’héme-oxygénase (HO-1) qui produit du monoxyde de carbone, du fer ferreux Fe(ll) et la
biliverdine. Le fer ferreux pénétre alors dans un réservoir intracellulaire situé dans 1’entérocyte, appelé

Dcyth-DMT1) (Divalent Metal Transporter 1) (Beaumont et Karim, 2013).

. Incorporation du fer non héminigue dans les entérocytes :

Le fer non héminique est, quant a lui, présent dans les aliments de source végétale ainsi que dans le lait
et dans les ceufs. Sa biodisponibilité alimentaire est de I’ordre de 2 a 5 %, bien inférieure a celle du fer
héminique. Les réserves de fer non héminique représentent de 35 % de la quantité totale de fer dans

I’organisme (Omar et al., 2006).

Dans le tractus gastro-intestinal, le fer non héminique, sous I’action des enzymes gastriques, Se retrouve
sous forme ferrique Fe(l1). Cet état d’oxydation n’étant pas biodisponible, le fer ferrique est réduit en
fer ferreux a la surface de la bordure en brosse des entérocytes duodénaux soit par des enzymes comme
la réductase ferrique, Dcytb (duodenal cytochrome b) soit par réaction avec ’acide ascorbique et la
lumiére intestinale (Anderson et Frazer, 2005). Apreés cette réduction, le fer ferreux peut alors traverser
la membrane par transport du DMT1 (Conrad et Umbreit, 2002).

. Le fer dans les entérocytes :

Une fois que le fer héminique et non héminique se retrouvent dans les entérocytes, leur devenir dépend
des demandes de 1’organisme. Si I’organisme n’a pas besoin de fer dans I’'immédiat, il reste dans les
entérocytes, stocké au sein de la ferritine, protéine qui régule ’homéostasie du fer. L’entérocyte pourra

donc utiliser ce fer lors de sa desquamation (Vaulont, 2017).
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En revanche, quand I’organisme a besoin de fer, la ferroportine, seul exportateur de fer connu a ce jour,
le dirige vers le pole basal de I’entérocyte afin de passer la barrieére membranaire pour étre exporté dans
le compartiment sanguin. L hepcidine est une hormone peptidique constituée de 25 acides aminés
synthétisés par le foie. Cette hormone est considérée comme le ferrostat de 1’organisme car elle permet

la régulation de la quantité de fer relarguée dans le compartiment sanguin (Ganz, 2011).

L’héphaestine est une ferroxidase membranaire qui permet I’oxydation du fer ferreux en fer ferrique.
Une fois oxydé par 1’héphaestine, le fer ferrique se retrouve dans le sang et peut interagir avec une
protéine sérique bien connue, la transferrine, qui permet le transfert de ce métal jusqu’aux cellules des

organes demandeurs (Vaulont, 2017).

° Le fer, du sérum jusqu’a ’internalisation cellulaire :

Dans le compartiment sanguin, la transferrine interagit avec les cations ferriques et délivre le fer aux
cellules. Un complexe entre le récepteur de la transferrine et la transferrine porteuse de deux cations
ferrique se forme sur la paroi externe de la membrane cellulaire et pénétre dans la cellule par endocytose
(Cheng, Zak, Aisen, Harrison et Walz, 2004). Les cations ferriques sont libérés dans 1’endosome par
acidification du milieu, puis ils sont transférés de I’endosome vers le cytosol probablement griace au
transporteur DMT1 (Fleming et al., 1998). Une fois que la transferrine se dissocie de ses deux cations
métalliques, la transferrine et son récepteur sont ensuite tous deux recyclés a la surface cellulaire puis,
ne reconnaissant plus la transferrine, ce complexe se dissocie libérant la transferrine dans le

compartiment sanguin afin qu’elle se lie de nouveau a deux cations ferriques.

Les deux atomes de fer relachés par la transferrine dans les cellules interagissent avec la ferritine,
métalloprotéine ubiquitaire, dont le rdle est la régulation du fer au sein de la cellule. Cette protéine peut
accumuler le fer sous une forme de réserve mais aussi I’isoler sous une forme non toxique et permettant
d’éviter les dommages oxydatifs (Finazzi et Arosio, 2014). Le fer stocké au sein de la ferritine est recyclé
et remis a disposition selon les besoins de la cellule. Cependant ces mécanismes de relargage du fer
stocké dans la ferritine sont peu connus. La réduction du fer est nécessaire a ce recyclage et plusieurs
agents réducteurs ont été proposés, particulierement I’anion superoxyde et I’ascorbate. De nombreuses
études suggerent que le fer est libéré par une dégradation protéolytique de la ferritine, de type

protéosomale ou lysosomale (Vaulont, 2017).

Mais les cellules impliquées dans la production de la ferritine n’ont pas été clairement identifiées. Il se
pourrait que les macrophages jouent un réle prépondérant dans I’export de la ferritine. Des auteurs
suggérent que la ferritine serait issue d’une fuite des cellules endommagées et non d’un mécanisme de

sécrétion classique (Kell et Pretorius, 2014).
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Le foie est I’organe majeur du stockage du fer dans I’organisme. Cet organe assure de multiples
fonctions vitales telles que la synthése et sécrétion de la bile, le métabolisme des sucres, des lipides et
des protéines de détoxification, le stockage de la vitamine B12 entre autres. Le foie est capable
d’accumuler le fer lié a la ferritine pour empécher la circulation d’une trop grande quantité de fer libre
(Vaulont, 2017).

Le cycle du fer fait ressortir I’'impact non négligeable de la transferrine. Cette protéine, hautement affine
des actinides (IV) dont le Pu(lIV) pourrait donc entrainer, par transport, une contamination cellulaire
chronique au sein de la cellule. Une étude menée par Jensen et ses collaborateurs a montré qu’une
interaction du Pu(IV) avec la transferrine peut amener a son internalisation cellulaire (M. P. Jensen et
al., 2011). La ferritine est la deuxiéme protéine majeure du cycle du fer car elle permet I’homéostasie
du fer au niveau cellulaire. Peu d’informations concernant son interaction avec le Pu(lV) sont
disponibles a ce jour. Si cette interaction est avérée, cette protéine pourrait étre en mesure de stocker, a

court ou long terme, du Pu(IV) et donc d’augmenter la durée de contamination.

¢) Quelle similitude biologique entre le Fe(lll) et le Pu(IV) ?

Il a été constaté que le Pu(lV) a une affinité avérée avec la transferrine, protéine impliquée dans le cycle
du fer. De ce fait, nous abordons dans cette partie, les similitudes, en milieu biologique, entre le Pu(lV)

et le Fe(IlI) pour tenter d’apporter des premiers éléments de réponse.

Le Pu(1V) et le Fe(l11) possédent un état d’oxydation différent en milieu biologique. Cependant ces deux
éléments présentent de nombreuses similitudes dans leurs propriétés chimiques ainsi que dans les
interactions biologiques (Ansoborlo et al., 2006). La coordinance typique de 10 pour le Pu(IV) et de 6
pour le Fe(l11), intrinséquement liée a leur rayon ionique (0,960 A pour le Pu(IV) et 0,645 A pour le
Fe(l11)) (Shannon, 1976). Bien que leur rayon ionique soit différent, les potentiels ioniques (z/r) du
Fe(ll1) et du Pu(lV) (respectivement 4,6 et 4,3) sont trés proches et ces deux métaux sont considérés
comme des acides durs au sens de Pearson. De plus, ces deux métaux forment des hydroxydes Pu(OH)

et Fe(OH)s, hautement insolubles, suivant les réactions suivantes :

Pu(OH), < Pu** +4H0~ K=10%
et Fe(OH); & Fe3*+3H0~ K=10%
(Gorden, Xu, Raymond et Durbin, 2003)

Les premiéres constantes d'hydrolyse, exprimée en logK, sont similaires, de 1,5 et 3, respectivement
pour les (Pu(OH)*" et Fe(OH)?") (Edelstein, 1980; Gorden et al., 2003). Cette analogie entre le Pu(IV)
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et le Fe(lll) est également illustrée avec la comparaison des valeurs de plusieurs constantes de

complexation des deux cations avec les mémes ligands (Figure 10) (Ansoborlo et al., 2006).

35

30
o~ 25
"3 20

0 1 1 LI | 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35

K1 (Fe®")

Figure 10 : Analogie entre le Pu(lV) et le Fe(l11) entre les valeurs log K; de différents agents chélateurs (1=0;
T =25 °C) symbolisées par des losanges. La courbe représente ’analogie parfaite (1 :1) (Ansoborlo et al., 2006)

Enfin, les similitudes dans le comportement chimique du Pu(lV) et du Fe(lll) ont également été
observées avec la transferrine. Ces deux métaux interagissent dans les mémes sites de complexation.
Cette interaction améne également un changement de conformation selon Jensen qui a montré que le
complexe mixte PucFenTf a une conformation similaire a Fe,Tf et pourrait donc étre internalisé dans
des cellules (Figure 11) (M. P. Jensen et al., 2011).

Fe2T1c +
PuCFeNTf

Figure 11 : Comparaison des conformation d’un complexe Feo-transferrine et PucFen-transferrine (M. P. Jensen
etal., 2011)

La similitude entre le Pu(lV) et le Fe(lll) en milieu biologique ainsi que la mise en évidence de
I’interaction du Pu(1V) avec de nombreuses protéines dont la transferrine, qui est impliquée dans le cycle
du fer, laisse supposer que ce métal pourrait reproduire le cycle du fer jusqu’a une possible
internalisation cellulaire. Dans ce travail, nous avons étudié deux protéines impliquées dans le cycle du
fer : la transferrine qui joue le role de transport du sérum vers les cellules et la ferritine qui permet le

stockage du fer dans la cellule.
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Chapitre Il : Préparation et caractérisation de la solution de carbonate de plutonium

I. Le plutonium : origine, découverte et propriétes physico-

chimiques

Pendant le Projet Manhattan mis en place aux Etats-Unis entre les années 1939 et 1945, le plutonium
est devenu un élément d’intérét majeur dans le cadre militaire. Aprés la fin de la Deuxiéme Guerre
Mondiale, le Commissariat 4 I’Energie Atomique (CEA) voit le jour en France le 18 octobre 1945. Cet
organisme est affecté aux recherches scientifiques et techniques en vue de I’utilisation de I’énergie
nucléaire dans les domaines de la santé (notamment les applications médicales), de 1’industrie
(électricité) et de la défense nationale. A partir de 1958, le CEA extrait le plutonium du combustible
irradié pour élaborer 1’arme atomique. Dans les années 1980, le plutonium est utilisé dans 1’élaboration
d’un nouveau type de combustible : le Mox. Ce nouveau combustible vise notamment a valoriser les

éléments radioactifs issus du combustible usé.

Le plutonium utilisé dans ces différents domaines est I’objet de nombreux programmes scientifiques liés

a sa possible dissémination.

1. Découverte du plutonium

Le plutonium est le 94¢™ élément de la classification périodique de Mendeleiev, avec comme symbole
Pu. Le nom de cet élément évoque la planéte Pluton découverte apres Uranus et Neptune. Il a été nommé
par analogie aux éléments qui le précédent dans la classification périodique, I’uranium et le neptunium.
Le plutonium posséde vingt isotopes de masse comprise entre 228 et 247 et tous sont radioactifs. Le

Tableau 7 présente les principaux isotopes dont la période de demi-vie est supérieure a un an.

Tableau 7 : Principaux isotopes du plutonium ayant une période de demi-vie supérieure a un an (Delacroix,
Guerre et Leblanc, 2006)

Isotope Période (années) Type de rayonnement
Pu-236 2,86 a

Pu-238 87,75 a

Pu-239 2,41.10* o

Pu-240 6,56.10° a

Pu-241 14,29 o, B

Pu-242 3,75.10° a

Pu-244 8,08.107 o
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Le plutonium a été prépare par synthese nucléaire, pour la premiére fois, en décembre 1940 par 1’équipe
de Glenn T. Seaborg a Berkeley en Californie. La réaction nucléaire a été réalisée a I’aide d’un cyclotron
en bombardant une cible d’uranium-238 par des noyaux d’hydrogeéne lourd accélérés a 16MeV. Cette

réaction nucléaire a conduit a 1’obtention de 1'isotope neptunium-238 (Seaborg, 1992).

28U+ 2H-> 288Np+2in

Le neptunium-238, qui est émetteur f~ et dont la demi-vie radioactive est de 2,117 jours par décroissance

f, se transforme en plutonium-238.

238 238 0
o3 Np = “ga Pu+ _je

A la suite de cette découverte, en 1941, le plutonium-239 est produit par absorption neutronique d’une

source d’uranium-238 afin d’obtenir I’uranium-239.

e+ U -

L’uranium-239 décroit, par le biais d’une double désintégration 3~ en neptunium-239 puis en plutonium-

239 suivant les réactions suivantes :
239 239 0
92U = “93Np + _Je

239

239
93 Np —

0
s Pu + _je

Le radioisotope plutonium-239 étant fissile (capacité du noyau a subir une fission nucléaire sous 1’effet
d’un bombardement de neutrons thermiques), a été notamment au cceur du Projet Manhattan pour la

conception de la bombe atomique.

Le plutonium est un élément qui posseéde des caractéristiques physico-chimiques trés variées. Ces
propriétés lui conférent une chimie tres riche mais également trées complexe. Le prochain paragraphe

détaille les propriétés physico-chimiques du plutonium en solution aqueuse.
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2. Propriétés physico-chimiques du plutonium en solution aqueuse

a) Etats d’oxydation du plutonium en solution

La configuration électronique du plutonium est [Rn]5f7s2. De plus, il posséde un caractére trés
¢lectropositif ce qui lui permet de présenter un grand nombre d’états d’oxydation allant de +111 a +VII

en solution.

Les potentiels redox qui couplent les quatre états d'oxydation courants du plutonium en solution acide
(111, 1V, V et V1), soit respectivement Pu®*, Pu**, PuO,* et PuO2?*, dans des conditions de pH et de milieu
appropriées (R. J. Lemire et NEA Data Bank, 2001) sont remarquablement similaires et
approximativement égaux a 1,0 volt (Katz, Morss et Seaborg, 1986), comme le montre la Figure 12.

’ -0,783 vV

1,022V

1,077 Vv

0913V ,172v 0,982V -2,023 Vv
Puo,* Put* Pud+ Pu®

PuO,?*

1,043V ’ -1,272Vv

-0,500 v

Figure 12 : Potentiel d’oxydo-réduction des différentes formes du plutonium (1 M HCIO4, 25°C), en Volt par
rapport a 1’électrode normale a hydrogéne (R. J. Lemire et NEA Data Bank, 2001)

La spectrophotométrie d'absorption est un outil de diagnostic essentiel pour l'identification de I'état
d'oxydation du plutonium. Ainsi, chacun des différents états d'oxydation présente une signature spectrale
caractéristique dans le domaine UV-visible et proche infra-rouge en plus d’avoir une couleur

caractéristique en solution (Figure 13).

Ces bandes sont plus ou moins intenses selon 1’état d’oxydation du plutonium et permettent également
de pouvoir le quantifier lorsque leur coefficient d’extinction molaire est connu (Cohen, 1961; Morss et
al., 2006).
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Figure 13 : (a) lons aquo du plutonium dans une solution & 1 M en perchlorate (Le Pu(V) est dans NaClO4 a pH
=7, le Pu(VIl) est dans 2,5 M NaOH) ; (b) Spectres d'absorption électronique des principaux ions du plutonium
aquo enregistrés a 25 °C (Clark, 2000)

La radioactivité du plutonium est a I’origine de la décomposition radiolytique de 1'eau générant des
agents d'oxydoréduction assez puissants, notamment des radicaux a courte durée de vie H°, HO" et O,

ainsi que des produits de recombinaison radicalaire tels que Ha, O; et H,0..

Les produits de la radiolyse de 1’eau participent a la réduction du Pu(VI) et du Pu(V) en Pu(IV) et Pu(IIl).
Ces réactions conduisent donc a la coexistence des quatre états d'oxydation différents dans la méme

solution.

De plus, en l'absence d'agent complexant et en solution faiblement acide, le Pu(lV) a tendance a se
dismuter pour former du Pu(lll) et du Pu(VI), comme le montre 1’équation (1). Le Pu(V) peut aussi

dismuter (équation (2)), dans un milieu faiblement acide, pour former du Pu(IV) et du Pu(VI).
3 Pu* + 2 Hy0 = 2 Pud* + PuOz2* + 4 H* (1)

2 PUO," + 4 H* = Pu** + PUO22* + 2 H,0 )

Les réactions d’oxydation ou de réduction des couples Pu**/Pu®* et PuO,?*/PuQ,* sont des réactions
rapides faisant intervenir I’échange d’un seul électron sans formation ou rupture de liaison. Cependant,
les couples PuO,2*/Pu*t ; PUO,*/Pud* ; PuO,*/Pu** impliquent la formation ou la rupture de deux liaisons
métal-oxygeéne Pu=0, d’ou une cinétique plus lente. Cette liaison fait intervenir des protons dans le
mécanisme réactionnel, ce qui complexifie encore ce mécanisme. Les réactions de dismutation sont

réversibles, mais trés lentes. (Connick, 1949; Rabideau, 1953).
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L’¢quilibre entre les quatre états d'oxydation est fonction de la force ionique du milieu, de la présence

de ligand(s) et des réactions d’hydrolyse.
Pu(V1) + Pu(lll) = Pu(IV) + Pu(V)

Chaque état d’oxydation présente une chimie de coordination variée, une réactivité caractéristique et
une solubilité des complexes moléculaires spécifique. La chimie du plutonium en solution aqueuse est

donc particulierement complexe et fascinante (Pikaev, Shilov et Gogolev, 1997).

b) Complexation du plutonium en solution

La chimie de coordination des ions plutonium est caractéristique des acides « durs » au sens de Pearson
(espéces peu polarisables). Ceux-ci réagissent donc préférentiellement avec des « bases dures »
comportant des atomes donneurs comme 1’oxygéne ou le fluor afin de former des complexes trés stables.
Les ions du plutonium ont des rayons ioniques relativement grands, allant de 0,71 A pour le Pu(VI)
jusqu’a 1,00 A pour le Pu(Ill) (Shannon, 1976) et forment donc des complexes avec des nombres de
coordination éleves allant de 8 a 12. L’affinité diminue suivant la charge effective du plutonium selon

la séquence suivante :

Pu(IV) > Pu(VI) = Pu(Ill) > Pu(V)

Les ions du plutonium ont un caractére oxophile et forment donc facilement des complexes avec des
ligands oxo. La stabilité des complexes formés dépend de la charge et de la basicité du ligand. Par

exemple, la stabilité des différents complexes avec le plutonium suit I’ordre suivant :
ClOs < CI' < NOs < SO4* << COs* < POs*

(Clark, 2000; Morss et al., 2006)

Le perchlorate est souvent considéré comme un contre-ion sans interaction, mais il se coordonne au
plutonium a de trés fortes concentrations. Les complexes de nitrate sont beaucoup plus stables que les
espéces analogues de perchlorate et Iégérement plus stables que les complexes de chlorure de méme
steechiométrie. Le phosphate est un ligand exceptionnellement fort pour le plutonium qui le chélate
généralement de maniére bidentée. La stabilité des complexes oxoanioniques du plutonium suit la

tendance décrite ci-dessus, le Pu(IV) étant 1’état d’oxydation qui établit les complexes les plus stables
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et le Pu(V) les moins stables. La liaison dans ces complexes peut étre deécrite comme ionique et la

géomeétrie est principalement régie par des considérations stériques (Clark, 2000; Morss et al., 2006).

c) Le cas particulier de I’hydrolyse

Le comportement hydrolytique des ions plutonium a fait I'objet de nombreuses études. Cet intérét a été
intensifié par I'importance pratique de I'nydrolyse dans la manipulation des solutions. La caractérisation
de I’hydrolyse du plutonium est la pierre angulaire de la compréhension de sa chimie de coordination
aqueuse, en particulier de la stabilité thermodynamique des complexes. La tendance a I'hnydrolyse suit
la méme tendance que la complexation. Ainsi, a pH équivalent, I'hydrolyse est plus importante pour
Pu(IV) que pour Pu(V). Les réactions globales de 1’hydrolyse du Pu(IV) sont décrites par 1’équation

générale (5) et sa spéciation dans 1’eau est représentée sur la Figure 14.
Pu* + n HO™ = Pu(OH),*" (5)

100 ~

Pu(OH), (aq)

Distribution du Pu(1V) (%)

0 e~

T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figure 14 : Spéciation du plutonium (IV) dans I’eau ([Pu] = 2,5 mM) a 25°C. Ce calcul a été réalisé a ’aide du
logiciel JChess© en prenant en compte les différentes constantes thermodynamiques de ’hydrolyse du Pu(IV)

citées ci-dessous. La précipitation du Pu n’a pas été prise en compte.
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Les constantes de formation globales de 1’hydrolyse du plutonium sont répertoriées dans le Tableau 8 et

montrent la grande stabilité de ces complexes.

Tableau 8 : Constantes d'hydrolyse du Pu(IV) (1=0; T = 298,15 K) (Guillaumont, 2003; Knopp, Neck et Kim,
1999; Neck et Kim, 2001)

Réaction d’hydrolyse l0g10 B°mon
PU* +HO" = Pu(OH)** + H* 146+02
Pu* + 2 HO = Pu(OH)?* + 2 H* 28,6 +0,3
PU* +3 HO" = Pu(OH)s* + 3 H* 39,7+ 0,4
PU* +4 HO" = Pu(OH), (ag) + 4 H* 475+05

De tous les états d’oxydation, le Pu(IV) a la particularité de pouvoir s'hydrolyser méme dans des
solutions acides a pH 1 et former des hydroxydes et des précipités polymériques ou colloidaux (Lemire
et al., 2001 ; Neck et Kim, 2001 ; Rothe et al., 2004). Le nombre de coordination et les structures des
hydroxydes purs peuvent étre déduits des nombres d'hydratation, de la steechiométrie des especes

hydroxo, et des structures déduites de la diffraction au rayons X réalisée sur les solides correspondants.

Il. Préparation d’une solution aqueuse de Pu(lV)

Une solution de carbonate de plutonium a été préparée et caractérisée afin d’étre utilisée pour 1’étude de
I’interaction du Pu(lV) avec la transferrine et la ferritine. Pour réaliser cette préparation, les données
physico-chimiques concernant le comportement du plutonium en solution aqueuse, décrites ci-dessus,
ont été utilisées. Les détails des étapes dont nous allons parler dans cette partie sont disponibles en
Annexe A. La solution de plutonium disponible au laboratoire provient d’une association de plusieurs
échantillons antérieurs. Elle ne peut étre utilisee telle quel car d’autres métaux sont présents dans le
milieu ainsi que différents ligands forts (protéines, petits ligands organiques et inorganiques). Par
ailleurs, cette solution ne doit contenir que du Pu(IV) qui est I’état d’oxydation que nous souhaitons

étudier.

Une premiére réflexion autour du dispositif mis en place en boite a gant et répondant a toutes les étapes
du retraitement a été réalisée. Le volume de la solution a retraiter était d’environ 3 millilitres, cette
solution a été placée dans un creuset en porcelaine pouvant supporter de hautes températures. Un épi-
radiateur a été utilisé chauffer de la solution lors du retraitement. Ce systéme de chauffe permet d’éviter
1”¢bullition et une évaporation trop rapide des solutions. Enfin, pour éviter que la chaleur n’endommage

la boite & gant, le creuset en porcelaine a été placé sur une brique réfractaire (Figure 15). Lors de chaque
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étape, un contrdle par spectrophotométrie d’absorption UV-Visible (Annexe C) a permis de s’assurer de

I’état d’oxydation et de complexation du plutonium en solution.

Figure 15 : Photo du montage utilisé

1.  Destruction de la matiére organique et stabilisation du Pu

Le plutonium, dans la solution a retraiter, est contenu dans de 1’acide nitrique peu concentré. La couleur
de la solution est verdatre, synonyme d’une solution contenant majoritairement du Pu(IV). Cette solution

présente également des composés insolubles, probablement organiques.

a) Oxydation en Pu(V1) et destruction de la matiere organique

La premiére étape de ce retraitement a consisté en une destruction totale de la matiére organique et une
oxydation en Pu(VI) de tous les états d’oxydation du plutonium qui aurait pu se trouver en équilibre
dans la solution initiale. Plusieurs cycles de chauffe pendant lesquels de 1’acide perchlorique concentré
est ajouté dans le milieu ont été réalisés. Au cours de ces cycles, I’acide perchlorique concentré subit
une décomposition thermique conduisant a la formation de « fumées blanches » a partir de 200°C,

suivant la réaction générale suivante :
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4HCIOs > 2Cl; +2H,0+70;
(Henderson, Miasek et Swaddle, 1971)

Au cours de cette décomposition, il apparait dans le milieu réactionnel des radicaux chlorés présentant
des temps de vie courts associés a une forte réactivité notamment redox (Henderson et al., 1971;
Solymosi, 1977). Bien que la décomposition de I’acide perchlorique ait été I’objet de nombreuses études,
la réaction d’oxydation du Pu(IV) en Pu(VI) semble complexe. Au cours de cette décomposition, des
produits intermédiaires se forment comme des chlorite, hypochlorite, etc, qui sont des oxydants
puissants. De plus, le phénoméne de radiolyse de 1’eau par le plutonium, peut également conduire a la
formation de radicaux <O et *HO- qui ont également un pouvoir oxydant trés fort, bien que cela ne soit

pas le facteur prépondérant de cette oxydation (P. S. Rao et Hayon, 1975).

De plus, la forte acidité du milieu ainsi que sa température, provoquent la décomposition de la matiére
organique. Cette réaction est appelée la minéralisation chimique et consiste en la destruction de la
matiére organique jusqu’a I’obtention de petites molécules comme la formation de H.O, CO. par

exemple. Les métaux a 1’état ionique y sont également présents.

A la fin de cette étape, la couleur de la solution est jaune-orangée et un spectre de cette solution est

enregistré par UV-Visible (Figure 16). Ce dernier est en accord avec le spectre d’absorption du Pu(V1I)

(confére Figure 13) dont le coefficient d’extinction molaire €g3o est de I’ordre de 555 L.molt.cm™.
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Figure 16 : Spectre UV-Visible de la solution de Pu(VI) aprés oxydation aux fumées blanches
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b) Reéduction du Pu(VI) en Pu(lll) par un mélange

hydrazine/hydroxylammonium nitrate

Il a ensuite été nécessaire de séparer le plutonium des autres métaux ainsi que des résidus organiques et
inorganiques encore présents. Pour ce faire, le plutonium doit étre d’abord entierement réduit a son état
d’oxydation +III afin de pouvoir le purifier par résine échangeuse d’ion. Cette réduction a €té réalisée
en ajoutant dans le milieu réactionnel un mélange d’hydrazine N2Hs et du nitrate d’hydroxylammonium
[(NH3OH)(NOs)] (Figure 17), noté NH et NHA respectivement. Avant de pouvoir réaliser ces étapes de
réduction en Pu(IIl) puis de séparation, il est nécessaire de changer le milieu acide de la solution. L’acide
perchlorique a donc été évaporé puis remplacé par de 1’acide nitrique. Les réactions de réduction et
d'oxydation du plutonium dans des solutions contenant de I'acide nitrique ont été largement étudiées.
L'hydroxylamine et I'nydrazine sont des agents réducteurs qui répondent a notre problématique car ces
composés sont non métalliques en plus de donner des produits d'oxydation volatils et d’avoir une
réactivité trés forte qui permet de réduire toutes les formes du plutonium a I’état d’oxydation +III. De

plus, lors de la réduction la solution a changé de couleur passant de jaune-orangée a vert-gris.

a.
+
H H" Q - H\N
\/N_O\ _N:\ I \IN":,H
AN H
H Hl LO o H

Figure 17 : a. Structure du nitrate d’hydroxylammonium ; b. Structure de I’hydrazine

Dans cette partie, nous avons détaillé les réactions d’oxydo-réduction mises en jeu entre les différents
états d’oxydation du Pu et I’hydrazine et I’hydroxylammonium car elles sont peu souvent décrites dans

leur intégralité. Il faut également noter que toutes ces réactions se produisent simultanément.

. Hydrazine :

L’hydrazine (N2H4) est une base possédant deux couples acido-basiques :

N2Hg?* > NoHs* + H* (PK'a=-0,4)
N2Hs* < NoH4 + HY (pK2a= 7,9)

(Kotrly et Sucha, 1985)
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Notre solution étant en milieu acide trés concentré, I’hydrazine est présente en solution sous la forme
d’ion hydrazinium (N2Hs"). La spéciation de 1’hydrazine est présentée en Figure 18. L’ion hydrazinium
peut subir une oxydation suivant un processus comprenant un, deux ou quatre électrons suivant les
équilibres décrits ci-dessous, bien que les potentiels standards ne soient pas publiés (Kotrly et Sucha,
1985; Schmidt, 1984).

NoHs" < NH4* +0,5 N, + e+ H*
NoHs* <> 0,5 NHs* + 1/2 HN3 + 2 e + 5/2 H*
N2Hs" <> No+4 e +5 H* (E° = - 0,33 V/ENH)

Par ailleurs, les deux premiers processus d'oxydation a 1 et 2 électrons aboutissent a la formation de
I’ion ammonium. Ce phénoméne sous-entend que ces processus d'oxydation de I'hydrazine ne

représentent que le bilan réactionnel et non les mécanismes mis en jeu.
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Figure 18 : A gauche : diagramme de répartition des espéces de I'hydrazine suivant le pH. A droite : Diagramme
potentiel-pH du couple N2o/hydrazine (Kotrly et Sucha, 1985; Schmidt, 1984).

D'un point de vue thermodynamique, et conformément au diagramme potentiel-pH représenté dans la
Figure 18, I'nydrazine peut réduire le Pu(\VI) en Pu(lll) (Epupviypuany = 1,022 V/ENH). Koltunov et
Zhuravleva ont étudié en détail la réduction du Pu(VI) en présence d’hydrazine. Celle-ci s’effectue en

plusieurs étapes :
PuO2** + 1e" «> PuOy* (E°=0,913 V/ENH)

NHs*+ 12N +1e + 1 H" <> NoHs*
PuO2?* + NoHs* = NHs" + 1/2 N, + PuO," + 1 HY

Cette réaction qui est la plus probable (Koltunov et Zhuravleva, 1974) se produit rapidement car un seul

¢change d’¢lectron est nécessaire pour réduire le Pu(VI) en Pu(V). Dans notre cas, le milieu réactionnel
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étant trés acide (environ 7M), le Pu(V) est fortement instable et dismute pour former du Pu(VI) et du

Pu(IV) en solution.
2PuO,"+4H & Pu*t + PU022+ + 2 H,O

La dismutation du Pu(V) dépend de la présence et de la concentration des états d’oxydation du plutonium
en solution ainsi que de la concentration totale en plutonium. Le Pu(V) peut également étre réduit en
Pu(IV) avec I’hydrazine. Le produit final de la réduction avec ’hydrazine décrite ci-dessous est le
Pu(I11) suivant deux réactions redox possibles (Koltunov et Zhuravleva 1974) :

Pu* + le- « Pu®
NH; +1/2 Ny + 1e + 1 H <> NoHs*
Pu** + NoHs* > NHs* + 1/2 N, + Pud* + 1 HY

et

(PU* + 1&" > Pu*) x4 (E° = 0,982 VV/ENH)
N, +4 e +5 H* < NoHs* (E° = - 0,33 V/ENH)
4 PU* + NoHs* > No + 4 PU%* + 5 H*

De plus, lorsque la concentration de Pu(lll) est importante en solution, sa réaction avec le Pu(V),

indiquée ci-dessous, doit également étre prise en compte.

PuO,* + Pu** + 4 H* «— 2 Pu*" + 2 H,0 (réaction lente)
(PuO,;* + Pu* < Pu* + PuO,?*) x2 (réaction rapide)

3 PuO;* + 4 H" < Pu®" + 2 PuO,** + 2 H.0

Le Pu(VI) est réduit jusqu’au Pu(IIl) car le potentiel de I’hydrazine est plus faible que celui du couple
Pu(VI)/Pu(lV). Cependant, lors de cette étape, la réduction est réalisée a température ambiante ce qui
limite cette réaction car sa cinétique est lente pour des températures inférieures a 50°C. La chauffe est
assez délicate dans cette étape car elle peut rendre instable trés rapidement le milieu, I’hydrazine étant

connue pour étre un composé explosif avec un point éclair de 38°C (Schmidt, 1984).
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. Hydroxylammonium :

Pour accélérer la réduction du Pu(VI) en Pu(Ill), de I’hydroxylamine, en solution acide, est également
ajoutée dans la solution. Ce composé possede des propriétés acido-basiques qui s’expriment selon la

réaction suivante :

NH3;OH* <> NH,0Hyq + H* (pKa=5,94)
(Ahmed et Meehan, 2016)

L’hydroxylammonium posséde également plusieurs couples redox présentés sur la Figure 19.

+1,41V -1,87V +1,77V +1,59V

N,H;" ——— NH;OH* ——— N, N,O NO

Figure 19 : Couples rédox de I'hydroxylammonium (Bard, Parsons et Jordan, 1985)

En paralléle de I’hydrazine, Koltunov et ses collaborateurs ont également étudié la réduction du Pu(V1)
par I’hydroxylamine jusqu’a obtenir du Pu(Ill) (Koltunov, Zhuravleva et Shapovalov, 1981). Comme

pour I’hydrazine, le Pu(VI) subit une premiére réduction en Pu(V) selon la réaction suivante :

(PUOZ" + 1" o PuO;") X2 (E° = 0,913 V/ENH)
N2+ 2e +4H"+2H,0 < 2 NH;0H* (E° =-1,87 V/IENH)
2 PU022 + 2 NH3;0H* 2 2 PuO,* + 4 H"* + N, + 2 H,0O

Apreés la dismutation du Pu(V) suivant les réactions présentées plus haut, le Pu(IV) est rapidement réduit

par I’hydroxylamine en Pu(IIl) dont la réaction suit la réaction globale suivante :

(Pu** + 1e" > Pu®") x2 (E° = 0,982 V/ENH)
N2+2e +4H"+2H;0 « 2 NH;OH* (E® = -1,87 V/IENH)
2 PU* + 2 NHsOH" > 2 PU®* + Ny + Ho0 + 4 H*

Au cours de cette réaction, la concentration de Pu(V) augmente jusqu'a un maximum, puis diminue
lorsque la concentration de Pu(lll) augmente (Koltunov et al., 1981). De plus, il est important de noter
que le mélange de ces deux réducteurs forts induit également des réactions acido-basiques avec la
solution d’acide nitrique diminuant leur capacité d’interaction avec le plutonium (Richardson et
Swanson, 1975).
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Un mélange d’hydrazine et d’hydroxylamine ont donc été ajoutés en exces dans la solution afin de
réduire le Pu(\V1) en Pu(lll). Un spectre UV-Visible (Figure 20) a été enregistré 60 minutes aprés avoir
introduit les agents réducteurs en solution. La coloration est vert-bleue ce qui semble indiquer que
plusieurs états d’oxydation sont présents dans la solution. De plus, le spectre du milieu réactionnel
montre différentes bandes caractéristiques des états d’oxydation du plutonium en solution allant de +I1I

a+Vi.

Pu(V) + Pu(lll)

0.14

0124\ pyay) Pu(ll)

485 606

0.10
Pu(Ill) + Pu(IV)

0.08

Absorbance
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Pu(VI)
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Figure 20 : Spectre UV-Visible de la réduction du plutonium en solution et mise en évidence d’un mélange

d’états d’oxydation.

L’attribution des différentes bandes observées dans ce spectre est réalisée et regroupée dans le Tableau

9.

Tableau 9 : Attribution des bandes caractéristiques des différents états d’oxydation du Pu lors de I’acquisition du

spectre UV-Visible

Coefficient d’extinction

Etat d’oxydation Bandes caractéristiques (nm) molaire (L.mol--cm-2)
Pu(ll) 569 nm, 606 nm et 654 nm €05 = 38
Pu(lV) 485 nm et 654 nm €485 = 56
Pu(V) 569 nm €560 = 19
Pu(Vvl) 856 nm et 941 nm €856 = 555
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Ces observations indiquent donc que la réduction du Pu(VI) en Pu(Ill) n’est pas terminée lors de
I’acquisition du spectre car des bandes résiduelles de Pu(VI) sont encore présentes. Néanmoins, le
coefficient d’extinction molaire du Pu(VI) a 856 nm nous indique que ce dernier est présent a de faibles

concentrations.

La solution est a nouveau contrdlée, a t = +24h. Le spectre UV-Visible montre clairement la présence
de Pu(III) et I’absence d’autres états d’oxydation (Figure 21). La coloration de la solution est gris-bleue

caractéristique du Pu(l11) unique en solution dans I’acide nitrique.
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Figure 21 : Spectre UV-Visible a t=+24h du plutonium aprés la réduction par un mélange d’hydrazine et

d’hydroxylamine

c) Réoxydation du Pu(lll) en Pu(1V)

Pour obtenir le Pu(IV) et procéder a la purification sur résine, la solution est chauffée afin de détruire
I’excés d’hydrazine et d’hydroxylammonium. La décomposition de ’acide nitrique par chauffage,
conduit a la formation d’acide nitreux HNO> qui peut se décomposer en NOXx sous forme de gaz et réagir
avec le Pu(l11) en solution. Les NOx formés sont des agents oxydants utilisés ici pour réoxyder le Pu(l11)

en Pu(1V) tout comme I'acide nitreux qui peut étre utilisé pour ajuster I'état d'oxydation du plutonium.
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Dans I’acide nitrique, la valeur du potentiel standard apparent du couple Pu(IV)/Pu(Ill) est estimée
autour de 0,92 V/ESH (Fallet, Larabi-Gruet, Jakab-Costenoble et Moisy, 2016). Cette valeur est
inférieure a celle reportée en milieu acide perchlorique (0,982 V/ESH). Cette différence est
probablement due a la complexation par les anions nitrate. Lorsque la concentration en acide nitrique

est supérieure a 2 mol.L™?, cet équilibre est complétement déplacé vers la droite (Koltunov et al., 1981).

HNO3; + 2 H* + 2 e <> HNO; + H,0 (E® = 0,94 V/IENH)
(Pu* + 1" <> Pu*) x 2 (E° = 0,92 V/ENH)
2 Pu* + HNO; + 2 H* = 2 Pu** + HNO; + H.0O

Il faut également considérer la présence de HNO- qui oxyde facilement le Pu(lll) en Pu(lV) suivant la

réaction suivante:

HNO, + 1 H* + 1 & <> NOg) + H20 (E° = 1,00 V/ENH)
Pu** + 1 & <> Pud* (E° = 0,92 VV/ENH)

Pu¥* + 1 H" + HNO; - Pu* + NO( + H.0

Un dégagement de vapeurs rousses apparait suivi d’un changement radical de la coloration de la solution

passant au vert clair caractéristique du Pu(IV) dans 1’acide nitrique.
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Figure 22 : Spectre UV-Visible du Pu(lV) apreés la destruction du NH/NHA
Le spectre UV-Visible de la solution est enregistré (Figure 22) et confirme que la totalité du plutonium

se trouve a I’¢état d’oxydation +1V. La solution va pouvoir étre ¢luée dans une colonne résine échangeuse

d’anions.
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2. Purification de la solution de plutonium par résine échangeuse

d’anions

La résine DOWEX 1/8 chlorure a été utilisée pour procéder a la séparation des ions métalliques présents
dans la solution. Cette résine a été préalablement conditionnée en milieu nitrique 7M. A cette acidité, le
Pu(lV) est retenu par la résine grace a la formation du complexe [Pu(NOs)s]* selon les réactions

suivantes :
Pu*" + 6 NOs” = [Pu(NO3)g]*
[PU(NO3)s]* + 2 R NO3 = Rz[Pu(NO3)s] + 2 NO3”
(R représente la chaine apolaire de la résine)

Lorsque la concentration d'acide nitrique est élevée, I'augmentation de I'activité des nitrates favorise la
formation de [Pu(NOs)s]?* ce qui augmente le coefficient de distribution. L'absorption de la résine atteint
son maximum pour une concentration en nitrate d’environ 7,5M (Ryan et Wheelwright, 1959). Lorsque
cette concentration est supérieure a 7,5M, la présence des nitrates diminue 1’affinité de la résine pour le
plutonium (Danon, 1956; Ryan et Wheelwright, 1959; Trémillon, 1965). De plus, cette résine a la
particularité de ne pas fixer les ions alcalins, les alcalino-terreux ainsi que des métaux tel que le Fe(lll)

ou Am(II1) qui sont les métaux potentiellement présents dans cette solution.

Afin de conserver une concentration en plutonium suffisante pour pouvoir le détecter en UV-Visible,
les étapes de purification doivent engager un minimum de volume. Pour cette purification, quatre étapes
ont été réalisées (Figure 23).

HNO, 7M Solution contenant HNO,; 7M Elution mélange NH/NHA
du Pu a purifier dans HNO; 0,5M

! ! ! !

Figure 23 : Schéma de la purification de la solution de Pu(IV) sur une résine DOWEX 1/8 chlorure.
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La solution de plutonium a été éluée avec un volume équivalent a la solution a purifier par de 1’acide
nitrique 7M. Cette solution va entrainer tous les ions qui ne se sont pas fixés sur la résine comme
I’Am(III) qui est un descendant de la désintégration du plutonium et le Fe(Ill). Pour accélérer la
désorption du plutonium un mélange d’hydrazine et d’hydroxylamine dans de 1’acide nitrique 0,5M a
été utilisé. La faible acidité associée a la réduction du Pu(lIV) en Pu(lll) permet la récupération du
plutonium dans un faible volume. La solution est ensuite chauffée pour détruire 1’hydrazine et
I’hydroxylamine et réoxyder le plutonium a son état d’oxydation +IV. Un spectre UV-Visible de la

solution a été réalisé pour s’assurer de 1’état d’oxydation (Figure 24).
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Figure 24 : Spectre UV-Visible du complexe hexanitrato de Pu(IV) aprés purification par une résine échangeuse

d’ions DOWEX.

En comparant ce spectre aux données de Marsh et ses collaborateurs Figure 25, on constate que le spectre
obtenu ne correspond pas celui du Pu(lV) en solution (ligne bleue dans la Figure 25), pour une acidité
comprise entre 2,0 et 7,5 M mais a celui du complexe hexanitrato de plutonium Pu(NOs3)s* (ligne rouge
Figure 25) dont I’acidité est comprise en 9,5 et 12,0 M (dans laquelle ce complexe est analysé) (Marsh,

Veirs, Jarvinen, Barr et Moody, 2000).
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Figure 25 : Spectres d'absorption des complexes de plutonium dans l'acide nitrique ((Marsh et al., 2000)

La bande caractéristique a 490 nm, dans notre spectre (Figure 24) semble indiquer une forte acidité de
I’ordre de 10 M provenant de la destruction des agents complexant ainsi que de 1’évaporation de I’eau
du milieu (Marsh et al., 2000). Afin de diminuer 1’acidité ainsi que la concentration en nitrate tout en
gardant le plutonium dans son état d’oxydation +IV, une derniére étape a consisté a précipiter sous forme

collordale le plutonium et a le reprendre dans un acide moins concentre.

3. Preécipitation du Pu(lV) sous forme colloidale et reprise dans un

acide dilué

Les solutions aqueuses de plutonium peuvent former des polymeéres colloidaux. Ces colloides sont des
particules treés fines dont la formation est intimement liée a la chimie d’hydrolyse du métal. Leur
formation dépend de I'acidité de la solution aqueuse, de la concentration en plutonium, de la présence
d'autres ions, et de la température (Rainey, 1959). Dans des conditions spécifiques, ces colloides peuvent
se décomposer ou se désagréger en especes ioniques solubles, ou bien vieillir en matériaux relativement

insolubles comme les oxyhydroxydes (Newton, Hobart et Palmer, 1986).

Rothe et ses collaborateurs ont proposé un modeéle de formation des colloides du Pu(1V) en corrélation
avec leurs données spectroscopiques (Rothe, Walther, Denecke et Fanghénel, 2004). Ce modéle, basé
sur l'accumulation progressive d'espéces polynucléaires et la perte d'eau, propose la formation du
complexe Pu(OH),*" par I'hydrolyse du Pu** suivie d’une condensation menant a un monomere de
Pu(OH)2(H.0)s**. Ces monomeres subissent une nouvelle condensation formant ainsi un dimére cubique

(Figure 26) suivant la réaction décrite dans 1’équation ci-dessous :
2 PU(OH)Z(H20)62+ +x H,0 > PUzOp(OH)g.zp(Hzo)6+p +4H + (2 + X) H.0
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Figure 26 : Structure d’un dimére de plutonium(IV) colloidal (Morss et al., 2006)

La reprise d’espéces colloidales de Pu (IV) a d( étre réalisée dans un temps tres court car ces especes

deviennent plus insolubles dans le temps. Cette reprise s’est effectuée dans le milieu acide voulu. La

solution d’hexanitrato de plutonium a ét¢ basifiée par une solution d’hydroxyde de sodium concentrée.

La solution, incolore avant cette étape, devient Iégérement verte puis par centrifugation, les colloides

formés sont concentrés au fond du tube ou leur couleur verdatre est clairement visible tandis que la

solution aqueuse redevient incolore.

Plusieurs étapes de lavage a I’eau ont été réalisées afin de laver les colloides de plutonium. Les colloides

sont ensuite dissous dans une solution de HNO3 a 0,5M. Un spectre UV-Visible a été enregistré afin de

s’assurer que le plutonium se trouve uniquement a 1’état d’oxydation +IV (Figure 27). Le complexe

hexanitrato ainsi que toutes les traces de colloides ont disparu.
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Figure 27 : Spectre UV-Visible du Pu(lV) apreés la reprise des colloides de plutonium(IV) dans une solution

HNO3; 0,5 M
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Cette solution finale purifiée peut étre utilisée afin de mener les études d’interaction entre le Pu(lV) et
les protéines objets de ce travail : la ferritine et la transferrine. Une derniére étape a consisté a protéger

le Pu(IV) afin d’éviter les réactions d’hydrolyse et la formation de colloides de plutonium.

La réflexion sur le choix du ligand protecteur nous a conduit a utiliser un ligand présent biologiquement,
qui peut interagir avec le plutonium dans le sang. Le carbonate est ainsi le ligand idéal car il est fortement

concentré dans le sérum et intervient dans la coordination du fer avec la transferrine.

[1l1. Préparation et caractérisation d’une solution de carbonate

de plutonium

1. Données bibliographiques

Le carbonate est une espece qui présente deux pKa pour lesquels les réactions acido-basiques sont

décrites ci-dessous :

COg* + H* <> HCOy (pK2a = 10,35)
HCOs + H* <> CO, + H,0  (pK'a =6,37)

En solution, les complexes de carbonate de plutonium peuvent exister sous une variété de formes qui
dépendent du pH de la solution et de la concentration en ions carbonate. La formation de complexes
simples de forme [Pu(COs)n]*?", avec n = 0 a 5 (Clark et al., 1998) peut étre décrite par la réaction

suivante :

PU* +n COs% = [Pu(CO3)]*?"

Les constantes globales de formation des complexes de carbonate de plutonium simples sont présentées
dans le Tableau 10.
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Tableau 10 : Constantes de formation globales des complexes de carbonates de plutonium(1V) (Guillaumont,
2003; Neck et Kim, 2000; Rai et al., 1999; Yamaguchi, Sakamoto et Ohnuki, 1994)

Steechiométrie réactionnelle logi0 %0 Force ionique
Pu** + CO3* = [Pu(CO3)]** 13,6
Pu* + 2 COs%* = [Pu(CO:s),] (aq) 24,0
Pu** + 3 COs* = [Pu(COs)3]* 31,5 0
Pu* + 4 COs%* = [Pu(COs)4]* 34,5
Pu** + 5 COs* = [Pu(CO3)s]® 32,8

La spéciation du plutonium en présence de carbonate dans une solution aqueuse a été calculée par le
logiciel JChess© afin de visualiser la répartition des espéces du plutonium a différents pH, représentée
en Figure 28. Ces calculs ont été réalisés a 25°C et avec des concentrations initiales en Pu et en carbonate
de 2,5.10° M et 3 M respectivement, qui correspondent a nos conditions expérimentales. De plus, la
précipitation n’est pas prise en compte lors de la réalisation de ce calcul afin de n’observer que les

especes majoritaires en solution.
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Figure 28 : Spéciation du Pu(IV) en présence de carbonate en solution ([Pu] = 2,5 mM ; [COs*] = 3 M) a 25°C.
Ce calcul est réalisé a I’aide du logiciel JChess en prenant les différentes constantes thermodynamiques des

complexes de carbonate de Pu(1V) citées ci-dessus.
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La solution finale de carbonate de Pu(IV) est environ a pH =10. Dans les calculs de Jchess®©, illustrés
en Figure 28, la constante d’équilibre a ce pH, entre les complexes [Pu(COs)4]* et [Pu(COs)s]® suit

I’équilibre suivant :
[PU(CO3)4]4' +COs%* = [PU(CO3)5]6'

Cet equilibre se produit & un pH compris entre 8 et 11 selon le diagramme de spéciation calculé. Cet
équilibre peut étre déplacé selon la quantité de carbonate libre dans le milieu suivant la réaction
acidobasique HCO3/CO3%. Par conséquent, la formation du complexe [Pu(CQs)s]® limite ne dépend que
de la réaction acidobasique du carbonate et non de la quantité des anions HO" en solution (Capdevila,
Vitorge, Giffaut et Delmau, 1996; R. J. Lemire et NEA Data Bank, 2001).

L’identification du complexe de carbonate de Pu(lV) limite permet de fournir un point de départ pour
I'identification des autres complexes. Cette approche, utilisée par Capdevila et ses collaborateurs, a
permis de mettre en avant un équilibre entre [Pu(COz3)4]* et [Pu(COs)s]® qui est le complexe limite de
carbonate de plutonium(1V) (Capdevila et al., 1996). Cette observation a été justifiée par analogie avec
la formation d'autres complexes pentacarbonato d'éléments f tétravalents, notamment avec le Th(IV)
(Clark et al., 1998).

Ces premiéres observations nous ont permis également de réaliser une solution de carbonate de Th(IV).

Le Th (IV) a été utilisée comme analogue chimique du Pu(1V).

2. Realisation de la solution de carbonate de plutonium et

caractérisation par méthodes spectroscopiques

La solution de carbonate de plutonium a été préparée en ajoutant, dans une solution de carbonate
concentrée de 3M, la solution de Pu(lV). Aprés cet ajout, le pH de la solution est environ de 10. Le
protocole de préparation de cette solution est décrit en Annexe A. A ce pH et d’aprés la spéciation du
plutonium calculée en utilisant JChess, le complexe [Pu(COz)s]® est attendu comme étant I’espéce
majoritaire et le complexe [Pu(COs)4]* minoritaire. Cette solution a ensuite été centrifugée afin de
sédimenter les éventuels colloides de plutonium dans la solution. Le surnageant de cette solution a été
analysé par spectrophotométrie d’absorption UV-visible afin de caractériser et de confirmer la présence
d’un complexe de carbonate de plutonium (Figure 29). Ce spectre est également comparé avec les

données issues de la littérature.

Le spectre obtenu est caractéristique du complexe limite [Pu(COs)s]®. Les études réalisées par Tait et

ses collaborateurs suggérent que la bande & 486 nm du spectre indique une formation de complexe
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carbonateé, visible dans une gamme de pH compris entre 8,8 et 12 dans un milieu concentré en carbonate
(Tait, Ekberg, Palmer et Morris, 1995).

Plus tard, Capdevilla et ses collaborateurs ont mené des études sur I’identification du complexe
correspondant a la bande a 486 nm. Ces résultats suggerent que cette bande est associée au complexe
limite de carbonate de plutonium [Pu(COs)s]®. Ce résultat a été confirmé par les travaux de Clark et ses
collaborateurs (Capdevila et al., 1996; Clark et al., 1998).
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Figure 29 : Comparaison du spectre UV-Visible du Pu(1V) (en rouge) a celui du complexe [Pu(COs3)s]® (en bleu)

Afin de compléter la caractérisation du complexe formé dans ce travail, une analyse par EXAFS
(Extended X-Ray Fine Structure) a été réalisée sur la ligne MARS du synchrotron SOLEIL. Les
distances obtenues aprés 1’ajustement du spectre avec un modéle [Pu(COs)s]®, sont comparés a la

littérature afin de confirmer la présence de ce complexe.

Le spectre EXAFS du complexe de carbonate de Pu(lV), & pH 10, a été enregistré au seuil Ly du
plutonium (18 057 eV). En paralléle, une solution de carbonate de Th(IV) préparée dans les mémes

conditions a également été enregistrée au seuil Ly, du thorium (16 300 eV).

La Figure 30 représente le signal EXAFS et le module de la transformée de Fourier du signal EXAFS

avec les courbes ajustées en pointillés et les paramétres d’ajustement sont reportés dans le Tableau 11.
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Figure 30 : & gauche : Spectre EXAFS des complexes de carbonate de Th(1V) (en noir) et de carbonate de

plutonium(IV) (en rouge) ; & droite : les transformées de Fourier des spectres EXAFS correspondant. Courbe

expérimentale (ligne continue), courbe ajustée (pointillés).

Les paramétres d’ajustement (Tableau 11) des complexes An'V(COs)s® (An = Pu, Th) ont été obtenus a

partir des modeéles cristallins disponibles dans la littérature : Nas[Th(COs)s].12H.0 dans le cas du

thorium et Nag[Pu(COs)s]. Naz(C0Os).12H,0 dans le cas du plutonium. Les sphéres de coordination

{Th(COs)s} et {Pu(COs)s} extraites de ces structures sont illustrées sur la Figure 31 et ont servi pour

I’ajustement des spectres expérimentaux.

Figure 31 : Structure du complexe [An'V(COs)s]® (An = Th, Pu) utilisé pour I’ajustement des spectres

expérimentaux. (bille bleu : An", bille rouge : oxygéne et bille grise : carbone)
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Tableau 11 : Paramétres du meilleur ajustement obtenu pour les spectres EXAFS des complexes [Pu(CO3)s]® et
[Th(CO3)s]® comparés aux distances des structures cristallines. (o2 est le facteur de Debye-Waller rendant
compte du désordre, AEo est ['ajustement en énergie, So® est le facteur d’amplitude, R-factor est le facteur

d’accord et Q-factor est le facteur de qualité). L’incertitude sur le dernier chiffre est entre parenthéses.

N . N . So? Q-factor
Complexe Premiére sphére : O Deuxieme sphére : C
AEQ (eV) R-factor
(PU(COR)" 10,2(4) 0 a2,44(2) A 5,1(4) Ca2,88(1) A 1,0 38
u
: o = 0,006 A2 o* = 0,008 A? 6,54 2,6%
littérature
[PU(CO3) 100a2,42(1) A 5Ca288(1)A
u s
[Th(COB)T 10,8(4) O 42,50(8) A 5,2(4) C a2,96(9) A 1,0 39
: 0% =0,007 A2 0>=0,014 A2 4,21 2,9%
littérature . .
[Th(CO3)]" 1004a2,49(1) A 5Ca3,03(1)A
5

Dans la structure cristalline de Nas[ Th(COs)s].12H.0, le thorium est entouré par dix atomes d'oxygeéne
appartenant a cing carbonates bidentes. Les distances Th-O sont comprises entre 2,45 A et 2,56 A avec
une distance moyenne de 2,49(1) A. Cing carbones sont présents dans la deuxiéme sphére de
coordination avec des distances Th-C comprises entre 2,89 A et 3,26 A et une distance moyenne de
3,03(1) A et, enfin, les distances des oxygénes distaux (Figure 32) sont comprises entre 4,11 A et 4,64
A avec une distance moyenne de 4,30(2) A (Voliotis et Rimsky, 1975).

Figure 32 : Représentation d’un oxygéne distal, entouré en orange, d’un carbonate avec une interaction bidente

Les valeurs obtenues par ajustement des spectres EXAFS de ces solutions montrent que pour le

complexe [Th(COs)s]%, 10,3(4) oxygenes sont présents en premiére sphere de coordination avec une
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distance moyenne Th-O de 2,50(8) A. La deuxiéme sphére de coordination du complexe est composée
de 5,4(4) carbones qui se situent & une distance moyenne Th-C de 2,96(9) A et les oxygénes distaux sont
situés a 4,21(9) A.

En ce qui concerne les données cristallographiques de la structure Nas[Pu(COs)s]. Na2(C0O3).12H,0, le
plutonium est entouré de dix atomes d’oxygéne en premiére sphére de coordination avec des distances
Pu-O qui couvrent une plage relativement étroite de 2,38(1) - 2,43(1) A, avec une valeur moyenne de
2,42(1) A. La deuxiéme sphére de coordination est composée de cing atomes de carbone & une distance
moyenne Pu-C de 2,88(1) A et des oxygenes distaux (Figure 32) qui se situent & une distance moyenne
de 4,12(1) A (Clark et al., 1998).

Avec l’ajustement du spectre EXAFS nous obtenons, 10,2(4) oxygénes en premiére sphere de
coordination avec une distance moyenne Pu-O de 2,44(6) A. La deuxiéme sphére de coordination 5,1(4)

carbones situés a 2,88(1) A et des oxygenes distaux a 4,13(5) A.

Ces données EXAFS sont donc en accord avec les structures cristallines des complexes de carbonate

d’actinide (IV) et permettent de confirmer la structure du complexe formé dans nos solutions.

En résumé, les structures des deux complexes pentacarbonato de Th(IV) et Pu(lV), sont schématisées
Figure 33. Ces solutions ont été utilisées pour mener les études d’interaction entre les An(IV) et les

protéines cibles du cycle du fer : la ferritine et la transferrine.

[Pu(COy)s]* [Th(CO;)s]*

4,13(5)A 4,219 A

Figure 33 : Schéma des structures des complexes [Pu(COz)s]® et [Th(COs)s]® avec les distances moyennes
An(IV)...atomes (An(IV) = Th, Pu) obtenues par I’ajustement des spectres EXAFS (sphére bleu : An, bille

rouge : oxygene et bille grise : carbone)
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Chapitre 111 : La ferritine

Le chapitre précédent a porté sur 1’élaboration et la caractérisation d’une solution de carbonate de
plutonium. Dans le présent chapitre, nous nous intéressons a 1’interaction des actinides (IV), protégés
par des carbonates, avec une protéine cible impliquée dans le cycle du fer : la ferritine. Ces interactions
seront comparées a celle du Fe(lll) pour mettre en avant les similitudes de comportement entre ces

différents métaux.

I.  La ferritine, protéine omniprésente dans le Vivant

1. Geénéralités de la ferritine

En 1937, Laufberger, isole pour la premiére fois une nouvelle protéine de la rate de cheval qui contient
jusqu'a 23 % de fer en poids sec. Cette nouvelle protéine recoit le nom de ferritine. Quelques années
plus tard, Addison et ses collaborateurs démontrent que la ferritine peut étre détectée de maniére fiable
dans le serum humain (Addison et al., 1972).

Les ferritines sont une famille de protéines présentes dans les trois régnes de la vie, c'est-a-dire les
eucaryotes, les bactéries et les archées, sous forme de ferritine, de bactérioferritine et d’archéoferritine

récemment identifiée (Ebrahimi, Hagedoorn, van der Weel, Verhaert et Hagen, 2012).

Bien qu’il existe différents types de ferritine, leur structure protéique globale reste similaire. Dans le cas
des bactérioférritines, des groupes hémiques sont présents dans la structure sans toutefois modifier la

structure globale de cette derniére (Honarmand Ebrahimi, Hagedoorn et Hagen, 2015).

Figure 34 : Structure de la ferritine constituée de 24 sous-unités dont 1’une est représentée en violet (PDB :
1LB3) (Granier et al., 2003)
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De facon générale, la ferritine (Figure 34) est une protéine oligomere constituée de 24 sous-unités a-
hélicoidales qui s'assemblent pour former une coquille creuse approximativement sphérique d’un
diamétre extérieur de 120-140 A avec une cavité interne de diamétre de 80 A dans laquelle réside un
cceur ferrique (Laghaei, Evans et Coalson, 2013). Cette protéine est impliquée dans le stockage et la
régulation intracellulaire du fer (Arosio et Levi, 2002). La ferritine est ainsi capable d'accueillir et de
stocker jusqu'a 4500 atomes de fer dans deux compartiments distincts : le cceur ferrique et la coquille

protéique.

Des études sur la répartition du fer au sein de la ferritine hépatique ont montré que, dans le cceur ferrique,
la charge en fer est estimée entre 1100-1850 atomes de fer avec une distribution moyenne de 1500 +
300 atomes de fer (Chasteen et Harrison, 1999; Jutz, van Rijn, Santos Miranda et Boker, 2015; Pan et
al., 2009). De plus, Pan et ses collaborateurs ont observé que la probabilité de saturer la cavité ferrique
de la ferritine est trés faible. L’accumulation du fer au sein du ceeur ferrique se produit par 1’absorption
et I’oxydation du Fe(IT) en Fe(IIT) et la production d’un minéral cristallin ferrique, traditionnellement
décrit comme de la ferrihydrite [5 Fe20s3 . 9 H,O] (Chasteen et Harrison, 1999).

Ces données laissent suggérer que, par la différence entre la capacité maximale de la protéine et la
capacité de stockage du cceur ferrique, la capacité de charge en fer de la coquille protéique peut étre

estimée a environ 2500-3500 atomes de fer.

2. Structure et rble des sous-unités

La ferritine est le produit de l'auto-assemblage de deux types de sous-unités : la sous-unité L "light" de
19 kDa et la sous-unité H "high" de 21 kDa. Ces sous-unités sont composées de 172 résidus répartis
sous la forme de cinq a-hélices de structure similaire. Les quatre premicres a-hélices, nommeées A, B,
C, et D, forment ensemble un faisceau d'hélices antiparalléles et la cinquiéme hélice nommeée I'hélice E
est, quant a elle, plus courte que les autres (Figure 35). Les hélices B et D forment la surface intérieure
de la nano-cage tandis que les hélices A et C forment I'extérieur de la cage protéique (Laghaei et al.,
2013).
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A B C D E
N- boucle C-t

Figure 35 : Structure tertiaire d'une sous-unité de la ferritine faisant apparaitre les quatre hélices a formant un

faisceau et une courte hélice a C-terminale (Honarmand Ebrahimi et al., 2015)

Les sous-unités L et H ont chacune un role bien défini au sein de I'enveloppe protéique de la ferritine.

Les sous-unités H jouent un réle clé dans la détoxification rapide du fer. Ces sous-unités contiennent
une région hydrophile qui abrite des centres catalytiques di-nucléaires, appelés aussi centres de
ferroxidase, permettant I'oxydation rapide du Fe(ll) en Fe(l11) pendant le stockage (Chasteen et Harrison,
1999).

Dans les sous-unités L, cette région hydrophile varie d'un type de ferritine a l'autre et est associée a une
stabilité accrue de la sous-unité (Hempstead, 1997). Les groupements glutamates présents dans la
structure de la sous-unité L sont associés a un centre de nucléation qui permet la minéralisation sur la

surface interne de I'enveloppe protéique (Santambrogio, Levi, Cozzi, Corsi et Arosio, 1996).

Ces deux sous-unités étant iso-structurales, elles possédent une similarité de séquence d'acides aminés
qui est comprise entre 50 et 56%. De plus, une grande conservation de la séquence des sous-unités H et
L est également observée entre les différents mammiferes (Orino, Miura, Muto et Watanabe, 2005).
D’aprés ces données, la sous unité H présente une similitude inter-especes d'environ 90 % tandis que la
sous unité L présente une similitude d'environ 80 % (S. C. Andrews et al., 1992; Orino et Watanabe,
2008).

La variation du rapport H/L affecte la quantité de fer incorporé et sa minéralisation dans le noyau. La
ferritine atteint un maximum de saturation en fer avec seulement 18-30% de sous-unités H dans sa
structure globale (Levi et al., 1994). Ces deux sous-unités coexistent donc dans la structure des ferritines
et le rapport des sous-unités H/L varie grandement selon le tissu biologique considéré (Le Brun et al.
2010 ; Laghaei, Evans, et Coalson 2013). Les ferritines riches en sous-unités L prédominent dans les
organes de stockage du fer tels que le foie et la rate, tandis que les ferritines riches en sous-unités H

prédominent dans les organes a faible teneur en fer, comme le cceur ou le cerveau.
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Du fait de la haute similitude séquentielle des deux types de sous-unités entre les mammiféres, les
données concernant I’étude des mécanismes d’interactions possibles entre les actinides (IV) et une sous-
unité ou une ferritine compléte de mammifere présente dans un organe donné peuvent étre étendues a

I’ensemble des mammifeéres.

3. Assemblage des sous-unités pour former la ferritine

Les études concernant 1’assemblage de 24 sous-unités des ferritines ont été tres limitées jusqu'a
récemment. Au cours des derniéres années, I'assemblage de ces protéines a suscité de I'intérét pour
diverses applications bio-technologiques. La structure de la coquille protéique des ferritines peut étre
utilisée dans des applications potentielles en nanotechnologie (Yamashita, Iwahori et Kumagai, 2010),
en sciences des matériaux pour la synthése de nouveaux matériaux ayant des applications dans
I'administration de médicaments (Uchida, Kang, Reichhardt, Harlen et Douglas, 2010) et en biocatalyse
(Thomas et Ward, 2005). Les propriétés de I'assemblage des ferritines ont été élucidées pour la premiere
fois par Harrison et ses collaborateurs dans des études sur la ferritine naturelle de la rate de cheval

(Banyard, Stammers et Harrison, 1978).
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Figure 36 : Surface d'interaction de deux monomeéres qui forment un dimére, deux diméres, trois dimeres et

quatre diméres (Honarmand Ebrahimi et al., 2015).

Un travail de 2013, mené par Huard et ses collaborateurs a permis d’approfondir les mécanismes d’auto-
assemblage de la ferritine (Huard, Kane et Tezcan, 2013). Cet assemblage débute par la formation de
diméres via I’interaction de la boucle entre 1'hélice B et I'hélice C de deux sous-unités (Figure 36).
Ensuite, ces différentes structures s’associent entre elles pour former la coquille protéique et induisent
des axes de symétrie distincts. Lors de 1’assemblage, plusieurs types de canaux se forment selon
I’interaction entre les diméres (Figure 36). Ces canaux sont étudiés comme possibles voies
d’internalisation du Fe(II) au sein de la coquille protéique. La structure protéique de la ferritine contient
six canaux quadruples (axe d’ordre 4 appelé C4), huit canaux triples (axe d’ordre 3 appelé C3), douze
canaux doubles (axe d’ordre 2, appelé C2) et 24 canaux simple, un par sous-unité (Arosio, Carmona,
Gozzelino, Maccarinelli et Poli, 2015; Theil, Tosha et Behera, 2016).
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4. Internalisation du Fe(ll) et structure du centre de ferroxidase

Le chemin exact emprunté par le Fe(ll) pour atteindre les sites catalytiques de la ferroxidase de la
ferritine est encore mal compris. Les études d’internalisation se sont essentiellement portées sur les

canaux C3 et C4 de cette protéine (Figure 37).

Canal quadruple C4 Canal triple C3

Figure 37 : Représentation du canal quadruple (a gauche) et le triple (a droite) contenus dans une méme

structure protéique (Laghaei et al., 2013)

Malgré de nombreuses similitudes entre les ferritines exprimées dans différentes espéces, la structure
interne des canaux C3 et C4 est trés variable, montrant des différences substantielles en terme
d'hydrophobie/hydrophilie lorsqu'on compare les ferritines des vertébrés avec celles des plantes, des
bactéries ou des archées (Bou-Abdallah, 2010; Honarmand Ebrahimi et al., 2015).

Chez la plupart des espéces, les 24 sous-unités assemblées de la ferritine sont étroitement serrées les
unes contre les autres, laissant huit canaux triples C3 hydrophiles étroits et six canaux quadruple C4
hydrophobes, tous deux d'un diamétre d'environ 4 A (Bou-Abdallah, 2010).

a) Interaction du Fe(l1) dans le canal quadruple C4 et le canal triple C3

Les canaux C4 possédent une longueur d’environ 12 A et sont relativement étroits. Ces canaux sont
principalement hydrophobes en raison des résidus Leu26, Ala30, Leul06 et VVal110 (Ciacchi et Payne,
2004; Takahashi et Kuyucak, 2003). Du fait de leur nature chimique, ces canaux sont donc une voie
d’incorporation du Fe(ll) peu probable. En revanche, ces canaux quadruples sont suspectés d’étre de

possibles voies de diffusion du dioxygéne vers l'intérieur de la protéine (Bou-Abdallah et al., 2008).

Plusieurs études ont proposé le canal triple C3 comme la voie de passage principale pour les ions Fe(ll)
(Liu, Patterson, Miller et Theil, 2007; Tosha, Ng, Bhattasali, Alber et Theil, 2010). Les canaux C3,

d’environ 15 A 220 A de longueur, sont formés par I'extrémité N-terminale des hélices D et I'extrémité
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C-terminale des hélices C des sous-unités (Harrison et Arosio, 1996). Le canal triple forme un pore en
forme d'entonnoir (Figure 38) qui est tapissé de chaines latérales d'acides aminés chargées négativement
de glutamate et d'aspartate, ce qui le rend hydrophile et propice a I'entrée des métaux (Masuda, Zang,
Zhao et Mikami, 2018).

Mécaniquement, les atomes de Fe(Il) libres a I’extérieur de la ferritine sont attirés par les résidus
d’His118 et Cys 130, situés a I'entrée extérieure du canal triple qui guident les atomes de Fe(ll) dans ce
canal. Une fois dans le canal triple, les atomes de Fe(ll) occupent deux sites de liaison composés de trois
résidus Asp 131 et trois résidus Glu 134 (Toussaint, Bertrand, Hue, Crichton et Declercq, 2007; Treffry
et al., 1993). L’atome de Fe(Il) situé au plus profond du canal triple se déplace vers le centre de la

ferroxidase dés qu’un nouvel atome s’insére a I’entrée du canal triple (Laghaei et al., 2013).

’" Enﬁe du canal triple

v

Cavité interne

Figure 38 : Mécanisme d’internalisation des Fe(II) (sphéres orange) par liaison avec les résidus acides situés au
niveau du canal triple et leur entrée dans le site catalytique de la ferroxidase. Les résidus His sont représentés en
bleu, Glu en vert et Asp en rouge ; PDB : 2FHA (Hempstead, 1997; Maity, Hishikawa, Lu et Ueno, 2019)

D’autres études ont détaillé les mécanismes de la translocation a travers le canal triple du Fe(II) en
utilisant différents cations divalents comme le Mg(ll), le Cu(ll) et le Zn(Il). Ces études révélent que
I'espece métallique induit des propriétés mécanistiques différentes des résidus du canal triple pouvant
ainsi agir comme une porte sélective des ions métalliques (Chandramouli, Del Galdo, Mancini et
Barone, 2019; Honarmand Ebrahimi et al., 2015).

Il est important de noter que ces canaux triples hydrophiles sont hautement conservés entre les ferritines
des vertébrés, des plantes et des algues (Masuda, Goto, Yoshihara et Mikami, 2010; Masuda, Morimoto,
Mikami et Toyohara, 2012).
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b) Interaction du Fe(ll) dans les sites de ferroxidase et de nucléation et

formation du cceur ferrique de ferrihydrite

La ferroxidation est le processus crucial d'incorporation du fer dans I'enveloppe de la ferritine. Lorsque
le Fe(I) quitte I’entonnoir du canal triple, un résidu glutamate le dirige vers les sites de ferroxidase,
situés a l'intérieur de I'enveloppe de la protéine, qui permettront I’oxydation du Fe(IT) en Fe(IIT) (Figure
40) (Douglas et Ripoll, 1998).

Les centres de ferroxidase des sous-unités H des ferritines ont été intensivement étudiés pendant
plusieurs décennies, sans obtenir une structure définie du fer lié a ces centres. Néanmoins, les
nombreuses études sur les interactions du site avec d'autres ions métalliques divalents plus stables,
comme le Zn(l1), le Mg(ll), le Cu(ll), Ie Mn(I1), et le Co(ll), ont permis de construire un modeéle détaillé
du centre (Bacelo et Binning, 2011; Banyard et al., 1978; Langlois d’Estaintot et al., 2004; Toussaint et
al., 2007).

Le site ferroxidase, caractérisé par un potentiel tres négatif, est de structure di-nucléaire comprenant
deux sites de liaison du fer nommeés Fea et Feg (Figure 39). Le site A est composé des résidus Glu27,
His65 monodentes ainsi que d’une molécule d’eau en interaction directe avec le métal. Le fer dans le
site B, quant a lui, semble étre lié a des résidus Glu107 bidente et Glu61 monodente (Le Brun et al.,
2010). En plus de ces résidus de coordination directe, les résidus Tyr34 et GIn141 forment des liaisons
hydrogéne avec Glul07 dans ce site. Enfin, un résidu de glutamate (Glu62) est pontant entre les deux
atomes de fer (Jutz et al., 2015; Laghaei et al., 2013). La distance Fea et Feg varie entre 2,6 et 3,6 A
selon les sous-unités observées. De plus cette distance inter-métal varie en fonction des cations divalents
(Bertini et al., 2012).

Un troisiéme site de liaison, appelé site C, est présent au sein du centre de ferroxidase bien que ce site
ne soit pas tout le temps occupé par un atome de Fe(l1). Le site de liaison A semble avoir une plus grande
affinité que les sites B et C (Bertini et al., 2012).
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Figure 39 : Structure cristalline aux rayons X de la sous unité H de la ferritine humaine (HuHF) montrant la
position possible des métaux dans les sites A et B du centre de la ferroxidase et le site C ; PDB : 2FHA
(Hempstead, 1997; Honarmand Ebrahimi et al., 2015)

L'étape d'oxydation est contrdlée par la géométrie du ligand du centre de la ferroxidase. Le mécanisme
d’oxydation du Fe(Il) est illustrée en Figure 40. Lorsque la ferritine possede une faible charge en fer,
inférieure ou égale a celle nécessaire pour remplir les centres de la ferroxidase, la réaction dominante
est au niveau du centre ferroxidase. Cette réaction fait apparaitre deux intermédiaires diferriques qui
sont les précurseurs de la formation du cceur ferrique. Durant la réaction d’oxydation, deux
intermédiaires se forment p-1,2-peroxodiferrique, de formule [Fe,02]?* (Figure 40 B), et le complexe p-
1,2-oxodiferrique, de formule [Fe.O-(OH).]*, qui est le produit de la désintégration du complexe
hydroperoxo (Figure 40 C) (Bou-Abdallah, 2010; Bou-Abdallah, Zhao, Mayne, Arosio et Chasteen,
2005).

La réaction d’oxydation globale implique deux Fe(Il) et du dioxygeéne et la libération de protons, de

peroxyde d’hydrogéne ainsi que la formation du complexe p-1,2-oxodiferrique :
Protéine + 2 Fe** + O, + 3 H,0 > Protéine-[Fe,(""O-(OH),]** + H,0, + 2 H*

(Bou-Abdallah, 2010; Chasteen et Harrison, 1999)
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Figure 40 : Intermédiaires de réaction du centre de la ferroxidase dans la sous-unité H de la ferritine. (A)
apoprotéine : sites de ferroxidase non occupés par le Fe(ll), (B) oxydation des Fe(II) et formation d’un
intermédiaire u-peroxodiferrique, (B’) formation d’un intermédiaire p-hydroperoxodiferrique, et (C) formation

d’un complexe p-1,2-oxodiferrique.

Ces complexes sont ensuite dirigés vers les sites de nucléation ou la phase cristalline de ferrihydrite du

ceeur ferrique se formera selon la réaction suivante :
Protéine-[Fe.!""O(OH),)?* + H.0 - Protéine + 2 [Fe"NO(OH)]ceur ferrique + 2 H*

(Bou-Abdallah, 2010; Chasteen et Harrison, 1999)

De plus, la présence de I’ordre de 100 a 500 atomes de Fe(ll) par protéine entraine la consommation
d’une partie du peroxyde d’hydrogéne produit au centre de ferroxidase dans la réaction d’oxydation du

Fe(ll) suivante :

2 F62+ + H202 + 2 HZO 9 2 [Fe(III)O(OH)]coeur ferrique + 4 H+

(Bou-Abdallah, 2010; Zhao et al., 2003)
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Enfin, lorsque la quantité de Fe(ll) est supérieure a celle nécessaire pour remplir les centres de la
ferroxidase ( < 800 atomes de Fe(ll) par protéine) une réaction d'auto-oxydation catalysée par la surface

croissante du ceeur ferrique devient le mécanisme dominant, selon la réaction suivante :
4 Fe2+ + 02 + 6 HZO 9 4 [Fe(III)O(OH)]coeur ferrique + 8 H+

(Bou-Abdallah, 2010; Zhao et al., 2003)

La simulation par dynamique moléculaire du nanocluster d'oxohydroxodiferrique a confirmé que le
cluster est en contact avec des résidus de Glu et Asp chargés négativement, mais aussi avec des
groupements Lys et Arg chargés positivement et un groupement His électriquement neutre selon le type
de ferritine ou de sous-unité (Lid, Carmona, Maas, Treccani et Colombi Ciacchi, 2018; Masuda et al.,
2018), les sous-unités L étant plus efficaces pour promouvoir la nucléation que les sous unités H
(Chasteen et Harrison, 1999).

La compréhension des processus par lesquels le noyau de fer minéral est déposé dans les ferritines a
constitué un axe de recherche majeur au cours des quarante derniéres années. La majorité des travaux
ont porté sur les ferritines des eucaryotes. La nucléation de la ferrinydrite se produit sur la surface interne
de la cavité protéique. Il a été montré que la minéralisation est catalysée par la surface disponible du
noyau qui contrdle donc la cinétique de I'oxydation du Fe(Il) dans les sites de ferroxidation (Le Brun et
al., 2010). Cependant la naissance de ce cceur ferrique est encore inconnue bien que des propositions de
mécanismes purement théoriques soient avancées (Le Brun et al., 2010; Lewin, Moore et Le Brun,
2005).

Ces données structurales sur les différentes étapes d’internalisation du Fe(Il) par la ferritine jusqu’au
stockage sous forme de phase cristalline de ferrihydrite sont importantes. Elles seront utiles pour mieux

comprendre les mécanismes d’interactions des An(IV) avec la protéine.
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II. Mise en évidence et caractérisation de 1’interaction entre

les An(IV) et la ferritine de la rate de cheval

1. Caractérisation de la ferritine utilisée

Pour notre travail, la protéine utilisée est la ferritine de rate de cheval. Cette ferritine est composée a
90% de la sous-unité L et & 10% de la sous-unité H. La séquence de chacune des deux sous-unités est
en Annexe D. Cette protéine a été mise en solution dans un milieu tamponné composé d’acide 2-(N-
morpholino)éthanosulfonique (MES) et de NaCl de concentration 50mM — 150 mM respectivement, &
un pH similaire au pH physiologique (~7,4). Aprés avoir subi une dialyse, qui consiste a éliminer les
substances conservatrices, la protéine a pu étre utilisée pour mener a bien les études d’interaction avec
les actinides(IV).

Le fer contenu dans la ferritine a été dosé par Tandem Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry
(ICP-MS/MS). La quantité d’atomes de fer présents initialement dans la protéine est de 517+ 26 ce qui
représente environ 11% de sa capacité de stockage maximale. La ferritine utilisée étant composée a 90%
de sous-unités L, ce fer serait donc contenu majoritairement dans le coeur ferrique, qui peut contenir
jusqu’a environ 1800-2000 atomes de fer (Chasteen et Harrison, 1999; Jutz et al., 2015; Pan et al., 2009).

L’état d’oxydation du fer contenu dans la ferritine a été analysée par X-ray Absorption Near Edge
Structure (XANES) au seuil K du fer. Cette étude nous a permis d’amener un premier élément de réponse
quant a la localisation du fer. La Figure 41a illustre la comparaison des références de Fe(ll), stabilisé
dans I’acide ascorbique, et Fe(l11), en conditions acides, avec la ferritine notée stock-F. Les dérivées de

ces spectres, illustrées dans la Figure 41b, permettent une comparaison plus précise de leur forme.
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Figure 41ab : Comparaison des spectres XANES (a) et leurs dérivées (b) au seuil K du Fe (énergie du seuil K du
Fe : 7112 eV). Les spectres XANES d'une référence Fe(Il) (aquo Fe(Il) stabilisé¢ dans I’acide ascorbique ; ligne
bleue) et d'une référence Fe(lll) (aquo Fe(l11) en conditions acides ; ligne rouge) sont comparés avec un spectre

XANES de la ferritine, notée stock-F, en milieu tamponné et a pH physiologique (ligne verte).

Le spectre XANES de référence du Fe(ll) présente un maximum du seuil a 7127 eV tandis que celui du
Fe(ll) est a 7133 eV et posséde également un faible pré-seuil a 7115 eV. Le spectre de la ferritine
présente également un maximum du seuil & 7133 eV et un pré-seuil similaire au Fe(l1). De plus, leurs

dérivées sont treés semblables ce qui signifie que la protéine semble contenir majoritairement du Fe(lll).

Pour aller plus loin dans I’interprétation de ces données, une combinaison linéaire a été réalisée en
utilisant les dérivées des spectres XANES des références du Fe(ll) et du Fe(lll) pour ajuster la dérivée
du spectre XANES de la ferritine (Figure 42). Pour ce faire, des poids X et y, compris entre 0 et 1 et de
somme fixée a 1, ont été appliqués aux dérivées des spectres Fe(ll) et Fe(lll) respectivement lors de

cette combinaison linéaire.
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Figure 42 : Combinaison linéaire des dérivées des spectres de référence du Fe(ll) et Fe(lll) et comparaison avec

la dérivée du spectre de la ferritine, nommé stock F

Le poids x associé a la dérivée du spectre du Fe (1) est de 0 tandis que le poids y associé a celle du
Fe(l11) est de 1. Ce résultat confirme que le fer contenu dans la ferritine commerciale est bien du Fe(l11)

et est donc principalement localisé au niveau du cceur ferrique.

Cette premiére approche a permis de quantifier, par ICP-MS/MS, le fer présent dans la protéine et de le
localiser. Un schéma trés simplifié de notre ferritine, notée stock-F, est donné en Figure 43 reprenant
ces premiers résultats. Tout au long de ce chapitre, ce schéma sera complété par les différents résultats

obtenus sur I’interaction de la protéine avec les An(IV).
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Anneau protéique :

0 Fe(II)

Caeur ferrigue :

517 Fe(I1T)

Notre ferritine stock

Figure 43 : Schéma simplifié de stock-F apres quantification et localisation du fer

2. Interaction et localisation du Th(IV), approche macroscopique

Rappelons que la ferritine peut accumuler jusqu’a 4500 atomes de fer. Mais est-ce que cette protéine
posséde la méme capacité d’accumulation avec des métaux plus exotiques comme les An(IV) ? Une
premiére étude s’est portée sur la capacité maximale d’accumulation du Th(IV) par la protéine, en tenant

compte de la charge en fer contenue initialement dans notre ferritine.

Du Th(IV) sous forme de solution de carbonate [Th(CO3)s]® (décrit dans le chapitre précédent) a été
utilisé pour I’élaboration de la courbe de charge de la ferritine. Le Pu(IV) n’a pas pu étre utilisé du fait
de la complexité technique (radioprotection) de ces mesures avec du Pu. La courbe de charge est un
titrage de la protéine avec une quantité croissante de solution de carbonate de thorium (IV) dans un
milieu tamponné avec un pH similaire au pH physiologique (~7,4). Les quantités de fer et de thorium
ont été dosées par ICP-MS/MS au laboratoire appartenant au Service d'Etudes Analytiques et de

Réactivité des Surfaces du CEA Saclay.
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Figure 44 : Courbe de charge de la ferritine en présence d’une solution de carbonate de Th(IV) dans un milieu
tampon a pH = 7,4. Les échantillons ont été prépares en triplicata. Valeurs moyennes du rapport Th/Fe obtenues
par ICP-MS/MS (points bleus) et par UV-Vis (point rouge). Le dernier point (point rouge) permet de confirmer

le plateau de la courbe. Les barres d'erreur en abscisse et en ordonnée correspondent a 1’écart-type des valeurs

des triplicatas.

La courbe de charge (Figure 44) est exprimée en rapport atomique Th/Fe; (i = initial) sur ’axe des
abscisses et en rapport atomique Th/Fe dosé par ICP-MS/MS sur I’axe des ordonnées. Cette courbe a
été réalisée jusqu'a un rapport maximal de Th/Fe = 8,7 ce qui correspond a un rapport F/Th égal a 1/4500.
Les précisions sur la préparation des différents échantillons ainsi que les conditions de dosage par ICP-
MS/MS sont décrites en Annexe D.

Sur la Figure 44, les points en bleu sont obtenus aprés dosage par ICP-MS/MS alors que le point rouge
est obtenu par un dosage spectrophotométrique UV-Vis. Ce dernier point a été mesureé afin de confirmer
le plateau obtenu par le dosage ICP-MS/MS. Dans la premiere partie, pour un rapport Th/Fe; compris
entre 0 et 5,50, la capacité de la protéine a stocker du Th(IV) augmente quasi-linéairement. Lorsque ce
rapport atteint 5,50, un plateau est observé ce qui signifie que les sites de la protéine pouvant interagir
avec le Th(IV) sont saturés. Le plateau de cette courbe de charge est atteint avec un rapport Th/Fe =
5,50+0,3.
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En considérant la quantité de fer contenue dans la ferritine, aprés dialyse, soit 517 atomes et en faisant
I’hypothése qu’aucun atome de fer n’est libéré lors de la complexation du Th(IV), le plateau obtenu dans
cette courbe de charge d’un rapport Th/Fe = 5,50 + 0,3 correspond & environ 2840 + 140 atomes de

thorium (1V) liés a une ferritine.

Anneau protéique : Anneau protéique :
2500 - 3500 Fe(II) 0 Fe(1I)
Ceeur ferrique : Gt i -
1800 - 2100 Fe(III) 517 Fe(Il)
Distribution théorique d 'une ferritine Notre ferritine stock

Anneau protéique :

0 Fe(II)
~ 2840 Th(IV)

Ceeur ferrique :

517 Fe(I1I)

Plateau de la courbe de charge

Figure 45 : Comparaison de la quantité théorique compartiments de la ferritine (en haut a gauche) avec la
quantité de métal obtenue par dosage ICP-MS/MS dans notre ferritine commerciale avant accumulation (en haut

a droite) et aprés accumulation du Th(IV) (en bas) (les points orange représentent le Th(IV))

Pour aller plus loin dans I’analyse de ces résultats, cette valeur maximale estimée a été comparée a la
proportion de fer contenue dans les différents compartiments de la protéine (Figure 45). Rappelons que
la ferritine, dans nos conditions, ne contient que 517 atomes de fer répartis majoritairement au niveau
du cceur ferrique alors que la capacité maximale moyenne d’accumulation de ce dernier est de 1500 +
300 atomes de fer (Jutz et al., 2015; Pan et al., 2009). Par ailleurs, la coquille protéique de la ferritine
peut stocker entre 2500-3500 atomes de fer (Pan et al., 2009). Dans ces conditions, notre hypothése est

que le thorium interagit uniquement avec la coquille de la protéine. En effet, si le thorium était en
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interaction avec le cceur ferrique en plus de la coquille protéique, le plateau obtenu sur la courbe de

charge (Figure 44) serait sans doute plus éleve.

Maity et ses collaborateurs ont étudié les interactions entre la ferritine de la rate de cheval avec du Pd(Il)
(Maity et al., 2019). L’auteur observe que les atomes de Pd(II) se lient majoritairement a la surface
extérieure de la coquille protéique (Maity et al., 2019). Nos données appuient I’hypothése selon laquelle
le Th(IV), comme le Pd(Il), interagirait préférentiellement avec la coquille protéique plutot qu’avec le

cceur ferrique.

Afin de confirmer la localisation du thorium dans la ferritine, des analyses par XANES au seuil K du
fer ont été réalisées (Figure 46ab).

sorption des spectres XANES
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Figure 46ab : Comparaison des spectres XANES (a) et leurs dérivées (b) au seuil K du Fe (énergie du seuil K du
Fe : 7112 eV) d’un spectre du complexe F-Th en milieu tamponné et a pH physiologique avec un rapport Th/Fe

= 3,3 (ligne noire) et de notre ferritine stock (ligne verte)

La Figure 46a illustre la comparaison du spectre XANES d’une ferritine complexée avec le thorium
avec un rapport Th/Fe = 3,3 (Figure 44), noté F-Th, avec le spectre XANES de notre ferritine stock
avant complexation et la Figure 46b compare leurs dérivées. Les spectres de ces deux échantillons
présentent une similarité qui suggére que le thorium n’interagit pas de fagon significative avec le fer
pour observer une modification du signal.

Une modification claire du XANES impliquerait que la plupart des environnements du fer seraient
affectés par la densité électronique des atomes de Th(IV). Or, le rapport Th/Fe du complexe F-Th est de
3,3, ce qui signifie qu’il y a une quantité importante de Th complexé a la protéine. On peut donc penser
que la majorité des atomes de Th sont situés loin du ceeur ferrique (c’est-a-dire supérieur & 4-5 A du
point de vue XANES).

Cette donnée conforte donc notre hypothese : le thorium semble étre localisé exclusivement sur la
coquille protéique (Figure 47).
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Anneau protéique :

0 Fe(Ll)
~ 2840 Th(IV)

Ceeur ferrique :

517 Fe(I11)

Complexe F-Th

Figure 47 : Schéma simplifié de notre ferritine complexée par le Th(1V) apres la quantification et hypothése sur

la localisation du Th(IV) (les boules orange représentent le Th(1V))

3. Premiére approche de I’interaction des An(IV) avec la ferritine par
IRTF

Apreés avoir mis en évidence I’interaction entre le thorium (1V) et la ferritine probablement au niveau de
la coquille protéique, une analyse du complexe par spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier
(IRTF) en mode réflexion totale atténuée a été menée afin de mieux définir la nature des groupements

impliqués dans I’interaction avec le Th(IV) une fois ce dernier complexé a la protéine.

Les spectres infrarouges des protéines sont complexes et difficiles a interpréter. Dans la région située
entre 1800 et 500 cm?, ils sont tres largement dominés par les bandes de vibration associées au squelette
de la protéine : la bande amide I centrée autour de 1650 cm™ majoritairement associée a la vibration
v(CO) et la bande amide Il a 1550 cm™ associée aux vibrations 3(NH) et v(CN). Les bandes d’absorption
des chaines latérales des acides aminés sont beaucoup moins intenses et donc plus difficiles a exploiter.

Toutefois, I’analyse des spectres des protéines peut apporter de précieuses informations concernant :

o la nature des chaines latérales des acides aminés impliquées dans la réactivité des protéines
comme la complexation des cations métalliques (Barth et Zscherp, 2002).
. la nature de modifications structurales et plus particulierement de la structure secondaire des

protéines (confére Chapitre 1) en analysant la bande amide | (Duca, Anghel et Erhan, 2018).
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Sur la Figure 48, le spectre noir correspond a la ferritine seule, noté stock-F, et le spectre rouge
correspond au complexe F-Th obtenu avec un rapport Th/Fe de 5,9, soit quasiment a la saturation de la

ferritine observée sur la courbe de charge de la protéine (Figure 44).

Les spectres IR stock-F et F-Th ont été analysés dans les mémes conditions (pH, concentration, milieu
tampon). Les spectres IR stock-F et F-Th présentent les bandes amides | et Il centrées respectivement a
1651 cm™ et 1549 cm™ respectivement.

Ces spectres ont été normalisés sur la bande amide | a 1651 cm™ (la structure de la ferritine n’étant pas
affectée par la complexation avec les métaux) afin de calculer un spectre de différence (vert) qui permet
de visualiser plus précisément les variations entre ces deux spectres. Les pointillés visibles sur le spectre
de différence représentent une variation nulle. Enfin, le spectre de la solution de référence de carbonate

de Th(IV), en bleu, a également été enregistré.
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1 I Spectre de difference
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Figure 48 : Spectres infrarouges : spectre de référence de [Th(CO3)s]® (ligne bleue) ; spectre de la ferritine stock
(stock-F, ligne noire) et complexe F-Th avec rapport Th/Fe = 5,9/1 (ligne rouge). Les spectres de la ferritine
stock-F et du complexe F-Th ont été normalisés en transmittance par rapport a la bande caractéristique de I'amide
I (1650 cm™). Le spectre de différence = {stock-F - F-Th} est également représenté (ligne verte). Les pointillés

correspondent a une différence nulle.
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Le spectre de la solution de carbonate de Th(IV) présente des bandes symétriques et antisymétriques
des carbonates vs a 1606 cm™ et 1390 cm™ respectivement (Nakamoto, 2009) caractéristiques d’une
interaction bidente des carbonates avec le thorium (Hiemstra, Rahnemaie et van Riemsdijk, 2004;
Jolivet et Taravel, 1982). Ces données sont en accord avec la caractérisation par spectrophotométrie

UV-visible des solutions de carbonate d’actinide (IV) présentée dans le chapitre précédent.

Le spectre F-Th présente une bande intense et large centrée a 1362 cm™ que I’on retrouve clairement
sur le spectre de différence. Cette bande est attribuable a la bande antisymétrique vz du carbonate mais
il est également possible de retrouver dans cette contribution les modes vs(COO") des fonctions
carboxylates de certains acides aminés (aspartate et glutamate respectivement centrés a 1402 et 1404

cm? par exemple) qui pourraient étre impliqués dans la coordination du thorium.

Il semble donc que I’environnement du thorium lié a la ferritine soit composé de carbonates provenant
de solution de référence de carbonate mais également de fonctions carboxylate provenant des acides
aminés qui composent la coquille protéique de la ferritine. On peut donc a nouveau supposer, comme
illustré en Figure 47, que le Th(IV) est entouré de fonctions carboxylates et donc localisé

majoritairement sur la coquille protéique.

4. Etude de interaction du Pu(lV) avec la ferritine par UV-Visible

L’évolution du complexe Pu(IV)-ferritine, noté F-Pu, en fonction du carbonate libre en solution a été
suivie par spectrophotométrie UV-Visible. Sur la Figure 49, les spectres UV-Visible du complexe

carbonate de Pu(lV) et du complexe F-Pu sont comparés.

Le spectre de la référence de carbonate de plutonium présente une bande caractéristique a 486 nm, en
accord avec la littérature, avec un coefficient d'extinction € = 66 L.cm™.mol* (Capdevila et al., 1996).
Le spectre du complexe F-Pu (Pu/Fe = 5,4) a été enregistré 24 heures aprés la réalisation de 1’échantillon
dans un milieu tamponné a pH physiologique. Ce spectre présente une diminution drastique de
I'absorbance entre 480 nm et 490 nm et une division de la bande centrée a 486 nm en deux bandes
distinctes a 484 et 487 nm.
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Figure 49 : Spectrophotométrie du complexe F-Pu et addition successive de carbonate. Spectre rouge : complexe
F-Pu avec rapport Pu/Fe = 5,4 ; Spectre noir : [Pu(COs)s]® ; Spectre bleu : aprés ajout de 50uL de carbonate 3 M
et un délai de 30 minutes ; Spectre rose : aprés un autre ajout de 50uL de carbonate 3 M et un délai de 30

minutes ; Spectre vert : aprés un autre ajout de 50uL de carbonate 3 M et un délai de 72 heures.

On effectue ensuite 3 ajouts successifs de faibles volumes d’une solution concentrée en carbonates dans
la solution du complexe F-Pu, jusqu’a I’obtention d’un rapport Pu/COs% de 1/3000. Chaque spectre UV
est enregistré 30 min aprées 1’ajout de la solution de carbonates dans le milieu. On observe alors une
modification de la double bande a 484 et 487 nm qui évolue vers une bande unique attribuée au complexe
[Pu(CO3)s]®. En présence d’un excés de carbonate, le complexe F-Pu conduit a la formation de I’espéce

penta-carbonate de Pu(lV).

Dans la littérature, les constantes de formation des complexes Th(IV)-groupes carboxylates varient entre
4 et 12 (logp) selon la structure du complexe (L. Rao, Zanonato et Di Bernardo, 2005) alors que pour
Pu, les constantes varient entre 8 et 17 (Thakur, Pathak et Choppin, 2009). La constante de formation
globale des complexes [An'V(COs)s]® est de ’ordre de 35 selon le métal étudié (logB) (Clark, Hobart et
Neu, 1995; Neck et Kim, 2000).

Le rapport des constantes est donc :

ps _ _ 103 _

Bcarbox 1012
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Le rapport des constantes indique que lors de I’ajout de carbonate dans le milieu, le Pu(lV) tend a
interagir davantage avec ce ligand et donc une décomplexation de la ferritine peut étre observée. Le
titrage réalisé par spectroscopie UV-Visible (Figure 49) indique que pour un ajout total de carbonate
correspondant & un rapport final Pu/CO3> de 1/3000, I’équilibre semble tendre vers la formation du

complexe [Pu(COs)s]%, ce qui est en accord avec le rapport des constantes précédent.

Si nous considérons que les 2840 sites d’interaction F-Th(IV) ne sont composés que d’un seul
groupement carboxylate, il faudrait un rapport minimal COs?/groupement carboxylate de 1,05/1 environ

pour déplacer 1’équilibre vers la formation du complexe [Pu(CO3)s]®.

Il faut toutefois émettre une réserve car la structure des sites d’interaction, qui semble stabiliser
fortement le Pu(IV), ne rentre pas dans la simple comparaison des constantes de complexation. De plus,
si nous considérons la capacité d’accumulation de la ferritine pour le Pu(IV) identique a celle observée
pour le Th(IV), la courbe de charge (Figure 44) indique environ 2840 sites de complexation par ferritine.
Or ces sites sont composés par un ou plusieurs groupes carboxylates ce qui augmente leur force

d’interaction avec le Pu.

5. Détermination de I’environnement local du Th(IV) et du Pu(IV)

liés a la ferritine

a) Quels sont les ligands qui interagissent avec le Th(IV) et le Pu(lV) ?

Approche par modélisation

Les analyses par spectroscopies UV-Visible et Infrarouge ont permis d’identifier qualitativement

I’environnement des actinides (IV) complexés a la ferritine.

Un modele macromoléculaire a été établi par Dynamique Moléculaire (MD), par le Pr. Tsushima de
I’Université de Technologie de Tokyo, afin d’identifier les acides aminés impliqués dans cette
interaction. Les données issues du calcul moléculaire ont ensuite été associées aux données obtenues
par XAS.

Pour établir ce modéle, la structure cristalline de la sous-unité L de la ferritine de la rate de cheval PDB 1
AEW a été utilisée (Hempstead, 1997). Au sein de cette structure, six atomes de cadmium (II) sont
initialement présents et interagissent avec la protéine. De plus, des carbonates (COs*) ainsi que du
sodium (Na*) ont été ajoutés pour mimer les concentrations expérimentales en carbonate et pour

neutraliser les charges.
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Deux simulations A et B ont été effectuées. Dans la simulation A, qui est une simulation de référence,
les six atomes de Cd(Il) présents dans la structure de la sous-unité L ont été remplacés par six atomes
de Pu(lV). Dans la simulation B, qui est la simulation la plus réaliste, les atomes de Cd(ll) ont été retirés
de la structure et une distribution aléatoire de six atomes de Pu(lV) a été réalisée. L’évolution dans le
temps de I’écart quadratique moyen des positions atomiques des simulations A et B est représentée dans

la Figure 50.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

Time (ns)

Figure 50 : Evolution dans le temps de ’écart quadratique moyen des positions atomiques RMSD (a I'exclusion
des molécules d’eau, du carbonate et des ions sodium) des simulations A et B par calcul en dynamique

moléculaire.

L'écart quadratique moyen, noté RMSD, est la mesure de la distance moyenne entre les atomes du
squelette des protéines superposées. Dans note cas, la superposition est réalisée entre nos simulation et
le modéle de la PDB : LAEW. Dés 150 ns, les deux simulations possédent des stabilités identiques. Les

deux structures A et B sont représentées sur la Figure 51.
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Simulation A €3 o

Figure 51 : Simulations par calcul en dynamique moléculaire du complexe F-Pu. Le ruban foncé et les boules
foncées représentent les atomes de protéine et de Pu(I1V), respectivement. Les résidus protéiques, les carbonates
et les molécules d’eau associés aux atomes de plutonium sont représentés sous forme de boules et de batons. Les

atomes d'hydrogeéne de I'eau ont été omis pour plus de clarté. Chaque site contenant un atome de Pu(lV) est

numéroté dans chaque simulation.

Dans les deux simulations on observe une interaction du Pu(lV) avec les acides aminés de la sous-unité
L. Des molécules d’eau et des groupes carbonate peuvent compléter la sphére de coordination. Il est
intéressant de constater que dans les deux simulations, les groupements carboxylates des acides aminés
en interaction avec le plutonium proviennent uniguement des aspartates ou des glutamates. Les atomes
de plutonium qui ne sont pas en interaction avec la protéine forment des complexes aquo-carbonate. Les
deux simulations A et B étant proches, la suite de notre discussion se concentrera sur la simulation B

qui est plus représentative de nos conditions expérimentales.
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La description de I’environnement local de chaque atome de Pu(lV) dans la simulation B est reportée
dans le Tableau 12 ci-dessous. Les structures des différents sites de complexation du Pu sont répertoriées

en Annexe D.

Tableau 12 : Environnement local (nombre, type de ligand ou acide aminé de la protéine) de chaque site de

complexation du Pu(lV) de la simulation B calculée par MD. Les numéros font référence a la Figure 51.

Site du plutonium Environnement local
Pul 4 Glu, 3 Eau
Pu2 1 Carbonate, 8 Eau
Pu3 1 Asp, 1 Glu, 1 Carbonate, 6 Eau
Pu4 1 Carbonate, 8 Eau
Pu5 2 Carbonate, 6 Eau
Pu6 1 Carbonate, 8 Eau

Seuls les atomes de Pu 1 et 3, notés Pul et Pu3 respectivement, interagissent avec les acides aminés de
la protéine. Le Pul est en interaction avec les acides aminés Glu64, Glu6l, Glu60 et Glu57 qui
interviennent également dans le site de nucléation du Fe(lll) naturel (Maity et al., 2019; Pozzi et al.,
2017). La distribution des distances pour chaque type de voisin (eau, carbonate, acides aminés) par
rapport a I’atome de Pu ont été représentées sur la Figure 52.
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Figure 52 : Somme des distributions radiales pour chaque type de voisin pour les six atomes de plutonium de la
simulation B. Chaque barre verticale correspond au nombre de voisins situés a la méme distance avec un
incrément de 0,05 A.

La fonction de distribution radiale discréete présente des distances moyennées par type d’interaction pour
les six sites de Pu. La Figure 52 indique par exemple que le nombre d’oxygénes des molécules d’eau en
interaction avec le Pu est similaire au nombre d’oxygénes des acides aminés. De plus, les atomes de
carbone des acides aminés possédent deux distances Pu...C distinctes centrées 4 2,9 A et 35 A. La
distance Pu...C des atomes de carbone des carbonates est légérement plus courte & environ 2,7 A.

Chaque sphere de coordination de chaque Pu a été isolée et représentée en Annexe D.

Les distances Pu...X de chaque Pu sont regroupés dans le Tableau 13. Les distances sont comparées
aux distances du complexe [Pu(COs)s]® décrites dans le Chapitre 2 et également reportées dans le

Tableau 13.
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Tableau 13 : Distances Pu-O et Pu-C obtenues par dynamique moléculaire pour le complexe F-Pu pour la

simulation B. Les données EXAFS des distances du complexe [Pu(COs)s]® sont comparées aux données des

sites d’interaction.

Distance des couches Pu...O ()

Distance des couches Pu...C (A)

Pu...O Pu...C
Pu...O ; Pu...O ;
(acide Pu...0 (acide Pu...C Pu...C
(eau) aminé) (carbonate) aminé)
moyenne (carbonate) | Moyenne
monodente / monodente /
bidente bidente
EXAFS
[Pu(CO3)s]™ 2,44(2) 2,88(1)
Site d’interaction
Pul 2,31 2,28/2,34 - 2,33 3,50/2,84 - 3,01
Pu2 2,40 - 2,37 2,40 - 2,80 2,80
Pu3 2,39 -12,38 2,31 2,37 3,57 /- 2,76 3,30
Pu4 2,40 - 2,38 2,40 - 2,82 2,82
Pu5 2,40 - 2,35 2,38 - 2,76 2,76
Pu6 2,40 - 2,38 2,40 - 2,79 2,79
Sim
2,38 2,81/ 3,48
moyennne

Pour chaque site, les carbonates sont en interaction bidente et les acides aminés présentent quant a eux,

les deux types de coordination, monodente et bidente. Des molécules d’eau complétent la sphére de

coordination des Pu.

Les complexes aquo-carbonates des sites Pu2, Pu4, Pu5 et Pu6 présentent des distances Pu...O

comprises entre 2,38 A et 2,40 A et des distances Pu...C comprises entre 2,76 A et 2,82 A. Ces distances

sont plus courtes que les distances pour le complexe [Pu(COs)s]® obtenues par EXAFS. Ce

rapprochement peut étre induit par la présence des acides aminés de la protéine, & partir de 4,2 A,

occasionnant une géne stérique qui entraine cette diminution et qui maintient le Pu proche de la protéine.
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Pour les sites Pul et Pu3, une différence notable est observée au niveau des distances Pu...O et Pu...C

des groupements carboxylates des acides aminés. Bien qu’une discrimination soit difficile en comparant

les distances Pu...O des acides aminés, elle devient possible lorsqu’on compare la distance Pu...C. Lors

d’une interaction monodente, la distance mesurée est d’environ 3,53 A alors que dans le cas d’une

interaction bidente, la distance n’est que de 2,84 A.

Enfin, les distances des oxygénes provenant des molécules d’eau dans tous les sites d’interaction sont

comprises entre 2,31 A et 2,40 A.

Des calculs utilisant la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) ont été réalisés, par le Pr. Tsushima

de I’Université de Technologie de Tokyo, sur les complexes Th(IV)-aspartate et Th(IV)-glutamate. Les

distances Th...X obtenues sont regroupées dans le Tableau 14. Les structures de ces modeles sont

répertoriées en Annexe D.

Tableau 14 : Distances obtenues par les calculs DFT sur les complexes de Th(IV) avec les acides aminés Asp et

Glu (les modeles incluent également des molécules d'eau afin de compléter les spheres de coordination du

métal).

Distance des couches Th...O (A)

Distance des couches Th...C (A)

. Th...O Th...O Th-O Th-O Th...C Th...C Th...C

Modeles
(eau) (acide aminé) | (carbonate) | moyenne | (acide aminé) | (carbonate) | moyenne

Thl
2,56 2,62 - 2,57 3,03 - 3,03

Asp

bidente

Th2
2,55 2,28 - 2,52 3,56 - 3,56

Asp

monodente

Th3
2,54 2,61 - 2,56 3,06 - 3,06

Glu

bidente)

Th4
2,57 2,38 - 2,56 3,56 - 3,56

Glu

monodente

Les distances calculées par DFT confirment les observations obtenues par MD avec le Pu(lV) dans le

paragraphe précédent. Les distances Th...X sont distinctes entre les modes d’interaction des acides

aminés. Pour une interaction monodente homogene (Th2 et Th4), les distances moyennes Th...O et
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Th...C de I’acide aminé sont d’environ 2,33 A et 3,56 A respectivement. Pour une interaction bidente
(Th1 et Th3), les distances moyennes Th...O et Th...C sont d’environ 2,61 A et 3,05 A respectivement.

Enfin, la distance Th...O des atomes d’oxygene des molécules d’eau est constante.

Les distances An(IV)...X, (An = Th, Pu), obtenues par MD et par DFT permettent donc de préciser le
mode d’interaction des groupements carboxylates des acides aminés de la protéine. La distance
An(IV)...0O est plus courte dans une interaction monodente et est associée a une plus grande distance
An(IV)...C que pour une interaction bidente. Ces données seront, dans la partie suivante, confrontées

aux résultats obtenus en EXAFS.

b) Etude de I’environnement proche du Pu(IV) complexé a la ferritine dans la

simulation B - Approche par spectroscopie EXAFS

L’environnement local du Pu(IV) complexé a la protéine, noté F-Pu, a été sondé par spectroscopie
EXAFS au seuil Ly du plutonium (18 057eV). L’objectif de ces mesures est de préciser I’environnement
local du Pu dans la protéine et de préciser la nature des sites de complexation en combinant notamment

les mesures EXAFS avec les modeles de MD.

Il est important de noter que les spectres EXAFS expérimentaux mesurés sont une moyenne de tous les
environnements des Pu(lV) présents dans I'échantillon. Afin de mieux comprendre la répartition des
environnements, il est donc crucial de comparer le spectre EXAFS calculé de chaque site de Pu(lV) issu
de la modélisation avec le signal EXAFS expérimental.

Le spectre EXAFS a été calculé pour chaque site et représenté dans la Figure 53. Ces spectres théoriques
ont été calculés avec le code Feff9. La moyenne des six spectres EXAFS calculés de la simulation B,
noté F-PusimB a également été effectuée. Ils sont comparés au spectre EXAFS expérimental du

complexe F-Pu.
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Figure 53 : Spectres EXAFS calculés en k?y(k) des 6 sites Pu(1 a 6) contenus dans la simulation B ainsi que du
spectre moyen de la simulation B, noté F-PusimB, ainsi qu’une combinaison linéaire des 6 sites Pu(1V).

Comparaison des spectres EXAFS calculés avec et le spectre expérimental du complexe F-Pu.

Les sites d’interaction ne comportant pas de résidus d’acides aminés en interaction avec le Pu(IV) soit
Pu2, Pu4, Pu5 et Pu6 sont représentés en bas de la Figure 53 alors que les sites d’interaction contenant
au moins un acide aming, Pul et Pu3, sont représentés en haut de la Figure 53. Le spectre moyen de la
simulation B est une moyenne non pondérée des six spectres théoriques des sites de Pu(lV). D’un point

de vue qualitatif, le spectre moyen de la simulation B est proche du spectre EXAFS expérimental.

Afin de pouvoir identifier des sites éventuellement préférentiels, une combinaison linéaire a également
été calculée. Contrairement au spectre F-PusimB, le spectre de la combinaison linéaire a été calculé avec

une variable d’ajustement comprise entre 0 et 1 pour pondérer chaque site de Pu.

La combinaison linéaire est composée de 6,3% de Pul, 12,7% de Pu2, 52,9% de Pu3, 13,5% de Pu4,
0,8% de Pu5 et de 13,8% de Pu6. Il en ressort que le site Pu3 semble étre le plus représentatif du spectre
EXAFS expérimental. Ce site est d’autant plus intéressant qu’il contient plusieurs types d’interaction :

deux résidus d’acide aminés monodente, un carbonate et des molécules d’eau.
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Pour aller plus loin dans le choix du modéle du site de complexation, les spectres calculés pour chaque
site ont été soustraits au spectre expérimental du complexe F-Pu et les résidus de ces différences sont
représentés dans la Figure 54. Ces spectres de différence permettent d’établir un examen plus attentif a

chaque site simulé.
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Figure 54 : Résidus des spectres EXAFS de différence en k?y(k) des sites du Pu(IV) de la simulation B selon la
formule : dif(moyenne) = {F-Pu-sim(B) - F-Pu- exp}, dif(Pu) = {Pu-i(B) - F-Pu-exp}.

Comparons plus précisément les spectres de différence calculés des deux sites les plus représentatifs
Pul et Pu3 qui peuvent étre utilisés comme modele de référence pour 1’ajustement des spectres EXAFS
expérimentaux. Le spectre {Pu3 - F-Puexp} montre de grandes amplitudes avant k = 5 A* mais qui
s’atténuent vite avec des amplitudes faibles aprés k = 5 A, En revanche, pour le spectre {Pul - F-
Puexp}, de légéres amplitudes sont visibles avant k =5 A qui s’intensifient aprés k = 5 A, Nous avons
donc choisi d’utiliser comme mod¢le le site Pu3 pour I’ajustement du spectre EXAFS conformément a

’analyse par combinaison linéaire.

Le modeéle du site de complexation Pu3 de la simulation B, est illustré dans la Figure 55. Ce site
d’interaction a également été utilisé en remplagant le Pu par le Th afin de pouvoir ajuster les données

du spectre expérimental du complexe F-Th.
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carbonate
Asp
monodente

Figure 55 : Environnement local du site Pu3 de la simulation B. Les billes bleues, rouges, grises et violettes

correspondent a I’An(IV), a ’oxygene, au carbone et I’azote respectivement.

6. Ajustement des données EXAFS des complexes F-Pu et F-Th

Les spectres des complexes Pu-F et Th-F ont été enregistrés au seuil Ly du plutonium (18 057eV) pour
le complexe F-Pu et au seuil Ly du thorium (16 300 eV) pour le complexe F-Th. Le signal EXAFS a
été ajusté en k2 dans l'espace R entre 1 A et 6 A sans aucun filtrage supplémentaire aprés transformation

de Fourier en utilisant une fenétre de Hanning dans intervalle k (2,7-10,8 A™Y).

Les spectres EXAFS expérimentaux des complexes F-Th (ligne violette) et F-Pu (ligne bleue) sont
illustrés Figure 56 et sont comparés au spectre théorique du site Pu3 (ligne orange) mais également aux
références de carbonate de thorium (1V) (ligne verte) et au carbonate de plutonium (1V) (ligne noire).
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décalée en ordonnée (a.u)

Amplitude du signal EXAFS en k2 (k)
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Figure 56 : Spectres EXAFS expérimentaux au seuil Ly Th/Pu de F-Th (violet), [Th(CO3)s]® (vert), F-Pu (bleu)
et [Pu(COs)s]® (noir). Les ajustements sont indiqués en pointillés. La ligne orange (Pu3) correspond a la
simulation du site de Pu(lV) représentant le complexe ternaire (protéine, carbonate, eau).

En comparant les spectres EXAFS de [Th(COs3)s]® et de F-Th d'une part et de [Pu(COs)s]® et de F-Pu
d'autre part, des différences significatives apparaissent. En effet, un décalage du signal EXAFS des
faibles valeurs de k et une modification de la forme de I'onde est visible entre 2 et 4 A™L. Une dérivée est

appliquée a tous les spectres entre 2 et 4 A k afin de rendre plus visible ce décalage (Figure 57).
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F-Th
[Th(CO3)51®

décalée en ordonnée (a.u)
NN
1

[Pu(CO3)s5]>
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Figure 57 : Dérivée des spectres dans la gamme de k comprise entre 2,0 44,0 A™! du signal EXAFS en k2(k) de
F-Th (violet), [Th(CO3)s]® (vert), F-Pu (bleu) et [Pu(CO3)s]® (noir).

Les dérivées présentent un décalage entre les complexes carbonate et les complexes ferritine. Cette
donnée est une indication qualitative sur la différence d'environnement de Th et Pu dans leurs complexes

respectifs.

Les parameétres des meilleurs ajustements des spectres EXAFS des complexes F-Th et F-Pu avec le
modéle Pu3 sont rapportés dans le Tableau 15. Ces données sont comparées avec les parametres de
meilleur ajustement des complexes [An'V(COs)s]® présentés dans le Chapitre 2.
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Tableau 15 : Parameétres structurels obtenus a partir de I'ajustement des données EXAFS. Pour F-Pu et F-Th, les
chiffres en italique ont été fixés. 2 est le facteur Debye Waller du chemin de diffusion considéré. Se? est le
facteur d'amplitude globale, AEg est le seuil d'énergie, Facteur-R est le facteur de concordance de I'ajustement en
% et Facteur-Q est le facteur de qualité (y? réduit) de I'ajustement. Les incertitudes indiquées entre parentheses

sont liées au dernier chiffre. Les chiffres indiqués en italiques sont des paramétres fixés.

. . . . . So? Facteur-Q
Echantillon  Premiére couche : O Deuxieme couche : C AEo(eV)  Facteur-R
PU(COT® 10,2(4) 0 a2,44(2) A 5,1(4) Ca2,88(1) A 1,0 38
[PU(CO:)] o> = 0,006 A2 > = 0,008 A2 6,54 3,1%
Ep 10042,39(5) A 5,2(20) C & 3,34(4) A 1,0 32
- 62 =10,007 A2 62 =0,007 A2 6,26 2,2%
Th(COT 10,8(4) 0 a2,50(8) A 5,4(4) Ca2,96(9) A 1,0 39
[Th(COs):] 62 =10,007 A2 62 =0,014 A2 4,21 2,9%
S, 10 0 & 2,44(6) A 5,1(22) C & 3,56(26) A 1,0 14
i 62 =10,007 A2 62 =0,005 A2 6,52 2,1%

Le nombre total d'atomes d’O dans la premiere sphére de coordination de An (An = Th, Pu) a été
arbitrairement fixé a 10, car il est difficile d'obtenir une incertitude inférieure a 20% sans fonction
d’amplitude modéle. Les données d'ajustement des complexes F-Th sont similaires a celles du complexe
F-Pu modulo la contraction actinidique de Th a Pu. Nous pouvons donc en déduire que Pu et Th

interagissent avec la ferritine de maniére similaire.

Les données EXAFS des complexes [An'Y(COs)s]® montrent clairement une différence avec les
complexes F-Pu et F-Th. Leurs distances An(IV)...O sont plus courtes que celles dans les complexes
[An"Y(COs)s]%. En revanche, les distances An(IV)...C sont plus éloignées que celles dans les complexes
[An'Y(CO3)s]®. Ces différences mettent en avant une modification de I’environnement local du Th(IV)

et du Pu(1V) apres complexation a la ferritine comme nous 1’avons déja souligné.

Pour le complexe F-Pu, la premiére sphére Pu...O est située a 2,39(5) A, la deuxiéme sphére est
composée de 5,2(20) C avec une distance de 3,34(4) A. Pour le complexe F-Th, la premiére sphére
Th...O est située a 2,44(6) A, la deuxiéme sphére est composée de 5,1(22) C avec une distance de

3,56(26) A. Notons cependant que les distances An(IV)...C ont des incertitudes assez grandes.

Les distances de la simulation B regroupées dans le Tableau 13 peuvent étre comparées avec les données

expérimentales obtenues pour F-Pu et F-Th. La distance Pu...O obtenue par EXAFS est en bon accord
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avec la simulation B (moyenne de 2,38 A). La distance Pu...C obtenue par EXAFS est également en
bon accord avec la contribution Pu...C observée dans la distribution radiale Figure 52 située entre 3,3
A et 3,5 A avec une distance moyenne de 3,48 A (Tableau 13). Par ailleurs, I’ajout d'un trajet de diffusion
triple correspondant a I'atome d'oxygene distal d'un anion carbonate (décrit dans le chapitre 2) n'a pas
amélioré I'ajustement de maniére significative (facteur Q = 31 ; facteur R = 2,1% avec le triple trajet de
diffusion de I'O distal ; facteur Q = 32 ; facteur R = 2,2% sans cette contribution, dans le cas de
I’ajustement du spectre F-Pu). Ce chemin de diffusion est une empreinte de I’interaction bidente du
carbonate, car il présente la plus grande amplitude. En conséquence, les données EXAFS ne permettent
pas d'affirmer si un anion carbonate est présent ou non dans la sphére de coordination du Pu(1V) (et du
Th(IV)).

En revanche, I’ajustement des données EXAFS n’a pas suggéré de distance Pu...C autour de 2,8 A, ce
qui laisse penser qu’il n’y a pas de contribution Pu...C comprise entre 2,7 A et 3,0 A contrairement a ce
qu’indique les calculs. Le spectre étant une moyenne de tous les environnements du Pu(lV) lié a la
ferritine, il est probable que ces contributions existent mais sont minoritaires par rapport aux
contributions de la deuxiéme couche de carbone. Cette observation est valable également pour

I’ajustement du complexe de F-Th.

Une comparaison supplémentaire entre des données structurales d'oxalate de plutonium en interaction
monodente (Runde, Brodnax, Goff, Bean et Scott, 2009) et les données du complexe F-Pu est également
possible, bien que la liaison oxalate soit trés différente de celle des carboxylates. Dans la structure de
I’oxalate de plutonium, les distances Pu...O sont comprises entre 2,45 A et 2,51 A et les distances Pu...C
sont comprises entre 3,25 A et 3,46 A Or, I’ajustement EXAFS du complexe F-Pu révéle des distances
moyennes Pu...O et Pu...C de 2,39 A et 3,42 A respectivement qui semblent étre en accord les données
des oxalates de plutonium(IV). Bien que la comparaison ne soit qu'indicative car les ligands oxalates
sont tres différents des fonctions carboxylate des protéines, une interaction monodente des groupements
carboxylate est trés probable mais n’exclue pas pour autant une part d’interaction bidente qui, dans notre

cas, n’est pas observée.

I1l. Conclusion sur ’interaction des An(IV) avec la ferritine

L'ensemble des études sur la description de I’interaction entre des actinides (1V) et la ferritine de la rate
de cheval a permis de confirmer la complexation du Th(IV) et du Pu(lV) par les acides aminés

carboxylés de la coquille protéique.

Les investigations par des analyses spectroscopiques Infrarouge ont permis 1’identification, dans nos

conditions d’analyses, d’une interaction entre le Th(IV) et les groupements carboxylates des acides
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amineés issus de la ferritine tout en suggérant également la présence d’anion(s) carbonate(s). Le méme

résultat a été obtenu par spectrophotomeétrie avec le Pu(1V).

Une courbe de charge de la ferritine par Th(IV) a permis de quantifier la répartition du métal qui semble
saturer I’anneau protéique de la ferritine. Son accumulation est d’environ 2840 £ 140 atomes de Th(IV)
par ferritine, ce qui est comparable a la capacité d’accumulation du fer dans ce méme compartiment. De
plus, le XANES, au seuil du fer, du complexe F-Th et de la ferritine seule, ne semble pas étre modifié
par la présence de la densité électronique du Th(IV). En admettant que si le Th était suffisamment proche
il influencerait le signal XANES du Fe, nos données nous indiquent donc que la majorité du Th(IV)
semble se situer dans la coquille protéique et le Fe(II) dans le ceeur ferrique.

Une approche par MD visant a modéliser les interactions entre le Pu et la sous-unité L de la ferritine a
permis d’identifier des sites de complexation composés de molécules d’eau, de carbonate et des résidus
aspartate et glutamate. Dans cette simulation, les atomes de Pu se partagent entre des sites constitués
d'acides aminés de la protéine et des sites formés d'eau et de carbonate libres dans lequels des acides

aminés sont présents en deuxiéme sphere.

Les ajustements EXAFS ont permis d’identifier que I’interaction du Pu et du Th avec la protéine semble
identique. Nous pouvons donc conclure que les analyses réalisées sur les complexes F-Th et F-Pu sont
transposables. Enfin, un schéma global de I’interaction F- An(IV), dans nos conditions, est illustré en
Figure 58.

124



Chapitre 111 : La ferritine

Anneau protéique :
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Figure 58 : Schéma simplifié global de I’interaction probable des An(1V) (An = Th, Pu) avec la ferritine
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Chapitre IV : La transferrine

Le chapitre précédent a décrit les interactions du Th(IV) et du Pu(lV) avec la ferritine de la rate de
cheval. Ces données ont confirmé que cette protéine, connue pour son rbéle dans I’homéostasie du fer,
est capable d’accumuler les actinides (IV) sur la coquille protéique. Ce chapitre traite de la transferrine,

connue pour transporter naturellement le Fe(l11) du compartiment sanguin jusgque dans les cellules.

I. Latransferrine, une protéine tres étudiée

1. Description de la transferrine et de ses fonctions biologiques

La transferrine est une glycoprotéine possédant un poids moléculaire d’environ 76 kDa. Il existe trois
types de transferrine. La lactoferrine, se retrouve dans les sécrétions telles que le lait chez les
mammiferes. L’ovotransferrine, quant a elle, est présente dans le blanc d'ceuf. La troisiéme famille est
la transferrine sérique qui est synthétisée principalement par le foie et représente, chez les

mammiféres, environ 3 % des protéines du plasma (Cattan, 2004).

Le rble principal de la transferrine est le transport du fer chez les vertébrés et quelques invertébreés tels
gue les insectes. La quasi-totalité du fer (95%) capté par la transferrine provient du recyclage des
globules rouges sénescents tandis que les 5% restant sont issus de ’absorption alimentaire par les
entérocytes (Wémeau, Vialettes et Schlienger, 2014). Dans notre organisme, la transferrine sérique
solubilise le fer sous sa forme Fe(lll) dans le compartiment sanguin, et assure en permanence la
distribution du fer, qui sera capté par les cellules de différents organes, avec notamment les cellules
érythropoiétiques de la moelle osseuse pour la synthése de I’hémoglobine et les hépatocytes (E.N. Baker,

1994).

L'affinité de cette protéine pour le Fe(IIT) lui confére également d’autres roles secondaires comme dans
le fonctionnement du systeme immunitaire. En effet, en complexant le fer, ces protéines présentes dans

les muqueuses créent des environnements pauvres en fer libre, rendant difficile la survie des bactéries.

La transferrine est constituée d'une seule chaine polypeptidique de 670-700 acides aminés (Figure 59).
La chaine polypeptidique est repliée en deux lobes, I'un étant la partie N-terminale de la protéine, l'autre
la partie C-terminale. Ces deux lobes d'environ 330 acides aminés chacun sont connectés par une
séquence polypeptidique d'une dizaine d'acides aminés (Wally et al., 2006). Chacun de ces lobes est
constitué de deux domaines distincts, C1 et C2 pour le lobe C et N1 et N2 pour le lobe N. Chaque lobe
de la transferrine posséde un site de complexation du Fe(III) qui est localisé au niveau de 1’articulation

des deux domaines des deux lobes.
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Lorsqu’il n’y a pas de complexation, ces deux domaines s’éloignent. La protéine est appelée alors
apotransferrine, notée apoTf, et adopte une conformation dite « ouverte ». (Cheng et al., 2004). Lors de
la complexation avec le Fe(IIl), les deux domaines se rapprochent de sorte a emprisonner 1’atome
métallique. Conventionnellement, la transferrine complexée avec deux atomes de Fe(lll), notée Fe,Tf,
est appelée holotransferrine et adopte une conformation dite « fermée ». Ces deux lobes ont une haute
affinité, similaire mais non identique, pour le fer ferrique (E.N. Baker, 1994). Ces centres d’interactions

seront décrits en détails dans la partie suivante.

C-lobe
Figure 59 : Structure de la transferrine liée a deux atomes de Fe(l11) (billes rouges)

En milieu physiologique, la bio-distribution, dans le compartiment sanguin, de la transferrine sérique,
notée Tf, est de 27% de Fe,Tf, 23% de FenTf, 10% de FecTf et 40% de transferrine non complexée
(Williams et Moreton, 1980). Les valeurs normales du coefficient de saturation de la transferrine dans
le compartiment sanguin sont comprises entre 20 et 40 % (Delaby, Deybach et Beaumont, 2007). Une
carence en fer est détectée pour un coefficient de saturation inférieur a 20 %, alors qu’une saturation de

la transferrine supérieure a 45 % est en faveur d’un début d’une surcharge en fer (Delaby et al., 2007).

Lorsque la transferrine atteint la saturation, le fer en excés se retrouve dans le plasma a 1’état libre. Ce
fer peut alors pénétrer facilement dans les cellules, en particulier celles du foie et du coeur, par une autre
voie que celle du récepteur, et contribuer a ’altération des tissus par la génération de radicaux libres
(Loreal, Ropert, et al., 2012). La saturation de la transferrine est donc un paramétre biologique important

a controler afin de s’assurer que les apports en fer pour 1’érythropoiése (processus de formation des
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globules rouges dans la moelle osseuse) sont suffisants et pour éviter un dépét excessif de fer dans les

tissus (Loréal, Bardou-Jacquet, et al., 2012; Loréal, Ropert, et al., 2012).

Les différentes transferrines présentent une méme structure tertiaire, en plus de posséder une similarité
dans leur séquence d’acides aminés (E.N. Baker, 1994). La structure de cette protéine a largement été
étudiée notamment par diffraction des rayons X (Dewan, Mikami, Hirose et Sacchettini, 1993; Hall et
al., 2002; Kuser et al., 2002; MacGillivray et al., 1998). En 1980, Martel et ses collaborateurs ont
déterminé par diffusion des neutrons aux petits angles que la holotransferrine pouvait étre décrite par
une sphéroide de révolution aplatie aux poles de volume (144 + 45).10% A% (Martel, Kim et Powell,
1980). De plus, des études par diffusion de neutrons aux petits angles, menées par Yajima et ses
collaborateurs, ont permis de distinguer les conformations ouvertes et fermées. En effet, le rayon de
giration de I’apotransferrine observé au cours de cette étude est de 30,3 A puis diminue A a 29,3 A pour

la holotransferrine (Yajima et al., 1998).

2. Cycle de I’internalisation cellulaire de la transferrine serique

Les cellules cibles du fer permettent I’incorporation de la holotransferrine grace a un récepteur
spécifique, appelés récepteurs de la transferrine (noté TfR1), exprimé a la surface de presque toutes les
cellules de I’organisme. Ce récepteur est une glycoprotéine transmembranaire constituée de 2 sous-
unités identiques de poids moléculaire de 95 kDa et reliées par deux ponts disulfures. Aprés la
complexation de deux holotransferrines avec ce récepteur, le complexe, illustré par la Figure 60, est

internalisé par la cellule par un phénomeéne d’endocytose (Cheng et al., 2004).

Figure 60 : Structure du complexe formé par le récepteur transmembranaire (en bleu) et deux transferrines (les
lobes N sont en rouge et les lobes C en vert) ; PDB : 1SUV (Cheng et al., 2004)
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Le cycle de la transferrine qui induit I’internalisation du fer dans les cellules est illustré dans Figure 61.
L’endosome formé, contenant le complexe de la holotransferrine et de son récepteur transmembranaire
subit ensuite une étape de maturation grace a 1’action d’'une ATPase (ou pompe a protons) qui acidifie
progressivement le milieu permettant la libération du fer ferrique. Le fer ferrique insoluble libéré est
réduit en fer ferreux Fe(II) soluble par 1’action d’une ferriréductase endosomale (Loréal, Ropert, et al.,
2012). Ensuite, le Fe(I) est exporté a travers la membrane de I’endosome dans le cytoplasme de la
cellule (Loréal, Ropert, et al., 2012). Le complexe TfR:-Tf est recyclé lorsque I’endosome se lie a la

membrane cellulaire et se dissocie au pH physiologique.

Fe-Tf
88 . Apo-Tf
L ]
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Espace D |
extracellulaire DM"‘ _ " _-_h'::'“‘\\
Y Y o—a.
Manteau de clathrines
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Endosomes (| @ [ . a@*| Endosomes tardifs
précoces y ' .ﬁ.

Figure 61 : Internalisation de la transferrine dans la cellule (N. C. Andrews, 1999)

Au sein de la cellule, le fer peut étre dirigé vers 3 sites cellulaires : le pool de fer labile, le pool
fonctionnel, et le pool de stockage (Loréal, Ropert, et al., 2012). Dans le pool de fer labile, le fer se
trouve dans le cytosol cellulaire et correspond au fer de transit entre le compartiment de stockage et le
pool fonctionnel (Loréal, Bardou-Jacquet, et al., 2012). Dans le pool fonctionnel, le fer s’associe a
différentes protéines ferro-dépendantes pour qu’elles puissent assurer leur fonction biologique. Dans le
pool de stockage, le fer est associé a la ferritine, principale protéine de mise en réserve du fer (Loréal,
Bardou-Jacquet, et al., 2012; Loréal, Ropert, et al., 2012) comme nous I’avons vu.

3. Environnement local du Fe(l11) lié a la transferrine

La transferrine a une tres forte affinité pour le fer (log K ~ 20). Les sous-domaines forment deux sites
de liaison au Fe(lll) impliquant des fragments de coordination identiques (Figure 62). Les sites de
complexation des Fe(l11) sont constitués de deux tyrosines, d’une histidine et un acide aspartique en plus
d'un ion carbonate dans chacun des deux lobes, qui est connu comme l'anion synergique (Shongwe,

Smith, Marques et van Wyk, 2004). Du point de vue mécanique, I'anion synergique se lie tout d'abord
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au site de la protéine par des liaisons hydrogenes avec des résidus arginine et thréonine. Le carbonate
rend ces sites plus électrodonneurs et donc plus apte a complexer le cation Fe(lll), qui est un acide dur
au sens de Pearson (Edward N. Baker et Lindley, 1992). Le fer vient ensuite se lier a I'anion carbonate
ainsi qu’a deux résidus tyrosines contenus dans un des deux domaines qui composent chacun des lobes

et aux résidus aspartate et histidine, situés sur I'autre domaine du lobe, ce qui conduit a sa fermeture.

H
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QO

Tyr

O
(8]
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Figure 62 : Coordination du Fe(ll1) dans les lobes de la transferrine sérique humaine (Shongwe et al., 2004)

Il est & noter que malgré la similitude structurale des deux lobes, les deux sites de complexation de la
transferrine ne sont pas équivalents vis-a-vis du fer. En effet, leurs cinétiques de fixation et de libération
du fer sont différentes (E.N. Baker, 1994; Kretchmar et Raymond, 1986). En 1999, Sun et ses
collaborateurs ont défini les constantes de complexation des deux sites, évaluées in vitro a pH
physiologique : 21,4 (lobe C) et 20,3 (lobe N) (Sun, Li et Sadler, 1999).

De nombreuses études sur les constantes de formation des complexes métaux-transferrine (Figure 63)
ont été menées avec divers métaux de transitions a 1’état d’oxydation +II ou +III. Le complexe le plus
stable observé est le Fe(l11), le cation naturel de la transferrine (Chikh, Ha-Duong, Miquel et El Hage
Chahine, 2006; Ha-Duong, Hémadi, Chikh et Chahine, 2008; Miquel, Nekaa, Kahn, Hémadi et EI Hage
Chahinge, 2004; Sun et al., 1999).
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Figure 63 : Corrélation entre les constantes de liaison K; (ou Kc) et K2 (ou Ky) pour divers métaux et la

transferrine humaine (Sun et al., 1999).

Les actinides comme [’U(VI), le Th(IV) et le Pu(IV) ont également ét¢ étudiés par des mesures
cinétiques ou des essais biologiques qui sont décrits dans la partie suivante (Brulfert et Aupiais, 2018;
Hémadi, Ha-Duong, Plantevin, Vidaud et ElI Hage Chahine, 2010; M. P. Jensen et al., 2011; Sauge-

Merle, Lemaire, Evans, Berthomieu et Aupiais, 2017).

4. Interactions du Th(IV) et du Pu(lV) avec la transferrine, que sait-

on?

Des similitudes dans le comportement chimique entre le Pu(lV) et le Fe(l11) ont été observées dans des
systemes protéiques tels que celui de la transferrine. En effet, il a été rapporté que Pu(lV) se lie a la
transferrine & I'emplacement des sites de Fe(lll) (Harris, Cafferty, Abdollahi et Trankler, 1998; H. Li,
Sadler et Sun, 1996). Une homologie est également a prévoir pour le Th(IV) qui est chimiquement
relativement similaire au Pu(IV). Selon Vincent, différents actinides étudiés, au degré d’oxydation +IV,
forment des complexes variablement stables avec la transferrine plasmatique (Vincent et Love, 2012).

Néanmoins les complexes formés avec les actinides (IVV) sont moins stables que celui de la
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holotransferrine (Fe.-Tf) car, lors de I'ajout de Fe(l11) dans le milieu réactionnel, le Fe(lll) se substitue
aux An(IV) (Morss et al., 2006).

D'un point de vue thermodynamique, les constantes de complexation du Pu(lV) et Th(IV) avec la
transferrine ont été définies grace a une approche originale utilisant 1’électrophorése capillaire couplée
a la spectrométrie de masse a plasma inductif (CE-ICP-MS). En utilisant ’acide nitrilotriacétique (NTA)
comme anion synergique et dans des conditions physiologiques, la constante d'affinité globale (logK)
est de 24,89 + 0,26 pour le Pu(lV) et 18,65 £ 0,19 pour le Th(IV) (Brulfert et Aupiais, 2018; Sauge-
Merle et al., 2017). Malgré le rayon ionique plus important du Th*" par rapport a celui du Fe*, les
résultats révelent que la transferrine posséde une forte affinité pour Pu et Th suivant 1’ordre Pu > Fe >
Th (Tableau 16).

Tableau 16 : Comparaison des constantes globales logK des complexes M,Tf (M = Fe, Th, Pu)

Complexe Constante globale (logK) Anion synergique
Fe,Tf ~20 COs*
Th,Tf ~ 18,65 NTA
Pu,Tf ~ 24,89 NTA

Harris et ses collaborateurs rapportent qu'a pH physiologique, la transferrine peut lier deux atomes de
Th(IV) sur des sites non équivalents (Harris et al., 1981). Dans cette hypothese, le site de liaison C-
terminal se coordonne par deux résidus tyrosine et le site N-terminal par un seul. La complexation du
Pu(1V) avec la transferrine a également été confirmée (Grossmann et al., 1992; Harris et al., 1998; H.
Lietal., 1996). En effet, Duffield et ses collaborateurs, ont observé que la complexation avec le Pu(IV)

semble impliquer les mémes sites de liaison que ceux utilisés pour le Fe(I11) (Grossmann et al., 1992).

Par ailleurs, des premiéres études in vitro ont montré que le Pu(IV) n'induit apparemment pas la
fermeture des lobes de la transferrine (Duffield, Taylor et Proctor, 1986). Plus récemment, Jensen et ses
collaborateurs ont approfondi ces premiers résultats en comparant, par analyses SAXS, la conformation
des complexes Pu,Tf, PucFenTf et FecPunTf avec celle du complexe naturel Fe,Tf (Figure 64) (M. P.
Jensen et al., 2011).
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Figure 64 : Modéles structuraux des transferrines de sérum issues des analyses par SAXS (M. P. Jensen et al.,
2011).

Jensen, notamment, a montré que le complexe Pu;Tf n’a pas la méme conformation que Fe,Tf. De plus,
ces observations ont démontré que le complexe PucFenTf semble avoir une conformation similaire au
complexe naturel. L'internalisation de ce complexe mixte dans des cellules de la glande surrénale, PC12
en combinant le SAXS et la microscopie a fluorescence X a été montrée. Cette étude met en avant que
la transferrine ne semble pas bloquer completement l'internalisation cellulaire du plutonium mais son

acces y est restreint par la conformation de la protéine. (M. P. Jensen et al., 2011).

Enfin, Deblonde et ses collaborateurs, ont également mis en évidence les constantes des complexes
formés par le récepteur de la transferrine avec des complexes Pu,Tf et Th.Tf en comparaison avec celle
du complexe naturel Fe,Tf. Ces études mettent en avant que le complexe Th,Tf se lie plus fortement
que le complexe Pu,Tf mais néanmoins moins fortement que le complexe Fe,Tf avec son récepteur
(Deblonde, Sturzbecher-Hoehne, Mason et Abergel, 2013).

Ces derniers travaux sur ’interaction de la transferrine avec les An(IV) semblent indiquer que si la
conformation de la protéine est modifiée par ces métaux, elle n’empéche pas complétement 1’ interaction
avec le récepteur de la transferrine et donc I’internalisation dans la cellule. Mais existe-t-il un moyen de
diminuer la toxicité des An(1V) au niveau des cellules ? Est-il possible de controler I’internalisation dans

ces derniéres en utilisant un compétiteur efficace de la transferrine capable de la décomplexer ou de
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modifier suffisamment sa structure pour empécher sa reconnaissance par le récepteur de la transferrine ?

Parmi les candidats envisagés, la famille des sidérophores apparait particulierement intéressante.

5. Les sidérophores, des ligands d’intérét, impliqués dans les

mécanismes de détoxification du fer

Naturellement, les sidérophores ont pour fonction biologique de séquestrer le Fe(l11), qui n'est disponible
en solution aqueuse, dans des conditions aérobies et a pH neutre, qu'a une tres faible concentration (Kiss
et Farkas, 1998). Ces molécules constituent un groupe de composés chimiquement diversifiés, contenant
de nombreuses combinaisons de groupements hydroxamate, carboxylate et catécholate dans leur
structure (Winkelmann, 2002). De nos jours, environ 500 structures moléculaires différentes sont
classées comme sidérophores (Kraemer, 2005). La spécificité des sidérophores pour différents cations

métalliques, ainsi que la stabilité des complexes qui en résultent, sont étroitement liées a leurs structures.

Parmi les nombreux sidérophores, la déféroxamine B a été choisie pour ce travail. La déféroxamine B,
notée DFOB, est un sidérophore tri-hydroxamate naturel, initialement découvert dans une bactérie du
sol, Streptomyces pilosus, mais également produit par plusieurs espéces d'actinomycétes terrestres
(Duckworth, Bargar et Sposito, 2009) et marins (Codd, Richardson-Sanchez, Telfer et Gotsbacher,
2018). La chélation du Fe(lll) par la déféroxamine, illustrée Figure 65, entraine la délocalisation des
électrons des groupes C=0 et N-O des fonctions hydroxamates qui se lient directement a I'ion
métallique central, stabilisant ainsi le complexe (Edwards et Myneni, 2006; Edwards, Nielsen, Jarzecki,
Spiro et Myneni, 2005).
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Figure 65 : Structure chimique de la déféroxamine B (DFOB) (A) et de la féroxamine B (FOB) (B). Les
groupements hydroxamiques responsables de la chélation des métaux, sont mis en évidence en rouge (Bellotti et
Remelli, 2021).

L'affinité trés élevée de la déféroxamine pour le Fe(lll) et pour les cations métalliques durs en général
provient du fait que sa structure linéaire contient trois groupes fonctionnels hydroxamiques bidentés qui
s'enroulent autour de l'ion ferrique pour former un complexe octaédrique neutre et trés stable, la
féroxamine B, notée FOB (Figure 65) (Bellotti et Remelli, 2021).

Inter

De plus, le corps humain ne dispose pas d'un mécanisme d'élimination naturel de I'excés de fer qui
s'accumule dans les organes, en particulier dans le cceur et le foie, avec des effets toxiques déléteres
(Bellotti et Remelli, 2021). La déféroxamine peut éliminer le fer des protéines de stockage comme la
ferritine mais pas des protéines sériques telle que I'hémoglobine et la transferrine, ce qui permet d'éviter

les effets indésirables.

La DFOB contient un groupement amine primaire qui peut se protoner et trois groupements
hydroxamiques qui se comportent comme des acides tres faibles. Les constantes de protonation de la
DFOB sont indiquées dans le Tableau 17. A pH neutre, la DFOB est encore totalement protonée et,
lorsque le pH augmente, les protons hydroxamiques sont libérés, puis le proton lié a I'amine, qui est le

groupe le plus basique de la molécule.
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Tableau 17 : Constantes de protonation du DFOB a 25°C ; 1 = 0,1 mol.L"* NaNOs (Boukhalfa, Reilly et Neu,
2007)

logK1 logK> logKs logK4

11,0 9,71+0,16 8,97 +0.16 8,35+ 0.10
- DFOB* HDFOB- H.DFOB

De nombreuses études sur la complexation de la DFOB avec différents métaux ont permis de comparer
les stabilités des complexes métal-(DFOB) formés. La Figure 66 montre la corrélation entre la constante
de formation des complexes, de steechiométrie 1 : 1, et les constantes de formation des complexes
hydroxyle MOH™. Cette corrélation suggere le méme mode de coordination pour tous les complexes
métal/DFOB et des interactions a caractére dur.
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Figure 66 : Corrélation entre les valeurs de logKwmc pour les complexes DFOB en fonction de la premiére

constante d'hydrolyse correspondante (logKmon) (Bellotti et Remelli, 2021).

Les constantes thermodynamiques de ’interaction du Pu(IV) avec la DFOB sont regroupées dans le
Tableau 18 et traduisent la trés grande stabilité des complexes Pu-DFOB. De fagon générale, elles sont

plus importantes que celle du Fe, comme indiqué Figure 66.
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Tableau 18 : Constantes thermodynamiques de l'interaction du Pu(IV) avec la DFOB

(25°C; 1 =0,1 mol.Lt NaNOs)

Espéces logp Référence
Pu* + DFOB? + 2H* = [PuH,DFOB]** 355+0,5
Pu* + DFOB? + H* = [PuUHDFOB]** 349+0,3
Pu* + DFOB?%* = [PuDFOB]* 35,8+0,9 (Boukhalfa et al., 2007)
Pu** + DFOB? + H,0 = PUDFOB(OH)* + H* 273+0,1
Pu** + 2DFOB? + 2H* = [PuH2(DFOB),]** 62,3+0,2

(Evers, Hancock,
Martell et Motekaitis,
1989)

(0,1 M KCI)

Fe3* + DFOB? = [FeDFOB]* 30,99

Le complexe [FeDFOB]" est stable en solution quel que soit le pH, tandis que pour le Pu(lV) plusieurs
complexes sont possibles (cités dans le Tableau 18 ci-dessus) et dépendent du pH et des conditions du
milieu d’étude (Boukhalfa et al., 2007).

Les constantes de complexation de la transferrine, par le Fe et le Pu, sont comparés, dans le Tableau 19,

aux constantes de formation de ces mémes métaux avec la DFOB pour une complexation 1 :1.

Tableau 19 : Comparaison des constantes de la Tf et de la DFOB avec le Pu(1V) et le Fe(l11) (Boukhalfa et al.,
2007; Brulfert et Aupiais, 2018; Evers et al., 1989; Sun et al., 1999)

Constante logK (Tf) Constante p11 (DFOB)
Pu(IV) ~ 24,89 358+0,9
Fe(l11) ~20 30,99

Les différentes constantes de la transferrine d’une part et de la DFOB d’autre part, complexées au Pu(IV)
et au Fe(lll), sont similaires. De plus, les complexes avec la DFOB présentent des constantes plus
importantes que celle de la transferrine. Ces données appuient les hypothéses sur la possible
décomplexation de la transferrine liée aux Pu(IV) mais le sidérophore peut aussi former un complexe
ternaire avec la transferrine et le Pu. Pour réaliser cette étude, nous avons analysé les différents

complexes de transferrine, avec et sans la présence de la DFOB, par SAXS.
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Dans ce chapitre, nous allons tenter de décrire plus précisément 1’environnement local du Pu(IV) et
Th(IV) liés a la transferrine. Ces études ont été réalisées en présence de carbonate, anion synergique
naturel dans la complexation du métal avec la transferrine, contrairement aux études décrites
précédemment qui utilisaient du NTA. Nous nous sommes également intéressés a la structure tertiaire

de la protéine en présence de Pu(lV) et Th(IV) et de I’influence de la DFOB sur cette structure.

Il. Interaction locale du Th(lV) et du Pu(lV) avec la

transferrine

Les protéines utilisées dans ce travail sont de I’apotransferrine et de I’holotransferrine humaine. Ces
protéines, aprés dialyse, ont été conditionnées dans un milieu tamponné composé d'acide 2-(N-
morpholino)éthanosulfonique (MES) et de NaCl a 50mM et 150 mM respectivement, a un pH similaire
au pH physiologique (~7,4).

Dans un premier temps, des mesures spectroscopiques ont permis de définir I’interaction du métal avec
la protéine. Dans un deuxieme temps, I’environnement local du Th(IV) et du Pu(IV) a été décrit par

XAS et la structure globale des protéines a été analysée par SAXS.

1. Premiere approche de I’interaction du Pu(lV) et du Th(IV) avec la

transferrine

a) Analyse des complexes An,Tf par spectrophotométrie UV-Visible et

comparaison avec la holotransferrine

La complexation de la transferrine, a pH physiologique, a été analysée par spectrophotométrie UV-
Visible. Les spectres d’absorption sont représentés sur la Figure 67. Les solutions de références de
carbonates de thorium (1V) et de carbonate de plutonium (1V), décrites dans le Chapitre 2, ont été
utilisées afin de réaliser les complexes Pu,Tf (ligne orange) et Th,Tf (ligne rouge). L holotransferrine
humaine Fe,;Tf (ligne bleue) et I’apotransferrine humaine (ligne noire) sont également comparées. Pour
chaque complexe, la transferrine a été complexée avec une steechiométrie métal : protéine de 2 :1. Le

détail des préparations de ces différents complexes est donné en Annexe A. Tous les spectres sont
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normalisés par rapport a la bande d'absorption intense a 278nm (€275 ~ 85 000 mol.L*.cm™). Cette bande

est attribuée aux transitions = = 7*, et principalement dues aux groupements chromophores tyrosine et
tryptophane de la protéine (Bali et Harris, 1990; Cai, Cai et Yang, 2009; Shongwe et al., 2004; Tang,
MacColl et Parsons, 1995).
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Figure 67 : Comparaison par spectroscopie UV-Visible des complexes Th,Tf (ligne rouge), Pu,Tf (ligne orange),

Fe,Tf (ligne bleue) et apotransferrine (ligne noire).

Le spectre du complexe Fe,Tf montre une bande d'absorbance dans la gamme 463-472 nm associée a
un transfert de charge du tyrosyl phénolate (p.) = Fe(lll) (d+) (Shongwe et al., 2004). Cette bande est

caractéristique de la complexation du Fe(lll) par la protéine.

Les spectres des complexes Th,Tf et Pu,Tf, possédent une bande large dans la gamme 310-350 nm, non
observée dans les spectres de I'apotransferrine et de la holotransferrine. Ces spectres sont distincts du
spectre de I’apotransferrine et semblent donc bien indiquer la complexation conformément a la

littérature (Duffield, 1987; Harris et al., 1981).

Ces premiéres indications, bien que qualitatives attestent de la complexation de la transferrine par le
Th(1V), le Fe(lll) et le Pu(lV) dans nos conditions expérimentales. De plus, chaque complexe semble

avoir sa propre signature spectrale en UV-Visible.
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b) Analyse des complexes An,Tf par spectroscopie IRTF et comparaison avec

la holotransferrine

Ces mémes complexes ont été analysés, a pH physiologique, par spectroscopie infrarouge afin d'obtenir
une premiére description des groupements impliqués dans la complexation du métal. Les spectres de
I'apotransferrine (ligne noire), de la holotransferrine Fe,Tf (ligne bleue), du complexe Th,Tf (ligne
rouge) et du complexe Pu,Tf (ligne orange) ont été représentés sur la Figure 68. Les spectres ont été
normalisés par rapport a la bande amide Il centrée a 1550 cm™ car cette bande est moins fortement
influencée par la complexation avec les métaux que la bande amide | (Vidaud et al., 2007). Comme
mentionné dans le Chapitre 3, la bande amide I, centrée a 1651 cm?, est également influencée par les

modifications des structures secondaire des protéines (Duca et al., 2018).

Les spectres ont été analysés dans le domaine situé entre 1100 cm™ et 1800 cm-! ou I’on retrouve les

bandes d’absorption caractéristiques des groupements carboxylates et carbonates.

En comparant les différents spectres, il apparait que le spectre de I'apotransferrine est tres similaire a
celui de la holotransferrine commerciale. En revanche, le spectre du complexe ThoTf posséde une allure
nettement différente. Le spectre du complexe Pu,Tf est enregistré en utilisant un module spécifique qui
rend les conditions d’acquisition différentes des trois autres spectres. Néanmoins, ce spectre semble

avoir une allure similaire au spectre du complexe Th,Tf.
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Figure 68 : Comparaison des spectres infrarouges des complexes Fe,TT (ligne bleue), Tho Tt (ligne rouge), Pu T

(ligne orange) avec le spectre de I’apotransferrine (ligne noire). Les différents complexes sont normalisés en

transmittance par rapport a la bande caractéristique de I'amide 1 (1650 cm™2).
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Afin d’essayer de définir la nature des fonctions et donc des ligands impliqués dans la complexation du
cation métallique, des spectres de différence sont calculés et représentés en Figure 69. Ces spectres sont
le résultat de la soustraction du signal Th,Tf et Fe;Tf par le signal de I’apoTf (ligne rouge et bleue
respectivement). Le spectre de différence {Pu,Tf — apoTf} n’a pu étre réalisé car les conditions

d’acquisition entre le spectre de I’apoTf et Pu,Tf sont trop différentes.
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Figure 69 : Le spectre de différence du complexe {Fe,Tf - apoTf} est représenté en bleu et le spectre de

différence du complexe {Th,oTf - apoTf} est représenté en rouge.

Rappelons que I’environnement local du fer (Figure 62) est composé de deux résidus tyrosines, d’un
résidu aspartate et d’un résidu histidine et d’un anion carbonate. Les variations observées des spectres
de différence ont été discutées en considérant I’environnement local du fer et en le comparant avec celui

du thorium.

Le spectre de la solution de carbonate de thorium (1V) présente les bandes caractéristiques symétriques
et antisymétriques des carbonates v3(C=0) autour de 1650 cm™ et entre 1360 cm?® — 1390 cm™
respectivement, pour une interaction bidente (Hiemstra et al., 2004; Stevens, Siriwardane et Logan,
2008). Pour les complexes Th,Tf et Pu,Tf, la bande symétrique du carbonate autour de 1650 cm™ est

confondue dans la bande amide | de la protéine.
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La bande centrée a 1366 cm™ sur le spectre de différence {Th,Tf -— apoTf} est caractéristique de la
bande v3(C=0) antisymétrique des carbonates attestant de la présence de ces groupements dans

I’environnement proche du métal.

Les spectres des complexes Th,Tf, Pu,Tf présentent une bande a 1402 cm™ qui peut étre attribuée a la

vibration vs(COQO™) symétrique du groupement carboxylate de I'aspartate. De plus, la bande de vibration

antisymétrique vas(COO") du groupement carboxylate de I'aspartate autour de 1574 cm™ est également

présente sur ces spectres. Ces bandes peuvent se déplacer de +60/-90 cm™ en fonction de la nature de
du cation métallique en interaction avec ce résidu. Dans notre analyse, cette bande semble étre proche
de la valeur rapportée dans la littérature (Barth, 2007; Barth et Zscherp, 2002). Ces observations

suggérent I'implication du résidu d'aspartate dans I’environnement proche du Fe(III) et Th(IV).

La tyrosine présente deux bandes caractéristiques sur le spectre de la holotransferrine, a 1500 cm?
associée a la vibration v(CC) et a la déformation §(CH) et a 1266 cm™ associée aux vibrations v(C-O)
et v(CC) (Barth, 2007; Barth et Zscherp, 2002). Sur le spectre de différence du complexe étudié {Th,Tf
—apoTf}, ces bandes sont Iégérement décalées ce qui semble indiquer que les groupements tyrosine sont

sensibles & la nature du cation métallique.

La vibration vs(C=C) de I'histidine est associée a une bande d’absorption centrée a 1550 cm™ et est

confondue dans la bande d'absorption de I'amide Il de la protéine (Barth, 2007; Barth et Zscherp, 2002).
La faible variation observée autour de 1550 cm™ sur les spectres de différence peut donc étre attribuée,
soit a des modifications structurelles de la protéine, soit a des modifications locales du résidu d’histidine
en présence de Fe(lll) et de Th(IV).

La bande d’absorption centrée a 1645 cm™ sur les spectres de différence peut étre attribuée a la vibration
amide | qui est nettement influencée par les modifications structurales de la protéine complexée. Il est
également important de noter que la bande v3 symétrique des carbonates se situe autour de 1650 cm™ et

peut donc également contribuer a cette bande d’absorption.

Ces données infrarouges, bien que qualitatives, donnent un premier apercu des fonctions impliquées
dans la coordination des An(IV) complexés par la transferrine. Celui-ci semble étre similaire a celui du
Fe(ll1). De plus, cette complexation semble modifier la structure globale de la protéine (Duca et al.,
2018).
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2. Realisation de plusieurs modeles Pu,Tf par calcul de dynamique

moléculaire

Un modéle macromoléculaire a été réalisé par dynamique moléculaire par le Pr. Tsushima de
I’Université de Technologie de Tokyo. Une analyse de I’environnement local du métal dans chaque lobe
est proposée. Plusieurs modeéles ont été testés avec une variation du nombre de groupements carbonates
en interaction avec le métal lors de sa complexation. Ces modeles ont été comparés sur la base de leur

stabilité.

Pour réaliser ces modeles, une structure de transferrine liée au Ce(1V) (PDB : 1FCK) dans les deux lobes
a été utilisée (H. M. Baker, Baker, Smith et Baker, 2000). Le Ce(IV) est un ¢élément intéressant puisqu’il
peut étre considéré comme 1’analogue non radioactif des actinides (IV). Lors de ces calculs, le Ce(IV)
est substitué par le Pu(lV) tout en faisant varier le nombre de groupements carbonates en interaction
avec le métal (de 0 a 3 carbonates par lobe). Ces calculs ont été réalisés pendant 100 ns en mimant le
pH physiologique (pH 7,4) en ajustant les états de protonation. La Figure 70 représente la stabilité des

différents modéles au cours du temps.
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Figure 70 : Evolution dans le temps de 1’écart quadratique moyen des positions atomiques RMSD (a I'exclusion
des molécules d’eau, des groupements carbonates et des ions sodium) des simulations du complexe Pu,Tf avec

une steechiométrie variable du carbonate par calcul en dynamique moléculaire.

Le modéle comprenant 0 carbonate en interaction avec le Pu(IV) li¢ a la transferrine n’est pas stable au

cours du temps. La présence d’au moins un carbonate est nécessaire pour stabiliser le métal dans les
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lobes. Le modéle comprenant 3 carbonates présente une instabilité 1égérement plus importante que les

modeéles avec 1 et 2 carbonates par lobe.

Les structures des trois modeles (avec 1,2 et 3 carbonates par lobe) sont illustrées dans le Tableau 20.
De plus, les 3 modéles calculés sont compareés a la structure initiale issue de la PDB : 1FCK contenant
le Ce(IV) dans les sites d’interaction de la protéine (H. M. Baker et al., 2000).

Tableau 20 : Superposition de la structure de la PDB : 1FCK (en gris) avec les trois modéles Pu,Tf (en bleu)

calculés par dynamique moléculaire.

Modélisation Structure

Pu,Tf (1carb)

Pu,Tf (2carb)

Pu,Tf (3carb)
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L’observation qualitative de ces modéles, en comparaison avec le mode¢le initial 1FCK, ne nous permet
pas de mettre en évidence de différence significatives. L’ajout de carbonate en interaction avec les
atomes de Pu(lV), ne semble pas modifier la structure globale de la protéine. Pour approfondir la
description de la coordination des atomes de Pu(IV) dans les différentes simulations, leur environnement

local dans chaque lobe est précisé dans le Tableau 21 ci-dessous.

Tableau 21 : Environnement local (nombre, type de ligand et acide aminé de la protéine) du Pu(1V) dans les
lobes N et C des simulations calculées par dynamique moléculaire représentées dans le Tableau 20. (bi =

interaction bidente ; mono = interaction monodente ; a.a = acide aming)

Modélisation Lobe N Lobe C Nombre de
coordination
1 Asp (bi) 1 Asp (bi)
1 Carbonate (bi) 1 Carbonate (bi)
Lobe N: 10 (3a.a
Pu,Tf (1carb) 1 Glu (mono) 1 Ala (mono) Lobe C - 10 E3 3 a;
1 Ser (mono) 1 Pro (mono) ' '
4 Eau 4 Eau
. 2 Carbonates (bi)
2 Carbonates (bi) .
1 Asp (bi) Lobe N:9 (1a.a)
Pu.Tf (2carb) 1 Asp (mono) 1 Thr (mono) Lobe C: 10 (2 a.a)
4 Eau
1 Eau
3 Carbonates (bi) 3 Carbonates (bi)
. LobeN:9(1aa
Pu,TF (3carb)  1Asp (mono) 1 Asp (o) LobeC .9 (1an
2 Eau 2 Eau i '

Dans le modele Pu,Tf (1carb), bien que les acides aminés en interaction avec le métal soient différents,
le mode d’interaction reste identique entre les deux lobes. Dans les modéles Pu, Tt (2carb) et Pu,Tf
(3carb), une légere divergence dans le mode de coordination des acides aminés liés au métal est visible
entre les deux lobes. Une augmentation du nombre de carbonate peut induire une répulsion des acides

aminés de la protéine rendant donc cette interaction avec le Pu(1V) plus difficile.

De plus, les modéles moléculaires révélent des environnements locaux autour du plutonium peu
identique & celui du fer naturel. En effet, nous constatons, dans les différents modeéles, la présence de
résidus de glutamate (Glu), de serine (Ser), d’alanine (Ala), de proline (Pro) ou de thréonine (Thr) qui
n’interviennent pas dans la complexation du Fe(III) dans les lobes de la transferrine. A contrario les
résidus de tyrosine et d’histidine, présents dans le cas du Fe(II), ne sont pas dans 1’environnement
proche des atomes de Pu(lV). Cependant, la présence du méme résidu aspartate (Asp), dans chacun de

ces lobes, indique que le Pu(lV) est bien en interaction dans le méme site que celui du Fe(lll). La
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différence du rayon ionique entre le Pu(lV) et le Fe(lll), 0,960 A contre 0,645 A respectivement
(Shannon, 1976) peut supposer une déformation locale de la géométrie des lobes et par conséquent, une

interaction Iégerement différente que celle observée dans le cas du Fe(lll).

Les distances de chaque type de voisin (eau, carbonate, acides aminés) des différents sites d’interaction
du Pu(lV) sont regroupées Figure 71 a 73 afin de représenter les contributions radiales pour chaque
simulation : Figure 71 pour le modéle Pu,Tf (1carb), Figure 72 pour le modéle Pu,Tf (2carb) et Figure
73 pour le modéle Pu,Tf (3carb). Dans ces contributions radiales, la somme des deux lobes N et C du

méme modeéle a été présentée.

3.0 Pu, Tt (I/carb)
\2 ]
= 2.5
e}
< ]
E I Pu...O (cau)
= | u...0 (eau
:- 20 I Pu..O (carbonate)
A Pu...O (protéine)
E 154 )
£ B Fu...C (protéine)
3 I Pu..C (carbonate)
5 1.04 _
g I Pu. N (protéine)
Z

0.5+

0.0 . | " . | |l . T onil T I P 5

2.0 2.5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
Distribution radiale (A)

Figure 71 : Fonction de distribution radiale pour le modele Pu,Tf (1 carb) calculé par dynamique moléculaire.
Chaque barre verticale correspond a un nombre d’atome (donné par leur multiplicité) multipliée par leur

probabilité, calculée par le programme Artemis© (Ravel et Newville, 2005).
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3.0 Pu,Tf (2carb)
o 257
% - Pu...O (eau)
= o B Pu..O (carbonate)
-.é . [ Pu._.O (protéine)
=%
< B Pu...C (protéine)
g 1.5 4 Il Pu.. C (carbonate)
2
% Lo- I Pu.. N (protéine)
=
2
5
z 0.5+

|
ool MLty 0 L,
2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Distribution radiale (A)

Figure 72 : Fonction de distribution radiale pour le modele Pu,Tf (2 carb) calculé par dynamique moléculaire.
Chaque barre verticale correspond a un nombre d’atome (donné par leur multiplicité) multipliée par leur
probabilité, calculée par le programme Artemis© (Ravel et Newville, 2005).

07 Pu, Tf (3carb)
2.5+

204 B Pu...0 (caw)
: B Pu...O (carbonate)
[ Pu...O (protéine)

1.5 [ Pu...C (protéine)
1 Il Pu...C (carbonate)
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1.0 4
I Pu.. N (protéine)
0.5 1
0.0 Il|. S ,1,||.‘._‘_L_._J,.‘_LI,_\
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Distribution radiale (A)

Figure 73 : Fonction de distribution radiale pour le modele Pu,Tf (3 carb) calculé par dynamique moléculaire.
Chaque barre verticale correspond a un nombre d’atome (donné par leur multiplicité) multipliée par leur

probabilité, calculée par le programme Artemis© (Ravel et Newville, 2005).
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Ces fonctions de distribution radiale sont construites en considérant un nombre d’atome X (X = O, C),
données par leur multiplicité, multipliés leur probabilité. La probabilité et la multiplicité sont déterminés

par le programme Artemis© (Ravel et Newville, 2005).

Les distributions radiales des trois modéles montrent que la distance Pu...O des carbonates (moyenne
2,28 A) est 1égérement plus courte que la distance Pu...O de I’eau et des acides aminés (moyenne 2,50
A et 2,44 A respectivement). Ceci semble indiquer deux couches d’oxygéne, en premiére sphére de
coordination, autour du Pu(IV). De méme, la distance Pu...C des carbonates a également une distance

plus courte que la distance Pu...C des acides aminés.

Dans ces modeéles, il est également possible de distinguer le mode d’interaction monodente et bidente
des acides aminés. En effet la distance Pu...C d’un acide aminé monodente varie de 3,6 A & 3,95 A

suivant le modéle alors qu’une interaction bidente varie de 2,9 A & 2,94(4) A.

3. Etude de I’environnement proche du Pu(IV) et du Th(IV) dans les

complexes de transferrine par spectroscopie EXAFS

L’environnement local de Th(IV) et Pu(IV) complexés a la transferrine a été sondé par spectroscopie
EXAFS. Les spectres ont été enregistrés au seuil Ly du Pu (18 057eV) pour le complexe Pu,Tf et au
seuil Ly du Th (16 300 eV) pour le complexe Th,Tf. Il est important de noter, a nouveau, que les spectres

EXAFS mesurés sont une moyenne de tous les environnements du métal.

a) Détermination de I’environnement proche du Pu(IV) dans la transferrine par

dynamique moléculaire

Préalablement a I’ajustement des spectres EXAFS expérimentaux des complexes Pu,Tf et ThoTf les
spectres théoriques construits a partir des trois modeéles calculés par dynamique moléculaires ont été

compareés.

Chaque environnement de Pu(IV) a été isolé jusqu’a 10 A. Pour chaque modeéle, un spectre EXAFS a
été calculé par atome de Pu(lV), puis la moyenne des spectres des deux lobes a été réalisée (confére
schéma simplifié Figure 74). Ces simulations théoriques ont été réalisées avec le code Feff9 (Ravel et
Newville, 2005). Le résultat de ces différentes simulations est présenté sur la Figure 75 avec le spectre

expérimental Pu,Tf.
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X B modere = 172(3(k) Puc + (k) Puy)

Figure 74 : Schéma simplifié du calcul du spectre EXAFS sur la base des modéles de dynamique moléculaire

34

N
1

Amplitude du signal EXAFS en k?y(k)
décalée en ordonnée (a.u)

Pu,Tf (exp)

Pu, Tf (1 carb)

Pu,Tf (2 carb)

Pu, Tf (3 carb)

4 5 6 7 8 9 10 11
Nombre d'ondes k (A1)

Figure 75 : Spectres EXAFS calculés en k?y(k) des trois modéles Pu,Tf obtenus par moyenne des spectres

EXAFS des deux lobes N et C correspondant. Comparaison des spectres EXAFS calculés avec le spectre

expérimental du complexe Pu,Tf (ligne noire).

152



Chapitre IV : La transferrine

Les spectres modéles calculés Pu,Tf (1 carb), Pu.Tf (2 carb) et Pu,Tf (3 carb) ont ensuite été comparés
au spectre expérimental du complexe Pu,Tf (exp) afin de déterminer quel modéle est le plus similaire

au signal expérimental, selon la formule suivante :
Ay = x(k) Pu Tf (n carb) — (k) PuzTT (exp)

La moyenne de cette différence a été calculée point par point. Ainsi, pour les modéles Pu,Tf (1 carb),
Pu,Tf (2 carb) et Pu,Tf (3 carb), lamoyenne est de 0,21 %, 0,83 % et 1,50 % respectivement. En utilisant
cette approche, le signal théoriqgue du modéle Pu,Tf (1 carb) semble le plus proche du signal

expérimental.

Les spectres des deux lobes C et N du modéle Pu,Tf (1 carb) ainsi que le spectre moyen sont ensuite
comparés au spectre expérimental du complexe Pu,Tf, sur la Figure 76. Cette comparaison permet de
sélectionner le lobe du modéle calculé ayant I’environnement local du Pu(IV) le plus proche de celui du

complexe analysé. Précisons qu’il n’y a aucun ajustement de paramétres dans le calcul de ces spectres.

2
<
=
i = Pu,Tf (exp)
5} 4
<
N ~
~ o 04
< 2
o=
M o
=B
&S
& o
25
z 8
3 ‘_3 PucTf (1 carb)
23 -21
g“ Pu,Tf (1 carb)
<

3 4 5 6 7 8 9 10 11
Nombre d'ondes k (A™?)

Figure 76 : Spectres EXAFS calculés en k?y(k) des deux lobes N et C (ligne orange et bleue respectivement) du
modele du complexe Pu,Tf (1 carb). Comparaison des spectres EXAFS calculés avec le spectre expérimental du

complexe Pu,TT (ligne noire).

En se basant sur une observation purement qualitative, il apparait que le spectre de PunTf (1 carb)
semble étre plus proche du signal expérimental. Le modéle PunTf (1 carb), représenté sur la Figure 77,

a donc été utilisé pour I’ajustement des données EXAFS.
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Glu monodente

Ser monodente

..........

carbonate
Asp bidente

Figure 77 : Modéle PunTf (1 carb). Les billes bleues, rouges, grises et violettes correspondent au Pu(1V), a

I’oxygene, au carbone et 1’azote respectivement.

Ce modele est intéressant car il contient différents types d’interactions : carbonate bidente, molécules

d’eau, acides aminés bidente et monodente.

b) Ajustement des données EXAFS du complexe Pu,Tf

La comparaison des spectres EXAFS (Figure 78) des complexes Th,Tf et Pu,Tf avec les spectres de
référence [Th(COs)s]® et [Pu(COs)s]® montre des différences significatives. La fréquence et la forme
des oscillations sont modifiées dans les valeurs de k comprises entre 6 et 10 A, De plus, aux grandes
valeurs de k, & partir de 8 A, une plus grande atténuation est observée pour les complexes Th,Tf et
Pu,Tf par rapport aux spectres de référence.
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[Pu(CO,)s1™

Pu,Tf (exp)

[Th(CO3)s1*

Th,Tf (exp)

Nombre d'ondes k (A'l)

Figure 78 : Comparaison des spectres EXAFS expérimentaux au seuil Ly Th/Pu de Th,Tf (ligne verte),

[Th(COs)s]® (ligne rouge), Pu,Tf (ligne noire) et [Pu(COs)s]® (ligne bleue).

La fréquence des oscillations plus élevée pour [M(COs)s]® par rapport a M.Tf (M = Th, Pu) suggére des

distances plus courtes pour ces derniers. Ceci reste purement comparatif. La modification de la forme

des oscillations entre [M(COs)s]® et M. Tf suggére également une modification significative des sphéres

de coordination.

Puis le spectre du complexe Pu,Tf (exp) a été ajusté avec le modele défini ci-avant. Son ajustement est

illustré Figure 79 dans I’espace des k et aprés une transformée de Fourrier dans 1’espace des R. Les

parameétres de cet ajustement sont répertoriés dans le Tableau 22.

1.0+

0.8 1

0.6 4

0.4 1

Magnitude en k% (k)

1.0+

Pu, Tf (exp)
— = - Ajustement

Amplitude du signal EXAFS en k¢ (k)

T T T T T T 1
20 25 3.0 35 40 45 350
R+@(A)

Pu, Tt (exp)

— — - Ajustement

Nombre d'ondes k (A™)

Figure 79 : Spectre EXAFS expérimental du complexe Pu,Tf (exp) (trait plein) et son ajustement avec le modele

PunTT (1 carb) (pointillés) (a droite) et transformées de Fourier correspondantes (a gauche)
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Tableau 22 : Ajustement du spectre Pu,Tf (exp) avec le modéle illustré en Figure 77. o2 est le facteur Debye
Waller du chemin de diffusion considéré. S¢? est le facteur d'amplitude globale, AEO est le seuil d'énergie,
Facteur-R est le facteur de concordance de I'ajustement en % et Facteur-Q est le facteur de qualité (y? réduit) de

I'ajustement. Les incertitudes indiquées entre parenthéses sont liées au dernier chiffre.

Modele :

- . N . Se? Facteur - Q
Premiere sphere Deuxieme sphere
PUNTF (Lcarb) P P AEOQ (eV) Facteur -R
2,4(2) 0a2,19(6) A 1 (fixe) C a2,82(18) A
02 =0,006 A2 02 =0,007 Az
Ajustement avec 1,0 3,9
1 carbonate 8,3(2) 0a2,35(7) A 43(7)Ca3,23(32) A 3,05 1,1%
62 = 0,006 A2 62 =0,007 A2

L’ajustement des données EXAFS, avec un facteur d’accord de 1,1%, est relativement satisfaisant.
Cependant, on observe, une contribution autour de R+® = 3,8 A n’est pas reproduite correctement. Dans
cet ajustement, la contribution de I’oxygéne distal du carbonate a pourtant prise en compte. Cette
contribution affecte normalement cette région du spectre expérimental. De plus, le nombre de carbonate
a été ajusté entre 1 et 3 sans parvenir a reproduire correctement cette contribution. Cette observation
laisse penser qu’une interaction Pu...Pu est possible et apparait a environ 3,8 A dans ’espace des R

selon la littérature (Ekberg, Larsson, Skarnemark, Odegaard-Jensen et Persson, 2013).

Cette contribution a également été rapportée dans les travaux de Jeanson et ses collaborateurs sans
qu’elle ne soit ajustée. Par conséquent, le modéle sélectionné a été modifié afin de placer arbitrairement

un deuxiéme atome de Pu(IV) a environ 3,85 A de I’atome central. Ce modele est représenté Figure 80.
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Pu ajouté

Figure 80 : Modgle PunTf (1 carb) avec 1’ajout d’un atome de Pu (entouré en bleu), a environ 3,85 A, dans
I’environnement proche. Les atomes de plutonium, carbone, oxygene et azote sont représentés en bleue, gris,

rouge et violet respectivement.

L’ajustement du méme spectre a donc été réalisé avec ce modéle. Il est présenté Figure 81 et les

parameétres obtenus sont donnés dans le Tableau 24.
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Figure 81 : Spectre EXAFS expérimental du complexe Pu,Tf (exp) (trait plein) et son ajustement avec le modele
PunTf (1 carb) avec I’ajout d’un atome de Pu (pointillés) (a droite) et transformées de Fourier correspondantes (&

gauche)

Cette amélioration de 1’ajustement est visible a partir de 6,5 A jusqu’a la fin du spectre a 11 A% Les
paramétres d’ajustement indiquent que le facteur de concordance est de 0,7 % et le facteur de qualité (2

réduit) est de 2,5.

157



Chapitre IV : La transferrine

De plus, en observant la TF, la contribution autour de R+® = 3,8 A est correctement ajustée par le
modgle. La contribution Pu...Pu est située a 3,85(2) A. Cette distance correspond, d’aprés la littérature,
a des produits d’hydrolyse comme des particules colloidales de plutonium avec une distance Pu...Pu de
3,82(2) A (Ekberg et al., 2013). Les conditions de préparation des échantillons vont également dans ce
sens puisqu’a un pH proche du pH physiologique 1’hydrolyse doit étre considérée, malgré la présence
des carbonates. A pH = 7, le carbonate se transforme en hydrogénocarbonate, moins complexant voir
en dégagement de CO- et H,O. Pour rappel, le carbonate est une espece qui présentent deux pKa pour

lesquels les réactions acido-basiques sont décrites ci-dessous :

CO# + H* <> HCOs (pK?a = 10,35)

HCOs + H* > CO, + H,0  (pK'a = 6,37)

Ceci rend donc plus sensible le métal a ’hydrolyse. Lors de la formation d’un colloide de Pu(IV), une
bande caractéristique sur son spectre UV Visible apparait a environ 630 mn (Lloyd et Haire, 1978;
Walther et al., 2009), Cette bande n’est pas visible sur notre spectre expérimental Figure 67, ni dans le
spectre de référence de [Pu(COs)s]® (Figure 29) ce qui montre que le pourcentage de plutonium
hydrolysé dans notre échantillon est probablement faible.

La transformée de Fourier du spectre EXAFS a été filtrée entre R+® = 3,32 et 3,91 A afin d'isoler les
contributions intervenant sur le signal dans cette zone. Les ajustements du signal EXAFS filtré sont
représentés Figure 82ab. La contribution de 1’oxygene distal du carbonate seule (Figure 32), décrit dans
le Chapitre 2, ne permet pas d’ajuster ce signal EXAFS filtré (Figure 82a). Enfin, un ajustement du
signal EXAFS filtré avec une combinaison de la contribution d'oxygene distal du carbonate et de la

contribution Pu-Pu ne permet pas d’améliorer les facteurs de concordance R et de qualité Q.

Seule la contribution Pu-Pu a permis d’obtenir 1’ajustement du signal filtré (Figure 82b). La distance
Pu...Pu ajustée est de 3,80(5) A. Cette distance est cohérente avec I’ajustement des spectres EXAFS

dans le Tableau 24 et est en bon accord avec la littérature (Ekberg et al., 2013).
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Facteur Q : 14.88 Facteur Q: 1,67
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Figure 82ab : Spectre EXAFS expérimental filtré entre R+® = 3,32 A et 3,91 A de I’échantillon du complexe
Pu,Tf (exp) (trait plein en noir) et son ajustement (en pointillés rouge). a) Ajustement avec la contribution de

I’oxygene distal. b) Ajustement avec la contribution Pu-Pu

Nous avons également comparé, sur la Figure 83, les TF des spectres de Pu,Tf et du complexe mixte
Pu(OH)nAspmPU, étudié lors d’un précédent travail (Jeanson et al., 2009).

1.0 1
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Figure 83 : Comparaison des transformées de Fourier des spectres EXAFS en k?y(k) du complexe Pu,Tf (exp)

(ligne noire) et d’un colloide de Pu(IV) en présence d’aspartate (ligne verte).

Cette comparaison, bien que qualitative, confirme la présence de contribution Pu...Pu. De plus, nous

avons repris le complexe Pu,Tf possédant un anion synergique de NTA (au lieu du carbonate) dans
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I’environnement proche du Pu, enregistré par Jeanson et nous 1’avons ajusté avec le modéle en Figure

80 (Jeanson et al., 2010). Une comparaison des données publiées par Jeanson et I’ajustement de ce méme

spectre avec notre modéle est présentée dans le Tableau 23.

Tableau 23 : Comparaison des paramétres d’ajustement du spectre Pu,Tf publiée par Jeanson avec le modéle

(illustré en Figure 80) et les données publiées par Jeanson (Jeanson et al., 2010). ¢ est le facteur Debye Waller

du chemin de diffusion considéré. S¢? est le facteur d'amplitude globale, AEO est le seuil d'énergie, Facteur-R est

le facteur de concordance de l'ajustement en % et Facteur-Q est le facteur de qualité (y? réduit) de l'ajustement.

Les incertitudes indiquées entre parenthéses sont liées au dernier chiffre,

. . . . Se? Facteur - Q
Spectres Premiére sphére Deuxieme sphére AEO (eV) Facteur - R
Pu.Tf-Jeanson 5 2y 52 2,19(6) A 8,9(9) C 43,33(3) A
o 2= A2 2=0,011 A
Ajusté avec le o*=0,005 o*=00 1,0 28,9
A 0
o T?‘(ffaer'b‘; .oy 6020a2372)A  1,0(2) Pua384(1) A 2.7 2,1%
" o> = 0,005 A? 2= 0,001 A?
Pu,Tf-Jeanson ~ 350,Na221(1) A 8,5Ca3,333)A
2 — =
, 6> =0,007 A 0>=0,011 A2 0.8 0.2
Donneées 77 76 %
publiées 550,N 42,37(1) A 4,7C2a3,47(6) A ' ’
(Jeanson et al., 62 = 0,005 A2 62=0,011 A2
2010)

Cet ajustement avec notre modele est indicatif car ’anion synergique différe entre notre étude et celle
réalisée par Jeanson (Jeanson et al., 2010).En premiére sphére, les deux couches ont des valeurs
similaires aux données publiées par Jeanson, avec des distances moyennes de 2,19(6) A et 2,37(2) A
contre 2,21(1) A et 2,37(1) A respectivement. En revanche, notre ajustement indique la présence d’une
seule couche de carbones, contrairement aux données publiées pour lesquelles deux couches de carbone
ont été utilisées. Néanmoins, notre couche de carbone a une distance moyenne de 3,33(3) A, similaire &
I’une des deux couches observées par Jeanson. L’ajout de la contribution Pu...Pu dans 1’ajustement du
spectre de Jeanson, affiche une distance moyenne de 3,84(1) A similaire 4 la distance obtenue dans nos

ajustements décrits dans le Tableau 24.

L’ajout du plutonium dans I’ajustement du spectre Pu, T de Jeanson donne de meilleurs paramétres avec
notamment le facteur d’amplitude global Se¢? qui est de 1,0 contre 0,8 dans les données publiées (Jeanson

et al., 2010). De plus, le facteur de concordance Facteur-R) est également amélioré. 1l apparait donc que
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dans nos conditions expérimentales, ainsi que dans celles de Jeanson en 2010, la présence de diméres

Pu-Pu semble étre avérée. Nous reviendrons sur ce point dans la partie 4 de ce chapitre.

Apres avoir identifié I’implication d’une contribution Pu-Pu, nous avons défini plus précisément le
nombre de carbonates dans I’environnement proche du Pu. Pour réaliser cette approche, une
comparaison des données ajustées, par le modéle en Figure 80, avec une steechiométrie variable est
présentée dans le Tableau 24. Dans ces ajustements, la steechiométrie des carbonates a été arbitrairement
fixée entre 1 et 3 car il faut au moins 1 carbonate agissant comme anion synergique dans la structure du
lobe. De plus, au-dela de 3 carbonates, I’interaction du Pu avec la protéine semble compromise. Dans

ces ajustements, le nombre total d’oxygene en premiére sphére varie peu (de 10,0 a 10,5).

Pour ces trois ajustements, la premicre sphere est composée de deux couches d’oxygene distinctes.
D’aprés le modele Pu,Tf (lcarb), la premiére couche est caractéristique des atomes d’oxygene
provenant des carbonates tandis que la deuxiéme couche correspond aux atomes d’oxygene des acides

aminés et de ’eau.

Dans la deuxiéme sphére, les ajustements indiquent également deux couches d’atomes de carbone en
plus de celle de plutonium. La premiére couche correspond aux atomes de carbone provenant
uniquement des carbonates tandis que la deuxiéme couche correspond aux atomes de carbone provenant

des acides aminés bidente et monodente.
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Tableau 24 : Paramétres structurels les mieux ajustés obtenus a partir de I'ajustement des données EXAFS Pu,Tf
(exp). o est le facteur Debye Waller du chemin de diffusion considéré. So? est le facteur d'amplitude globale, AEO
est le seuil d'énergie, Facteur-R est le facteur de concordance de I'ajustement en % et Facteur-Q est le facteur de

qualité (y? réduit) de l'ajustement. Les incertitudes indiquées entre parentheses sont liées au dernier chiffre.

Modéle : 2 )
Premiére sphére Deuxieme sphére AE(?O( v ';22:23: g
PUNTF (Lcarb) + Pu eV)
1 (fixe) C 4 2,80(16) A
2 2
2,4(1) 022,18(7) A o* = 0,006 A
i 2 — 2
A‘fsg:rr“beonrf;‘éec 0* = 0,006 A 4,1(6) C 23,23(32) A 1,0 25
2 — 2 0
8.3(2) 0 4 2.35(7) A 2= 0,006 A 2,60 0,7 %
2 — 2
0* = 0,006 A 0,8(2) Pu a3,85(2) A
0% =0,004 A2
2 (fixe) C 2 2,80(16) A
2 — 2
41(2)024227(3) A 0*=0,007 A
6% = 0,006 A2 :
Ajustement avec 5’0(?2 S 8 36265,(&3:1 )A 1,0 3,4
2 carbonates 6,1(2) 0 a2,40(2) A ’ 5,52 0,9 %
2 — 2
o* = 0,006 A 0,8(2) Pu 2 3,86(8) A
5% = 0,003 A>
3 (fixe) C 22,81(17) A
2 — 2
6,2(2) 022,31(7) A 0*=0,009 A
6% = 0,006 A2 :
Ajustement avec 5’6(?2 (:: 8 3b295f§f )A 1,0 4.4
3 carbonates 42(2)0a244(2) A ’ 6,80 1,3%
6% = 0,006 A2

0,8(3) Pu a3,86(1) A

6> =10,006 A>

Dans le Tableau 24, I’augmentation du nombre de carbonates détériore les paramétres d’ajustement du
décalage en énergie AEO mais aussi du facteur de concordance de I'ajustement et du facteur de qualité.
Il semble donc que 1’ajustement ne comprenant qu’un seul carbonate soit le plus probable bien que les
données avec 2 carbonates puissent étre également considérés. En revanche, 1’ajustement avec 3

carbonates présente un AEQ important et un facteur d’accord nettement détérioré.
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En résumé :

L’ajustement du spectre expérimental du complexe Pu,Tf avec le modéle PunTf (L1carb) avec un atome
de plutonium révéle une premiére sphére de coordination composée de 2,42(2) et 8,3(2) O avec des
distances de 2,19(6) A et 2,36(7) A. Dans le modéle de dynamique moléculaire Pu,Tf (1carb), deux
couches d’oxygénes sont également présentes a 2,24(2) A et environ 2,45(7) A provenant,
respectivement, des oxygenes du carbonate et des molécules d’eau et acide aminés. Les données sont
donc cohérentes bien que les valeurs expérimentales soient Iégérement plus courtes. De plus, les données
publiées par Jeanson, avec du NTA comme anion synergique (Tableau 23), rapportent également deux
couches d’oxygéne distinctes : 3,50 a2,21(1) A et 55 0 a2,37(1) A (Jeanson et al., 2010). Bien que

’anion synergique soit différent dans cette étude, les distances obtenues sont similaires aux notres.

La deuxiéme sphére contient également deux couches composées d’un atome de carbone de carbonate
avec une distance de 2,80(16) A et de 4,4(6) atomes de carbone avec une distance de 3,23(33) A. Dans
le modéle de dynamique moléculaire Pu,Tf (1carb), la distance Pu...C des carbonates est de 2,66(2) A
et la distance Pu...C des acides aminés est de 3,4(4) A. Ces données sont cohérentes. La deuxiéme
distance semble indiquer que les acides aminés ont un mélange d’interaction monodente et bidente. Les
données publiées par Jeanson indiquent deux couches de carbone a 3,33(3) A et at 3,47(6) A avec
I’utilisation du NTA comme anion synergique (Jeanson et al., 2010). Ces données sont assez différentes
des notres, car dans le cas du NTA aucune distance Pu...C courte n’est observée, néanmoins ces

distances sont proches de la deuxiéme couche Pu...C obtenue lors de nos ajustements.

Enfin, la distance Pu...Pu est peu impactée par la variation du nombre de carbonates et indique 0,8(2)
Pu a une distance de 3,85(3) A. Ceci concorde avec la distance d’un composé colloidal de plutonium
(Ekberg et al., 2013).

c) Ajustement des données EXAFS du complexe Th,Tf

L’ajustement du spectre expérimental du complexe Th,Tf a été réalisé en prenant le méme modeéle de
dynamique moléculaire PunTf (1 carb) contenant un atome de Pu, & environ 3,85 A, mais en remplacant
Pu par Th. Les mémes contributions ont été considérés. Enfin, I’ajustement a été réalisé avec un

carbonate. Les données obtenues sont indiquées dans le Tableau 25.
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Tableau 25 : Paramétres structurels les mieux ajustés obtenus a partir de I'ajustement des données EXAFS Th,Tf
(exp). o2 est le facteur Debye Waller du chemin de diffusion considéré. So? est le facteur d'amplitude globale,
AEQ est le seuil d'énergie, Facteur-R est le facteur de concordance de I'ajustement en % et Facteur-Q est le

facteur de qualité (y2 réduit) de I'ajustement. Les incertitudes indiquées entre parenthéses sont liées au dernier

chiffre.
Modele : S2 F
- 5 . 5 0 acteur - Q
Premiére sphére Deuxieme sphére AEO (eV)  Facteur - R
ThnTf (1carb) +
Th
1 (fixe) C 22,58(7) A
2,2(2) 0a2,26(1) A 0>=10,01 A2
. 0> =0,005 A2
e e seocasoh My
8,2(2) 0a2,42(3) A 0>=0.01 A2 ’ ’
0> =0,005 A2
2(1) Tha3,88(3) A
5>=0,01 A2

Les données sont similaires aux données précédemment décrites pour le complexe Pu,Tf. La contraction
actinidique de Th & Pu est notamment visible sur la premiére sphére de coordination (A ~ 0,06 A).
Compte tenu de la similitude des résultats obtenus, nous pouvons donc en déduire que Pu et Th

interagissent avec la transferrine de maniere similaire.

4. Hypotheses sur la structure de la sphére de coordination de Pu et

Th dans le complexe M, Tf

La présence de ce dimére An(IV)...An(IV) dans les complexes An,Tf amene a considérer deux

hypothéses.

La premiere hypothése serait la formation de colloides, trés minoritaires, non détectables par UV-

Visible. Un schéma simple la représente sur la Figure 84.
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T An(IV),0,(OH)g ,(HyO)s,

(colloides)

Figure 84 : Schéma de la premiere hypothése de la présence d’une distance An(IV)...An(IV) par un colloide
dans le milieu (An = Th, Pu)

La deuxiéme hypothése est ’inclusion d’un dimére An(IV)-An(IV) dans les lobes de la transferrine,

noté dans ce cas (Any),Tf, et illustrée sur la Figure 85.

Figure 85 : Schéma de la deuxiéme hypothése de la présence d’une distance An(IV)...An(IV) par la formation

d’un dimeére dans les lobes de la transferrine (An = Th, Pu)

Dans le cas ou une formation de dimére au sein des lobes de la transferrine serait envisagée cela exigerait
d’avoir un rapport steechiométrique de 4 An(IV) pour une transferrine. Or dans la réalisation de ces

complexes, décrits en Annexe A, le rapport utilisé était de 2,2 An(IV) pour une transferrine. Un léger
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exces a été utilisé afin de considérer une potentielle saturation de la protéine puis 1’échantillon a été
rincé plusieurs fois afin 1’éliminer les An(IV) non fixés a la protéine. Cependant, si un tel complexe
(An2),Tf est considéré, il est probable que notre complexe réalisé n’est pas totalement saturé en An(IV).

De plus, la littérature autour des données EXAFS sur de tel complexe Pu,Tf est trés restreinte.

Les distances obtenues dans les complexes An,Tf (An = Th, Pu) peuvent étre comparées avec les
distances d’une structure cristalline de Fe,;Tf (PDB : 1N04) (Thakurta, Dasgupta et Dattagupta, 2003).
Un dessin schématique des différentes structures avec ces distances est illustré sur la Figure 86.

2,26(1) A 2,58(7) A 2,19(6) A  2,80(16) A
2,42(3) A 3,0313)A  3,88Q3)A 2,36(7) A 32333)A 3,85Q2)A
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2,06(11) A 2,55125) A

2,38(2) A 3.21(7) A

Figure 86 : a) Schéma du complexe (Thy),Tf et environnement local du Th aprés 1’analyse par EXAFS ; b)
Schéma du complexe (Pu2),Tf et environnement local du Pu aprés ’analyse par EXAFS ; ¢) Schéma de la
holotransferrine et environnement local du Fe(l1) issu de la structure cristalline de la holotransferrine issue de la
PDB : 1N04 (Thakurta et al., 2003).

Les distances moyennes M...X (avec M = Fe, Th, Pu et X = O/N et C), dans chaque environnement local, ont été

représentées par des fleches de couleurs identiques avec les valeurs correspondantes.

La comparaison des distances moyennes indique que les distances du Pu,Tf et Th.Tf concordent avec
les distances moyennes du complexe Fe,Tf malgré d’importantes incertitudes dans les distances M...C
(M = Th, Pu). Pour les complexes Pu,Tf et Th,Tf, un atome lourd, Pu pour le complexe Pu,Tf et Th

pour le complexe Th,Tf, serait présent a environ 3,85 A de I’atome central.

Pour tenter d’amener de nouveaux éléments en vue de trancher cette question, la structure tertiaire de la

protéine a été analysée par SAXS.
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[11. Analyse de la conformation des complexes de la
transferrine et influence de 1’ajout d’un sidérophore dans le

milieu

Aprés avoir décrit I’environnement local du Pu(IV) et du Th(IV) liés a la transferrine, une analyse sur
la conformation de la protéine a également été réalisée avec pour objectif d’observer un éventuel
changement de conformation de la protéine apres complexation et de comparer la structure tertiaire des
différents complexes de la transferrine.

Rappelons que I’apotransferrine a une conformation dite « ouverte ». Aprés la complexation des lobes
par deux atomes de Fe(lll), ces lobes se rapprochent et conférent a la protéine un changement structurel
induisant une conformation dite « fermée » (Cheng et al., 2004). Lorsque I’apotransferrine est
complexée par deux atomes de Pu(lV), il semblerait que la conformation globale reste inchangée (M. P.
Jensen et al., 2011). Les données de Jensen semblent montrer que les atomes de Pu(IV) ne parviennent

pas a induire un changement conformationnel de la protéine.

1. Description de la SAXS et analyse des spectres de diffusion de nos

complexes

La SAXS ou Small Angle X-Ray Scattering (Diffusion des Rayons X aux Petits Angles en francais) est
une puissante méthode d’analyse pour la détermination de parameétres dimensionnels et de la structure
de particules nanoscopiques. La SAXS est notamment tres utilisée pour déterminer les conditions
oligomeéres ainsi que les structures tertiaires et quaternaires des protéines en solution (Mertens et
Svergun, 2010). Cette technique repose sur la diffusion d’un faisceau de rayons X monochromatique
par I’échantillon a des angles trés petits. Aprés regroupement isotrope des données I’intensité diffusée

est généralement tracée en fonction du vecteur de transfert Q :

_ 4 sin 6
)

Ou 6 représente 1’angle de diffusion du faisceau et A la longueur d’onde.

La SAXS a été utilisée dans ce travail pour comparer les structures tertiaires des complexes de
transferrine, avec et sans DFOB (dont ceux analysés par EXAFS dans la partie précédente), a celle de

I’apotransferrine. Ces spectres ont été enregistrés sur la ligne MARS du synchrotron SOLEIL avec un
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faisceau d’énergie de 16 keV. Une description détaillée de I’expérience est donnée en Annexe B (Dumas
etal., 2022).

Il est important de noter que selon 1’énergie du faisceau incident, I’analyse SAXS peut engendrer une
dégradation de la protéine, et conduire a des dommages de I’échantillon rendant 1’analyse structurale
incorrecte. Lors de cette analyse, une étude statistique a été réalisée, en mesurant dix fois chaque
complexe, afin de vérifier que les échantillons ne sont pas endommagés sous le faisceau, et en ’absence
d’endommagement de calculer un spectre moyen, la variance et le coefficient de variation moyen. Le
milieu tampon utilisé lors de la réalisation des complexes ainsi que les cellules vides ont été analysés

dans les mémes conditions. Ces données sont présentées en Annexe B.

Pour tous les échantillons analysés, le coefficient de variation moyen entre les spectres est inférieur a
3% sauf pour les mesures Pu,Tf n°2 (4,57%) et Th,Tf n°1 (34,50%) (confére Tableau 30 en Annexe B).
Au-dela d’une probable variation de I’intensité du faisceau sur la mesure, ce probléme semble étre issu
du transfert de flux de données, lié a la répétition de courtes acquisitions et au temps réel de réponses
entre les différents dispositifs de la ligne de lumiére. Pour I’échantillon ThoTf n°1, le coefficient de

moyen variation est réduit de 34,50% a 2,17% en omettant la mesure du spectre divergeant.

Si une dégradation était la cause de cette variation importante, des coefficients de variation moyens
importants auraient été observés pour toutes les mesures consécutives. De plus, aucune variation de la
forme des spectres enregistrés n’est observée (illustrée en Annexe B) ce qui justifie que la dégradation
de la protéine n’est pas la cause de ces écarts importants. Globalement, 1’acquisition des spectres pour
un méme échantillon est répétable et montre que la protéine ne s’est pas dégradée sous faisceau car les
écarts calculés sont similaires a ceux observés dans notre milieu tampon seul ainsi que dans les cellules

vides.

Une premiére analyse par spectrophotométrie UV-Visible des complexes Pu,Tf, Pu,Tf-DFOB, Pu-
DFOB et de I’apoTf et de la DFOB a permis de mettre en évidence une possible présence d’un complexe
ternaire entre la transferrine, le Pu(1V) et la DFOB (confere Figure 102 de 1’Annexe E). Il apparait donc
que la protéine ne semble pas étre décomplexée par la DFOB, comme suggéré dans la littérature avec le
Fe(ll) (Bellotti et Remelli, 2021).

Les spectres SAXS moyens des complexes Pu,Tf, Th,Tf, Fe,Tf, Th,Tf-DFOB, Fe,Tf-DFOB, Pu,Tf-
DFOB sont représentés en Figure 87. L’allure des spectres des différents complexes est comparée au

spectre de 1’apotransferrine.

L’allure de ces spectres montre une remontée du signal de diffusion vers les petits vecteurs Q. Comme

dans I’étude de Jensen et al., cette derniére est attribuée au signal de diffusion de la protéine (M. P.
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Jensen et al., 2011). On observe également deux courbures dans la chute d’intensité diffusée qui

indiquent deux dimensions distinctes dans la structure de la protéine.

La premiere courbure aux plus petits angles, entre 0,03 nm™ jusqu’a 0,09 nm™ et la deuxiéme courbure,
entre 0,1 nm? jusqu’a 0,22 nm™, sont respectivement caractéristiques d’une grande et d’une petite

dimension de la protéine.

0.001 1%"€ coubure E 2°™M€ coubure E
o 1E7° | . Pu,Tf-DFOB
N¢b) 1 [
S : ' Th,Tf-DFOB
I : |
o ° I I
= g 1E7 ; . Fe,Tf-DFOB
q) I I
(& | !
= ! ! Th,Tf
1E-9 I I
| apoTf
el b
0.1 02 03

Q (nm™)

Figure 87 : Spectres de diffusion de I’apotransferrine, des complexes M, Tf et M,Tf-DFOB a pH physiologique.

En premiere analyse, il peut étre observé que la premiére courbure des spectres SAXS est similaire pour
les différents complexes analysés. En revanche, la deuxieme courbure présente des différences distinctes
selon le complexe analysé. Le spectre du complexe Fe,Tf présente une deuxiéme courbure plus nette et
légérement plus courte par rapport au spectre de 1’apotransferrine. Cette modification indique une
variation de la dimension la plus courte. Les spectres des complexes Th,Tf et Pu,Tf possédent également

ces deux courbures mais la seconde est plus atténuée que pour le complexe Fe,Tf et se rapproche plus
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de celle de I’apoTf. Ces premiéres indications confirment que la complexation de la protéine influe sur

sa conformation.

L’ajout de DFOB dans le milieu, atténue également cette deuxiéme courbure et semble méme la décaler
vers les grands Q lorsque 1’on compare les spectres de Fe,Tf et de Fe,Tf-DFOB. Cette distinction est
plus délicate lorsque 1’on compare les spectres Th,Tf et Pu, TT par rapport aux spectres Th,Tf-DFOB et
Pu,Tf-DFOB, cependant, il semblerait que I’ajout de la DFOB lisse la deuxiéme courbure des spectres.

2. Analyse du rayon de giration des complexes de la transferrine par

I’approximation de Guinier

Pour obtenir des informations plus quantitatives, une analyse de Guinier a été effectuée sur I’ensemble
des données en considérant la premiére courbure des spectres pour définir un rayon de giration des
complexes, noté¢ Rg. Ce rayon de giration est obtenu en utilisant 1’approximation de Guinier qui exprime
I’intensité diffusée selon la loi suivante :

Q*Rg*

Sphére : 1(Q) = 1(0)exp (— =)

Ou 1(0) est I’intensité diffusée quand Q tend vers 0.

L’approximation de Guinier est valide pour les vecteurs de diffusion q tels que gR << 1 (Lairez, 2003).
Le rayon de giration obtenu est fonction des distances r; a partir du centre de gravité des N particules

pouvant s’écrire :

1 N
RE=g D1
i

(Lairez, 2003)

Le rayon de giration permet de retrouver les dimensions de la particule étudiée si sa géométrie est
connue. Dans notre cas, le Rg nous donne une indication sur la dimension moyenne de la particule
analysée. Les données mesurées ont été ajustées par 1’approximation de Guinier dans la région des

faibles Q de 0,030 nm™ et 0,085 nm (Figure 88).
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Figure 88 : Spectres de diffusion de I’apotransferrine, des complexes Mo Tf et M,Tf-DFOB, a pH physiologique,

centrés sur la région du Guinier. Chaque spectre a sa courbe de Guinier ajustée en pointillés.

Les valeurs de rayons de giration ajustées sont comparées a celles également obtenues par
I’approximation de Guinier dans la littérature (Tableau 26). On remarque que cette méthode permet de
distinguer des différences entre les rayons de giration de I’ordre de 1’angstrém avec une précision de 0,4

A environ.

Tableau 26 : Ajustement de la premiére courbure, par I’approximation de Guinier, des spectres SAXS de
I’apotransferrine, des complexes M, Tf et Mo Tf-DFOB (pH ~ 7,4 ; 1 = 0,05 M) en utilisant le logiciel SASView©
(« SASView », 2021). ¥ représente 1’erreur de I'ajustement. Les données de la littératures sont également
répertoriées (M. P. Jensen et al., 2011)?, (Yajima et al., 1998)°

Echantillon  Rayon de giration (A)  Erreur d’ajustement y> Données publiées

apoTf 28,7+0,1 3,3.10° 30,3°
Th,Tf 28,9+0,3 4,7.10°
Pu,Tf 28,8 +0,2 1,7.10% 34,2 +0,6°
Fe Tf 27,6 0,1 3,9.10° 29,3"/33,2+0,4%
Th,Tf-DFOB 30,5+0,3 7,3.107
Pu.Tf-DFOB 30,4+0,2 3,6.10°
Fe.Tf-DFOB 30,3+0,2 9,9.107
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Les modifications structurales lors de la complexation, sont tres faibles mais elles sont rendues visibles
lorsque ces protéines sont sondées par SAXS. Les rayons de giration obtenus par ajustement de ces

spectres avec I’approximation de Guinier permettent de visualiser ces légéres modifications.

D’aprés ces ajustements, le rayon de giration de 1’apotransferrine est de 28,7 + 0,1 A tandis que celui
du complexe Fe,Tf est de 27,6 + 0,1 A. Cette premiére comparaison indique que le complexe Fe,Tf
adopte une conformation différente de celle de ’apotransferrine, avec une différence de conformation
de 1,1 + 0,2 A. Lors de la complexation, comme suggéré dans 1’étude de Cheng et al., (Cheng et al.,
2004) les lobes se rétractent autour du Fe(lll), causant ainsi une Iégére modification structurale de la
protéine. Cette différence de conformation est schématisée dans la Figure 89. D’aprés la littérature, le

complexe Fe;Tf a une conformation fermée, tandis que I’apoTf a une conformation ouverte.

Figure 89 : Différence de conformation entre I'apoTf (& gauche) et le Fe,Tf (a droite). La fleche vers le haut

indique une conformation ouverte et celle vers le bas une conformation fermée.

Yajima (Yajima et al., 1998), a comparé les rayons de giration de ’apoTf et du Fe,Tf et a observé une
variation du rayon de giration allant de 30,3 A & 29,3 A respectivement, avec ici encore une différence

entre ces deux rayons d’environ 1 A.

Notons que les différences de rayon entre ces données publiées et celles observées lors de notre étude
peuvent provenir de la composition du milieu. En effet, les conditions d’analyse des échantillons de
Yajima comprenaient une concentration en protéine d’environ 1,3.10° mol.L* dans un milieu tampon
composé de Tris—HCI (0,05 mol.L™) et de NaHCOs (0,03 mol.L?) a pH = 8 tandis que nos échantillons
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avaient une concentration en protéine d’environ 3,0.10 mol.L* dans un milieu tampon composé de
MES (0,15 mol.L™) et de NaCl (0,05 mol.Lt) a pH ~ 7,4.

Pour les complexes Th,Tf et Pu,Tf, les rayons de giration de 28,9 + 0,3 A et 28,8 + 0,2 A respectivement,
sont trés proches et comparables a celui de I’apotransferrine (28,7 + 0,1 A). Le Th(IV) et le Pu(IV) liés
a la protéine semblent contraindre leur incorporation dans les lobes de la protéine et donc limiter le
repliement des lobes, comme illustré en Figure 90. Ceci a pour conséquence de conserver une

conformation ouverte, similaire a celle de 1’apoTf, pour les complexes Th,Tf et Pu,Tf.

Figure 90 : Schéma de la conformation du complexe Th,Tf (& gauche) et Pu,Tf (& droite). Les fleches vers le

haut indiquent une conformation ouverte.

Une étude antérieure de Jensen a évalué les rayons de giration des complexes Fe,Tf et Pu,Tf, a 33,2 +
0,4 et 34,2 + 0,6 respectivement (M. P. Jensen et al., 2011). Cette étude observe également un rayon de
giration plus important pour le complexe Pu,Tf que Fe,Tf indiquant une structure différente et donc une
conformation ouverte pour le Pu,Tf. Une diminution de 1,0 + 0,2 A est également observée entre ces

deux complexes.

Par ailleurs, les rayons de giration des modéles Pu,Tf (1 carb), Pu,Tf (2 carb) et Pu,Tf (3 carb), calculés
par dynamique moléculaire, sont de 30,06 + 0,24 A, 30,43 + 0,14 A et 30,03 + 0,10 A respectivement.
Ces données indiquent que le nombre de carbonates n’influe pas sur le rayon de giration et que ces trois
modeles possédent la méme conformation. D’aprés nos données et celles observées par Jensen, ces
complexes semblent donc adopter une conformation ouverte similaire a ’apoTf (M. P. Jensen et al.,
2011).
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L’hypothése supposant un mélange de Pu,Tf et de colloides de Pu dans la solution peut en premiere
approximation étre écartée. D’aprés une étude récente de Micheau et al., les particules de plutonium,
obtenues dans un milieu acide (pH ~ 1,5) possédent un rayon de giration Rg de 10,4 = 0,5 A environ
(Micheau et al., 2020), caractérisée par une courbure a environ Q ~ 2 nm* sur les données SAXS, qui
n’a pas été observée sur nos spectres. Les deux courbures observées sur nos spectres sont caractéristiques
de notre protéine car elles sont également observées en 1’absence de Pu (sur nos spectres de ’apoTf ou
de Fe,Tf et sur ceux de la littérature (M. P. Jensen et al., 2011)). De plus, lors des analyses par EXAFS,
aucune indication ne laisse suggérer une présence observable de colloides. Il faut toutefois noter que les
spectres SAXS et EXAFS donnent une information moyennée de toutes les particules présentes dans le
milieu analysé. La présence de colloides de Pu en petite proportion donnerait lieu a un signal peu intense

qui serait moyenné avec celui des protéines.

En ce qui concerne la présence de dimeres de plutonium dans chaque lobe de la transferrine, les données
SAXS ne nous permettent pas d’invalider cette hypothése. Cependant, la présence d’un dimére dans
chaque lobe de la transferrine ne semble pas modifier davantage le rayon de giration de la protéine car

nos données sont en bon accord avec la littérature publiée par Jensen (M. P. Jensen et al., 2011).

L’ajout de la DFOB au complexe M, Tf fait augmenter le rayon de Guinier 2 30,4 + 0,2 A et 30,5+ 0,3
A pour les complexes Pu,Tf-DFOB et Th,Tf-DFOB et 4 30,3 + 0,2 A pour le complexe Fe,Tf-DFOB.
Ces données suggerent donc que la DFOB se lie partiellement au métal en interaction avec la transferrine
ce qui augmente donc le rayon de Guinier global du complexe. En effet, Bellotti et Remelli ont observé
que la DFOB ne décomplexe pas totalement la protéine (Bellotti et Remelli, 2021). Le Pu et le Th
semblent ne pas étre incorporés dans la protéine et peuvent donc également interagir avec la DFOB, et
former un complexe ternaire avec la protéine. Dans le cas du Fe, qui permet a la protéine d’adopter une
conformation fermée, la DFOB semble interagir partiellement avec le Fe, qui entraine une ouverture des
lobes de la protéine lors de la formation du complexe ternaire Fe,Tf-DFOB. Un schéma simple illustre

ces structures en Figure 91.
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DFOR ﬁ DFOB DEOB ﬁ DFOB

DFOB ﬁ DFOB

Figure 91 : Comparaison des structures Th,Tf-DFOB (a gauche), Pu,Tf-DFOB (au centre) et Fe,Tf-DFOB (a

droite). Les fleches vers le haut indiquent une conformation ouverte.

3. Tentative d’ajustement des spectres SAXS des complexes de la

transferrine avec un facteur de forme simple

Pour aller plus loin dans ’analyse quantitative de ces données, ces derniéres ont été ajustées par un
modele analytique considérant une forme non sphérique des objets diffusants. Les équations générales
de la diffusion expriment I’intensité diffusée en fonction d’un facteur de forme P(Q) et d’un facteur de
structure S(Q) :

1(q) = 9.v.4p% P(q).S(q)

Avec ¢ : la fraction volumique d’espéces diffusantes, v : le volume de ’espéce diffusante et Ap : le

contraste de densité de longueur de diffusion entre 1’espéce diffusante et son milieu dispersif.

Un travail de reconstruction structurale de la transferrine sérique de bovin diferrique (Figure 92) a été
réalisée par Jensen a partir des données SAXS de cette protéine et a montré que la structure cristalline
de la protéine peut étre considérée comme allongée (M. P. Jensen et al., 2011).
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Figure 92 : Modéle a basse résolution de la transferrine sérique de bovin diferrique issu de la reconstruction de
forme a partir des données SAXS (M. P. Jensen et al., 2011).

Ces données suggerent que la géométrie de la transferrine peut étre décrite par différentes formes telles
qu’une structure en batonnet, une structure en haltére ou une structure ellipsoidale allongée comme
illustrées en Figure 93. Le signal SAXS de nos complexes a donc été ajusté avec différents facteurs de

forme simulant ces différentes géométries.

Figure 93 : Formes géométriques utilisées comme facteur de forme : a) ellipsoide de révolution allongée

(prolate), b) batonnet, c) haltére

Bien que ces formes puissent en premiere approximation étre considérées comme proches de la
géométrie de la protéine proposée par Jensen, il n’a pas été possible d’ajuster les données avec ces
modeles. En revanche, un facteur de forme d’ellipsoide de révolution aplatie (oblate) comme illustrée
sur la Figure 94 a permis de simuler les données en donnant acces & deux dimensions de la protéine.
Cette structure présente un rayon polaire (la plus courte distance) noté c sur la Figure 94, et un rayon

équatorial (la plus grande distance) noté a sur la Figure 94.
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Figure 94 : Représentation des différents rayons qui composent une structure ellipsoidale de révolution aplatie
(oblate)

Les ajustements des données correspondant aux complexes Fe,Tf, Pu,Tf, Pu,Tf-DFOB et I’apoTf sont
présentés en Figure 95. Le signal du solvant a été soustrait, en amont de 1’ajustement de ces spectres

avec le facteur de forme d’un ellipsoide.
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Figure 95 : Spectres SAXS des complexes Fe,Tf, Pu,Tf, Pu,Tf-DFOB et apoTf (ligne pleine) et leur ajustement

par une structure ellipsoidale (pointillés)

Il apparait que ce modeéle d’ellipsoide permet de reproduire la présence des deux courbures méme si

I’ajustement de la chute d’intensité apres la seconde nécessiterait d’étre encore optimisé. Des oscillations

178



Chapitre IV : La transferrine

sont également visibles aprés soustraction du solvant aux Q supérieurs a 0,2 nm™. Ces derniéres qui ne
semblent pas étre en lien avec le facteur de forme des protéines, n’ont a ce jour pas pu étre interprétées.
Pour confirmer si ces oscillations sont en lien avec le facteur de forme, il pourrait étre envisagée
d’appliquer des modeles plus complexes comme le programme DADIMODO qui permet d’affiner la
structure des protéines (Evrard, Mareuil, Bontems, Sizun et Perez, 2011). Nos ajustements donnent
cependant, grace a un modele relativement simple, une indication complémentaire sur la géométrie et
sur les deux dimensions de la protéine : le rayon équatorial qui est le rayon de la plus grande dimension
et le rayon polaire qui correspond a la plus petite dimension. Les valeurs ajustées obtenues sont
regroupées dans le Tableau 27.

Tableau 27 : Paramétres des facteurs de forme des spectres SAXS ajustés par une structure ellipsoidale

- . . . . Erreur

Echantillon Rayon polaire (A)  Rayon équatorial (A) d’ajustement 2
apoTf 16,1+£0,1 453+0,3 5.10°
Fe,Tf 139+0,1 43,8 £0,2 9.10°°
Pu,Tf 155+0,2 459+0,1 3.10°°

Pu,Tf-DFOB 16,3+£0,2 47,1+0,3 6.10°

Les légéres modifications structurales entre les conformations ouverte et fermée de la protéine, sont
encore mieux mises en évidence par ces ajustements. Le rayon polaire est le plus affecté par le
changement de conformation des complexes analysés. En effet, une diminution de ce rayon, passant de
16,1 +0,1 Aa13,9+0,1 A, pour I’apoTfet le Fe,Tf respectivement, est observée lors d’un changement
de conformation de la protéine. De maniére similaire, le rayon polaire du Pu,Tf est Iégérement plus petit
que celui de I’apoTf ce qui peut induire une légére fermeture de la protéine en présence de Pu. En
revanche, le rayon polaire du complexe Pu,Tf-DFOB est plus important que celui de 1’apoTf. En
comparaison, le rayon équatorial des différents complexes ajustés n’est que faiblement impacté par les
changements de conformation : il est similaire pour 1’apoTf et le Pu,Tf. En revanche pour le Fe,Tf ce
rayon est légérement plus petit, ce qui peut indiquer que la plus grande distance est Iégérement impactée
lors d’une modification de conformation de la protéine. Ce raisonnement peut étre similaire mais inversé
pour le Pu,Tf-DFOB.

Les données d’ajustement confirment que la protéine adopte une structure plus ellipsoidale que
sphérique, et avec une ellipsoide aplatie plutot qu’allongée contrairement a ce que suggerent les résultats
de Jensen. Les autres facteurs de forme testés pour mener ces ajustements conduisent & des courbes
calculées plus éloignées des courbes expérimentales. La forme ellipsoidale oblate (aplatie) peut donc
étre considérée comme une bonne approximation de la forme « enveloppe » de cette protéine, qui

possede cependant une structure plus complexe.
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Martel avait également déterminé la forme de la transferrine diferrique humaine par SANS (Small Angle
Neutron Diffusion) en utilisant une structure ellipsoidale aplatie et obtient 46,6 + 1,4 A et 158 + 3,8 A
pour le rayon équatorial et radial respectivement (Martel et al., 1980). De plus, Martel observe également
que la structure ellipsoidale oblate est la meilleure approximation simple de la forme de la molécule de
transferrine. Nos données obtenues par cette méme approximation sont en bon accord avec celles

publiées par Martel et nous conforte dans le choix de ce facteur de forme.

Bien qu’il existe trés peu de données dans la littérature sur la conformation de la transferrine liée au
Pu(lV), nous allons discuter nos observations en nous appuyant sur d’autres techniques sondant
indirectement la conformation globale de ces complexes.

o Comparaison des rayons de giration de la protéine liée au Pu(IV) :

Nos données sur les rayons de giration de nos complexes An,Tf appuient I’hypothése que les An(IV)
liés a la protéine ne referment pas totalement les lobes. Cette observation est en accord avec les données
publiées par Jensen concernant les rayons de giration des complexes Pu,Tf et Fe,Tf qui indiquent
également une conformation ouverte pour le complexe Pu,Tf (M. P. Jensen et al., 2011). De plus, la
différence du rayon de giration entre le Pu,Tf et la holotransferrine est similaire a la différence entre le
Pu,Tf et la holotransferrine. Ces observations suggerent que la formation d’un complexe Pu,Tf ne peut

étre discriminé d’un complexe Pu,Tf, uniqguement par une étude sur les rayons de giration.

° Analyse des lobes de la protéine et de différents complexes par clEF :

Brulfert et ses collaborateurs ont réalisé une étude par clEF (capillary isoelectric Focusing) couplée a
I’UV, ou a une ICP-MS, de plusieurs complexes de transferrine avec leur point isoélectrique, noté pl
(Brulfert et Aupiais, 2018). La clEF permet de suivre les changements de pl causés par la complexation
des métaux par la transferrine (Tableau 28). Ces changements de pl sont liés aux changements
conformationnels déclenchés par la présence de fer ou de tout autre métal capable de pénétrer dans le

site de liaison de la protéine.
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Tableau 28 : Point isoélectrique (pl) des complexes Fe-, Th-, et Pu-transferrine (Brulfert et Aupiais, 2018)

Echantillon pl
apoTf 6,07 £ 0,02

ThcTf/ ThaTF 6,05+ 0,02
PucTf 6,02 £ 0,02
Fe Tf 5,63 £ 0,02

Le pl de I’apotransferrine est de 6,07 £ 0,02 tandis que celui de la holotransferrine est de 5,63 + 0,02.
En revanche, les complexes ThcTf, ThaTT et PucTf ont un pI proche de celui de 1’apotransferrine. Ces
données suggérent que les deux lobes de la transferrine, liée au thorium, ne se referme pas. Si ces lobes
¢taient fermés, le pl de ces complexes se situerait entre le pl de 1’apotransferrine et celui de la
holotransferrine. Cette observation est identique pour le plutonium lié au lobe C de la transferrine. Le
lobe C est intéressant car d’apres 1’étude de Jensen et ses collaborateurs, ce lobe est censé se refermer
lorsque le Pu(IV) lui est lie (M. P. Jensen et al., 2011), ce qui semble contradictoire avec les valeurs de
pl supportées par Brulfert. Une analyse, par clEF, de la potentielle formation de dimere (An,).Tf nous

permettrait d’obtenir une information supplémentaire de comparaison avec les complexes An,Tf.

. Reconnaissance du récepteur de la transferrine avec les An,Tf :

Une étude réalisée par Deblonde sur la reconnaissance du récepteur de la transferrine avec la transferrine
liée aux actinides montre que la conformation ouverte de la transferrine n’empéche pas une
reconnaissance par son récepteur. Ces données obtenues par simulation de la reconnaissance du
récepteur pour le Pu,Tf et le Th,Tf montre une interaction de 1’ordre de 55% et de 35% respectivement.
(Deblonde et al., 2013). Ces données semblent similaires avec les mesures par gel chromatographique
pour le complexe Pu,Tf, réalisées par Jensen, pour lequel une interaction entre le récepteur et le Pu,Tf
est d’environ 30% (M. P. Jensen et al., 2011). Ces différentes études confirment donc que la transferrine
du complexe Pu,Tf semble avoir une conformation ouverte mais que celle-ci interagirait partiellement

avec son récepteur transmembranaire et pourrait donc étre internalisée.
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IV. Conclusion sur [D’interaction des An(IV) avec Ila

transferrine

Ce travail sur les complexes M. Tf, avec de nombreuses technigques d'analyse complémentaires, a mis en
évidence la complexation du Th(IV) et du Pu(lV) par la transferrine avec le carbonate comme anion
synergique. La structure des complexes a été comparée a différents modéles de la complexation du
Pu(lV) par la transferrine, calculés par dynamique moléculaire. Ces modéles sont différenciés par la

variation du nombre de carbonate en interaction avec le métal au sein de la transferrine.

Des mesures EXAFS ont permis de sonder 1’environnement proche du métal complexé a la protéine.
Ces données indiquent que la présence d’un carbonate est le plus probable. De plus, Th(IV) et Pu(IV)
sont liés a des acides aminés bidente et monodente. Ces données sont sensiblement identiques a
I’interaction locale naturelle du Fe(IIl) avec la transferrine. Cependant, 1’ajustement du spectre nécessite
un atome d’An(IV) a 3,85(2) A et 3,88(3) A pour le Pu(IV) et le Th(IV) respectivement, sans valider
pour autant la présence de colloides dans le milieu. Les analyses EXAFS nous indiquent donc soit la
présence d’un dimére dans les lobes de la protéine de complexe, noté (Any),Tf, soit un mélange du

complexe An,Tf avec des colloides.

Les mesures SAXS ne permet pas de discriminer 1’une des deux hypothéses entre la formation de
complexe (An,).Tf et la présence de particules colloidales dans ces complexes. De plus, la comparaison
des rayons de giration des complexes de la transferrine complexée par les An(1V), de la holotransferrine
et de I’apotransferrine indique qu’un changement de conformation est uniquement visible pour le
complexe Fe,Tf. Nos données SAXS sont similaires aux données publiées par Jensen et indiguent que
la formation du complexe Pu,Tf possede une structure proche de celle de la apoTf. Enfin, une approche
qualitative du facteur de forme de la protéine, par 1’ajustement des spectres SAXS avec une structure

ellipsoidale a pu étre envisagée.

Des études complémentaires de spectroscopie, lors de 1’ajout d’un sidérophore, la déféroxamine B,
indiquent que cette molécule ne peut décomplexer totalement la protéine mais forme un complexe
ternaire dans lequel le métal est lié a la fois avec la transferrine mais aussi avec le sidérophore. Les
mesures SAXS de ces complexes ternaires indiquent un rayon de giration d’environ 30,5 A, nettement
supérieur au rayon de giration de I’apotransferrine, et confirmé par I’approche qualitative du facteur de

forme par une structure ellipsoidale.

Par consequent, les lobes de la protéine semblent s'adapter & la géométrie du cation car il semblerait que
I’interaction locale du Pu(IV) dans les lobes de la transferrine, obtenue par dynamique moléculaire, est

Iégerement différente des données par IR du Fe(l11). De plus, cette adaptation exerce une influence sur
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la structure tertiaire de la protéine observée par analyse SAXS sondant la conformation globales de la
transferrine liée aux An(lV). Par extension, ces modifications locales et structurelle peuvent induire une
altération de sa fonction biologique notamment observée par la diminution de la reconnaissance du

récepteur transmembranaire.
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Conclusion et réflexion genérale

Dans ce travail de thése, nous avons cherché a décrire les mécanismes d’interaction entre Pu(IV), Th(1V)
et deux protéines impliquées dans I’homéostasie du fer. Pour mener a bien ces études, des analyses de
spectroscopie XAS et de diffusion SAXS, couplées a des calculs de modeles protéiques par dynamique

moléculaire, ont été élaborés.

Dans un premier temps, les investigations sur les interactions des An(IV) (An = Th, Pu), ont été menées
sur la ferritine, dont le role est le stockage du fer au niveau cellulaire. La ferritine est composée d’un
cceur ferrique entouré d’un anneau protéique. Les données obtenues sur la capacité d’accumulation du
Th(IV) dans cette protéine montrent qu’environ 2840 atomes sont liés par protéine. De plus, cette
accumulation semble localisée majoritairement dans 1’anneau protéique ce qui serait comparable a
I’accumulation du fer sur I’anneau protéique de la ferritine (Pan et al., 2009). Les données obtenues par
spectroscopie XAS, couplées & un mode¢le calculé par dynamique moléculaire, ont permis d’amener des
précisions sur I’environnement local des An(IV) liés a la ferritine, qui semble similaire entre le Th et le
Pu. Les informations convergent sur la présence d’acides aminés carboxylés de la protéine dans la sphére
de coordination des An(IV) (An = Th, Pu), en interaction monodente et bidente, ainsi que la présence

de carbonate. De plus, des molécules d’eau pourraient compléter la sphére de coordination du métal.

Dans un deuxiéme temps, 1’interaction entre les An(IV) et la transferrine a été étudiée, en utilisant la
méme méthodologie que lors de I’étude précédente. Les données indiquent la présence d’un carbonate
bidente ainsi que des acides aminés bidente et monodente de la protéine. Ces données sont similaires
entre le Pu et le Th et sont sensiblement identiques a 1’interaction locale naturelle du Fe(Ill) avec la
transferrine (Harrisetal., 1998, 1981; H. Li et al., 1996). Néanmoins, contrairement au complexe holoTf
(Fe,Tf), il semblerait qu’un atome d’An(IV) soit présent a 3,85(2) A et 3,88(3) A pour le Pu(IV) et le
Th(IV) respectivement. Ces investigations suggerent donc que les complexes An,Tf ont potentiellement
une présence minoritaire de colloide dans le milieu ou bien la transferrine peut contenir un dimere

cationigue dans chaque lobe, de forme (Any),Tf.

La structure tertiaire des complexes An,Tf a été analysée par diffusion SAXS, et comparée au complexe
naturel d’holotransferrine ainsi qu’a 1’apotransferrine. Aucun changement significatif de conformation
n’a été constaté entre I’apoTf et les complexes An,Tf. En revanche, le complexe naturel
d’holotransferrine Fe;Tf se révele étre en conformation fermée. Nos observations sont similaires a la
littérature qui suggeére que 1’apoTf, comme les complexes An,Tf adoptent une conformation ouverte

tandis que le complexe Fe,Tf, a une conformation fermée (M. P. Jensen et al., 2011; Yajimaet al., 1998).
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Par conséquent, I’inclusion d’un dimére An-An au sein des lobes de la transferrine, si elle est avérée, ne

semble pas modifier la structure tertiaire par rapport aux complexes An,Tf.

Enfin, I’ajout du sidérophore déféroxamine B aux complexes An,Tf semble conduire a la formation d’un
complexe ternaire dans lequel le métal est lié a la fois a la protéine et au sidérophore. Ces observations
sont consolidées par les analyses de diffusion SAXS qui montrent une structure plus ouverte dans ces
conditions que pour I’apoTf.

Plus globalement, ce travail de thése a permis d’amener des précisions sur les interactions locales des
An(IV) avec deux protéines impliquées dans le cycle du fer mais aussi d’étudier I’influence de ces
interactions sur la structure tertiaire de la protéine (Tf). Ce travail met en avant que les techniques
d’analyses par spectroscopie XAS et par diffusion SAXS ne suffisent pas a elles-mémes pour avoir une
vision globale de ces interactions. En paralléle, des modeles calculés par dynamique moléculaire sont
nécessaires afin d’explorer plus précisément ces interactions. En effet, le calcul réalisé avec la structure
compléte de la protéine permet de visualiser les modifications structurales aprés complexation. La
combinaison de la spectroscopie XAS et de diffusion SAXS avec ces calculs ouvre un nouveau champ

de réflexion et d’appréciation quant a ces interactions sur les protéines de maniére générale.

e Géométrie de la structure des sites de complexation des protéines :

Lors de notre travail, il a été montré que les lobes de la transferrine semblent s'adapter a la géométrie du
cation, mais que cette adaptation exerce une influence sur la structure tertiaire de la protéine, ce qui peut
induire une altération de sa fonction. En effet, la transferrine adopte une géométrie bien définie pour
s'adapter a la sphere de coordination du cation. Cette adaptabilité est localisée au sein des sites de
complexation des deux lobes qui la composent et peut engendrer des modifications de la structure
tertiaire. La souplesse de ces systémes est principalement due a la structure secondaire, et plus
particuliérement a la souplesse des hélices a par rapport aux feuillets . C’est cette souplesse qui permet

donc a la transferrine de pouvoir changer de conformation.

La transferrine, est une protéine pouvant complexer, en plus du Fe(l11) naturel, une large variété d'ions
métalliqgues comme la plupart des métaux de la premiére ligne des éléments de transition, quelques
cations de la deuxiéme et troisieme ligne, les métaux du groupe XIII, ainsi que plusieurs lanthanides et
actinides (E.N. Baker, 1994). La flexibilité locale au niveau des lobes peut-étre la raison pour laquelle
de nombreux cations se lient a la transferrine (E.N. Baker, 1994; Harris, Yang, Abdollahi et Hamada,
1999). Cette flexibilité impacte la sphéere de coordination du métal, qui varie légérement par rapport a
celle du Fe(ll1), due a de légers déplacements du cation et de I'anion synergique carbonate. Ainsi, le site

de complexation des lobes de la transferrine possede en général une géométrie octaédrique avec des
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ligands "durs" parfaitement adaptée au cation Fe(l1l), mais posséde également une flexibilité suffisante
pour chélater d'autres cations, de taille différente et de charge inférieure. L'affinité de la transferrine est
néanmoins supérieure pour le Fe(l11) que pour les autres cations (Harris et al., 1999; Holm, Kennepohl
et Solomon, 1996).

L’adaptabilité des sites de complexation influence, sur une plus grande échelle, la structure tertiaire de
la transferrine, a savoir I'ouverture ou la fermeture de ses lobes. Harris et ses collaborateurs suggerent
que la taille de I'ion n'est pas le seul facteur provoquant une éventuelle modification de la structure
(Harris et al., 1999). En effet, la tendance a I'nydrolyse en plus du nombre de coordination du métal,
différent de celui du Fe(l1), est également a considérer (H. M. Baker et al., 2000). De plus, étant donné
que le cation impose la géométrie d’interaction, le site de la transferrine se modifie de sorte a pouvoir
se lier a ’actinide. Nous pouvons imaginer que cette modification peut, sans doute, entrainer également

I’insertion d’un deuxiéme actinide dans le méme lobe, amenant a la formation des complexes (Any).Tf.

Dans le cas de la ferritine, la protéine peut interagir avec d’autres métaux que le Fe(1l), comme le Th(IV)
et le Pu(IV) (Chandramouli et al., 2019; Honarmand Ebrahimi et al., 2015). Cette réflexion est également
rapportée par Maity et ses collaborateurs qui ont étudié les interactions de la ferritine avec du Pd(Il)
(Maity et al., 2019). L’auteur rapporte que la surface externe de 1’anneau protéique complexe les atomes
de Pd(Il) sans avoir de sélectivité particuliére. Cependant, peu d’atomes de Pd(I1) interagissent avec les
canaux triples C3 dans la protéine. Ces canaux font la liaison entre la surface externe et la cavité interne
de la protéine et semblent étre sélectifs des cations. Ces canaux ne peuvent pas s’adapter et modifier

leur structure car ils sont issus de ’assemblage des sous-unités qui composent la protéine.

Ces réflexions, autour de la géométrie et de I’interaction entre les métaux et les protéines permettent
d’expliquer les différentes interactions observées durant notre travail, et montrent que ces mécanismes

sont plus complexes qu’il n’y parait.

e Influence de la structure globale de la transferrine complexée par les An(1V) et étude biologique :

Dans le cycle de la transferrine, décrit dans le Chapitre 4, la protéine, une fois complexée, doit interagir
avec son récepteur transmembranaire afin d’étre internalisée dans la cellule. Ce récepteur a la
particularit¢ d’interagir majoritairement avec la conformation fermée mais faiblement avec la
conformation ouverte (Deblonde et al., 2013; M. P. Jensen et al., 2011). Apres avoir suggéré 1’existence
des complexes (Any).Tf observés dans notre travail de thése, des études de reconnaissance entre ces
complexes et le récepteur nous permettraient d’observer si une interaction est possible en vue d’une

future internalisation cellulaire. Les complexes An,Tf possédent une conformation ouverte et semblent
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étre similaires aux complexes An,Tf cités dans la littérature par Jensen. Ces données semblent indiquer
gue le dimére ne modifie pas davantage la structure globale de la protéine. Des études de Deblonde et
Jensen ont montré que le récepteur peut interagir avec des complexes Pu,Tf et les internaliser dans des
cellules surrénales (Deblonde et al., 2013; M. P. Jensen et al., 2011).

Enfin, un dernier axe de recherche serait de mimer le cycle du fer avec les An(1V), de la complexation
avec la transferrine, en passant par une probable internalisation cellulaire des An(IV), jusqu’au stockage
par la ferritine située au sein de la cellule. Ce type d’étude est encore trés complexe et difficilement
réalisable. Pour réaliser une telle étude, une lignée cellulaire d’un organe cible du Pu(IV) devrait étre
envisagee. De plus, cette lignée devrait synthétiser la ferritine in situ durant la manipulation et posséder
un récepteur transmembranaire de la transferrine. En parallele, une caractérisation des complexes Pu,Tf,
dans des conditions biologiques serait nécessaire en amont, cependant le Pu reste un élément assez

délicat a manipuler et sa chimie riche complexifie davantage cette étude.
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Annexe A : Protocoles de préparation des solutions

Les concentrations, milieu et pH des solutions sont rassemblés dans le Tableau 29.

1. Préparation des solutions de carbonate d’An(1V)

Dans un flacon en plastique de 50 mL, une solution de carbonate, de concentration 3M, est préparée en
dissolvant du carbonate de sodium dans de I’eau Mili-Q. La solution est laissée au repos pendant 24h et
le pH de cette solution est de 10,30.

Dans un tube de 5 mL, la solution de carbonate préparée est préalablement introduite puis un volume
défini d’actinide (IV), initialement contenu en milieu acide nitrique, est ajouté. Pendant 1’ajout, une
agitation de la solution est réalisée afin d’éviter I’hydrolyse de 1’actinide (IV). Cette solution est laissée
24h au repos. Le pH de cette solution est situé entre 9 et 10. Enfin, la solution est centrifugée puis le

surnageant est isolé dans un autre tube.

2. Préparation des protéines

Tous les produits chimiques utilisés sont de qualité analytique, a l'exception des protéines.
L’apotransferrine et la holotransferrine ont été achetées chez Sigma-Aldrich. Les lots commerciaux ont
été dialysés avant d'étre utilisés. Les protéines ont été placées dans une membrane de 12 kDa et dialysées
3 fois pendant 24 heures dans un milieu tampon composé de MES-NaCl (5x102 M et 1,5x10t M
respectivement), a un pH proche du pH physiologique (pH 7,4 £ 0,1).

La ferritine de rate de cheval a été achetée chez Sigma-Aldrich. Le lot commercial de la ferritine de rate
de cheval a été dialysée avant d'étre utilisé. A cette fin, la ferritine est placée dans une membrane de 12
kDa et dialysées 3 fois pendant 24 heures dans un milieu tampon composé de MES-NaCl (5x102 M et

1,5x101 M respectivement), a un pH proche du pH physiologique (pH 7,4 £ 0,1).
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3. Préparation des complexes An(IV)-protéine

Les complexes An(IV)-ferritine ont été préparés en ajoutant un volume défini de la solution mere de
[An(1V)(COs3)s]® a un volume fixe de ferritine, préalablement dialysée dans la solution tamponnée. Le
contact est fait directement sur un filtre centrifuge microcon® de 30 kDa et conservé a 4°C pendant 6
heures. Une étape de centrifugation (12000g ; 6 minutes ; 4°C) suivie d'un ringage avec le milieu tampon
est réalisée. Durant ces étapes, le pH de la solution est également ajusté a un pH proche du pH
physiologique (pH 7,4 + 0,1). L'échantillon est ensuite récupéré sur le filtre. Le volume final de
I'échantillon est de 250uL. Les concentrations d’An(IV) et de protéine ainsi que le rapport du complexe
F/Th dépendent de 1’étude réalisée (Tableau 29).

Les complexes An(IV)-transferrine ont été préparés en ajoutant un volume défini de la solution mere de
[An(IV)(CO3)5]* a un volume fixe d’apotransferrine, préalablement dialysée dans la solution
tamponnée. Pour réaliser ces complexes, trois mises au contact ont été effectuées et sont alternés par des
étapes de rincage. Pour chaque mise au contact, un tiers du volume total de la solution [An(1V)(COs)s]®
est ajouté dans 1’échantillon contenant la protéine. Un léger exces de métal est ajouté afin de s’assurer
de la saturation de la protéine. Les étapes de mises au contact sont faites directement sur un filtre
centrifuge microcon® de 5 kDa et conservé a 4°C pendant 6 heures. Les étapes de ringage ont été
réalisées en ajustant le pH de 1’échantillon a un pH proche du pH physiologique (pH 7,4 + 0,1) et en
ajoutant du milieu tampon. A toutes les étapes, la centrifugation a été réalisée selon les conditions
suivantes : (2000g ; 20 minutes ; 4°C). Les concentrations d’An(IV) et de protéine dépendent de 1’étude
réalisée.

Pour les complexes ternaires avec le sidérophore, la DFOB (C ~ 2,7.102 M) a été ajoutée dans
I’¢chantillon a pH proche du pH physiologique. Le volume est ajusté en fonction de la steechiométrie
entre la Tf et la DFOB dans I’échantillon. Aprés un temps de contact de 6h, I’échantillon est rincé de la
méme facon que décrit au-dessus. L'échantillon a ensuite été récupéré sur le filtre. Le volume final de
I'échantillon est de 250puL.
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Tableau 29 : Liste des échantillons préparés selon letype d'analyse réalisée (concentrations finales théoriques

engageées, pH, milieu tampon)

Complexe Corotéine ( CIAIr_1 ) pH Tampon  Technique d’analyse
(mol.L?) mol.L"
F-Pu ~3,2.10" ~1,7.10* ~74 MES-NaCl EXAFS
F-Pu ~1,6.107 ~45.10* ~74 MES-NaCl uv
F-Th ~3,210" ~55.10* ~74 MES-NaCl EXAFS / XANES
F-Th ~1,8.10" ~55.10* ~74 MES-NaCl IR
Stock-F ~3,2.107 = ~74 MES-NaCl EXAFS / XANES
Stock-F ~1,8.10° - ~74 MES-NaCl IR
Pu,Tf ~3.10* ~6.10* ~74 MES-NaCl EXAFS / SAXS/ UV
Pu,Tf ~3.10* ~6.10* ~74 - IR
ThoTf ~3.10* ~6.10* ~74 MES-NaCl EXAFS / SAXS
ThyTf ~3.10* ~6.10* ~74 - IR
Pu,Tf-DFOB* ~3.10* ~6.10* ~74 MES-NaCl EXAFS / SAXS/ UV
Th,T-DFOB* ~3.10* ~6.10* ~74 MES-NaCl EXAFS / SAXS /| UV
6-
[PU(GOa)] : ~2510°  ~9/10 i EXAFS / UV
6-
[Tflg[gcokszs] - ~2,5.10° ~9/10 - EXAFS /IR

*concentration en DFOB : ~ 3.10° mol.L*

° concentration en carbonate : ~ 3 mol.L*
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Annexe B: Méthode d’analyses des complexes An(IV)-

protéine sur Grands Instruments

Ce travail a donné lieu a de nombreuses campagnes d'expérience sur un Grand Instrument, a savoir le
synchrotron de Source Optimisée de Lumiére d’Energie Intermédiaire du LURE (SOLEIL), situé a
Saint-Aubin, France et représenté en Figure 96.

Figure 96 : Photographie du synchrotron SOLEIL

Les expériences de diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) et de spectroscopie d'absorption de
rayons X (XAS) ont éte réalisées sur la ligne de faisceau MARS (Multi Analyses on Radioactive

Samples), qui est I’unique ligne pouvant recevoir des échantillons radioactifs.
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1. Conditions de la ligne MARS

Les expériences de diffusion de rayons X aux petits angles (SAXS) et de spectroscopie d'absorption de
rayons X (XAS) ont été réaliseées sur la ligne de lumiere MARS (Multi-Analyses on Radioactive
Samples) du synchrotron SOLEIL (Saint-Aubin, France) (LLorens et al., 2014; Sitaud, Solari, Schlutig,
Llorens et Hermange, 2012). L'anneau de stockage fonctionnait en mode top-up avec un courant
électronique de 500 mA, accéléré jusqu’a une énergie critique de 2,5 GeV. L'optique de la ligne de
lumiere est constituée de deux longs miroirs en Si revétus d’une couche mince de Pt-Rh insérés de part
et d’autre d’un monochromateur a double cristal (DCM) refroidi a I'eau pour la sélection de I'énergie
incidente. Les deux miroirs ont pour role, d’une part de collimater dans la dimension verticale le faisceau
de rayons X prélevé dans ’anneau de stockage du synchrotron SOLEIL au préalable de son entrée dans
le monochromateur puis jusqu’a la position de I’échantillon sur le poste d’analyse et d’autre part, assurer
la rejet des harmoniques de plus forte énergie. Le premier cristal plan du monochromateur assure la
sélection en énergie du faisceau monochromatique utilisé pour I’analyse. Le second cristal est monté sur
un systéme courbeur afin d’assurer la focalisation dans le plan horizontal du faisceau monochromatique
ainsi que le maintien fixe du faisceau sur I’échantillon. Le monochromateur de la ligne MARS est équipé
de deux paires de cristaux Si(111) et Si(220) pour couvrir une gamme d’énergie de rayons X
monochromatiques comprise entre 3 et 35 keV. Pour les analyses SAXS et XAS réalisées, le faisceau
était focalisé sur I’échantillon avec une taille d’environs 300 x 300 microns (H x V, largeur a mi-

hauteur).

2. Conditions d’acquisition XAS

L'étalonnage de I'énergie du monochromateur a été effectué a partir des feuilles métalliques de référence
au seuil K de I"Yttrium correspondant a 17,038 keV pour sonder le seuil Ly du Thorium (16,300 keV),
au seuil K du Zirconium correspondant a 17,998 keV pour sonder le seuil Ly du plutonium (18,057
keV) et au seuil K du Fer correspondant a 7,112 keV pour sonder le seuil K du fer (7,112 keV). Une
cellule spécifique a été utilisée pour les échantillons radioactifs et était composée de supports
d'échantillons en Téflon contenant trois fentes de 250 pL fermées par deux couches de films Kapton®

(polyimide) de chaque c6té (Figure 97).

204



Annexes

Figure 97 : Photographie du montage utilisé sur la ligne MARS en configuration XAS

Les données ont été traitées en utilisant le code ATHENA du progiciel Demeter 0.9.25.58 Les données
EXAFS ont été ajustées en utilisant les phases et les amplitudes calculées avec le code Feff7 intégré
dans le code ARTEMIS de Demeter 0.9.25 (Ravel et Newville, 2005).

Les modeles issus des calculs en dynamique moléculaire sont utilisés comme composés modeéle. Le
signal EXAFS a été ajusté dans I'espace R A) entre 1 et 6 (sans aucun filtrage supplémentaire aprés
transformation de Fourier en utilisant une fenétre de Hanning en k2 (2,7 — 10,8 A™%). Dans tous les
ajustements, un seul facteur d'amplitude global Se? et un seul facteur de seuil d'énergie Eo ont été
considérés pour toutes les contributions. Le facteur d'accord R (en %) et le facteur de qualité réduit >
(Q) sont tous deux fournis comme indication de la qualité de I'ajustement. La simulation des spectres
EXAFS obtenus par calcul en dynamique moléculaire, ont été réalisés avec le code Feff9 en utilisant un

décalage du seuil d'énergie de 8 eV.

3. Conditions d’acquisition SAXS

L'étalonnage de I'énergie du faisceau incident a été effectué au saut de seuil K de I"Yttrium correspondant

a 17,038 keV. Une cellule spécifique a été utilisée pour les échantillons radioactifs et était composée de
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supports d'échantillons en Téflon contenant trois fentes de 250 pL fermées par deux couches de films

Kapton® (polyimide) de chaque cbté.

Les expériences SAXS ont été réalisées par la suite avec une énergie de rayons X de 16,0 keV
correspondant & une longueur d'onde moyenne de 0,7749 A, et une distance échantillon-détecteur de
763,67 mm. Cette configuration permet de couvrir une gamme de Q comprise entre environ 0,02 A et
2 AL, Un réservoir rempli de gaz He contenant l'arrét de faisceau de la photodiode centrée a été placé
entre le support d'échantillon et le détecteur Pilatus 3 2M CdTe afin de réduire la diffusion de l'air
(Figure 98) (Dumas et al., 2022). Les transmissions des échantillons ont été enregistrées pendant 5 s a
I'aide de photodiodes et les diagrammes de diffusion ont été enregistrés pendant 45 s par échantillon.
Les données de diffusion 2D isotrope ont été moyennées azimutalement pour obtenir l'intensité de
diffusion 1(Q) en utilisant le logiciel PyFAI (Ashiotis et al., 2015). L'intensité de diffusion des
échantillons a ensuite été normalisée par le temps d'acquisition, la transmission et I'épaisseur, et
multipliée par une constante de normalisation déterminée a l'aide de l'intensité de diffusion du
polyéthyléne (PE) a Q= 0,36 nm™ qui correspond a 4,9 cm™. L'intensité absolue diffusée par les
échantillons a finalement été obtenue en soustrayant les contributions des cellules vides, du solvant et
du fond. Les données ont été simulées a l'aide du logiciel SasView 4.2.0 (http://www.sasview.org),

notamment pour les facteurs de forme batonnet, haltéres et ellipsoide.

Figure 98 : Photographie du montage utilisé sur la ligne MARS en configuration SAXS
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4. Analyse de la dégradation de la protéine

Une étude statistique a été réalisée, en mesurant dix fois chaque complexe, afin de calculer un spectre
moyen et 1’écart-type et de vérifier que les échantillons ne se sont pas endommageés sous le faisceau. Le
milieu tampon utilisé lors de la réalisation des complexes ainsi que les cellules vides ont été analysés

dans les mémes conditions.

Le spectre moyen, en chaque point, des différents échantillons est calculé suivant la formule :

n

S

i=1

m =

S|e

Ensuite la variance, qui représente la dispersion des valeurs d’un échantillon a été calculé, en chaque

point, des différents échantillons selon la formule :

n
V—lz 2
Y (x; —m)
=1

L’écart-type est déduit de la variance, en chaque point, selon la formule :

=V

Enfin, le coefficient de variation, noté RSD, a été calculée, en chaque point, suivant la formule :

o
RSD = —
m

Le coefficient de variation moyen, de chaque échantillon analysé, est présentés dans le Tableau 30.
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Tableau 30 : Coefficient de variation moyen, en pourcentage, des dix spectres enregistrés pour chaque

Annexes

échantillon.
Echantillon Coefficient de variation (%)

Tube vide n°1 1,99 + 0,01
Tube vide n°2 1,66 + 0,01
Milieu tampon n°1 1,99 + 0,01
Milieu tampon n°2 1,29+0,01
Pu,Tf n°1 2,22+0,01
Pu,Tf n°2 4,57 +0,01
Pu,Tf n°3 2,12+0,01
Pu,Tf-DFOB 1,85+0,01

e 34,50+ 0,25/ 2,12 + 0,01 (apres retrait

du spectre différent)

Th,Tf n°2 2,25+0,01
Th,Tf n°3 2,86+0,01
Th,Tf-DFOB 1,82 +0,01
Fe,Tf n°1 1,25+ 0,01
Fe,Tf n°2 1,55+ 0,01
Fe, Tf-DFOB 1,45+0,01
apoTfn°l 1,44 £ 0,01
apoTfn°2 1,81 £0,01
apoTfn°3 1,50 £ 0,01

Le coefficient de variation est similaire entre les tubes vides et les échantillons sondés ce qui indique
qu’aucune dégradation sous faisceau n’a été constatée durant 1’acquisition des données. De plus, les
spectres d’acquisition du complexe Th,Tf n°1 sont comparés avec et sans prendre en considération le
spectre différent (Figure 99). Cette comparaison confirme qu’aucune dégradation de la protéine n’est
observée mais plutot une variation d’intensité du faisceau de rayons X incident ou un probléme de
synchronisation des différents périphériques et systémes électroniques mis en jeux dans le processus

d’acquisition de données.
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Figure 99 : Comparaison des dix spectres du complexe ThoTf n°1, ainsi que le spectre moyen, est comparé au

complexe Th,Tf n°1 aprés avoir retiré le spectre différent
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Annexe C: Autres méthodes d’analyses des complexes
An(l1V)-protéine

1. Analyses des échantillons par Infrarouge

Les spectres ATR-FTIR ont été enregistrés sur un instrument Bruker Tensor 27 en utilisant un détecteur
au tellurure de mercure et de cadmium (MCT) refroidi a lI'azote. Un cristal de diamant a six réflexions
est utilisé comme unité de réfection. Pour I’acquisition, 50pL sont placés dans une cellule micro-volume
directement posée sur le cristal. Les spectres son acquis avec une résolution de 4 cm™ et 1024 balayages
sont moyennés pour chaque échantillon. L'ouverture de la fente pour le faisceau incident est optimisée
a 3 mm. Pour les échantillons contenant du plutonium, un module spécifique a été utilise (Figure 100).

Figure 100 : Module ATR multi-réflexion diamant utilisé lors de I’acquisition d’un échantillon contenant du Pu

L’échantillon de plutonium est placé dans la cavité, au contact du diamant sur le support aimanté.
L’échantillon est ensuite confiné avec un cone en acier. Ce cone posséde une surface interne en téflon
afin de limiter les interactions avec le métal du c6ne. Un systéme de fixation avec une pince est rajouté
afin de maintenir le cone perpendiculairement au module et de rendre le systéme amovible. Ce support
s’aimante sur le module IR et I’acquisition peut étre réalisée. Toutefois les blancs de mesure doivent

étre effectuées avant d’analyser 1’échantillon contenant le plutonium.
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2. Analyses des echantillons par UV-Visible

Les spectres d'absorption UV-Visible des échantillons ont été enregistrés dans la région des longueurs
d'onde 200-1100 nm a l'aide d'un spectrophotométre UV/Vis Agilent Cary 60 a faisceau unique et d'une
cuvette en quartz de petit volume et de 10 mm de trajet optique.

Pour les échantillons contenant du plutonium, cette acquisition est effectuée directement en boite a gant.
Pour ce faire, un porte-cuve est placé en boite a gant et relié au spectrophotomeétre par des fibres

optiques, comme illustré en Figure 101.

Figure 101 : Photographie d’acquisition d’un spectre UV-Visible d’un échantillon contenant du Pu
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Annexe D: Données complémentaires de 1’étude des

complexes An(IV)-ferritine

1. Description de la ferritine utilisée

La ferritine de la rate de cheval est composée de 24 sous-unités de deux types différents : lourde (H) et

légére (L). Dans le foie et dans la rate, la sous-unité L domine (jusqu'a 90 %).

a) Sequence de la sous-unitée H

Longueur :182 acides-aminés ; Masse (Da) : 21,269

TTAFPSQVRQNYHQDSEAAINRQINLELHASYVYLSMSFYFDRDDVALKNFAKYFLHQSHEE
REHAEKLMKLONQRGGRIFLQDIKKPDQDDWENGLKAMECALHLEKNVNESLLELHKLATD
KNDPHLCDFLETHYLNEQVKAIKELGDHVTNLRRMGAPESGMAEYLFDKHTLGECDES

b) Séquence de la sous-unité L

Longueur :175 acides-aminés ; Masse (Da) :19,978

SSQIRQNYSTEVEAAVNRLVNLYLRASYTYLSLGFYFDRDDVALEGVCHFFRELAEEKREGA
ERLLKMQNQRGGRALFQDLQKPSQDEWGTTLDAMKAAIVLEKSLNQALLDLHALGSAQAD
PHLCDFLESHFLDEEVKLIKKMGDHLTNIQRLVGSQAGLGEYLFERLTLKHD

M : Methionine H : Histidine I : Isoleucine Y : Tyrosine
S : Serine K Lysine R : Arginine L : Leucine
Q : Glutamine E : Glutamic acid N : Aspargine D : Aspartic acid
P : Proline T : Threonine C : Cysteine F : Phenylalanine
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2. Minéralisation et dosage par ICP-MS/MS

Les étapes de minéralisation et de dosage par ICP-MS/MS (Agilent 8800, Tokyo, Japon) ont été réalisees
par le Dr. Marta Garcia Cortes et le Dr. Carole Bresson au laboratoire du Service d'Etudes Analytiques

et de Reéactivité des Surfaces du CEA Saclay.

a) Minéralisation et dosage du Fe présent dans la ferritine par ICP-MS/MS

Les échantillons de la ferritine pour la réalisation de la courbe de charge ont été digérés dans des tubes
en polypropyléne de 15 mL, a température ambiante pendant 48 h, avec 1 mL de HCI 34-37%
(Plasmapure plus degré, SCP Science) et 1 mL de HNO3 67-70% (Plasmapure plus degré, SCP Science).
Les échantillons digérés sont ensuite évaporés a sec a 95 °C a l'aide d'un bloc chauffant (=3 h). Enfin,
10 mL de HNO; a 2% sont ajoutés aux tubes placés dans le bain a ultrasons pendant 3 minutes. Les
échantillons ont été analysés par ICP-MS/MS (Agilent 8800, Tokyo, Japon). La détection du Fe est
réalisée en introduisant de I'nélium dans la cellule de collision/réaction a un débit de 4 mL min*
(détection sur la masse *Fe => 6Fe) et en réglant la discrimination de I'énergie cinétique (KED) a 5V.
Les transitions **Fe => %*Fe, 5’Fe => %"Fe sont également surveillées, mais seul I'isotope >¢Fe est utilisé
pour quantifier la teneur en fer de la ferritine. La quantification de la teneur en fer des échantillons de la
ferritine (Tableau 31) est effectuée aprés étalonnage externe avec des étalons de Fe dans HNO3; 2%
préparés a partir de solutions étalons de Fe ICP-MS (SPEX CertiPrep, Inc.). Les conditions de

fonctionnement ont été optimisées quotidiennement a l'aide d'une solution de réglage.

Tableau 31 : Quantification du fer dans la ferritine stockée (stock-F) par ICP-MS/MS

Milieu [F] [F] [Fe]l [Fe] FelF
tampon (mg/mL) (M) (M) (ug/mL)
MES - NaCl 1,07 2,24.10°% 1,16.10°3 65 517 + 26
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b) Minéralisation et dosage du Th par ICP-MS/MS

Les surnageants ont été digérés dans des tubes en polypropyléne de 15 mL a température ambiante
pendant 48 h avec 1 mL de HCI 34-37% (Plasmapure plus degré, SCP Science) et 1 mL de HNO; 67-
70% (Plasmapure plus degré, SCP Science). Les échantillons digérés sont ensuite évaporés a sec a 95
°C a l'aide d'un bloc chauffant (=3 h). Enfin, 10 mL de HNO3 a 2% sont ajoutés aux tubes et placés dans
le bain a ultrasons pendant 3 minutes. Ensuite, 1 mL de cette solution est diluée a 10 mL avec du HNO3

a 2% (Suprapure).

Les échantillons ont été analysés par ICP-MS/MS (Agilent 8800, Tokyo, Japon). La détection
simultanée de Fe et Th est effectuée en introduisant He dans la cellule de collision/réaction a un débit
de 4 mL min-1 et KED = 5V (détection sur la masse **Fe => %Fe et 22Th => 22Th pour Fe et Th,
respectivement). Les transitions >*Fe => >*Fe, >'Fe => >’Fe sont également surveillées, mais seul I'isotope
%Fe est utilisé pour déterminer le rapport Th/Fe. Les conditions d'opération ont été optimisées
quotidiennement en utilisant une solution d'accord. La détermination des rapports molaires Th/Fe est
effectuée avec un étalonnage externe et des étalons de Th et de Fe préparés a partir de solutions étalons
ICP-MS a élément unique (SPEX CertiPrep, Inc.). Des solutions a concentration constante de Fe (égale
a celle des échantillons) et a concentration croissante de Th ont été préparées dans HNO3 2%, ce qui a
permis d'obtenir une gamme Th/Fe de 0 a 3,4. Un blanc analytique constitué de carbonate de thorium
dans du MES sans protéine a été préparé dans les mémes conditions. Dans le filtrat de cet échantillon,

99% du Th initial est mesuré, ce qui montre que le filtre n'adsorbe pas le Th.

c) Tableaux récapitulatifs des données obtenues par ICP-MS/MS

Les Tableau 32 et Tableau 33 regroupent les données de préparation et de mesures par ICP-MS/MS de
la courbe de charge de la ferritine par le Th(IV).
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Tableau 32 : Préparation de la courbe de charge de Th(IV)-F : rapports molaires correspondant a chaque point

abscisse de la courbe. Un triplicata a été réalisé pour chaque point. Le rapport moyen F:Th a été utilisé pour

I'abscisse de la courbe de charge

Th/Fe Th/F [average ratio | average ratio | Th/Fe standard | Th/F standard
ratio ratio Th/Fe Th/F deviation deviation
8,89 4596
8.86 4582 8,86 4583 0,03 13
8,84 4569
6,86 3545
6.99 3615 6,94 3586 0,07 37
6,96 3599
6,00 3104
563 2909 5,90 3050 0,24 123
6,07 3136
5,00 2585
495 2557 4,95 2560 0,04 23
4,91 2540
3,98 2060
3.98 2060 3,97 2050 0,03 16
3,93 2034
3,01 1556
3,00 1550 3,00 1551 0,01 4
2,99 1548
2,01 1038
202 1043 2,00 1033 0,02 13
1,97 1019
1,52 788
1,53 792 1,52 786 0,02 8
1,50 777
0,99 510
0,98 509 0,99 510 0,00 1
0,99 510
0,49 255
0.48 246 0,49 251 0,01 5
0,49 252
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Tableau 33 : Mesures de Th et Fe par ICP-MS/MS et UV-Vis pour le dernier point de la courbe
Th/Fe Th/F average ratio | average ratio | Th:Fe standard Th:F
5,33 2757
5,45 2818 0,10 53

5,50 2846 OV - Vi
5,52 2852

4,98 2574

6,38 3299 5,54 2866 0,74 383
5,27 2724

5,77 2985

5,13 2653 5,50 2843 0,33 171
5,59 2892

4,27 2207

4,41 2278 4,28 2211 0,12 65
4,16 2149

3,51 1814

3,16 1634 3,38 1750 0,19 100
3,48 1801 ICP-MS
2,33 1203

2,28 1178 2,09 1082 0,37 189
1,67 864

0,83 431

1,04 537 1,02 528 0,18 93
1,19 616

0,90 466

1,28 664 0,93 483 0,33 173
0,62 320

0,26 137

0,29 148 0,27 139 0,02 8
0,25 132

0,07 34

0,05 25 0,05 28 0,01 5
0,05 25
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3. Calcul des modeles moléculaires

Tous les calculs des modéles moléculaires par MD et DFT ont été effectués au Zentrum fir
Informationdienste und Hochleistungrechnen de la Technische Universitdt Dresden Universitét
Dresden, Allemagne, par le Pr. Satoru Tsushima.

a) Réalisation des modeles F-Pu calculés par dynamique moléculaire

Les simulations MD ont été réalisées a l'aide du progiciel AMBER 1555 avec le champ de force ff99SB
appliqué sur la protéine. Pour Pu*, les paramétres de type 12-6-4 LJ développés par Merz et ses
collaborateurs sont employés (P. Li, Song et Merz, 2015). Pour les ions carbonates, des parametres
supplémentaires sont employés (Kerisit et Liu, 2014). L'état de protonation de la protéine a été ajusté
pour modéliser un pH de 7,4. Des ions Na* ont été ajoutés pour rendre le systéme électrostatiquement

neutre.

La trajectoire MD a été enregistrée par pas de 50 ps. Les simulations ont été réalisées avec deux
structures initiales différentes (simulations A et B) pendant 150 ns de temps de simulation MD. Pour les
deux simulations, les positions des 6 atomes de Pu par rapport a celles de la protéine ont atteint I'équilibre
vers le milieu de la simulation de 150 ns. Par conséquent, la derniére trajectoire a 75 ns a été utilisée
pour I'échantillonnage statistique afin de garantir les structures équilibrées. La RMSD (Root Mean

Square Derivate) des deux simulations est indiquée dans le Chapitre 2.

Dans les deux simulations, chaque environnement proche des atomes de plutonium a été isolé et leur

structure est représentée dans le Tableau 34.
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Tableau 34 : Structure et interaction locale de chaque plutonium dans les deux simulations calculées par

simulation MD. Dans toutes les images, le plutonium est représenté par des boules bleues, le carbone par des

boules grises, I'oxygene par des boules rouges et I'azote par des boules violettes.

Simulation A

Pul

A:1Asp(1O)+1lcarb(20)+7
Eau (7 O)

B:4Glu(70)+3Eau(30)

Simulation B

|

Pu 2
A 1lcarb (2 0)+8Eau(80)

B:1lcarb(20)+8Eau(80)

Pu 3

A:1Asp(10)+1Glu(20)+7
Eau (7 O)

B:1Asp(10)+1Glu(10)+1
carb (20) + 6 Eau (6 O)

Pu4
A:1Glu(20)+8Eau(80)

B:1carb(20)+8Eau(80)

Pu5
A:1lcarb(20)+8Eau(80)

B:2carb (4 0)+6Eau(60)

Pu 6
A:lcarb(20)+8Eau(80)

B:1carb(20)+8Eau(80)

o
2
¥
¥
¥
i
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b) Réalisation des modeles de thorium calculeés par DFT :

Les calculs de théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) sur les interactions de Th(IV) avec les
résidus d'acides aminés ainsi qu'avec les ligands carbonates ont été réalisés au niveau B3LYP dans I'eau
grace a l'utilisation du modele de continuum polarisable de type conducteur (CPCM) en utilisant le code
Gaussianl6. Les potentiels de noyau effectifs de type Stuttgart (petit noyau ECP dans le cas de Th) et
les ensembles de base correspondants ont été utilisés sur tous les éléments, a I'exception de I'hydrogéne.

Pour H, I'ensemble de base tout-électron de qualité triple-zeta a été utilisé.

Le Tableau 35 regroupe la structure locale calculée par DFT, de chaque complexe de thorium avec un

groupement aspartate ou glutamate dans des deux types d’interaction : monodente et bidente.

Tableau 35 : Structure et interaction locale du Th avec des acides aminés. Le thorium est représenté par des

boules bleues, le carbone par des boules grises, I'0xygéne par des boules rouges et I'azote par des boules

violettes.
Th2 '
Th1l
1 Asp monodente (1 O) 1 Asp bidente (2 0)
+ 8 Eau (8 0) + 8 Eau (8 O)
Th4
Th3
1 Glu monodente (1 O) 1 Glu bidente (2 O)
+9Eau (9 0) + 8 Eau (8 O)
Th-carb
4 carbonates (8 O)
+2Eau (20)
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Annexe E : Données complémentaires de I’étude des complexes
An(I1V),Tf

1. Calculs de modeles moléculaires

Tous les calculs des modéles moléculaires par MD ont été effectués au Zentrum fur Informationdienste
und Hochleistungrechnen de la Technische Universitat Dresden Universitat Dresden, Allemagne, par le
Pr. Satoru Tsushima.

Les calculs ont été effectués sur Pup-Tf incorporant un nombre différent de CO3> (0 a 3) autour des
centres Pu. La structure de départ a été prise de Ce,-Tf (PDB : 1FCK) (H. M. Baker et al., 2000). Les
atomes manquants, y compris I'nydrogene, ont été ajoutés et les états de protonation ont été ajustés pour
imiter le pH physiologique (pH 7,4). Les paramétres de Lennard-Jones de type 12-6-4 pour Pu** ont été
repris de Metz (Metz, Kastner, Sokol, Keal et Sherwood, 2014) comme dans I'étude précédente sur la

ferritine. Les calculs ont été effectués pour un temps de simulation de 100 ns.

Le Tableau 36 regroupe la structure locale calculée par MD, de chaque Pu dans les lobes de chaque
modeéle de la transferrine.
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Tableau 36 : Structure et interaction locale de chaque plutonium dans les modéles Pu,Tf (1carb), Pu,Tf (2carb)

et Pu,Tf (3carb). Dans toutes les images, le plutonium est représenté par des boules bleues, le carbone par des

boules grises, I'oxygene par des boules rouges et I'azote par des boules violettes.

Lobe N

Pu2Tf (1carb)

Lobe N :
1Glu(10O)+1Ser(10)+3Eau
(B30)+1Asp(20)+1carb(20)

Lobe C :
1Ala(10)+1Pro(10)+4Eau
(40)+1Asp(20)+1carb(20)

Lo

be C

=

Pu2Tf (2carb)

Lobe N :
4Eau(40)+1Asp(20)+2carb
(40)

Lobe C:
1Thr(10)+1Eau(10)+1Asp
(20)+2carb (4 O)

Pu2Tf (3carb)

Lobe N :
1Asp(10)+2Eau(20)+3carb
(60)

Lobe C:
2Eau (20)+1Asp(20)+ 3carb
(60)
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2. Spectrophotométrie UV-Visible de la complexation d’un

sidérophore avec Pu,Tf

Les spectres d’absorption des différents complexes analysés par UV-Visible, a pH physiologique, sont
présentés Figure 102. Sur cette figure, la comparaison a été réalisées entre les spectres du complexe
Pu,Tf (ligne rouge), I’apotransferrine (ligne noire), la DFOB (ligne orange), le complexe Pu-DFOB
(ligne rose) et le complexe de Pu,Tf-DFOB (ligne bleue). Pour le complexe Pu,Tf-DFOB, la DFOB a
été ajoutée avec une steechiométrie de 10 : 1. Apres 24h, ce complexe a été rincé, plusieurs fois, afin
d’éliminer la DFOB libre en solution. Les spectres contenant la protéine ont été normalisés par rapport

a la bande d'absorption a 278 nm.

1.0 -
| Pu,Tf
0.9 ] apoTf
0.8 - Pu,T{-DFOB
> 1 Pu-DFOB
'Té 0.7 DFOB
5 06-
= ]
S 05
[4+] -
T 044
8 .
.D -
< 03
0.2 -
0.1
00 T T ~— " Ff—— T = IE%Q
250 300 350 400 450 500

Longueur d'onde (nm)

Figure 102 : Spectrophotométrie des complexes Pu,Tf (ligne rouge), Pu-DFOB (ligne rose), DFOB libre (ligne
orange), apotransferrine (ligne noire) et Pu,Tf-DFOB (ligne bleue), a pH physiologique. Les spectres contenant
la protéine sont normalisés sur la bande caractéristique a 280 nm. Les spectres de la DFOB libre et Pu-DFOB

sont normalisés par la concentration de DFOB par rapport au complexe Pu,Tf-DFOB.

La comparaison des spectres dans la zone entre 300 et 350 nm (encadrée en noir) correspond soit a la
formation d’un complexe ternaire entre le Pu(IV), la transferrine et la DFOB, soit a une moyenne des

spectres des complexes Pu-DFOB et Pu,Tf.
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Résume :

L'acquisition d'informations structurales sur les complexes d'actinides avec les protéines permet d’améliorer la
compréhension des mécanismes biologiques de contamination. Notre étude porte sur le plutonium ainsi que sur
son analogue thorium (au degré d'oxydation +IV), dont le comportement présente des similitudes avec
I'noméostasie du fer. Une premiere partie de mon travail a eu pour objectif de décrire les modes d'interaction entre
Pu/Th et la ferritine qui régule le stockage du fer dans les cellules. La ferritine est composée d’un cceur ferrique
d’oxo-hydroxo de Fe(Ill) entouré d’un anneau protéique. Les mesures XAS (EXAFS) couplées a de la
modélisation ont permis d’identifier les interactions entre Pu/Th et la ferritine mais aussi de déterminer la structure
des sites de complexation. Le deuxiéme axe de recherche a porté sur la complexation de Pu/Th par la transferrine
dont le rdle est le transport du fer sérique vers les cellules. Les mesures XAS (EXAFS) couplées a de la
modeélisation ont permis de montrer que Pu/Th(IV) interagissent avec les deux sites de complexation du fer dans
la protéine. Dans ces conditions, la modification de la structure tertiaire de la protéine a été analysée par SAXS.
Cette derniere parait étre en conformation ouverte lorsque deux cations Pu/Th lui sont liés alors que dans le cas du
Fe(lll) elle adopte une conformation fermée. La conformation de la transferrine (fermée) est essentielle a sa

reconnaissance par la protéine réceptrice a la surface cellulaire afin d’y étre internalisée.

Mots clés :

Plutonium, transferrine, ferritine, métalloprotéine, XAS

Abstract:

The acquisition of structural information on actinide complexes with proteins allows to improve the understanding
of biological mechanisms of contamination. Our study focuses on plutonium and its analogue thorium (at oxidation
state +1V), whose behaviour shares some similarities with the homeostasis of iron. The first part of my work aimed
at describing the interaction modes between Pu/Th and ferritin which regulates the storage of iron in cells. Ferritin
is composed of a ferric core of Fe(lll) oxo-hydroxo surrounded by a protein ring. XAS measurements (EXAFS)
coupled with modelling allowed to identify the interactions between Pu/Th and ferritin but also to determine the
structure of the complexation sites. The second axis of research focused on the complexation of Pu/Th by
transferrin whose role is the transport of serum iron into the cells. XAS measurements (EXAFS) coupled with
modelling have shown that Pu/Th(IV) interact with the two iron complexation sites in the protein. Under these
conditions, the modification of the tertiary structure of the protein was analysed by SAXS. The protein appears to
be in an open conformation when two Pu/Th cations are bound to it, whereas in the case of Fe(lll) it adopts a
closed conformation. The closed conformation of transferrin is essential for its recognition by the receptor protein

on the cell surface to be internalized.

Key words:

Plutonium, transferrin, ferritin, metalloprotein, XAS



