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PREAMBULE

Durant les trois années de these, les travaux se sont orientés autour de deux axes de recherche. Le premier
axe de recherche vise au développement d’un catalyseur d’oxydation hétérogene inspiré par une enzyme a
cuivre, la lytique polysaccharide monooxygénase (LPMOQ), capable d’oxyder une liaison C-H. Le second axe de
recherche vise a développer et étudier un systéme a relargage de peptides antimicrobiens uniquement en
présence de bactéries. Ces deux sujets possedent comme point commun ['utilisation d’une architecture
peptidique bio-inspirée ainsi que I'utilisation d’ions métalliques.

Dans le premier sujet, I'ion cuivre est utilisé a des fins catalytiques (tel que I'oxydation, I’hydrolyse et transfert
électronique). Nous avons tenté de reproduire le site catalytique de la LPMO avec une paire de peptides
capables de s’autoassembler en feuillets B antiparalléles (méme structure que dans le site actif de 'enzyme),
comme support au site de coordination du cuivre.

Dans le second sujet, I'ion fer est utilisé. Dans un premier temps il posséde un réle structural, pour maintenir
la cohésion du systeme de relargage. |l posséde également un second réle, c’est I'élément qui permet le
relargage du principe actif, par le biais du systéme d’acquisition du fer chez la bactérie : la sécrétion de
sidérophores. Un peptide antimicrobien est ici fonctionnalisé par des ligands affins pour le Fe" (ou le Ga")
pour produire un polymere de coordination relié par le biais du fer et des ligands.

Malgré les nettes différences de nature, d’objectif et d’expertise, les éléments utilisés pour parvenir au
développement des deux projets sont de la méme origine et démontrent la versatilité de I'utilisation de
peptides, mais également des métaux de maniére générale.

Les deux sujets traités étant si différents, ce manuscrit de thése est découpé en deux chapitres distincts, avec
leur propre introduction présentant tous les aspects nécessaires a la compréhension de chaque
problématique.
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CHAPITRE 1
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1.1 INTRODUCTION
1.1.1 Cuivre

Le cuivre est un élément indispensable au bon fonctionnement de notre organisme. De plus, il représente
0,0068 % de la masse totale dans la crolte terrestre. L'atome de cuivre est composé de 29 électrons, il est
présent majoritairement aux degrés d’oxydation Cu' et Cu" en biologie, avec pour configurations électroniques
respectives [Ar] 3d%° et [Ar] 3d°. Dans des conditions aérobies et autour du pH neutre, le Cu'n’est pas stable
et a tendance a s’oxyder rapidement en présence de dioxygéne, et se dismuter en Cu® et Cu" en conditions
anaérobies. C’est pourquoi, pour avoir un complexe du Cu' stable en solution aqueuse, les ligands sont

essentiels afin de stabiliser I'ion (ex thiolates, thioethers, etc.). 13

Les complexes de Cu" possédent une particularité géométrique : la liaison entre les ligands axiaux et le cuivre
est allongée (liaison plus faible) alors que les ligands équatoriaux sont plus rapprochés du cuivre (liaison plus
forte) en comparaison a une géométrie octaédrique classique. Cette particularité est due a I'effet Jahn Teller
(Figure 1), amenant a différentes géométries en fonction des ligands coordinés, tels que plan carré, pyramidal
a base carrée et bipyramidal a base carrée. Cet effet favorise aussi I'’échange de ligands dans les positions

axiales du complexe de Cu". !

Le Cu' quant a lui étant d%, il ne bénéficie pas de stabilisation par le champ des ligands et adoptera une
géométrie linéaire, tétraédrique ou encore trigonale, qui sont des espéces avec peu de ligands, dont la
géométrie est principalement régie par les contraintes stériques.*

d

Xy Az, dyz T

Figure 1 : Effet Jahn Teller pour le cuivre : levée de dégénérescence par I’effet Jahn Teller, géométrie et remplissage des couches
électroniques.

Les deux degrés d’oxydation du cuivre (Cu' et Cu") ci-dessus présentent un ratio charge/rayon différent. Cette
information permet la classification des ions selon la classification de Pearson HSAB (dur et mou, acide et
basique). En effet, le Cu' posséde une charge diffuse et est considéré selon la théorie HSAB comme mou. Cette
particularité nous informe sur les ligands protéiques les plus aptes a stabiliser le Cu': les thiolates ou les
thioéthers. Le Cu", quant a lui, posséde une dureté/mollesse intermédiaire, c’est pourquoi il préfére les atomes
N et O pour se coordiner, comme les amines, les acides carboxyliques, les histidines, etc. ®

Les organismes vivants utilisent cet élément a des fins catalytiques, pour sa capacité a changer de degré
d’oxydation dans une vaste plage de potentiels (de -0,4 4 0,8 V a pH 7 pour Cu'/Cu'), modulable par le biais
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des ligands coordinés sur le métal et leurs géométries. Les deux états du cuivre ayant des géométries tres
différentes, le défi pour le vivant a été de développer des ligands permettant un cycle redox efficace du cuivre
(cycler efficacement entre Cu" et Cu') ou au contraire, totalement supprimer les capacités redox du cuivre
(transport). Pour le transport, le cuivre doit également étre cinétiquement labile afin de pouvoir étre échangé
facilement entre le transporteur extracellulaire et son récepteur/transporteur transmembranaire afin d’étre
acheminé a l'intérieur de la cellule.*®

1.1.2 Génération de stress oxydant par le cuivre

Le couple Cu'"/Cu' ayant un potentiel de réduction de 0,16 V, il peut également catalyser la formation de ROS
a partir de dioxygéne, comme le fer, mais avec un mécanisme légerement différent. Tout comme le fer, le
cuivre a besoin de la présence d’un réducteur (tel que I'ascorbate (AscH °) ou un thiol comme le glutathion
dans les organismes vivants) afin de pouvoir cycler entre les deux états d’oxydation du cuivre pour générer
des ROS (Figure 2). C’'est pourquoi le cuivre est systématiquement coordonné a un ligand permettant de
moduler ses propriétés, inerte pour le transport dans I'organisme, afin d’éviter la production de ROS ou
facilitant les échanges électroniques, afin de réaliser de la catalyse ou du transport d’électron. La régulation
du cuivre dans le corps est essentielle et finement régulée, pour empécher la présence de cuivre libre dans

notre organisme. 3%’

Oxydant Réducteur Oxydant Réducteur Oxydant Réducteur

ol ol Cu! ol ol ull
O, ‘— O,” ~ H,0, — 3 HO +HO
2H"

Figure 2 : Mécanisme de production des ROS avec le cuivre (type Fenton). Réducteur/Oxydant = AscH -/Asc.~ ou RSH/RSSR

1.1.3 Les métalloenzymes a cuivre

L'émergence des enzymes a cuivre est intimement liée a I'augmentation drastique du dioxygene présent dans
notre atmosphere. En effet, lors du « Great oxidation event », une augmentation majeure de la concentration
en dioxygéne a conduit a 'oxydation du Fe'" des océans en Fe''.2 Or, le Fe" forme trés rapidement des oxydes
de fer fortement insolubles, le rendant beaucoup moins biodisponible, contrairement au cuivre, qui lui s’est
retrouvé oxydé du Cu' (Cu,S fortement insoluble) en Cu", une espéce nettement plus soluble.® C’est pourquoi
les organismes aérobies ont développé des stratégies d’utilisation du cuivre tout en conservant les enzymes a
fer déja développées. De plus, les organismes anaérobies, n’étant pas en contact avec le dioxygene, ils n’ont
pas eu la nécessité de développer des enzymes a cuivre. C'est pourquoi il existe trés peu d’enzymes a cuivre
développées par les organismes anaérobies, mais une forte conservation d’enzymes a fer. 3
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1.1.3.1 Les différentes familles de métalloenzymes a cuivre

Les protéines utilisant le cuivre comme cofacteur sont classées dans différentes familles et sont catégorisées
par le type de ligands qui les composent, la géométrie du centre métallique et le nombre d’ions de cuivre
composant le site catalytique (Tableau 1). %%

Site (Cu) Nb Cu Géométrie Fonction Exemple type Ligands
Type | : 1 Tétraécoordiné | Transferte - Plastocyanine Cu (NHis) 2 (Scys) (Swet)
Classe | photosynthése
Type | : 1 Tétraédrique Transfert e - procaryote Umecyanine Cu (NHis) 2 (Scys) (Oalu)
Classe Il et eucaryote
Type | : 1 Bipyramide a Transfert e - respiration Azurine Cu (NHis) 2 (Scys) (Swet)
Classe IlI base trigonale (Oaly)

Type Il 1 Pyramide a Réduction 02 (H202) Cu, Zn SOD, - Cu (NHis) aH20
base carrée Oxydation 02" (02) monooxygénase - Cu (NHis) 2 (Swmet)
Type Il 2 Bipyramide a Transport du 02 Hémocyanine [Cu (Nhis) 3] 2
base trigonale
Cua 2 Tétraédrique Réduction Oz en H20 Cyt C oxydase 1(SCys) 2 [Cu (NHhis)
(Smet)]
[Cu (NHis) (Oglu)]
Cus 1 Pyramide a Réduction Oz en H,0 Cyt C oxydase Cu (Nis) 3
base trigonale
Cuz 4 Tétrahédral Réduction NO2-en N2 NO:2 réductase uS?- [4Cu (Nis) 70 (?)]

Tableau 1 : Tableau regroupant tous les différents types de protéines a cuivre avec leurs géomeétries, les ligands coordinés ainsi que
leur fonction.?

Le type | (T1Cu ou «blue copper proteins »)

C’est le groupe le plus étudié et caractérisé dans la littérature. La majorité des représentants de ce groupe
réalise des réactions de transfert électronique (ex. cupredoxine). La différence entre les 3 classes de protéines
de type | varie simplement par la géométrie du site de coordination ainsi que les résidus coordonnés.*

Le type Il (T2Cu)

Ce type d’enzyme réalise principalement des réactions d’oxydoréduction (oxydoréductases) permises par la
morphologie du site catalytique. *

Le type 11l (T3Cu)

Les enzymes composant cette famille posseédent un centre a cuivre binucléaire et sont le plus souvent
impliquées dans des réactions d’oxydation ainsi que pour le transport d’oxygéne (ex. hémocyanine).*

Les types Cua et Cus

Ces types de sites sont retrouvés dans le cytochrome C oxydase (CcO), une protéine multidomaine qui catalyse

la réduction du dioxygene en eau en tant qu’accepteur final d’électron de la chaine respiratoire. Cua est
hypothétiquement considéré comme accepteur d’électron (qui le transmettra a ’'heme) tandis que Cus serait
engagé dans la coordination du dioxygéne lors de I'étape de transfert électronique de I’héme.*
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Le type Cuz

Ce type de site a été découvert récemment et est présent dans la nitrite réductase, dont le fonctionnement
n’est pas encore parfaitement compris.*

Toutes ces classes regroupent toutes les enzymes a cuivre connues a ce jour. Nous allons nous intéresser de
plus prés au type Il. Cette famille regroupe la plus grande diversité de structure et d’activité. Nous allons parler
d’une enzyme découverte en 2010, la monooxygénase lytique de polysaccharides qui dégrade les
polysaccharides (cellulose, chitine).*

1.1.4 Monooxygénase lytique de polysaccharides (LPMO)

Les composés lignocellulosiques sont les composants majoritaires de la paroi des cellules végétales et
possédent un fort potentiel comme matériaux bruts renouvelable pour la production de biocarburant de
seconde génération.!! Cependant, certains polymeéres lignocellulosiques sont difficiles a hydrolyser et
induisent un surcodt lors de la production de biocarburants basés sur cette méthodologie.’? Le clivage
hydrolytique des biopolymeéres lignocellulosiques par les cellulases (endoglucanase, exoglucanase et [3-
gluconidase) est la premiére étape fondamentale pour la production de biocarburant. Cette dégradation est
réalisée par un cocktail d’enzymes sur la cellulose, les endoglucanases permettent un clivage des zones
amorphes de la cellulose (pas besoin d’extrémité pour initier la catalyse), les exoglucanases servent a produire

du glucose ou de la cellobiose en coupant a une extrémité d’un polysaccharide, et les B-gluconidases servent
11,13

a hydrolyser la cellobiose en glucose.

Figure 3 : Structure de la lytique chitine monooxygénase (LCHMOQ) d’Enterococcus faecalis (PDB : 4alc)**

Une famille d’enzyme appelée monooxygénase lytique de polysaccharides (Figure 3), est capable de dégrader,
via un mécanisme oxydant cette fois, la cellulose, mais également la chitine, I'amidon ou encore le xylane qui
sont des polyméres connus pour étre difficiles a dégrader.’C’est une monooxygénase pouvant étre assimilée
aux protéines a cuivre de type Il (activation du dioxygéne) tout en possédant une coordination spécifique et
hautement conservée. Elle permet de cliver le polysaccharide par oxydation, aléatoirement dans le polymere
(ex. méme au milieu) et non aux extrémités du polymeére (réduits ou non). Cette oxydation a pour effet de
rompre la liaison sucre-sucre et ainsi former de nouveaux fragments dégradables par une exoglucanase et
ainsi accélérer le processus de dégradation (augmente le nombre d’extrémités de polysaccharides).'?4
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1.1.4.1 Site de coordination des LPMO (résidu conservé)
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Figure 4 : Site catalytique de la LCHMO d’Enterococcus faecalis (PDB code 4ALC) appelé « Histidine Brace »11

La sphére de coordination du cuivre est composée du I'amine N-terminal de la 1" histidine, un azote (N™) du
cycle imidazole de ce méme acide aminé, ainsi que de la chaine latérale de I'His 68 (NY). lls forment ainsi un
«T», et ce type de géométrie a été nommé « Histidine Brace » et est hautement conservé chez toutes les
LPMO connues a ce jour (Figure 4). *°

Il existe plusieurs LPMO différentes, pouvant étre différenciées par leurs aspects structuraux (résidus
coordinés au cuivre). Trois types structuraux peuvent étre identifiés: les LPMO avec un résidu tyrosine
coordonné (en plus des résidus formant le site « histidine brace »), les LPMO avec un résidu glutamate
coordonné et finalement la structure que dont nous allons nous inspirer, les LPMO avec uniquement la
coordination « histidine brace ».

1.1.4.2 Réaction catalysée par les LPMO

Cette enzyme posséde un fort intérét chimique. En effet, elle permet de dégrader efficacement les
polysaccharides. Elle est actuellement présente dans les cocktails enzymatiques utilisés en bioraffinerie
industrielle. ¥’

Aldonolactone B-pyranose
OH H H
H " OH R
c4 c1 Ry o + HO|-|o ﬁ\o
HOH H OHH R Ho OH "0 ©
R-o o H\O' 0, H HOH
HO on o 0 LPMO
H H HOH HOH H OHH R
C1 c4 Ry Ho + Ho ﬁ\o’
HO OH (0]
OH (0]
H H OH

B-pyranose 4-Kétoaldose

Figure 5 : Réaction d’oxydation d’un polysaccharide catalysée par la LPMO!

La LPMO catalyse la dégradation des polysaccharides par le biais d’'une monooxygénation du polysaccharide
soit sur le carbone anomérique C1, afin d’obtenir une aldonolactone et un B-pyranose (Figure 5 : fleche du
haut C1), ou sur le carbone C4, pour obtenir un B-pyranose et un 4-kétoaldose sont produits (Figure 5 : fleche
du bas C4). 18
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1.1.5 Comparaison catalyseur enzymatique et catalyseur organique

Les enzymes sont capables de positionner le substrat et I'activer par le biais de liaisons covalentes ou de
stabiliser I’état de transition par le biais d’interactions de Van Der Waals ou de liaisons hydrogene et ainsi
accélérer les réactions chimiques qu’elles catalysent. Les complexes métal/protéine ayant une activité
catalytique sont appelés métalloenzymes. Elles sont responsables de la catalyse d’une trés grande variété de
réactions chimiques dans la cellule, et dans certains cas, des réactions tres difficiles a mettre en ceuvre au
laboratoire (ex. synthése d’acide gras, synthése des terpénes ou encore la chimie des sucres).’ En effet, les
propriétés les plus souvent rencontrées en catalyse enzymatique sont: (i) une excellente sélectivité de
substrat méme dans un milieu complexe (ii) une forte énantiosélectivé permettant de produire un composé
chiral pur (iii), une régiosélectivité et une chimiosélectivité, permettant ainsi de former spécifiquement un
produit par rapport a tous les autres dérivés qui peuvent étre produits a partir du méme substrat. C'est une
prouesse qui est possible grace a une reconnaissance précise du substrat par le site de liaison, ainsi que grace
aux ligands coordinant I'ion métallique, car il permet un controle fin sur la réactivité de I'enzyme par
modification du potentiel du métal du site actif. La seconde sphére de coordination joue également un réle
dans les propriétés du centre catalytique, avec un effet moindre que les ligands directement coordinés a I'ion

métallique.?®#

En comparaison, les catalyseurs dits classiques (ex. catalyseur de Grubbs)?? sont de taille nettement plus
modeste (petites molécules : taille et masse) et ainsi plus faciles et moins couteux a produire et a utiliser, mais
atteignent difficilement les sélectivités des enzymes, citées ci-dessus. De plus, ils sont essentiellement utilisés
en solvants organiques.

Le développement de catalyseurs bio-inspirés tels que les métalloenzymes artificielles, permettrait de
fusionner les caractéristiques d’un catalyseur classique et d’un catalyseur enzymatique: idéalement
I’exceptionnelle sélectivité des enzymes, tout en ayant la facilité de production, d’utilisation ou encore le faible
co(t de production d’un catalyseur classique.?

1.1.6 Catalyseur métallique artificiel bio-inspiré

Depuis une trentaine d’années, on observe une émergence de catalyseurs bioinspirés voulant reproduire
I'activité des biocatalyseurs (enzyme) tout en I'appliquant sur des substrats utiles pour la chimie industrielle,
et en utilisant une architecture moins complexe qu’une enzyme. Dans la littérature les catalyseurs bio-inspirés
peuvent étre tres différents, autant dans leur composition (ex. catalyseur a base d’ADN ou a base de ligand
organique) que dans le type de catalyse gu’il effectue (ex. oxydation, réduction, etc.).?*

La LPMO est une enzyme d’intérét ayant fait I'objet de travaux consistant a développer un catalyseur basé sur
cette enzyme (bioinspiré). On peut trouver dans la littérature deux catégorie de ligand : les ligands
synthétiques consistant a reproduire la catalyse de la LPMO en développant un ligand organique capable de
reproduire la sphére de coordination du cuivre et ainsi reproduire I'activité de la LPMO.%® 1%° |3 seconde
catégorie et les ligands peptidiques, qui consiste a conserver le méme type de molécules qui coordonne le
métal (peptide) afin de reproduire I'activité de I'enzyme en simplifiant le ligand.?’%"? Les métalloenzymes
artificielles pouvant étre assimilée a la catégorie des ligands peptidiques seront présentées plus en détails ci-
dessous.
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1.1.6.1 métalloenzymes artificielles

Les métalloenzymes artificielles (MAr) sont des catalyseurs hybrides dans lesquels un complexe de métal de
transition catalytiguement actif est incorporé dans une biomacromolécule héte telle qu’une protéine ou
encore un acide nucléique. L’activité catalytique ainsi que la sélectivité sont majoritairement contrélées par
le ligand (premiére sphere de coordination) de I'ion métallique. Afin d’obtenir un catalyseur énantiosélectif,
deux stratégies sont possibles tout en pouvant étre complémentaires. La premiéere stratégie est la ségrégation
d’une face prochirale par rapport a une autre par le biais de blocage stérique, c’est-a-dire qu’une seule face
du substrat est capable d’approcher le site actif de I'’enzyme, afin d’étre modifiée chimiquement. La seconde
stratégie est habituellement réalisée par la seconde sphére de coordination qui va permettre, par le biais de
liaison hydrogéne et/ou d’interactions hydrophobes, de stabiliser I’état de transition pour un énantiomére par

rapport a 'autre. 232526

Figure 6 : Les quatre approches générales pour I'assemblage des MAr : a) Coordination dative avec un complexe métallique insatureé,
b) Substitution métallique, c) Coordination supramoléculaire a I'aide d’une ancre a forte affinité, d) Immobilisation covalente. (Figure
extraite de la référence 23)

Quatre stratégies d’assemblage des MAr sont utilisées (Figure 6). 1) Par le biais d’interactions entre les acides
aminés de la cavité et un métal avec une sphére de coordination insaturée via une liaison dative. Il) Par
remplacement de I'ion métallique natif de I'enzyme par un autre ion conférant ainsi une nouvelle activité
catalytique a la protéine. Ill) Par ancrage d’un cofacteur métallique au sein d’une protéine utilisant un
inhibiteur ou un substrat de haute affinité via des interactions supramoléculaires. IV) Par immobilisation
covalente du cofacteur de maniére irréversible dans la protéine hote. 2%

Les métalloenzymes artificielles bénéficient d’un grand intérét de la part de la communauté scientifique, en
effet, Kaiser et ses collaborateurs ainsi que Wilson et Whitesides, sont les premiers a avoir essayé de construire
une MAr dans les années 1970.2-% Cependant, ce n’est qu’aprés les années 2000 qu’un réel essor a été
observé pour le développement de métalloenzymes artificielles, ce qui est certainement di a la limitation des
outils a disposition pour leurs synthéses et développement avant. Cette résurgence d’intérét envers les MAr
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peut également étre expliquée par le potentiel catalytique de ces structures : combiner I'aspect sélectivité des
enzymes avec la facilité d’utilisation des catalyseurs organiques classiques.?2°

Une structure tres intéressante pouvant servir de support pour le développement de catalyseurs bio-inspirés

est les amyloides. Ils sont composés de peptide souvent courts s’autoassemblant sous forme de fibres par le
biais de la formation de structures secondaires de type feuillets 3 paralleles ou antiparalleles (structure 3
croisée).?® Ils ont été, entre autres, découverts dans les plaques amyloides chez les malades atteints
d’Alzheimer.

Il existe également des amyloides catalytiques qui sont des catalyseurs basés sur une structure amyloide, avec
ou sans cofacteur. Les métaux sont des cofacteurs attractifs, afin de réaliser une catalyse (oxydation,
hydroxylation).3 Ces structures catalytiques sont plus communément appelées métalloamyloides. L’ utilisation
de cette structure nous permettra de réduire I'objet catalytique a une taille minimum.

Les métalloenzymes artificielles connues peuvent catalyser les réactions suivantes: de réduction comme
I’hydrogénation énantiosélective de cétone a l'aide d'une MAr dérivée de la lactoglobuline [
bovine,?®d’oxydation telle que la sulfoxydation énantiosélective a l'aide d’une MAr dérivée d’une
peroxydase,® d’hydratation comme par exemple I'hydratation d’une cétone o, insaturés en utilisant une
MAr dérivée du régulateur de transcription multidrogue (LmrR)33 et les réactions de formation de liaisons C-C
comme la transformation d’une lipase en une MAr appelée Heckase.?

1.1.6.2 Meétalloamyloide

L'intérét d’un design minimaliste réside dans la simplification maximum de I'enzyme cible tout en conservant
son activité catalytique. Ceci permettrait de développer un catalyseur simple et bon marché et faciliterait
également son utilisation. Afin de pouvoir réduire la taille de notre objet au minimum, il nous faut utiliser des
peptides courts. Or, leur utilisation est limitée pour réaliser des complexes catalytiques, notamment par la
flexibilité des peptides, ce qui empéche d’avoir un environnement bien défini autour du métal, et donc, d’avoir
des sélectivités aussi fortes qu’avec les enzymes. Cependant, la particularité des peptides amyloides et
I'autoassemblage en fibres qui leur permet de « verrouiller » leurs conformations et ainsi, nous permet de
résoudre leurs défauts principaux en facilitant la coordination du cofacteur métallique.3!

L’équipe du professeur Korendovych a développé un catalyseur se basant sur de précédentes recherches
visant a développer des catalyseurs pouvant réaliser des réactions d’hydrolyse ou d’oxydation a base de cuivre
et de peptide amyloide.?! La conception se base sur des métalloamyloides a base de zinc.* Cependant, cette
séquence est également capable d’accommoder d’autres métaux que le zinc, comme le cuivre (oxydation,
réduction, transfert d’électron et hydrolyse). 3 Ce type de catalyseur métalloamyloide est peu développé et
constitue un domaine de recherche trés innovant pouvant amener a la production d’une plateforme
catalytique. Le professeur Korendovych est le contributeur principal dans ce domaine.

D’autres équipes travaillent sur 'utilisation des fibres amyloides comme ligand pour un métal permettant de
catalyser une réaction. Les fibres amyloides peuvent servir a réaliser des réactions d’hydrolyse des
phosphoesters,®! ou d’ATP,% et également des réactions d’oxydation?>3®, Elles peuvent également servir,
comme démontré récemment, a catalyser une réaction de cyclopropanation par le biais du greffage d’une Fe-
protoporphyrine IX sur les fibres amyloides.>®

En outre, certains amyloides présentent une activité catalytique dans des conditions extrémes, telles qu’une
température élevée, une forte teneur en sel et en solvant organique.®® Ces propriétés trés avantageuses font
de I'amyloide une plateforme attrayante pour la nature, qui pourrait I’avoir utilisée pour le développement
d’enzymes prébiotiques. Cette théorie sur les mécanismes de I'origine de la vie, et I'implication actuelle d’une
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His pour son l'activité catalytique est considérée comme problématique, car I'histidine est un acide aminé
prébiotique rare.*>*!

Dans un premier temps, le meilleur peptide pour la catalyse a été sélectionné en testant une petite librairie
de 16 peptides. La séquence peptidique est la suivante Ac-IHIHIQI-NH,. Il forme des fibres en
s’autoassemblant. Une fois ce peptide coordonné avec du zing, il présente une activité hydrolytique. Il est
également capable de former des feuillets B paralleles et catalyser I'oxydation du diméthoxyphénol (DMP)
qguand le site de catalyse est chargé en cuivre (Figure 7). L’avantage de I'utilisation du DMP comme substrat
est qu’aprés oxydation, il dimérise et cette espece est coloré. Elle absorbe aux alentours de 470 nm,
permettant ainsi de suivre facilement I'oxydation du DMP par le catalyseur par spectrophotométrie.3®
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Figure 7 : Oxydation du diméthoxyphénol (DMP) par le dioxygene catalysé par des fibres peptidiques chargées en cuivre. (Figure
extraite de la référence3®)

Cependant, pour développer un catalyseur capable d’activer le dioxygene, plusieurs points sont a respecter.
Les ligands coordinés au cuivre doivent étre judicieusement choisis afin de correctement moduler le potentiel
redox de I'ion métallique. Les ligands doivent étre capables d’accommoder les différents états d’oxydation de
I'ion métallique afin de pouvoir cycler entre la forme oxydée et réduite de I'ion métallique et ainsi étre
capables de fournir ou capturer un électron du substrat. La catalyse ne doit pas étre capable de laisser
échapper des ROS dits «libre » (plus coordonné au cuivre) de maniére non contrélée, pour éviter la
décomposition du ligand.
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Figure 8 : Hydrolyse du paraoxon et une réaction tandem catalysée par un metalloamylolde. (Figure extraite de la référence3?)

Cette séquence peptide a également été utilisée afin d’hydrolyser le paraoxon qui est un pesticide persistant
dans I'environnement et trés toxique, et également pour la réalisation d’une réaction en tandem. Celle-ci
consiste a hydrolyser le dichloro-dihydro-fluorescéine diacétate (DCFH-DA) en dichloro-dihydro-fluorescéine
(DCFH) puis a oxyder le DCFH en dichloro-fluorescéine (DCF) qui lui, étant fluorescent, peut étre facilement
suivi par fluorimétrie. Cette réaction en tandem peut également avoir lieu dans l'autre ordre, c’est-a-dire
d’abord I'étape d’oxydation afin d’obtenir la Dichloro-dihydro-fluorescéine (DCF-DA) suivi par I'étape
d’hydrolyse afin d’obtenir la DCF (Figure 8).3!

Ces études démontrent le potentiel de l'utilisation d’une matrice amyloide pour supporter des sites de
catalyse, I'agencement particulier des peptides permet une promiscuité des sites de catalyse et ainsi une
action synergique des deux types de catalyse réalisées par ce métallo amyloide (hydrolyse en tandem avec
des réactions d’oxydation).3! Les outils nécessaires a la conception de notre catalyseur seront présentés dans
la partie ci-dessous.

1.1.7 Vers un design minimaliste de mimes de LPMO

Le site catalytique de la LPMO étant supporté par des feuillets ,*> nous nous sommes naturellement tournés
vers les séquences peptidiques les plus simples capables de former des feuillets B antiparalleles comme
support pour concevoir un mime de LPMO en suivant une approche minimaliste, rappelant les travaux de
Korendovych.3!

1.1.7.1 Feuillets

Les feuillets B forment une classe de structure secondaire composée de deux structures différentes, les
feuillets B antiparalléles et les feuillets  paralléles (Figure 9).%3
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Figure 9 : Schéma d’un feuillet [ antiparalléle (gauche) et paralléle (droite)

Le choix de la structure antiparalléle n’est pas anodin, car elle permet une fonctionnalisation des histidines a
I'extrémité des peptides, en N-ter d’'un premier peptide pour reproduire la pince coordinante du site
« histidine brace » et en C-ter du second peptide, qui nous permet d’apporter I'autre ligand du site « histidine
brace » sans autre groupement compétiteur de coordination. Le site de coordination du cuivre est donc
préformé aprés autoassemblage des peptides en feuillets B antiparalléles.

Ces feuillets antiparalléles sont également plus stables grace a un meilleur alignement des dipdles dans le
feuillet. Les liaisons hydrogene sont plus courtes du fait que les NH et les CO de la chaine peptidique sont
alignés (induisant un décalage de séquence) et par conséquent, les feuillets sont plus stables, contrairement
aux feuillets  paralléles ol un angle est observé pour la liaison hydrogéne, ce qui la rallonge, et donc nuit a la

stabilité de la structure (Figure 9).%

Notre recherche sera donc orientée vers des séquences peptidiques courtes capables de s’autoassembler en
feuillets P antiparalléles afin d’obtenir la meilleure stabilité possible, pour mimer au mieux le support naturel
du site de catalyse.

1.1.7.2 Nanofibres peptidiques autoassemblées inspirées des structures amyloides

(P-)

Ac-EFFAAE-NH,

(P+)
Ac-KFFAAK-NH,

! 0 0
(o O

Figure 10 : Feuillets b antiparalléles développés par I'équipe du Pr Guler

S’inspirant des peptides amyloides, I’équipe du professeur Guler a con¢u un couple de peptides, de charges
complémentaires a pH neutre, capable de s’autoassembler en feuillets B antiparalléles.*® Leurs séquences sont
Ac-EFFAAE-NH, (AIP-1, (P -)) pour le peptide chargé négativement et Ac-KFFAAK-NH, (AIP-2, (P+)) pour le
peptide chargé positivement (Figure 10). Pour pouvoir s’autoassembler, les deux peptides doivent étre
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chargés, c’est pourquoi le pH est un élément essentiel a prendre en considération, afin d’étre en présence des
espéces chargées capables de s’autoassembler. Pour le peptide Ac-EFFAAE-NH;, les acides glutamiques ayant
un pKa aux alentours de 4, le pH de la solution ne devra pas descendre en dessous de 6, afin d’étre slir que
tous les glutamates soient bien déprotonés. Pour le peptide Ac-KFFAAK-NH, les lysines possédent un pKa aux
alentours de 10 et le pH ne doit pas dépasser 8 afin de garder chargées toutes les lysines. Les peptides AIP-1
et AIP-2 ont été acétylés (et C-ter amidés) afin d’obtenir une charge globale du peptide uniquement induite
par les chaines latérales des peptides, sans contribution de I'extrémité N-ter des peptides. Si 'amine N-ter
avait été libre, une complémentarité de charge pourrait apparaitre entre le glutamate et 'amine N-ter et ainsi
favoriser I'autoassemblage du peptide avec lui-méme. Les amines N-ter libres auraient également pu induire
un agencement différent des deux peptides entre eux, justement dus a l'introduction d’'un site chargé
supplémentaire et ainsi amener a une formation trés hétérogéne de structure.®

La reconnaissance par complémentarité de charge entre la lysine et le glutamate (rapprochement spatial des
deux peptides) et la formation du « cceur » hydrophobe par le biais des alanines et des phénylalanines se
réalise de maniére concomitante et ainsi, agence les séquences de maniére a former un feuillet B antiparalléle.
Cette interaction est la plus stabilisante et permet de conserver la cohésion entre les deux peptides. Les
résidus hydrophobes sont agencés sur le peptide de maniére a pouvoir former des fibres virtuellement sans
fin et dans toutes les directions et ainsi former de longs réseaux de feuillets 3 antiparalléles pouvant interagir
entre eux également par interactions hydrophobes.* Les séquences peptidiques courtes capables de
s’autoassembler sont connues pour avoir généralement une faible stabilité due a la présence du minimum
d’interaction possible entre les peptides afin d’obtenir la structure secondaire voulue. Cependant, cette
particularité n’est pas une généralité. En effet, les peptides dérivés de la huntingtine, composé de beaucoup
d’asparagines et de glutamines, sont capables de former avec des peptides courts des structures trés stables.*

L'étude de modélisation infrarouge réalisée suggére la formation d’'un hydrogel composé de fibres formées
par les peptides ayant une structure secondaire en feuillet 3 antiparalléle (Figure 14).

Un autre avantage réside dans la simplicité d’utilisation des peptides. En effet, les peptides possédent une
bonne solubilité dans I'eau et sont difficlement capables de s’autoassembler avec eux méme due a la
répulsion électronique des glutamates entre eux, ou des lysines entre elles, ce qui facilite grandement leurs
manipulations. Il n’y a pas de formation d’oligomere ou de fibres si les deux peptides ne sont pas mélangés,
contrairement au développement d’'un peptide unique qui, une fois mis en solution, peut s’autoassembler
directement sans que cet assemblage ne soit controélé et ainsi rend sa manipulation beaucoup plus difficile.

Ces deux peptides ont donc été sélectionnés comme support, car ils permettent d’obtenir I'objet recherché :
une séquence courte ou les deux peptides sont composés uniqguement de 6 acides aminés adoptant la
structure secondaire d’un feuillet B antiparallele, sans requérir le cuivre.
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1.2 HETEROASSEMBLAGE DE PEPTIDES COURTS POUR LA FORMATION DE MIMES DE
LPMO.

1.2.1 Fonctionnalisation des peptides par les histidines (Figure 11: en orange et violet)

Les deux peptides choisis comme support s’autoassemblent, en formant un coeur hydrophobe (FFAA) par
complémentarité de charges, et s’arrangent en feuillets  antiparalléles. Afin de former le site « Histidine
brace » sur ces deux peptides, une fonctionnalisation des peptides par deux histidines (une histidine chacune)
est nécessaire. Le site « Histidine brace » est composé de deux histidines non équivalentes, car l'une est
coordinée également au cuivre via I'amine N-terminal. Le support étant basée sur I'assemblage de deux
peptides différents, nous allons nous en servir a notre avantage en fonctionnalisant chaque peptide avec un
type de ligand différent.

S
o)
cu [ ®

$ - HP+
HNMH e I N n\_)‘iu"\“’n\)j‘u NH, HZS-HKFFAAK-N)Hz

Figure 11 : Représentation de la structure imaginée pour le mime de LPMO formé par l'interaction de deux peptides, préorganisant
ainsi les ligands du site de liaison du cuivre. Sont représentés : le caeur hydrophobe (en vert), la complémentarité de charge entre les
Lysines (bleu) et les glutamates (rouge), I’histidine en N-ter (en violet) et la seconde (en orange).

Les histidines doivent étre judicieusement positionnées, afin qu’apres autoassemblage, le site de coordination
du cuivre soit préformé. Les feuillets étant antiparalléles, une histidine sera ajoutée a I'extrémité N-ter du
peptide afin de former le ligand chélate composé du N-ter de la protéine et de sa 1™ histidine. Sur l'autre
peptide, I'histidine sera ajoutée en C-ter. Ce dernier peptide aura le N-ter acétylé, afin d’éviter une éventuelle
coordination parasite de celui-ci. Cette répartition est essentielle pour pouvoir controler la préorganisation du
site de coordination par I'autoassemblage des peptides (rapprocher spatialement les ligands du cuivre)
facilitant la coordination du cuivre sur notre structure.

1.2.2 Synthése des peptides

Les séquences peptidiques de référence ont donc été modifiées en introduisant les ligands du site de
coordination de la LPMO a leurs extrémités. Quatre peptides (séquences présentées dans le Tableau 2) ont
été synthétisés afin de pouvoir étudier toutes les combinaisons possibles.

Peptide de référence Histidine ajoutée en C-ter Histidine ajoutée en N-ter
(P+) Ac-KFFAAK-NH; (PH+) Ac-KFFAAKH-NH, (HP+) NH,-HKFFAAK-NH;
(P-) Ac-EFFAAE-NH; (PH-) Ac-EFFAAEH-NH; (HP -) NH;-HEFFAAE-NH;

Tableau 2 : Séquences des peptides synthétisés

Les peptides ont été synthétisés « a la main » en suivant la stratégie Fmoc/tBu en phase solide (SPPS).*”*
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1.2.3 Formation des fibres

D’apreés la conception présentée précédemment, I'on peut s’attendre a un effet synergique entre I'assemblage
des peptides (ie formation des fibres) et la coordination du cuivre. Si I'autoassemblage des peptides permet
un rapprochement spatial des deux ligands, préassemblant ainsi le site de coordination du cuivre (histidine
brace). Cette préorganisation du site de coordination devrait faciliter la coordination de I'ion Cu" aux peptides.
Si cette affirmation se révele exacte, cela veut également dire que la coordination du cuivre sur les peptides
en solution pourrait rapprocher suffisamment les peptides afin de promouvoir la formation de fibres.

Dans un premier temps, toutes les combinaisons possibles pouvant amener a un autoassemblage ainsi que le
bon agencement des ligands entre les 4 peptides synthétisés ont été investiguées. Ceci nous permettra
également de déterminer pour quelle(s) combinaison(s) de peptides, le cuivre facilite la formation des fibres,
c’est-a-dire que la fibrillation devrait se faire plus rapidement et/ou a plus basse concentration en présence
de cuivre.

| [Peptide] / mM
Cu
Peptides 10 5 1 05 01 005 0,01
- o* o - - - - .
(PH -) - (HP+)
+ o o o - - -
_ o* _ _ _ _ _ _
(PH+) - (PH -)
+ o - - - - -
_ o* _ _ _ _ _ _
(PH+) - (HP -)
+ o o - - - -
- o* i i i j j i
(HP+) - (HP -)
+ o o - - - -
_ _%
(PH+) - (HP+) .
_ _%
(PH -) - (HP -)
+

Tableau 3 : Estimation de la concentration limite de fibrillation. o : solution devenue turbide. - : solution restée limpide. Tests réalisés
avec 20 mM de tampon HEPES a pH 7,4 pour les concentrations 0,5, 0,1, 0,05 et 0,01 mM de chaque peptide et 50 mM pour les
concentrations 1 et 5 mM de chaque peptide, incubé a 37 °C et 1000 rom. *: Test réalisé sans tampon a pH 7, incubé a 37 °C et
1000 rpm ; Le mélange de (PH -) - (HP+) a pris 15 min a fibriller (PH+) - (PH -) a pris 12 h, (PH+) - (HP -) et (HP+) - (HP -) a pris 6 h. Les
mélanges (PH+) - (HP+) et (PH -) - (HP -) n’ont pas formé de fibres.

Différentes concentrations de peptides ont été testées afin d’estimer la concentration minimale de peptide
nécessaire pour observer la formation de fibres (visuellement, par apparition d’un précipité) sans ou avec
cuivre (0,9 équivalent) (Tableau 3). Pour les quatre combinaisons de peptides avec chacun une charge opposée
a I'autre (4 premieres lignes du Tableau 3), une formation de fibres a été observée (apparition visuelle d’une
turbidité, puis précipitation) a une concentration en peptide plus faible en présence de cuivre qu’en son
absence. Cependant, cet effet est plus prononcé pour le mélange (PH -) - (HP+) qui forme des fibres en
présence de cuivre des 0,5 mM de chaque peptide et a 5 mM en absence de cuivre. Les autres mélanges
fibrillent en présence de cuivre a 1 mM minimum et, en absence de cuivre, a 10 mM de chaque peptide. De
cette observation, nous émettons I’hypothése que la morphologie du site de coordination du cuivre pour le
mélange (PH -) - (HP+) est plus favorable que pour les autres combinaisons de peptides. C’est donc cette
combinaison qui a été sélectionnée pour la suite.
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1.2.4 Microscopie électronique a transmission

La microscopie électronique a transmission est un outil de choix pour identifier la morphologie de nano-
objet.’® Elle a couramment été utilisée afin de déterminer la morphologie de fibres protéiques/peptidiques
(ex. amyloide B1-40 ou encore a-synucléine).>

Figure 12 : Cliché de microscopie électronique a transmission des fibres formées par les peptides originaux de Guler. Chaque échantillon
est composé de 50 mM de tampon HEPES a pH 7,4, de 5 mM de chaque peptide. m), n), 0), p) échantillon (P+) -(P -) sans cuivre. q), r)
échantillon (P+) -(P -) avec coloration négative a I'acétate d’uranyle (AcU). s), t) échantillon (P+) -(P -) avec 0,9 équivalent de cuivre.

Dans un premier temps, les fibres formées par les peptides originaux de I’équipe de Guler ont été observées
en microscopie électronique a transmission (MET) (Figure 12). En comparaison avec les résultats obtenus par
I’équipe du professeur Guler,* la morphologie des fibres obtenues dans notre laboratoire n’est pas tout a fait
la méme.* En effet, la morphologie observée dans la publication de référence tend vers la formation d’un
hydrogel composé d’un maillage formé par les peptides, tandis que dans notre cas, nous obtenons des fibres
similaires, mais ayant tendance a se rassembler entre elles, former des « pelotes » et sédimenter. Les fibres
en elle-méme ressemblent a celles que nous avons obtenues. Elles possédent une largeur et une longueur
similaires et possedent une morphologie comparable. Cette différence de morphologie peut étre expliquée
par des différences lors de la préparation de I’échantillon. En effet, les concentrations de travail entre les
résultats de la publication et les nétres ne sont pas la méme, ce qui peut induire la formation de morphologies
différentes. Le second facteur pouvant influencer la formation des fibres est le choix des conditions
d’incubation. Dans les conditions de référence, les deux solutions de peptides sont mélangées, puis cette
solution est laissée a fibriller a température ambiante, tandis que dans notre étude, le mélange des deux
peptides est incubé a 37 °C, sous une agitation de 1200 rpm. L'acétate d’uranyle servant a contraster peut
également dégrader la structure observée, ce qui peut également induire une différence dans I'observation
de I"échantillon.

L’échantillon (P+) - (P -) avec le cuivre ajouté avant fibrillation a été analysé (Figure 12s-t) afin de tester si les
peptides de référence peuvent coordonner le cuivre sans site de coordination spécifique. La faible résolution
des fibres, dans ce cas-la, peut-étre expliquée par I'incapacité du peptide a coordiner le cuivre ou par le biais
d’une liaison faible et non spécifique et/ou I'absence d’agent de contraste. Pour les clichés s) et t) on observe
des cristaux noirs correspondant a un sel de cuivre ayant cristallisé. Cette particularité nous informe que les
peptides (P+) et (P -) sont incapable de coordiner le cuivre.
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Les échantillons composés par les peptides (PH -) - (HP+) avec et sans cuivre ont été observés a I'aide d’un
microscope électronique a transmission (TEM) (Figure 13). Ces échantillons n’ont pas été contrastés avec de
I"acétate d’uranyle, car il induit une dénaturation des fibres. Ces analyses nous permettent une comparaison
entre les peptides de référence (P+) - (P -) et les nouveaux peptides synthétisés (PH -) - (HP+). Tout d’abord
en absence de cuivre, les fibres formées par le mélange (PH -) - (HP+) sont longues (>2 uM) et larges (30-
40 nm). Les fibres les plus grosses semblent étre composées d’un amoncellement de fibres plus petites
(Figure 13a-d). En comparaison avec I'échantillon (P+) - (P -) (Figure 12), les fibres ont essentiellement la méme
morphologie, ce qui peut indiquer que la structure secondaire et I'arrangement spatial adopté par (PH -) -
(HP+) est similaire a (P+) - (P -), malgré I'incorporation des histidines sur les deux peptides.

La coordination du cuivre sur les peptides (PH -) et (HP+) est confirmée par I'absence de cristaux de sels de
cuivre, contrairement a ce qui a été observé avec les peptides sans histidine.

Figure 13 : Clichés de Microscopie électronique a transmission des fibres formées par le mélange (PH -) - (HP+) sans métal (a, b, c, d),
avec 0,9 équivalent de Cu" ajouté avant fibrillations (e, f, g, h) et avec 0,9 équivalent de Cu" ajouté apreés fibrillations (i, j, k, 1). Chaque
échantillon contient 5 mM de chaque peptide et 50 mM de tampon HEPES a pH 7,4.

Quand 0,9 équivalent de Cu' [relatif au peptide (HP+)] est ajouté, avant la formation de fibres dans le mélange
(PH -) - (HP+) [c’est-a-dire que le cuivre est ajouté a la solution de (HP+) avant I'addition de (PH -)], les fibres
observées sont nettement plus courtes (< * uM) et fines (8-10 nm) (Figure 13g-h). L’hypothése proposée pour
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expliquer cette modification de morphologie est que la coordination du cuivre sur les peptides induit des
contraintes structurales qui génent I'assemblage « latérale » des feuillets  (d’ou des fibres plus fines) et/ou
induit la formation d’une paire avec (PH -) et (HP+) distordue qui limite I'élongation des fibres [en comparaison
aux peptides de référence (P+) - (P -)].

Ces fibres peuvent également étre enchevétrées entre elles (Figure 13e -f) rappelant les agencements
interfibres dans les échantillons (PH -) - (HP+) et (P+) - (P -).

Dans I’échantillon ou le cuivre (0,9 équivalent) est ajouté apres que les fibres (PH -) - (HP+) soient formées, on
observe la coexistence des deux morphologies discutées ci-dessus (Figure 13i-1). Dans cet échantillon, on
observe la morphologie des fibres avec cuivre a la surface de fibres déja formées (fibre sans cuivre) (Figure 13-
i, 13-k). Il semble donc que le cuivre, quand il interagit avec les fibres sans métal déja formées, détruit dans
un premier temps I'assemblage pour promouvoir la formation de fibres avec cuivre. Une information
importante a noter est que lors de I'ajout du cuivre dans la suspension de fibres (turbide, blanchatre), la
solution redevient momentanément limpide avant de redevenir turbide (et bleutée cette fois). Ceci pourrait
étre d1 a une destruction de I'assemblage déja formé, puis a la reformation de fibres.

1.2.5 ATR-FTIR

Des analyses spectroscopiques a réflectance totale atténuée couplée a la spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (ATR-FTIR) ont été réalisées afin de caractériser la/les structure(s) secondaire(s)
adoptées par les peptides dans ces assemblages, en se basant sur 'interprétation de la bande Amide 1.2
Premieérement, les peptides de référence (P+) - (P -), ont été analysés en présence et en absence de cuivre
(Figure 14). L'interprétation des spectres obtenus a été réalisée a I'aide du Dr Y. El Khoury.
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Figure 14 : Gauche : Bande amide | du spectre ATR FTIR des fibres (P+) — (P -) avec et sans cuivre. 50 mM de tampon HEPES a pH 7,4,
2,5 mM de chaque peptide et 0,9 équivalent de Cu" (pour I'échantillon avec cuivre). Droite : Bande amide | du spectre FT-IR du mélange
entre AIP-1 (P -) et AIP-2 (P+) sans cuivre + le fitting gaussien (données et figure de droite provenant de la publication de Guler et coll.).
La vibration amide | de I’échantillon (P+) — (P -) montre principalement deux bandes a 1618 cm™ et 1693 cm™?,
qui correspondent a la signature des feuillets B antiparalléles structurés en (longues) fibres. La bande a
1672 cm™ peut étre expliquée par la présence de coudes B. L’épaulement observable a 1644 cm™ indique un
mélange de différentes structures, majoritairement attribuées aux structures coudes 3 ou pelotes aléatoires.
L’addition de 0,9 équivalent de cuivre induit un déplacement de la bande la plus intense du feuillet § de
1618 cm™ 4 1620 cm™, reflétant la formation de fibrilles Iégérement plus courtes, car la division de fréquence
légerement plus faible des deux modes des feuillets § antiparalléles est trés probablement due a un plus petit
nombre de brins par feuillet. Cependant, aucun déplacement n’est observé pour la bande 3 1693 cm™, ce qui
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indigque qu’une structure similaire est adoptée par les peptides dans les fibres avec ou sans cuivre. Ces résultats
peuvent simplement refléter I’labsence d’une coordination spécifique de I'ion Cu" par les peptides de référence
(sans histidine). Il est important de noter que les spectres présentés ici sont significativement différents de
ceux de présenter dans la publication originale de Guler et coll. (Figure 14, spectre de droite) en accord avec
la microscopie (voir partie 2.4).% Ceci indique que la préparation de I’échantillon peut avoir un impact
important sur la conformation adoptée par les peptides. Les principales différences sontles suivantes,
d’abord, des concentrations de peptide différentes : de 6,6 a 53 mM dans la publication originale contre 1 a
5 mM dans notre cas. Ensuite, dans la publication, le mélange est laissé gélifié a température ambiante
(environ 20-25 °C) sans agitation, tandis que dans notre cas, le mélange a été incubé a 37 °C avec une agitation
de 1200 rpm, pour une durée minimale de 30 min. Ces deux facteurs peuvent jouer un role essentiel et ainsi
induire une morphologie de fibres différentes, malgré le méme matériel de départ. Finalement, la préparation
de I’échantillon pour la mesure du spectre infrarouge est trés différente : tandis que nous avons déposé et
laissé sécher une goutte de suspension dense des fibres, I'équipe de Guler a d’abord lyophilisé I’échantillon et
cette poudre a ensuite été mélangée a de la poudre de KBr pour la compresser en pastille.
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Figure 15 : Bande amide | du spectre normalisé ATR-FTIR des fibres (PH -) - (HP+), sans cuivre (noir), avec cuivre ajouté avant fibrillation
(rouge) ou apreés fibrillation [aprés 3 min (bleu pointillé)] et aprés 30 min (vert) incubation. 50 mM de tampon HEPES a pH 7,4, 2,5 mM
de chaque peptide, 0,9 équivalent de Cu".

Le spectre de I’échantillon (PH -) - (HP+) a été analysé en présence et en absence de cuivre (Figure 15). Le
spectre du mélange (PH -) - (HP+) sans cuivre présente deux bandes a 1693 cm™ et 1621 cm™, qui sont
similaires a celles observées sur le spectre des peptides parents (P+) - (P -) et montrent une signature claire
de la formation de feuillets B antiparalléles. L'incorporation d’une histidine sur chaque peptide [donnant (PH
-) et (HP+)] ne semble pas changer fondamentalement la maniére dont ils s’assemblent.

L’échantillon (PH -) - (HP+) avec le cuivre ajouté avant fibrillation a été incubé pendant 30 min (Figure 15,
rouge). Dans ce cas de figure, la bande a 1693 cm™® est moins intense en comparaison avec I’échantillon (PH -
) - (HP+) sans cuivre, alors que le faible épaulement observé aux alentours de 1650 cm™ pour les peptides sans
cuivre devient plus important, et & 1653 cm™. Ce comportement peut étre hypothétiquement expliqué par la
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formation de fibres plus courtes, d’ol la présence de plus de motifs de terminaison de fibres qui sont
probablement moins bien organisées, induisant une croissance de la bande aux alentours de 1650 cm™
(correspondant a un motif désordonné). Ce signal peut également étre attribué a la formation d’hélices o.>?
La chaine principale du peptide (HP+) étant probablement coordinée au cuivre, il est plausible que cette
coordination induise une contrainte structurale sur la chaine principale, affectant la structure secondaire. En
résumé, I'ajout de cuivre entraine une diminution de la structuration en feuillets 3 antiparalléles.

Un spectre de I'échantillon de fibre a été enregistré directement apres ajout du cuivre (sur des fibres déja
formées) et agitation (environ 3 min) (Figure 15, spectre bleu pointillé). Le spectre présente également deux
bandes 4 1693 cm™ et 1620 cm (ie essentiellement identique au spectre de (PH -) - (HP+) sans cuivre) avec
une petite bande & 1655 cm™ (hélices o ou désordonné) ce qui indique que le cuivre n’est pas encore
totalement coordonné dans son site final et qu’une importante partie est encore a I’état de cuivre libre ou lié
non spécifiqguement. Cet échantillon a été réanalysé aprés 30 min d’incubation. Cette fois, le spectre est
identique a celui observé pour I’échantillon (PH -) - (HP+) avec le cuivre ajouté avant fibrillation. Ceci veut dire
que lorsque l'on ajoute du cuivre sur des fibres déja formées, le Cu" est capable de déclencher le
réarrangement des fibres afin d’obtenir la méme structure que celle observée pour I’échantillon (PH -) - (HP+)
avec le cuivre ajouté avant fibrillation, en accord avec les résultats de MET (voir partie 2.4).
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Figure 16 : Bande amide | du spectre ATR FT-IR des fibres (PH -) — (HP+) sans cuivre (spectre noir), et avec du zinc aprés 30 min
d’incubation (spectre bleu).

Une analyse supplémentaire a été réalisée avec le mélange (PH -) - (HP+) et du zinc ajouté aprés la formation
de fibres (Figure 16). L’échantillon a été analysé 30 min plus tard afin d’observer un potentiel réarrangement
des fibres. Contrairement au cuivre, le zinc semble trés peu influencer I'agencement adopté par les peptides,
méme aprés 30 min d’incubation.

Cet effet peut s’expliquer par la chimie de coordination différente entre un complexe de zinc, qui n’a pas
d’énergie de stabilisation du champ de ligands (LFSE) et donc peut adopter facilement des géométries variées
avec classiquement 4 a 6 ligands, tandis que le cuivre, possédant une énergie de stabilisation du champ de
ligands, s’adaptera moins aux vues de sa préférence pour une géométrie carrée plan (avec ou sans ligands
axiaux).
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1.2.6 Raman

Les résidus spécifiquement coordinés au cuivre ne sont pas encore connus. C'est pourquoi, des analyses
utilisant la spectroscopie Raman avec des peptides dont I’histidine est entiérement marquée a ’azote 15 (**N)
ont été faits, afin d’essayer de déterminer si ces résidus sont effectivement coordinés au cuivre. Ces peptides
contenant (**N) 3- histidine sont notés ci-aprés (PH -)* et (HP+)*.

Ces analyses ont été réalisées sur un microspectrometre Raman sur les échantillons (PH -) - (HP+), (PH -)* -
(HP+), (PH -) - (HP+)*, (PH -)* - (HP+)*, chargés avec 0,9 équivalent de Cu" par rapport a (HP+) (Figure 17).
Cette comparaison a été utilisée pour déterminer le déplacement du signal d au peptide marqué (PH -)* ou
(HP+)* et savoir ou les signaux de I’*> N apparaissaient dans les spectres Raman du dimére. Tout changement
de l'ordre de 1 & 3cm™ n’a pas été pris en compte. L’acquisition et I'interprétation des spectres ont été
réalisées avec I'aide du Dr Y. El-Khoury.
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Figure 17 : Spectre Raman des complexes du cuivre avec les peptides marqués a I’*> N et non marqués : (PH -) - (HP+), (PH -)* - (HP+),
(PH -) - (HP+)*, (PH -)* - (HP+)* composés de 2,5 mM de chaque peptide, 0,9 équivalent de Cu'" et 50 mM de tampon HEPES a pH 7,4

Les spectres des deux échantillons (PH -) - (HP+)* et (PH -)*- (HP+)* chargés de cuivre montrent une bande a
1263 cm™, alors que cette bande est visible 3 une fréquence de 1278 cm™ pour le heterodimére non marqué
(Figure 17). Cela confirme que I'histidine de (HP+)* lie le cuivre via Nmt alors que son Nt est protonée. Pour (PH

-)*- (HP+) avec le cuivre, aucune différence visible par rapport au non marqué n’a été observée dans la région
d’intérét. Par conséquent, il semble que I’histidine (PH -)* ne se lie pas au cuivre.>

Afin de vérifier cette hypothése et de mieux comprendre la coordination du Cu", des études en RPE bande
continue et HYSCORE ont été réalisées.
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1.2.7 Résonance paramagnétique électronique

L'acquisition et I'interprétation des spectres ont été réalisées
par le Dr B. Vileno et la Dr N. Le Breton. Tout d’abord, Le Cu"
dans 50 MM de tampon HEPES a pH 7,4 a été mesuré, afin
d’obtenir la signature RPE du Cu" coordonné a I’'HEPES dans
ces conditions (Figure 18A). Ensuite, le spectre RPE du Cu"
avec chaque peptide individuellement (rapport
Cu"/Peptide 1:2) a été mesuré (Figure 18B). Aucun signal de
Cu"(HEPES) n’est observable, indiquant que tout le Cu" est lié
au peptide (PH -) ou (HP+). Le spectre RPE de Cu"- (PH -) a
montré une espéce principale (mais I'échantillon n’est pas
homogéne) avec des parameétres différents, comparés au
Cu'(HEPES) ainsi que comparé a l'espéce principale dans
I’échantillon Cu"- (HP+).

Ensuite, un mélange équimolaire de (PH -) et (HP+) a été titré
par Cu", de 0,25 a 1,5 équivalent (Figure 18-C). De 0,25 a
1 équivalent de cuivre, une seule espéce (trés majoritaire)
apparait. Son spectre est trés similaire a celui de Cu" dans
(HP+) seulement (Figure 18 - A, vert). De 1 a 1,5 équivalent, la
premiere espece est consommée au profit d’'une nouvelle,
dont le spectre est clairement distinct de celui du Cu"- (HP+)
et du Cu"- (PH -).

Il est important de noter qu’a partir d’1équivalent, un
élargissement des bandes a été observé, diminuant la
résolution et rendant l'analyse difficile. Une explication
possible serait une interaction magnétique entre les centres
du cuivre dans I'agrégat a cause de leur proximité. Cet effet
n’étant pas compatible avec la réalisation de RPE pulsée, car la
résolution et trop faible, il nous faut développer des conditions
d’analyse ol cette communication est supprimée.

Dans une premiére tentative pour diminuer ce phénomeéne, le
complexe Cu"@ (PH -) - (HP+) a été dilué en utilisant les
peptides de référence (P+) et (P -). L'idée était d’augmenter la
distance entre les complexes Cu"@ (PH -) - (HP+) en intercalant
des peptides autoassemblés (P+) - (P -) (ie sans le site de liaison
au Cu"), étant donné qu’ils partagent tout le méme motif
d’agrégation. Les proportions utilisées étaient 60 % de (P+) - (P
-) et 40 % de Cu"@ (PH -) - (HP+) (Figure 19 spectre noir).
Malheureusement, le résultat obtenu n’est pas satisfaisant, on
observe toujours un élargissement des bandes du cuivre.
L'inefficacité de la dilution du peptide peut étre expliquée par
une premiére formation (plus rapide) de Cu"@ (PH -) - (HP+)
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Figure 18 : A) Spectre RPE du cuivre libre (méme
quantité que [l'‘analyse de B), B) Spectre RPE des
complexes avec le peptide Cu" - (PH -) et Cu" - (HP+) seul
(0,5 équivalent de Cu) et C) Titrage RPE (spectre
normalisé) d’un mélange 1:1 du peptide (PH -) et (HP+)
avec Cu'", de 0 a 1,5 équivalent par rapport a (HP+). Tous
les échantillons contenaient 5 mM de chaque peptide,
50 mM de tampon HEPES a pH 7,4 et 10 % de glycérol.
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entrainée par le cuivre et apres toute la consommation de (PH -), (HP+) et du cuivre, les peptides (P+) - (P -)
se sont assemblés sur les noyaux de Cu"'@ (PH -) - (HP+).

Une deuxieme stratégie consiste en une dilution magnétique qui est une technique couramment employée
en RPE afin de séparer des centres diamagnétiques. Le complexe Cu'"@ (PH -) - (HP+) a été dilué avec du Zn",
un ion diamagnétique, c’est-a-dire invisible en RPE. L’idée ici est d’augmenter significativement la distance
movyenne entre 2 Cu' en occupant des ligands, diminuant ainsi I'interaction magnétique des centres de Cu".

Une condition préalable a cette stratégie est que le Zn" se lie aux mémes résidus que le Cu" et ne perturbe
pas la structure fibrillaire. Une hypothése raisonnable est d’admettre que I'ion Zn" & de fortes chances
d’interagir avec les histidines libres. Cependant, méme si le complexe formé n’a pas exactement la méme
géométrie que le complexe de cuivre, ceci n"'empéche pas le zinc d’étre un ligand compétiteur pour les
histidines.

En effet, le Zn" n’a pas affecté la structure secondaire des fibres apreés la liaison (Figure 16). Un ratio de 80 %
de Zn" et 20 % de Cu" a été utilisé pour obtenir une dilution efficace (Figure 19, spectre rouge). C'est cette
méthode qui s’est révélée la meilleure puisque dans ce cas, les bandes de cuivre sont bien définies et fines.
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Figure 19 : Optimisation de la résolution du spectre pour le mélange (PH -)- (HP+). Le spectre noir correspond a la dilution peptidique
3 mM de (P -) -(P+), 2 mM de (PH -)- (HP+), 0,9 équivalent (1,8 mM) de cuivre et 10% de glycérol. Le spectre rouge correspond a la
dilution métallique, 5 mM de (PH -) -(HP+), 0,9 équivalent (4,5 mM) de métal, dont 80% de zinc et 20% de cuivre ainsi que 10% de
glycérol. Le spectre bleu correspond au mélange classique, 5 mM de (PH -)- (HP+), 0,9 équivalent (4,5 mM) de cuivre et 10% de glycérol.

Cette condition a été utilisée pour effectuer I’analyse des échantillons marqués (PH -) - (HP+), (PH -)* - (HP+),
(PH -) - (HP+)*, (PH -)* - (HP+)*, (PH -)* - (PH -)* et (HP+)* - (HP+)* avec du cuivre. Le but de cette expérience
est de vérifier si I’histidine du peptide (PH -) est vraiment absente de la sphére de coordination du cuivre dans
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les fibres. Dans le cas oU un peptide marqué se lie au cuivre via son histidine, une modification du signal est
attendue. En effet, I'histidine étant marquée a I’’>N, un couplage entre I’électron du cuivre et ce noyau est
attendue faisant apparaitre des signaux d’interactions superhyperfines.

T T T T T T

__________/\__/\_-/“/\\ (PH-) - (HP+)

o~ /\_/‘/v\

(PH-) - (HP+)*

=
\/—_' (PH-)* - (HP+)
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(PH-)* - (HP+)*

(PH-)* - (PH-)*

(HP+)* - (HP+)*
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Figure 20 : Spectres RPE du Cu" dans les fibres formées par les peptides marqués et non marqués : (PH -) - (HP+), (PH -)* - (HP+), (PH -)
- (HP+)*, (PH -)* - (HP+)*, (PH -)* - (PH -)* et (HP+)* - (HP+)* 3 mM de chaque peptide (sauf pour le peptide seul : 6 mM), O, 18 équivalent
de Cu", 0,72 équivalent de Zn", et 50 mM de tampon HEPES a pH 7,4 en présence de 10 % de glycérol.

La comparaison de (PH -) - (HP+) et (PH -) - (HP+)*montre une coordination de I'histidine du peptide (HP+) au
cuivre dans les fibres, soutenue par I'observation des couplages superhyperfins centrés autour de 325 mT
(Figure 20 ligne bleue). Le spectre (PH -)* - (HP+) est quasiment identique a (PH -) - (HP+) mais ne présente
pas les mémes signaux dus aux couplages superhyperfins, ce qui semble indiquer I'absence de coordination
de I'histidine du peptide (PH -) au cuivre. Ces résultats sont en accord avec la liaison largement préférentielle
du cuivre au peptide (HP+). Visiblement une trés faible contribution de structure superhyperfine du peptide
(PH -) est observable dans I’échantillon (PH -)* - (HP+). Les deux spectres du cuivre avec un seul peptide (Figure
20 les deux spectres du bas) montrent une structure superhyperfine de la bande du cuivre, confirmant
que I'histidine de (PH -) est coordinée a celui-ci. L’échantillon (PH -)* - (HP+)* a montré un signal similaire a
I’échantillon (PH -) - (HP+)* et un mélange du signal de cuivre de (PH -) et (HP+) n’a pas été observé.
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Cette analyse, en accord avec la spectroscopie RAMAN, soutient la liaison de I'histidine du peptide (HP+) au
cuivre, mais pas celle du peptide (PH -), ou d’'une maniére minoritaire. Une analyse HYSCORE a été réalisée
pour obtenir une analyse plus sensible et pour prouver cette hypothése.

1.2.8 HYSCORE

(PH-) - (HP+) (PH-)* - (HP+)

= o0

LA
T,

R
e P

®

v, [MHZ)

Figure 21 : Analyse HYSCORE de (PH -) - (HP+), (PH -)* - (HP+), (PH -) - (HP+)*, (PH -)* - (HP+)* : 3 mM de chaque peptide, 0,18 équivalent
de Cu", 0,72 équivalent de Zn", et 50 mM de tampon HEPES pH 7,4 en présence de 10 % de glycérol.

L’analyse HYSCORE est un spectre RPE 2D montrant les couplages entre le spin nucléaire du ligand et le spin
électronique du métal par le biais de I'apparition de taches de corrélation. Dans notre cas, cette analyse a
montré un couplage de Cu (1) aux peptides marqués avec °N-His. La comparaison entre le mélange de peptide
marqué et non marqué permettra donc de déterminer les résidus histidine de quels peptides sont coordinés
sur le cuivre. Les échantillons (PH -) - (HP+), (PH -)* - (HP+), (PH -) - (HP+)* et (PH -)* - (HP+)* avec du cuivre
ont été analysés (Figure 21). L’acquisition et l'interprétation des spectres ont été réalisées par le Dr B. Vileno
et la Dr N. Le Breton.

Pour I'échantillon (PH -) - (HP+) (Figure 21, spectre en haut a gauche) on n’observe pas d’apparition de tache
de corrélation entre le cuivre et I’'>N (signal ¥*N pur) puisqu’aucun des deux peptides utilisés pour la formation
des fibres n’est marqué. De méme que le spectre de I"échantillon avec les deux peptides (PH -)* et (HP+)*
marqué a I’*>N, on observe uniquement les taches de corrélation du cuivre avec I’'>N, sans pouvoir faire la
distinction entre les deux peptides. Pour I’échantillon (PH -) - (HP+)* (Figure 21, spectre en bas a gauche), on
observe I'apparition de taches de corrélation intenses qui confirment la coordination de I'histidine du peptide
(HP+), mais également une faible tache de corrélation correspondant a une coordination a un *N provenant
du peptide (PH -). Dans I’échantillon (PH -)* - (HP+) on observe une forte tache de corrélation pour un couplage
avec un N qui confirme une nouvelle fois la coordination du peptide (HP+) et une faible tache de corrélation
avec I’ N qui traduit une faible, mais bien présente, coordination du peptide (PH -).

Ces analyses ont confirmé la présence majoritaire du peptide (HP+) dans la sphére de coordination du Cu"
mais également une coordination en faible proportion de I'histidine du peptide (PH -). Les données indiquent
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donc la présence d’une autre espece que Cu -(HP+) « dans le mélange qui posséde une coordination du peptide
(PH -) au cuivre et également que cette espéce est présente en faibles proportions.

1.2.9 Proposition de la répartition des espéces présentes en dessous d’un équivalent de
cuivre

Les résultats de la spectroscopie Raman nous informent que I'azote de la chaine latérale de I'histidine du
peptide (HP+) est coordonné via I'azote m (Nwt) (Figure 22). Il est donc trés probable que I'amine N-ter soit
également coordinée au cuivre. C'est pourquoi, on propose la coordination en pince (chélate) du peptide (HP+)
via 'amine N-ter et I'N7 de I'histidine. De plus, nous partons également du principe que I'affinité du chélate
de (HP+) est plus forte que I’histidine seule du peptide (PH -). Cette hypothése est également corroborée par
le spectre de I'espéce majoritaire qui est différente du spectre Cu"-(PH -), mais trés similaire au spectre Cu" -
(HP+). Cependant, les analyses HYSCORE montrent clairement une faible coordination du peptide (PH -) par le
biais de son histidine (coordination analogue a la LPMO). En se basant sur ces résultats, nous proposons deux
especes différentes. L'espéce majoritaire, ou le cuivre serait coordonné par le chélate de (HP+) ainsi que par
un autre peptide (HP+) par le biais de la chaine secondaire de son histidine ou I'amine N-ter (Figure 22).
L’espéce minoritaire ou le cuivre serait coordonné par le chélate (HP+) ainsi que par un autre atome d’azote
fourni par I’histidine provenant du peptide (PH -) (Figure 22). Malheureusement pour nous, ce serait cette
espéce minoritaire qui aurait le mode de coordination le plus proche de celui présent dans la LPMO. Dans les
deux cas, la sphére de coordination équatoriale est complétée par un quatrieme ligand, probablement une
molécule d’eau ou le carboxylate d’un glutamate.

Espéce majoritaire Espéce minoritaire

R
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O H.N  Tny=/
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Figure 22 : Spéciation du cuivre (PH -) - (HP+) dans les fibres, dans les échantillons avec 0,18 équivalent de Cu' (par rapport a (HP+)).

La raison de la promotion de la liaison du Cu" & deux (HP+) n’est pas connue, mais d’aprés la microscopie
électronique et les spectres ATR-FTIR, les peptides dans les fibres (PH -) - (HP+) n’adoptent pas exactement la
méme structure en présence et en I'absence de cuivre. Ce réarrangement induit par I'ion métallique peut
expliquer pourquoi I'espéce majoritaire n’est pas le complexe imaginé, mais un homodimere. En outre, si le
cuivre est ajouté sur des fibres préformées sans métal, il déclenche un réarrangement qui converge vers la
structure (signature ATR-FTIR) des fibres formées avec le cuivre ajouté. Cela indique clairement que
I'assemblage avec et sans Cu" est différent. Les raisons possibles peuvent étre multiples, comme un
déplacement le long de l'interaction de la feuille B entre les deux peptides. Il faut aussi garder a I'esprit que
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les fibrilles sont constituées de (PH -) - (HP+) en trois dimensions, donc deux (HP+) peuvent étre relativement
proches dans I’espace, ce qui pourrait permettre la liaison de Cu" aux histidines de deux (HP+).

Néanmoins, d’apres le titrage RPE, on constate que le signal observé est identique de 0 a 1 équivalent de
cuivre. Cependant, une fois cette quantité de cuivre dépassée, on constate une modification de la valeur de g
des bandes du cuivre ce qui indique une modification des complexes formés. Plus la quantité de cuivre ajoutée
se rapproche de 1,5 équivalents, plus le signal tend vers la formation d’'une tout autre espéce. Quelques
analyses complémentaires devront étre réalisées avec 2 équivalents, 2,5 équivalents et 3 équivalents de cuivre
par rapport au peptide afin de totalement saturer le complexe en cuivre et ainsi voir apparaitre les bandes du
Cu"(HEPES) ce qui permettra de confirmer la saturation des sites de coordinations.

1.2.10 Tests catalytiques

4 nitrophényl-B-D-galactopyranoside Hydroxylation
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Figure 23 : Substrat et réaction hypothétiquement catalysée par notre complexe

o+ e

Des tests d’activité catalytique ont également été entrepris afin d’évaluer I'activité du complexe. Le premier
substrat testé est le 4 nitrophényl-B-D-galactopyranoside car c’est un composé qui modélise le substrat
naturel de I'enzyme : la cellulose. Il est également facile de suivre I'oxydation en spectrophotométrie par le
biais du relargage du nitrophénolate qui est optiquement actif avec un maxima a 400 nm (e = 12 800 Mt cm-
1). Le paranitrophénolate est relargué par le biais de I'oxydation de la liaison C-H du carbone anomérique du
B-D-galactopyranoside. Une fois oxydé, le sucre va former une lactone qui va permet de le libérer (Figure 23,
schéma réactionnel du haut).
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Figure 24 : Suivi de la libération du paranitrophénol, a 400 nm, par oxydation du 4 nitrophényl-8-D-galactopyranoside (S). Graphique
du haut, échantillons composés de 200 mM de tampon HEPES a pH 7,4 et de 25 mM de substrat (échantillon « S » courbe noir).
L’échantillon « S Cu » (courbe rouge) est contient 0,45 mM de cuivre en plus, et I'échantillon « (PH -) — (HP+) Cu » contient 0,5 mM de
(PH -) et de (HP+) en plus. Graphique du bas, échantillons composés de 200 mM de tampon HEPES a pH 7,4, 0,45 mM de cuivre et de
25 mM de substrat. Pour les 3 échantillons avec le mélange (PH -) — (HP+), ils contiennent 0,5 mM de (PH -) et (HP+). Les échantillons
« S CuH0;» et «S (PH -) — (HP+) Cu H,0; » (courbes noir et rouge) contiennent, en plus, 25 mM de H,0,. Les échantillons « S Cu Asc »
et « S (PH -) — (HP+) Cu Asc » (courbes bleu et mauve) contiennent 25 mM d’acide ascorbique en plus. Les échantillons « S Cu les deux »
et « S (PH -)—(HP+) Cu les deux » (courbes verte et bleu foncé) sont composés en plus de 25 mM de H,0, et de 25 mM d’acide ascorbique.
Ces conditions sont proches de la littérature.168

Dans un premier temps, ces analyses ont été réalisées simplement avec le substrat sans oxydant ou réducteur
(Figure 24, haut), cependant aucune conversion n’est observée pour tous les échantillons, autant avec le
Cu"(HEPES) gu’avec notre complexe Cu" @ (HP+) - (PH -), c’est pourquoi nous avons réalisé le méme test en
présence d’acide ascorbique et/ou de peroxyde d’hydrogéne (Figure 24, bas). Aprés 45 min d’incubation, en
présence de 25 mM de substrat et 450 uM de cuivre, on mesure moins de 2 uM de paranitrophenolate (et
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notons que le signal est proche du bruit de fond). De plus, on observe des profils trés proches pour toutes les
conditions. Nous en concluons qu’aucune conversion du substrat n’est observée. Le systeme développé et
caractérisé ici ne permet donc pas de reproduire I'activité catalytique de la LPMO. Il ne peut donc pas étre
considéré comme un mime fonctionnel.
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Figure 25 : Suivi de la formation de la 3,3, 5, 5’ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'-diol, a 476 nm, lors de I'oxydation de la DMP.
Conditions : 10 pM de cuivre, 21 uM de peptide [Ac-IHIHIQI-NH; ou (PH -)- (HP+)], 22,5 mM de tampon HEPES pH 8 et 200 uM de DMP
(Viot : 100 pL). Ce sont les mémes conditions d’analyse que celles appliquées par I’équipe du Pr Korendovych.

Un second substrat a été utilisé, le 2,6-diméthoxyphénol dont on suit I'oxydation, ie la production de la 3,3',
5, 5’ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'- dione, par absorbance a 476 nm (¢ = 17033 Ml.cm?).365455
L’oxydation a un électron du phénol forme un radical, stabilisé par délocalisation, puis deux de ces radicaux
vont se coupler pour former 3,3', 5,5’ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'- diol (Figure 25 schémas réactionnels
du bas).

Ce substrat a été utilisé par I'équipe du professeur Korendovych pour déterminer |'activité catalytique
(oxydation) de métalloamyloides.®® L’activité observée pour le complexe avec le peptide Ac-IHIHIQI-NH,
rivalise avec celle produite par la nature.33® |’utilisation de ce substrat nous a permis de réaliser une
comparaison. Avec ce substrat, I'activité de notre systéme reste plus lente que celle du Cu'"(HEPES) et
beaucoup plus lente que celle du métalloamyloide développé par I’équipe du professeur Korendovych.
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Figure 26 : Spectre spectrophotométrique d’absorption de la formation de 3,3', 5, 5’ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'- diol lors de
I'oxydation du DMP. Conditions : 10 uM de cuivre, 21 uM de peptide [Ac-IHIHIQI-NH, ou (PH -) et (HP+)], 22,5 mM de tampon HEPES
pH 8 et 200 pM de DMP (Vo : 100 pl). Un spectre acquis toutes les minutes. Ce sont les mémes conditions d’analyse que celles utilisées
par I'équipe du Pr Korendovych.3?

On constate que la conversion est nettement plus rapide pour le métalloamyloide de I’équipe du Pr
Korendovych que pour notre complexe, malgré I'apparition de produit secondaire nettement plus rapidement
que pour (PH -) -Cu" -(HP+).

Le métalloamyloide (Figure 26, spectre de gauche) conduit a la formation de plusieurs produits. Il convertit
rapidement le DMP en un produit, trés probablement le diol, qui a son tour est consommé, pour donner divers
autres produits non identifiés. On observe également une augmentation drastique de la ligne de base
(probablement di a la formation d’un précipité, visible a I'ceil en fin d’expérience). Pour notre complexe
(Figure 26 spectre de droite), on constate I'apparition du méme produit primaire, le diol, cependant la
conversion du DMP en diol et beaucoup plus lente que pour le métalloamyloide du Pr Korendovych. Pour le
complexe (PH -) -Cu" -(HP+), une forte augmentation de la ligne de base n’est pas observée. Cependant, on
observe également I'apparition de produit non identifié différent de ceux observés pour le métalloamyloide !

D’apres I'évolution du spectre d’absorption du mélange et son profil (Figure 26), notre complexe induit la
formation d’un mélange de produits différents du métalloamyloide de I'équipe du professeur Korendovych.
Les produits obtenus n’ont pas été caractérisés, cependant, le spectre d’absorbance ainsi que les observations
de précipitation dans la cuve UV pour le complexe Ac-IHIHIQI-NH; nous permettent d’émettre I’hypothése que
chaque complexe forme un mélange de produits différents et que le complexe Ac-IHIHIQI-NH; induit la
formation d’un polymeére du 3,3', 5, 5’ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'- diol. 313
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1.3 CONCLUSION

Les résultats présentés ci-dessus décrivent la conception d’un assemblage controlé de deux peptides (PH -) et
(HP+), de charge opposée, avec un ion Cu". En effet, a 0,5 mM de chaque peptide, seule la combinaison des
trois partenaires [(PH -), (HP+) et Cu"] a permis d’obtenir des agrégats. Les deux peptides choisis hous ont
permis de pouvoir contréler le processus d’assemblage. En effet, I'autoassemblage se réalise uniquement
quand les peptides sont en présence l'un de l'autre. Ces agrégats étaient concus pour rigidifier
I"autoassemblage et ainsi favoriser la coordination du cuivre dans le site « Histidine brace » développé.

Le but de ce projet était d’appliquer I'approche du professeur Korendovych appelée « minimalist protein
design »%! afin de développer un mime de la LPMO. Dans ce systéme, les deux histidines (non équivalentes)
du site « Histidine brace » de I'’enzyme sont apportées par deux peptides différents. Afin de pouvoir contréler
la préformation du site de coordination du cuivre, deux séquences peptidiques courtes complémentaires
capables de s’assembler uniquement en présence l'un de l'autre en feuillets B antiparalléles ont été
recherchées dans la littérature. Les deux séquences trouvées sont (P+) et (P -) qui, apres avoir été
fonctionnalisées judicieusement par une histidine (une histidine sur chaque peptide, a une extrémité
différente) améne a la production de deux nouveaux peptides (PH -) et (HP+). Le mélange de ces deux peptides
ainsi que du Cu" a conduit a la formation de fibres avec le Cu" coordonné au moins a la pince apportée par le
peptide (HP+). La morphologie des fibres a été analysée par MET. La structure secondaire adoptée par les
peptides a été investiguée par le biais de la spectroscopie vibrationnelle. Les spectroscopies RPE, Raman et
HYSCORE ont permis d’émettre des hypothéses plausibles sur la sphere de coordination du cuivre et la
spéciation.

Finalement, les tests catalytiques montrent que ce systéme, inspiré par la LPMO, n’en est pas un mime
fonctionnel. Néanmoins, I'activité de ce systeme pourra étre investiguée pour d’autres types de réactions.

49



CHAPITRE 2



51



2.1 INTRODUCTION

2.1.1 Meétaux en biologie

Pour le bon fonctionnement d’un organisme vivant, toute une série d’éléments est absolument indispensable.
Les métaux tels que Mn, Fe, Zn, Se, Co et Mo le sont, malgré la faible quantité de ces éléments retrouvée dans
les différents organismes (mammifere, bactérie, levure, virus... etc.). Les métaux de transitions sont essentiels
(Tableau 4), car impliqués dans une série de mécanismes biologiques vitaux tels que la catalyse enzymatique,
la structuration de protéines, la formation des os ou encore comme messager. >

Eléments Quantité (g)
Ca 1000
K 140
Na 100
Mg 30

Fe 5

Zn 2

Cu 0,1
Mn 0,016
Mo 0,005
Co 0,002

Tableau 4 : Tableau représentant les ions métalliques essentiels chez I’Homme (pour un homme de 70 kg)*®

Chez I’'Homme, le fer est un élément principalement utilisé pour transporter le dioxygéne, pour réaliser des
réactions redox (catalyse) et transporter des électrons.>® Les deux tiers des ions fer circulent dans
I’'hémoglobine des globules rouges et 300 mg est contenu dans la myoglobine des muscles. La majeure partie
du fer plasmatique est dirigée vers la moelle osseuse pour I'érythropoiese.

2.1.2 Chimie du fer (Fe'") et d’un ion modéle diamagnétique : le gallium (Ga'")

2.1.2.1 Fer

Le fer possede les propriétés chimiques intéressantes pour le vivant, il peut facilement changer d’état
d’oxydation en fonction de son environnement chimique et ainsi permettre de réaliser des réactions
d’oxydoréduction. Il est composé de 26 électrons arrangés dans la configuration [Ar] 3d%4s2. Ses deux états
d’oxydation les plus stables sont le Fe', avec comme configuration [Ar] 3d®4s® et le Fe", avec comme
configuration [Ar] 3d°4s°. Le Fe'" posséde un rayon ionique de 0,067 nm (pour le Fe" haut spin) et il peut
adopter quatre géométries en fonction de son degré d’oxydation des ligands qui lui sont associés et du nombre
de coordination: octaédrique, trigonal bipyramidale, pyramidale a base carrée, tétraédrique (avec une
coordination de 4) et la géométrie la plus souvent retrouvée est octaédrique. Le Fe'' est quasiment insoluble
dans I'eau et forme des hydroxydes de fer (Ill) (Ks, = 10 =39 M & pH 7,0, ce qui correspond a une concentration

dans I'eau de [Fe**] =107 M a pH 7). %" Son potential redox (Fe"/Fe'") est de 0,77 V.
2.1.2.2 Gallium

Le gallium est un élément possédant 31 électrons et posséde une configuration [Ar] 3d¥°4s24pt. Son état
d’oxydation le plus stable est le Ga" avec comme configuration [Ar] 3d'%4s%4p°. Il posséde un rayon ionique
de 0,062 nm, trés proche de celui du Fe'". Le Ga" et le Fe'" sont des acides de Lewis dure selon la classification
de Pearson.>® De plus, il est d'° et ne posséde pas d’énergie de stabilisation du champ des ligands (LFSE) et
peut donc s’adapter a différentes géométries. Ses propriétés de coordination sont également proches de
celles du fer, ce qui permet au Ga" de se fixer fortement sur des sites de fixation du Felll dans les protéines ou
sidérophore et éventuellement remplacer les ions ferriques dans les organismes vivants. >° Le potentiel redox
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du fer (Fe"'/Fe") est de 0,77 V tandis que celui du gallium (Ga"/Ga°) est de -0,56 V.%° || différe également par
son incapacité a changer de degré d’oxydation (virtuellement irréductible en conditions physiologiques) et le
rend ainsi incapable de participer a des réactions d’oxydoréduction, contrairement au Fe". Cette particularité
"de remplacer I'ion Fe' dans I’'héme. Il permet également d’inactiver la fonction d’enzymes

1] par du Galll_59

empéche lI'ions Ga
par remplacement du cofacteur Fe

2.1.3 Homeéostasie et toxicité

2.1.3.1 Toxicité du Fer

La réaction de Fenton (Figure 27) illustre la capacité du fer a générer des espéces radicalaires hautement
réactives. Le fer, en cas d’excés dans l'organisme, peut réagir avec I'oxygene et causer un stress oxydant. Les
especes réactives de I'oxygene (EROs) ainsi produites réagissent avec diverses molécules essentielles telles
que les acides nucléiques, protéines et lipides. *” C’est pour cette raison qu’il ne faut pas de fer libre dans
I’organisme, il faut qu’il soit toujours pris en charge (coordonné).

Fenton o
H202 'OH + OH

Rapide
Fe(ll) Fe(lll)

Lent

-OOH + H® H,0,

Figure 27 : Réaction de Fenton. Rapide : 30 s - 1 min ; Lent : quelques minutes.®%!

Les organismes vivants ont développé des ligands trés affins pour le fer. Premierement, cela leur permet
d’éviter la formation d’oxyde de fer qui posséde une tres faible solubilité en solution aqueuse (précipitation)
et permet donc de le rendre disponible pour les organismes, permettant de I'acquérir, méme dans un milieu
pauvre en fer. Deuxiemement, cela empéche aussi des réactions non contrélées (ex. Fenton) afin de limiter la
toxicité de cet ion. Ces ligands permettent d’utiliser les capacités oxydoréductrices du fer a des fins
catalytiques contrdlées. 2
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2.1.3.2 Importance de 'homéostasie du fer

Entérocytes
absorption

Moelle osseuse
érythropoiése

_a—\.\. _l

Hep{idine

Figure 28 : L’homéostasie du fer au niveau moléculaire. Le fer est absorbé dans I'intestin par les entérocytes. Une fois réduit et introduit
dans I’entérocyte, il est soit stocké dans une ferritine ou transféré aprés oxydation, traversée la membrane et coordonne a la
transferrine dans le systeme circulatoire pour étre distribuer dans tout I'organisme. (Figure extraite de la référence 63)

Le fer ainsi que son homéostasie sont essentiels au bon fonctionnement des organismes vivants. Il est
essentiellement utilisé pour assurer le transport d’oxygene et catalyser des réactions de transfert d’électrons,
de fixation d’azote ou de synthese d’ADN. Un déficit ou un exces de fer peuvent étre d’origine héréditaire ou
acquise, et conduire a de nombreuses maladies. 534

Dans des conditions physiologiques normales, prés des trois quarts du fer corporel se trouvent sous forme
d’hémoglobine, le reste étant stocké de maniére intracellulaire sous forme de ferritine ou lié a des protéines
extracellulaires ainsi que dans les enzymes a fer (intracellulaires).5> Le taux sérique normal de fer est de 10-30
puM lié a la transferrine, ce qui donne entre 12 et 50 % de saturation de la capacité de fixation du fer sur la
transferrine (60-75 uM), des taux plus élevés sont symptomatiques d’une surcharge en fer, 636667

Le maintien de concentrations stables en fer, intracellulaires et extracellulaires, nécessite la régulation
coordonnée du transport du fer dans le plasma a partir de sources alimentaires absorbées dans le duodénum,
a partir des globules rouges sénescents recyclés par les macrophages et de son stockage dans les hépatocytes.
Le fer est stocké dans la moelle osseuse, le foie et la rate, dans des protéines appelées ferritine et
hémosidérine (la derniére est plus lente a restituer son fer). Quand I'érythropoiétine stimule la production de
globules rouges, le fer est lié a la transferrine pour étre transporté a la moelle osseuse par le sang (Figure 28).58

C'est pourquoi, la régulation est essentielle afin de conserver une quantité de fer optimale dans tout
I'organisme. Chez les mammiféres, ce rble est joué par I'hepcidine produite par le foie et qui permet
d’exprimer ou réprimer les protéines de transport du fer et ainsi réguler efficacement le fer dans I'organisme

en cas de carence ou de surcharge (Figure 28).57/6%70
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2.1.3.3 Toxicité du gallium

Le gallium n’est pas un ion métallique essentiel, cependant, il est connu pour avoir tendance a déréguler
I’'homéostasie du fer des organismes vivants. Surtout, le gallium n’ayant pas les mémes propriétés redox que
le fer, il rend inactives les enzymes desquelles il remplace le métal. >°

Pour les bactéries, le gallium peut étre difficilement différencié du fer car il est internalisé par les mémes voies
d’import que le fer.”* Il se coordine aux sidérophores puis est internalisé par le biais d’un récepteur
membranaire. Une fois introduit dans la bactérie, il se comporte principalement comme un mime du fer et va
le remplacer directement dans les enzymes, les rendant inactives, ce qui finit par induire la mort bactérienne.
Il peut également induire une perturbation de I'homéostasie de fer de la bactérie par appauvrissement de sa
quantité de fer disponible et ainsi inhiber I'activité de certaines enzymes. Des travaux récents démontrent le
potentiel thérapeutique du gallium comme substance antibactérienne, malgré la toxicité induite sur les étres
humains. 7>73

Pour les mammiféres, le gallium perturbe ’homéostasie du fer dés son introduction dans I'organisme. Il est
importé via les mémes voies que celles du fer. En effet, il sera coordonné par la transferrine, diminuant la
quantité de fer disponible, et conduisant a l'inactivation d’enzymes (ex. diminution de la production
d’hémoglobine ou encore perte de I'activité de la ribonucléotide réductase). Une fois dans la cellule, le gallium

peut agir sur la mitochondrie par activation d’'une protéine proapoptotique et induire I'apoptose de la cellule.
72

Cependant, une étude toxicologique doit étre réalisée sur les complexes pour connaitre leurs DLso (dose Iétale
pour tuer 50% des individus d’un groupe d’animaux) afin de déterminer leurs toxicités. C'est pourquoi
différentes substances a base de gallium ont été utilisées comme le nitrate de gallium (utilisé comme
traitement pour I’hypercalcémie avec une DLsp pour la souris estimée a 80 mg/kg 7%, le citrate de gallium (en
cours de développement, utilisé comme anti-infectieux avec une DLsp pour la souris de 2,23 g/kg ), le
maltolate de gallium (utilisé comme traitement contre les lymphomes avec un DLsg pour la souris supérieure
a 500 mg/kg’®) et le tris(8-hydroxyquinoléinolate) de gallium (en cours de test préclinique avec un DLso pour
la souris de 2,9 g/kg’®). 7>7¢

2.1.4 Le fer dans le corps humain

Comme mentionné plus haut, la réactivité du fer est modulée par les ligands qui lui sont coordonnés (ex.
chaines latérales d’acides aminés dans les protéines) ce qui permet de moduler trés finement le potentiel
redox du fer et ainsi permettre une catalyse trés diversifiée.”’” Le réle du fer peut donc étre décrit par le biais
de toutes les familles d’enzymes a fer présentes dans notre organisme. Nous allons nous intéresser plus
particulierement & deux types d’organismes, 'Homme et les bactéries.>’

2.1.4.1 Les hémoprotéines

Les hémoprotéines posseédent trois sous-classes. La premiére est constituée des transporteurs d’oxygéne (eg
hémoglobine, myoglobine), la seconde, des activateurs d’oxygene moléculaires (eg cytochromes oxydases,
cytochromes P450, catalases et peroxydases) et la troisieme, des protéines de transport électronique (eg
cytochromes a, b et ¢). >’

2.1.4.2 Les protéines fer-soufre (Fe-S)

Les protéines Fe-S sont composées d’un cluster Fe-S qui sert de donneur ou d’accepteur d’électrons dans une
large variété de réactions biologique (large plage de potentiel redox). Cependant, dans certains cas, ils peuvent
aussi former des sites catalytiques. *’
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2.1.4.3 Les protéines non hémiques et non Fe-S

La troisieme famille est tres hétérogéne et regroupe les protéines ou le fer n’est ni dans un héme ni dans un
cluster Fe-S. Cette famille peut elle aussi étre divisée en deux sous-familles, les enzymes mononucléaires a fer
non-hémique (eg oxygénases, dioxygénases, hydroxylases) et les enzymes binucléaires a fer non-hémique (eg
ribonucléotide réductase, désaturase). La particularité de cette classe est la formation d'un centre
bimétallique qui favorise la coordination et I'activation du dioxygéne. *’

2.1.4.4 Les protéines de stockage, du métabolisme et transport du fer

La derniere famille est composée des protéines de stockage, telles que la ferritine et des protéines de transport
comme les transferrines.®” 25 % du fer est stocké dans des ferritines ou autres protéines de stockage du fer,
ce qui correspond a une réserve de fer disponible a tout moment.

2.1.4.4.1 Latransferrine

Figure 29 : Structure de la transferrine du sérum humain (PDB: 1d3k)

La transferrine et une protéine d’environ 80 kDa avec une concentration sanguine comprise entre 2 et4 g/L,
elle est composée d’une chaine unique de 680 acides aminés.>” C’est une protéine soluble composée de deux
sites de coordination du fer (une dans chaque lobe (Figure 29)) et de deux sites de coordination d’ions
carbonate qui se coordonnent synergiquement avec les ions Fe'' (augmente grandement I'affinité de la
transferrine pour les ions ferriques). Dans cette configuration, la transferrine a un pFe® d’environ 22-24
(définition du pFe®* disponible dans la partie 2.1.6.1).78

Dans un premier temps, le fer absorbé de notre alimentation est récupéré par les entérocytes de notre intestin
afin d’étre distribué, aprés oxydation, dans le systéme circulatoire. L’apotransferrine va lier deux ions Fe'" pour
devenir la transferrine. C'est une fois sous cette forme que les ions ferriques sont distribués dans tout
I'organisme par le biais du sang et libérés aux besoins.>” Une fois la transferrine reconnue par un récepteur
TfRs le complexe et endocyté, 'endosome est acidifié afin de pouvoir libérer les deux ions du complexe
transferrine/TfRs. Une fois les ions libérés dans I’endosome, ceux-ci sont réduits a I’aide d’une ferrireductase
en ions ferreux, avant d’étre relargués dans le cytosol de la cellule par le biais d’un transporteur des ions Fe'"
(DMT1).57
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2.1.4.4.2 Laferritine

Figure 30 : Structure de la ferritine humaine (PDB : 3xh2)

L'apoferritine (ferritine sans fer) est la protéine majeure dans le stockage intracellulaire du fer. C'est une
protéine composée de 24 sous-unités pour un poids moléculaire de 450 kDa chez I'Humain (les bactéries
possédent des « ferritine-like » protéines, telles que les bactérioferritine).”” La ferritine Humaine est
composée de deux sous-unités différentes, la sous-unité H de 21 kDa et 182 acides aminés et la sous-unité L
de 18,5 kDa et 174 acides aminés (Figure 30). Bien que la ferritine soit une protéine principalement
intracellulaire, sa fraction circulante plasmatique est proportionnelle au stock intracellulaire. Sa concentration
sérique se situe entre 20 et 200 pg/L et elle sert de protéines de stockage du fer par le biais de sa fonction
ferroxidase qui va oxyder le Fe' en Fe"'lors de I'internalisation de celui-ci dans le cceur minéral de la ferritine
et ainsi le séquestrer par précipitation.

2.1.5 Les bactéries et I'import du Fe'

2.1.5.1 Homéostasie du fer chez les bactéries

L’homéostasie du fer dans les organismes vivants est de premiére importance car, en cas de déficit I'organisme
n’est plus capable de fonctionner correctement (inactivation d’enzyme, anémie, etc.) et au contraire en cas
d’excés, des réactions parasites (réaction de fenton) peuvent avoir lieu et déclencher un stress oxydant.8%-82
Chez la bactérie, deux systémes de régulation existent. Le premier utilise le facteur de transcription protéique
Fur : en cas de surcharge en fer dans la bactérie, Fur aide a promouvoir la production de chélateur de fer afin
de détoxifier la bactérie par stockage du fer.®® Le second systéme utilise un ARN non codant appeler RyhB qui,
en cas de carence en fer dans la bactérie, inhibe la production de protéines a fer qui ne sont pas indispensables
lors d’'une carence, mais utilisées en cas de surcharge (ferritine, superoxyde dismutase). 8

57



2.1.5.2 Différence entre les bactéries Gram - et Gram +

Aux vues de I'importance du fer et de sa faible biodisponibilité en conditions aérobies, et allant de 10°M
jusqu’a 10 M chez I’héte, les micro-organismes ont d{i trouver un moyen efficace pour subvenir a leurs
besoins en fer (concentration de 10 a 10”7 M nécessaire pour une croissance optimale®). Les bactéries ont
également un besoin important en fer pour vivre. C'est pourquoi, elles ont développé différentes stratégies
d’acquisition du fer. Ces stratégies varient légérement entre les bactéries Gram + et Gram - a cause de la
morphologie trés différente de leurs membranes. *’

(a) (b)
Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria
Peptidoglycan _— Quter membrane
(cell wall) Peptidoglycan
Plasma (cell wall)
membrane Periplasmic
Cytoplasm e

Plasma
membrane

Cytoplasm

Figure 31 : Structure de la membrane des Gram + et Gram -. (Figure extraite de la référence 57)

En effet, les bactéries Gram — possede deux membranes, une membrane externe et une membrane interne
reliée par le périplasme (Figure 31a) tandis que les Gram + possédent uniquement une membrane (Figure
31b). %

2.1.5.3 Stratégie d’acquisition du fer pour les Gram -

Pour les bactéries Gram -, la majorité des nutriments nécessaires traverse la membrane de la bactérie par
diffusion passive ou par le biais de porines (pores transmembranaires de type tonneau-f3 peu sélectifs avec un

débit d’entrée important pour les ions et petites molécules organiques et permettant également leur sortie).
57

Cependant, en cas de faible disponibilité de fer dans le milieu, celui-ci doit étre transporté activement a
I'intérieur de la bactérie. Trois mécanismes (pas nécessairement présents chez toutes les bactéries) ont été
identifiés. L’acquisition par la transferrine (Figure 32 : schéma rouge) consiste a directement coordonner le
Fe" complexé par la transferrine par le biais d’un transporteur transmembranaire et ainsi puiser directement
dans le fer en circulation dans I'organisme infecté. L’acquisition par le fer hémique (Figure 32 : schéma bleu)
est une stratégie trés similaire a la précédente, mais avec une autre source de fer, le fer hémique. Finalement,
I"acquisition par les sidérophores (Figure 32 : schéma vert) est une stratégie qui consiste a sécréter des
sidérophores (ligands avec une trés forte affinité pour le Fe'") dans I’environnement extracellulaire, puis de le
récupérer par transport a travers la membrane une fois celui-ci chargé en fer. Cette derniére stratégie sera
traitée plus en détail dans la suite du chapitre. >7#’

58



H ophdre
Transferrin j
Fe®*
Fed+ = Fe3+-5|derophore
@ He

Periplasm

B

¥ Cytoplasm

Heme oxygenase
3+ -, -
O +Fe Biliverdin + CO + Fe®*
Figure 32 : les différentes stratégies de capture du fer (Gram -). (Figure extraite de la référence s 7)

Il est important de noter que les bactéries se développant en milieu anaérobie ont également développé une
stratégie de capture du Fe' qui ne sera pas discutée dans ce manuscrit. 377

Les stratégies d’import du fer basées sur le fer hémique et le fer lié a la transferrine fonctionnent quasiment
de la méme maniére. Un transporteur localisé dans la membrane extérieure de la bactérie Gram — va
reconnaitre la transferrine chargée (protéines de liaison a la transferrine [Tbhdt]) avec un ou deux atomes de
fer et va permettre I'entrée du fer par le biais du systéeme tonB (uniquement I'ion pour I'acquisition par la
transferrine ; fer avec ’heme pour hémique) dans le périplasme. Une fois dans le périplasme, des protéines
périplasmiques vont lier soit le fer seul, soit le complexe hémique, afin de délivrer chaque complexe a son
transporteur correspondant. Pour la stratégie transferrine, un transporteur va reconnaitre le complexe et par
le biais de consommation d’ATP, le fer va étre transporté dans le cytoplasme. Pour la stratégie de I’héme, c’est
le complexe entier (Fe'' (héme)) qui traverse la membrane par le biais d’un transporteur similaire (a I'aide
d’ATP). Une fois le complexe hémique introduit dans le cytoplasme, I'ion ferrique est libéré suite a I'oxydation

de I’lhéme par une oxygénase puis tout le Fe" sera réduit en Fe" pour les deux stratégies. 57878889
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2.1.5.4 Stratégie d’acquisition pour les bactéries Gram +

Membrane-
anchored Fed+
binding protein

Permease|proteins I
1

ATP-binding Cdssetle proteing

ATF‘—\
ADP+Pi1_/

v

3
Fert —  » Fe?+,

Figure 33 : les différentes stratégies de capture du fer (Gram +), = Complexes Héme, Sidérophore, Transferrine. (Figure extraite de
la référence °7)

Les bactéries Gram +, telles que Streptomyces pilosus, posseédent des stratégies d'import de fer similaires a
celles des Gram —avec comme différence majeure I'absence d’une seconde membrane et d’un périplasme. En
comparaison avec les Gram-, une protéine extramembranaire spécifique a la voie d’acquisition utilisée va
reconnaitre les complexes (fer-héme, fer-transferrine ou encore fer-sidérophore). Cette protéine va importer
le complexe dans la bactérie par le biais d’une perméase associée a elle-méme utilisant I’énergie de I’hydrolyse
d’ATP. Une fois dans le cytosol, le fer sera dissocié du complexe (sidérophore ou héme) puis réduit en Fe'"
(Figure 33). 37:87.90

2.1.6 Les sidérophores

Les sidérophores du grec sideros voulant dire fer et phores voulant dire porteur,® sont des petites molécules
avec une taille comprise entre 200-2000 Da synthétisés par presque tous les organismes procaryotes et
eucaryotes.® Ceux qui n’en produisent pas utilisent les sidérophores sécrétés par d’autres microorganismes,
gu’on nomme alors xénosidérophores dans ce contexte. Les sidérophores complexent le fer avec une trés
forte affinité et spécificité. Ils sont synthétisés par voie enzymatique puis excrétés de la bactérie a I'aide des
pompe a efflux. Cette famille de molécules est composée de plus de 500 especes différentes. Cependant,
uniquement quatre motifs chimiques différents sont retrouvés dans la quasi-totalité des sidérophores connus
en tant que motifs chélatants. Ce sont les hydroxamates, les phénolates, les catécholates et les carboxylates
(Figure 34). La valeur de pFe* des sidérophores se situe sur une plage comprise entre 10 et 35,5. °"%
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2.1.6.1 Définition et utilité du pFe3*

Le pM, introduit par K.N. Raymond (JACS 1979 p183), permet de quantifier le pouvoir complexant des
chélateurs a pH physiologique. Le potentiel de I'ion Fe3* (pFe3*) est défini comme 'opposé du logarithme de
la concentration des ions Fe'" libre en solutions (pFe3* = -log [Fe3*]) avec une concentration en ligand de I’ordre
de 10° M et une concentration totale en Fe'' de 10® M a un pH de 7,4. Il est plus pratique d’utiliser le pFe®*
lors de la comparaison des affinités de ligand pour le Fe3* & pH physiologique, que les constantes d’affinités de
ceux-ci, car il permet de facilement comparer entre eux des complexes de stoechiométries différentes. Il est
déterminé sur la base du pKs et le log B du complexe Fer/ligand. Plus la valeur de pFe3* est élevé, plus I'affinité
du ligand pour le Fe" est forte. %

2.1.6.2 Affinité des sidérophores pour le Fe'"
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Figure 34 : lllustration des différentes familles de sidérophores par un exemple représentatif.?3

Les sidérophores majeurs pouvant étre rencontrés chez les bactéries sont les suivants, 'entérobactine (pFe3*

=35,5)% et ses dérivées C-glycosylé faisant partie de la famille des catécholates sont les sidérophores les plus
couramment utilisés par les entérobactéries telles que E. coli, Klebsiella spp ou encore Salmonella enterica
(Fig. 1).% La staphyloferrine A (pFe3* = 23,6), faisant partie de la famille des carboxylates, est un sidérophore
utilisé par la famille des Staphylococcus, telle que la bactérie Staphylococcus aureus.®® La Desferrioxamine B
(pFe3* = 26,6), faisant partie de la famille des hydroxamates, est le sidérophores majeur de Streptomyces
pilosus, une bactérie Gram +.% Les ferrioxamines sont produites par différentes espéces bactériennes. En plus
de ces especes productrices de ferrioxamines, il a été démontré que de nombreuses autres bactéries utilisent
également les ferrioxamines.®® La desferrioxamine ou desféral est également utilisée comme médicament
pour traiter les surcharges de fer chez ’'Homme.*® Le ferrichrome (pFe3* = 25,2) faisant partie lui aussi de la
famille des hydroxamates, est un sidérophore synthétisé principalement par des levures telles que les
Penicillium et les Aspergillus. > 1 La Pyochéline (pFe3* = 18), de la famille des phénolates, et la pyoverdine
(pFe® =27), possédant des groupements multiples (hydroxamates et catécholates) sont les deux sidérophores
synthétisés par Pseudomonas aeruginosa (Figure 34). 10
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2.1.6.3 Acquisition du Fe'" par les sidérophores

Y Recepteur bacterien '
[ Siderophore ’
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@ re" v
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Figure 35 : Stratégie de capture du fer par les sidérophores

La bactérie sécrete les sidérophores dans le milieu afin qu’il chélate le fer de I'environnement (Figure 35). Pour
les Gram -, une fois le fer capté (peut venir de différentes sources, selon la localisation de I'infection), le
complexe sera reconnu par un récepteur TonB-dépendant de la membrane extérieure, qui permet I'entrée du
complexe Fe"'-sidérophore a 'intérieur du périplasme. Dans ce compartiment, des protéines périplasmiques
vont se lier aux complexes Fe'"-sidérophore. Le nouveau complexe formé va migrer vers une perméase, et une
fois reconnue par le bon récepteur de la membrane interne, la PBP va relarguer le complexe Fe'-sidérophore
a la perméase qui va dissocier le sidérophore et I'ion Fe'". Une fois I'ion Fe" libérée celui-ci et réduit en ion Fe"
afin de pouvoir traverser la membrane 3 I'aide d’hydrolyse d’ATP e de la membrane cytoplasmique (ABC). 37102

Pour les bactéries Gram +, le principe de fonctionnement est un peu différent. Des protéines de
reconnaissance sont greffées dans la gangue de peptidoglycane a proximité d’'une perméase et vont permettre
la reconnaissance du complexe Fe'-sidérophore. Une fois le complexe lié & la protéine ancrée, celle-ci va
présenter le complexe Fe'-sidérophore et grace a I'hydrolyse de I’ATP par le transporteur ABC, le complexe
va pouvoir traverser la membrane et entrer dans le cytosol. 57193

Il existe également une autre stratégie d’acquisition du fer commune aux deux types de bactéries se basant
également sur les sidérophores. Elle s’appelle le « piratage de sidérophore » et consiste a utiliser des
xénosidérophores d’autres bactéries de I’environnement. La bactérie va exprimer sur sa surface bactérienne,
des récepteurs spécifiques a certains sidérophores qu’elle est incapable de synthétiser, et ainsi « voler » le fer
pour lequel d’autres bactéries environnantes avaient dépensé de |’énergie. Par exemple, la bactérie
Pseudomonas aeruginosa est capable d’utiliser la ferrioxamine, tout en étant incapable de synthétiser ce
sidérophore. 57104105

_sidérophore introduit dans le cytosol, il existe deux mécanismes principaux de

en Fe' par des réductases,

Une fois le complexe Fe
relargage du fer depuis le sidérophore. Le premier implique une réduction du Fe

ce qui affaibli la liaison fer-sidérophore. >7:10
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2.1.6.4 Applications humaines des sidérophores

Du fait de leur trés forte affinité pour le Fe", les sidérophores ont trouvé des débouchés dans diverses

utilisations. Ils sont utilisés pour traiter des maladies comme la surcharge de fer par le biais de la chélation de
I’excés de fer dans I'organisme (ex. Desferrioxamine B).X%” Ils peuvent aussi étre utilisés comme biosenseurs
ou ils servent de récepteur de reconnaissance du fer. Le signal qui en résulte est par la suite converti par un
biotransducteur afin de mesurer le signal plus facilement.®! Les sidérophores peuvent également servir
d’agent détoxifiant des métaux lourds qu’ils sont capables de coordiner.® |Is sont considérés comme une
alternative écologique aux pesticides chimiques utilisés dans I’agriculture.®® Ils sont aussi utilisés dans des
stratégies antimicrobiennes, comme la stratégie « cheval de Troie », qui consiste a faire internaliser le principe
actif par la bactérie en le fonctionnalisant avec un sidérophore. 9419 Cette stratégie consiste a fonctionnaliser
un sidérophore avec un agent antibactérien par le biais d’un espaceur sacrificiel (Figure 36). Ce complexe est
introduit dans le milieu, il se charge en fer puis est internalisé par la bactérie utilisant les récepteurs de la voie
d’acquisition du fer. Une fois dans le cytosol de la bactérie, I'antibactérien est libéré et va induire la mort de
la bactérie.'? Plusieurs stratégies de relargage de I’antimicrobien existent, mais ne seront pas traitées dans ce
manuscrit. Les sidérophores sont aussi utilisés comme agent anti-malaria ou encore anti-cancéreux.®

Y Récepteur bactérien

Siderophore

' . Felll

( * ” Ligand protéique

{ - ’ ( m‘ "‘ Chevalde troie
./,

@ Antibactérien

/ Espaceur sacrificiel

Figure 36 : Stratégie du cheval de Troie a base de sidérophore
2.1.7 Pseudomonas aeruginosa

La bactérie Pseudomonas aeruginosa sera présentée ci-dessous, car elle sera utilisée expérimentalement dans
ce chapitre. Cette bactérie Gram — est anaérobie facultative, en forme de batonnet et fait partie de la flore
intestinale normale chez 'Homme.

Pseudomonas aeruginosa fait partie des trois bactéries les plus fréquemment impliquées dans les maladies
nosocomiales et a ce titre, fait partie des pathogénes « ESKAPE » composé de Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, les
Enterobacter,'** Staphylococcus epidermis et Candida albicans, une bactérie et une levure, étant aussi
responsables d’infections nosocomiales, mais moins fréquemment.*'? Pseudomonas aeruginosa peut causer
des infections multiples de I‘organisme: respiratoire (pneumonie), cutanée, urinaire ou encore
ophtalmologique. Cette bactérie est opportuniste et se développe notamment chez les
personnes immunodéprimées.’®* Cette souche est également connue pour développer des
multirésistances.’! En effet, en 2019, 12,1 % de la totalité des infections dues & Pseudomonas aeruginosa en
Europe ont été déclarées comme étant des souches multirésistantes (souches résistantes a au moins 3 classes
d’antibiotiques différents).!'* Les cas de PAMR (Pseudomonas aeruginosa multirésistantes) sont en constante
hausse depuis les 20 derniéres années. L’arsenal thérapeutique disponible pour traiter cette souche
s’appauvrit drastiquement et il ne reste plus que quelques substances ayant encore une activité. L'option la
plus prometteuse actuellement est Iutilisation de la Colistine (polymyxine g). 115116
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Pseudomonas aeruginosa sécréte deux sidérophores, la pyoverdine et la pyocheline. Cependant, elle est
également capable d’utiliser des xénosidérophores. Elle possede plus d’une trentaine de genes, codants
chacun pour un récepteur spécifique 3 un xénosidérophore.!'’ Elle posséde donc la capacité d’utiliser des
sidérophores qu’elle est incapable de synthétiser comme I'entérobactine, le ferrichrome, la ferrioxamine ou
encore a partir du citrate, en exprimant sur la surface de sa membrane les récepteurs de ces
xénosidérophores. Cette particularité permet a Pseudomonas aeruginosa d’acquérir le fer efficacement et de
maniére compétitive dans le cadre d’une infection polymicrobienne et de prendre le dessus sur les autres
pathogénes. 118119117

L'émergence de souches multirésistantes impose le développement de nouvelles molécules étant moins
susceptible de développer des résistances. Une famille de molécules étant trés prometteuse sont les peptides
antimicrobiens (PAM), ils seront présentés dans la suite de ce chapitre.

2.1.8 Les peptides antimicrobiens (PAM)

Les PAM naturels sont des peptides exprimés chez beaucoup d’organismes (champignons, plantes,
mammiféres, insectes, mollusques, etc....). lls ont été hautement conservés par I'évolution et jouent le role de
premiére ligne défensive.'®® La plupart d’entre eux agissent en perturbant la cohésion des membranes du
pathogene afin de la percer ou de la briser. Ce sont des peptides amphipatiques possédant une charge globale
positive qui permet une sélectivité vis-a-vis de la membrane bactérienne chargée négativement, puis allant
interagir avec la membrane par le biais des résidus hydrophobes du peptide.!?* Leur toxicité sur les cellules
qui les sécrétent est inexistante a des concentrations physiologiques, grace aux fortes différences de
composition des membranes entre les cellules humaines (eucaryotes) et les bactéries ou les levures
(procaryotes). Approximativement 5000 séquences de PAM ont été identifiées (tous organismes confondus)
et classifiées en fonction de leurs structures secondaires.?2

2.1.8.1 Les familles structurelles des PAM

Une classification des PAM par structure permet de distinguer quatre grandes familles (Figure 37).13

*,

—

Figure 37 : Classes structurelles communes des PAM naturels. A) hélice o (PDB = 2k6o), B) pelote statistique (PDB = 1g89), C) feuillets
8 (PDB = 1kfp), D) Structure mixte 123

La premiére famille représente approximativement 30 a 50 % des PAM identifiés a ce jour. C’est la plus grande
famille des PAM, ce qui est probablement due a une facilité de synthese de ce type de séquences, composées
de résidus stabilisant la formation d’hélices a.. Sous leur forme soluble, ces PAM sont majoritairement non-
structurés et nécessitent d’interagir avec une membrane pour se replier en hélice-a et ainsi exercer leur
activité antimicrobienne. Toute la séquence n’est pas nécessairement repliée, certaines portions du peptide
peuvent rester désordonnées (Figure 37A).123124
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La seconde famille est la plus petite, elle est composée de peptides dont la séquence est dominée par un acide
aminé en particulier (tryptophane, histidine, arginine etc....). Les séquences retrouvées dans cette famille
étant tres variables, une grande variété de structures secondaires sont observables (Figure 37B, aussi bien des
structures pures que mixtes).1?

La troisieme famille est composée de peptides comportant souvent de 1 a 10 cystéines formant de 1 a 5 ponts
disulfures. Cependant, la présence d’une ou plusieurs cystéines n’est pas nécessaire a la formation de feuillets
[, mais permet une meilleure stabilisation de la structure. Les défensines font partie de cette famille et jouent
un réle essentiel pour les organismes eucaryotes (plantes, champignons, animaux vertébrés, etc....).
Contrairement a la premiere famille qui n’est pas structurée en solution, les défensines adoptent une
structuration globulaire en solution stabilisée par des ponts disulfures. Dans quelques cas isolés, le peptide
peut aussi avoir une portion non structurée ou en hélice a (Figure 37C).'2

La quatrieme famille comprend les structures mixtes, c’est-a-dire toutes les structures comportant plusieurs
familles structurelles, comme la défensine CSa3 (insecte) qui comporte aussi bien des structures en hélice a
qu’en feuillets B (Figure 37D).*%

2.1.8.2 Mode de fonctionnement

Comme mentionné plus haut, les PAM sont globalement chargées positivement et c’est cette particularité qui
permet la reconnaissance de la membrane bactérienne qui, elle, est chargée négativement. Il est important
de noter que la distinction que les PAM font entre les cellules eucaryotes (ex. les mammiféres) et procaryotes
(ex. les bactéries) est probablement due a la composition en charge négative de la membrane. Les bactéries
possedent un potentiel transmembranaire (AW) 50 % plus élevé que les cellules de mammifere. En effet, un
potentiel classique pour une cellule de mammifére est compris entre -90 et -110 mV tandis que les bactéries
possedent un potentiel compris entre -130 et -150 mV. Cette différence est un facteur important qui
permettent aux PAM d’avoir une affinité plus élevée pour les cellules pathogenes que pour les cellules
hotes.*

Une fois a la surface de la membrane et en particulier pour la famille des hélices o, des réarrangements
conformationnels du peptide ont lieu de maniére concomitante avec I'insertion du peptide dans la membrane.
Les résidus hydrophobes interagissent avec I'environnement apolaire de la membrane, et ainsi réarrangent le
peptide en hélice a, afin de réduire un maximum les interactions entre le solvant et les résidus hydrophobes
du PAM. Pour la famille des feuillets § avec pont disulfure, les choses different. Etant déja structurés en
solution, on n’observe pas de réarrangement structural significatif des peptides, mais il peut y avoir une
métamérisation des PAM et/ou la formation de structures plus complexes avec la membrane (comme des
ports ou canaux) induisant une perméabilisation de celle-ci. 12>124

Trois modeles d’interaction avec la membrane ont été proposés (Figure 38): (a) formation de pores en
tonneau, (b) formation de pores toroidaux et (c) modeéle du tapis.
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Figure 38 : Modes d’action principaux des PAM. (a) formation de pores en tonneau, (b) formation de pores mixte en tonneau, (c)

modele du tapis. (Figure extraite de la référence 124)

Le premier modeéle consiste en la formation d’un pore sur le modéle d’un tonneau. Les peptides adsorbés sur
la membrane vont migrer, interagir entre eux et s’insérer dans la membrane pour finir par former un pore. Le
réarrangement des PAM lors de l'insertion dans la membrane induit une orientation des charges vers
I'intérieur du pore, tandis que les résidus hydrophobes sont orientés vers la membrane ainsi que vers les
autres zones hydrophobes des PAM présents (Figure 38). 12412

Le second modele proposé passe aussi par la formation de pores, mais mixtes, c’est-a-dire avec des
phospholipides. Dans ce modéle, les phospholipides séparent chaque peptide et forment ainsi des pores avec
une plus faible stabilité que dans le modéle précédent. Dans ce modeéle, les PAM ne s’insérent pas dans la
membrane, mais restent sur la surface et induisent une courbure de la membrane, qui, aprés réarrangement
des peptides, forment le pore (Figure 38). 124125

Le dernier modele, dit du tapis, a un fonctionnement différent des deux précédents. Dans ce cas, il n'y a pas
de formation spécifique de pore, mais une déstabilisation de la fluidité membranaire induite par un
déplacement des phospholipides, ce qui a pour conséquence de fragiliser et ainsi disloquer la membrane
bactérienne (Figure 38). 12412

2.1.8.3 Avantages et limites de |'utilisation des PAM

Les principaux intéréts de I'utilisation des PAM (naturels et synthétiques) résident dans leur compatibilité avec
notre organisme (faible toxicité sur nos cellules, facilement métabolisable), leur bonne activité
antibactérienne de I'ordre du uM pour la plupart (bien que certains soient actifs au nM) et également
I'induction d’un faible taux de résistance. En effet, en comparaison aux antibactériens classiques tels que la
famille des B-lactames ou la résistance de la bactérie apparait aprés seulement 14-27 cycles de division
cellulaire, la résistance pour les PAM apparait chez la bactérie aprés 600-700 cycles de division cellulaire. 1%
Par exemple, la nisine est un PAM utilisé depuis 1969 comme conservateur alimentaire, il n’a pas conduit aux
développements de souches résistantes, ni une augmentation de la sensibilité des hétes aux infections. 27128
Une explication possible est le fait que, pour devenir résistante pour le(s) PAM, une souche bactérienne doit
modifier la composition de sa membrane afin que le PAM ne puisse plus la déstabiliser. De plus, compte tenu
de la diversité des familles et de composition des PAM, la résistance développée envers un PAM ou une famille
de PAM ne protégera vraisemblablement pas la bactérie contre la totalité des PAM.?
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2.1.8.4 Les PAM synthétiques

Plus de 3000 PAM différents ont été identifiés et caractérisés. Cependant, dans leur état naturel, la plupart
des PAM ne sont pas appropriés pour le développement de nouveaux médicaments chez ’homme. En effet,
les PAM peuvent présenter une toxicité trop élevée pour les cellules humaines, une faible tolérance au milieu
salin ou encore une instabilité métabolique qui dégrade le PAM en un peptide ayant une moindre activité
antimicrobienne.® Plusieurs méthodes ont été développées afin de développer des PAM synthétiques. La
cyclisation du peptide permet une meilleure perméabilité membranaire. La troncation consiste a réduire une
séquence connue tout en conservant une activité antimicrobienne. L’hybridation consiste a coupler, par
exemple, deux PAM aux propriétés différentes (un PAM avec une faible activité et toxicité avec un PAM avec
une forte activité et toxicité). Finalement, il a y aussi eu des exemples design de novo de PAM basé sur les
propriétés des PAM déja connues. 13°

Depuis I'isolement des magainines a partir de la peau de grenouille en 1987,3' de nhombreuses tentatives ont
été réalisées afin de développer des antibiotiques a partir de PAM naturels. Cependant, malgré les efforts
accomplis depuis plus de deux décennies, peu de PAM ont été approuvés actuellement par la FDA.*?° Les PAM
sont sensibles a leur environnement, la présence de protéases, les variations de pH, les variations de
température ou de la concentration ionique peuvent influer sur leur activité ainsi que sur leur stabilité.'3? La
production de peptide a visée industrielle reste également tres couteuse.

2.1.9 Exemples de stratégies d'immobilisation d’antibiotiques sur surface (dont relargage
spécifique)

2.1.9.1 Stratégies d'immobilisation d’antibiotiques sur surface

o L
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Antibactérien immobilisé Relargage Antibactérien
sursurface du revétement de surface

DY

Antibactérien attaché {linker)
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sursurface

contenant 'antimicrobien

Figure 39 : Les différents types de fonctionnalisations de surface.133

Il existe différentes stratégies d'immobilisation d’antibiotiques sur une surface, la stratégie la plus simple
consiste a immobiliser de maniéere covalente I'antibiotique sur la surface afin de produire un revétement fixe
(Figure 39). Cette méthodologie permet de produire un revétement de surface immobile sans libération, mais
qui empéchera tout développement bactérien sur cette surface (antiadhésive ou « contact killing »).13* Dans
certains cas, le principe actif nécessite de pénétrer dans le pathogene pour étre actif, un espaceur est ajouté
entre la surface et le principe actif, comme I'immobilisation de la vancomycine sur une surface (Figure 39).133
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Une autre stratégie consiste a fonctionnaliser une surface avec un revétement laissant diffuser
I’antimicrobien en continu (Figure 39), ce qui permet une diffusion localisée aux alentours de I'implant comme
dans le cas des implants osseux qui sont recouverts d’un revétement d’HAP chargé en antimicrobien.3?
Cependant, la diffusion est continue, méme en absence de pathogéne, ce qui induit un temps de vie dans
I'organisme plus faible, et une fois tout relargué, la surface se retrouve sans aucune protection et peut laisser
place a un développement bactérien.

Une autre stratégie consiste a déposer un revétement contenant I'antibiotique sur la surface devant étre
fonctionnalisée. Le revétement peut étre de composition différente afin d’obtenir des propriétés différentes,
par exemple, un hydrogel chargé avec un antimicrobien (Figure 39). Dans ce cas-la, I'antimicrobien peut
diffuser dans le milieu environnant.

Cette stratégie peut également s’appliquer avec un revétement étant dégradable, ce qui aura comme
conséquence de relarguer en continu le principe actif au fur et a mesure de sa dégradation (libération
continue). Cette méthodologie posséde les mémes limitations que la stratégie précédente (hydrogel chargé
avec libération pH dépendante). Il est important de noter que toutes ces méthodologies de fonctionnalisation
de surface sont compatibles avec les PAM. 133135136

2.1.9.2 Relargage spécifique

A ce jour, la conception de revétements qui maintiennent les niveaux de composés antibactériens libérés dans

la fenétre thérapeutique suffisante pour tuer les bactéries, mais suffisamment basse pour limiter la

cytotoxicité envers les eucaryotes reste un défi important.*3*

Toutes les méthodologies de relargage peuvent étre classées en deux familles: I'approche passive et
I"approche active.

Le relargage passif est catégorisé comme un relargage continue dans le temps, sans déclencheur. Le relargage
n’est pas dépendant de la présence de pathogéne et induit une libération en continu jusqu’a épuisement du
stock. Une fois le stock consommé, plus rien n’empéche un développement bactérien sur la surface.3*37

Le relargage actif peut étre classé en différentes sous-catégories : stimulus-déclenché et bactério-déclenché.
Relargage de I'antibactérien
m BN
. |
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Figure 40 : Cas générale d’un relargage stimulus déclenché

B Antibactérien

Le relargage stimulus-déclenché est défini comme un relargage contrdlé par un stimulus externe (électrique,
changement de pH, ultrason, photothermique, magnétique, mécanique, ...). lls ont la capacité de produire un
effet antibactérien a la demande, ce qui permet d’étendre la durée de vie de ce type de revétement. Par
exemple, le relargage pourra étre modulé par le pH, ce qui permettrait de cibler les compartiments avec un
pH particulier (lysosomes) et ainsi libérer spécifiquement I’antimicrobien (libération contrélée).'* Cependant,
cette méthodologie se base sur le compartiment d’action cible, donc méme sans contamination bactérienne,
I"antibactérien sera libéré a son site d’action en continu. Dans ce cas de figure le relargage est plus ciblée, mais
toujours pas exclusivement spécifique a la présence de pathogéne. Néanmoins, les principales limitations
résident dans le relargage d’une quantité suffisante de principes actifs aprés de multiples cycles
d’activation/inactivation (du relargage) et également minimiser le relargage passif (sans déclencheur) de
I’antibactérien 134137
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Figure 41 : Example d'un relargage bactério-déclenché par une enzyme sécrétée par une bactérie

Le relargage bactério-dépendant est la stratégie la plus intéressante et prometteuse, mais aussi la plus difficile
a mettre en ceuvre. Elle consiste a relarguer I'antibactérien uniquement en présence ou en contact du
pathogéne. Le relargage est induit par la bactérie, par exemple par acidification locale due a la sécrétion
d’acide acétique ou lactique ou encore par action d’'une enzyme sécrétée par la bactérie. Cela permet un
relargage tres sélectif et permet de conserver un stock nettement plus longtemps. Cependant, il faut pouvoir
sécréter une quantité suffisante pour tuer les bactéries et aussi limiter le relargage passif (comme pour le
relargage stimulus-déclenché).3*137 C’est une nouvelle approche de cette catégorie qui est décrite dans ce
chapitre.

2.1.10 Projet global: Vers un systéme de relargage spécifique déclenché par la présence de
sidérophores

Les stratégies de relargage controlé permettent déja d’avoir un stock relativement inerte (ie stable dans le
temps) de composés antibactériens a la surface d’un dispositif médical. Néanmoins, elles ont certaines limites.
Par exemple, le relargage pH-dépendant n’est pas forcément spécifique de la présence de bactérie. A 'opposé,
la stratégie reposant sur I’activité d’'une enzyme bactérienne peut étre trop spécifique d’une bactérie, ou d’'une
famille, ce qui fait que le stock préviendra les infections par les microorganismes qui sécrétent cette enzyme,
mais pas des autres. Qui plus est, si jamais cette enzyme n’est pas essentielle a la survie du pathogéne, ce
dernier peut échapper au piege en réprimant son expression. Finalement, une mutation de I'enzyme qui
empécherait sa reconnaissance du systéme de relargage permettrait aussi a la bactérie de contourner le
systeme.

C'est pourquoi, développer un systéme d’immobilisation dont le relargage serait déclenché par les
sidérophores nous parait réunir plusieurs avantages par rapport aux systémes précédents :

- D’abord, parce que les sidérophores sont produits par un trés grand nombre de micro-organismes,
donc le systéme sera applicable pour une large variété de pathogenes.

- Ensuite, les sidérophores ne sont pas produits par les humains. La présence de sidérophores a
I'intérieur de notre corps (ex. localement dans un tissu) est donc spécifique de la présence d’un
microorganisme.

- Ensuite, parce que le fer est absolument nécessaire a la survie et la multiplication de la plupart des
bactéries. Aussi, il sera trés difficile pour elles de contourner le probléeme (ex. faible probabilité
d’apparition de « résistance » au mécanisme de relargage). Ceci est a mitiger puisque les bactéries ont
aussi des stratégies d’import du fer indépendantes des sidérophores (voir plus haut).

A notre connaissance, aucune stratégie de relargage d’un stock inerte d’antimicrobien utilisant les
sidérophores n’a été développée.
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Ainsi, les travaux de thése décrits ici s’inscrivent dans un projet a plus long terme, dont le but est le
développement d’une nouvelle méthode d’'immobilisation de composés antimicrobiens, dont le relargage est
déclenché par la présence de sidérophores (ex. présence de bactéries). En théorie, aussi longtemps qu’aucun
pathogéne ne se développe a proximité du complexe, aucun antibactérien n’est libéré, le stock
d’antimicrobien reste inerte sur un temps long (Figure 40).

La stratégie imaginée peut étre comparée a une « tapette a souris » : la souris va elle-méme déclencher le
mécanisme létal (ici, libération d’antimicrobiens) en allant chercher ce dont elle a besoin, le fromage (ici, le
Fe''). Contrairement a la stratégie classique dite du « cheval de Troie », ici le sidérophore n’est pas un moyen
de faire importer le principe actif a la bactérie, mais le déclencheur du relargage de ce dernier.

; gl
) n
badé“e

\

. Fell

. Antibiotique

Sidérophore

)

Figure 42 : Stratégie de relargage spécifique d’antibiotique contrélé par les sidérophores.

A terme, ce systéme pourra étre utilisé comme revétement de surface, par exemple sur des implants ou autres

objets introduits dans I'organisme pour une longue période (ex. stimulateurs cardiaques, prothéses, cathéters,
sondes, etc).
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2.2 Projet de thése: DEVELOPPEMENT DE COMPLEXES DE Fe (11l) ET Ga (Ill) LIES A UN
PEPTIDE POUR LA FORMATION DE POLYMERES DE COORDINATION POUR LE
RELARGAGE DE PAM EN PRESENCE DE SIDEROPHORES.

Les objectifs de thése sur ce sujet correspondant aux premiers pas vers le but final, ont été :

- La conception d’une premiére génération d’un tel systéeme.

- Lasynthése et la caractérisation des éléments permettant la formation de ce systeme.

- L’obtention des premiéeres preuves de concept quant au relargage d’un antimicrobien déclenché par

la présence de sidérophores.

Nous avons choisi d’utiliser des peptides antimicrobiens (PAM) comme principe actif pour leurs différents
avantages a I'utilisation (voir plus haut). Afin de pouvoir controler la libération des PAM, le choix s’est tourné
vers la formation de complexes métalliques : un polymére de coordination d’ions Fe'" liant les PAM entre eux.
L'ion Fe'" est a la fois un ion métallique peu labile (ex. permettant la formation de complexes inerte et stables)
et I'ion pour lequel les sidérophores ont une affinité trés forte. Les sidérophores seront donc capables de venir
prendre les ions Fe" du polymére de coordination, libérant alors les PAM dans le milieu, qui pourront alors
interagir avec (et donc tuer) les bactéries a proximité (Figure 41). Dans cette stratégie, le Fe"' pourra étre
substitué par du Ga", puisque les sidérophores ont aussi une forte affinité pour lui et puisqu’il est toxique pour
les bactéries (combinaison de deux effets toxiques pour la bactérie, PAM et Ga"-sidérophore). Un tel systéme
est donc composé de ces différentes parties : un peptide antimicrobien (PAM), un ion métallique, un ligand
chélatant le Fe" (fonctionnalisé sur le PAM) et éventuellement un espaceur.

Membrane bactérienne

Adsorption QQ
surla Q\

membrane

Libération . Calll i
Coordination Metal: Ga'"'ou Fe
des PAM

dumétal AL Espaceur

Peptides
antimicrobiens

(PAM)
() Chélate

Sidérophore

i
i

Sécrétion

S
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O
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de coodinnation

Figure 43 : Relargage spécifique d’un peptide antimicrobien en présence de sidérophores bactériens.
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2.2.1 Choix des PAM

Les PAM NH,-WKWLKKWIK-NH; et NH>-IRIRIRIR-NH; ont été sélectionnés pour leur large spectre d’action et
leurs courtes séquences permettant de faciliter la synthése.!®3%En effet, ces deux PAM sont actifs sur
plusieurs souches de bactéries Gram —, Gram + (Tableau 5) et également certains champignons (Candida
albicans). En particulier, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont fréquemment responsables
d’infections nosocomiales, et font partie des « ESKAPE ». Pour les avantages liés a I'utilisation des PAM (voir
paragraphe 2.1.8), nous avons choisi d’utiliser ce type de molécule comme principe actif dans notre systeme.
Finalement, le fait qu’ils soient courts a aussi été pris en compte lors de leur sélection, puisque la regle
générale est que plus un peptide est court, plus il devrait étre facile a synthétiser.

La toxicité sur les cellules de mammifere est évaluée par le biais de I’'HCso (concentration hémolytique). Il est
de 80 umol/L™? pour NH,-WKWLKKWIK-NH; et est inconnue pour NH-IRIRIRIR-NH,**® (HCso = la concentration
ol 50 % des globules rouges sont lysés en 1 h d’incubation). 14

MIC (M) *
Séquence peptidique S. epidermidis  S.aureus  E.coli  P.aeruginosa C. albicans
NH2-WKWLKKWIK-NH; 0,7-0,3 0,7 5,8 2,9 5,8
(MICq)
NH2-IRIRIRIR-NH; (MICi00) 3,4 27,2 6,8 6,8 13,6

* . Les valeurs pour le peptide NH>-IRIRIRIR-NH; ont été converties de mg/L en uM (avec une masse molaire
de 1094,4 g/mol).
Tableau 5 : Valeurs de concentration minimum d’inhibition (MIC) pour les peptides sélectionnés. (Données extraite des
références!38139)
Nous avons choisi d’ajouter une glycine en C-ter des deux PAM pour éviter une épimérisation lors du couplage
avec le ligand en C-ter. Cet acide aminé n’étant pas chiral, aucune épimérisation du peptide ne pourra avoir
lieu (Figure 42). Cet ajout ne modifie pas I’activité antimicrobienne du peptide (vide infra).

NH, NH,
WKWLKKWIKG-NH,

Figure 44 : Structure développée des deux PAM synthétisés
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2.2.2 Choix des ligands

Le choix du ligand est essentiel pour que la stratégie imaginée fonctionne correctement. En effet, il doit
posséder quelques caractéristiques de complexation trés importantes : il doit étre capable de coordiner le fer
dans une gamme d’affinité appropriée aux bactéries cibles et au milieu dans lequel il sera déposé. Si son
affinité est trop forte (ie supérieure a celle des sidérophores), aucun échange de ligands ne se produira, notre
complexe resterait formé et aucune libération de PAM ne serait induite. Cette valeur ne doit pas non plus étre
trop faible, car dans ce cas, les chélateurs du fer de notre organisme seront capables d’entrer en compétition
avec les ligands de notre complexe et ainsi libérer les principes actifs de maniére continue et non contrdlée.
Le relargage ne serait pas spécifique a la présence de bactérie et le stock de composé antimicrobien serait
perdu.

Transferrine

Entérobactine

~ 20 27 36 pFe’*

"

Plage optimale de travail

Pyoverdine

Figure 45 : Gamme de pFe3* optimale pour les ligands du fer

Une gamme de pFe® a été déterminée, afin de correspondre aux critéres précédents. Elle est comprise entre
20 et 27. La limite basse a été sélectionnée par comparaison des pFe3* des différents ligands du fer de notre
organisme (circulatoire), comme la transferrine, possédant un pFe® pour le fer aux alentours de 20.78 La limite
haute a été déterminée en utilisant la valeur de pFe3* du sidérophores le plus fort de Pseudomonas aeruginosa
qui est de 27.1%? La plage de pFe* des sidérophores des souches présentes dans la liste « ESKAPE » va de 23 3
35 pour les sidérophores les plus forts de chaque souche (23,6 = Staphyloferrine B%, 34,3 = entérobactine'*3),
cette gamme est compatible avec la précédente, car la seule limitation pour le sidérophore est de dépasser
un pFe* de 20 afin de pouvoir décoordiner le fer des ligands choisis.

Deux ligands ont été retenus : i) une 8-hydroxyquinoléine qui sera reliée en position 5 a un espaceur et ii) un
bisphenol-1, 2, 4-triazole (ou deferasirox) relié au PAM par la fonction acide (Figure 43).

Ces deux ligands ont été choisis avec une denticité différente, ce qui peut étre important pour 'accessibilité
du sidérophore bactérien au Fe'' dans la construction chélateur-PAM, car ceci est déterminant pour la
cinétique de transfert du Fe" et ainsi pour la relargage de PAM.
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Dérivé de la 8- Dérivé du
hydroxyquinoléine Deferasirox (DFX)
(8HQ)

HO
_N
AN
/
N-N

N
5
o)
pFe3*8HQ = 20,6 pFe3* DFX = 23,5

Figure 46 : Structure des dérivés des ligands sélectionnés

\

OH

Il est intéressant de noter que ces deux composés sont d’intérét pharmaceutique. En effet, le deferasirox est
utilisé pour détoxifier les personnes ayant un surplus de fer, tandis que la 8-hydroxyquinoléine est connue
comme étant un bactéricide.’** Le deferasirox posséde un pFe®* de 23,5 et |la 8-hydroxyquinoléine de 20,6,
Ces deux valeurs entrent dans la gamme mise en place précédemment.

2.2.3 Conception des espaceurs

Une fois les PAMs et les ligands choisis, il reste la conception de I'espaceur qui va permettre de relier le PAM
au ligand.

Ligand = Fonctionali N-Ter C-Ter

% sation

Deferasirox o HO
(DFX) N
N~/
f@
DFX-COOH |[#N" " 1 DFX-NH,

Hydroxyquinoline \".

pFe* DFX=23.1

(8HQ) s~ oH HoN
SN
=
= N/
N7 OH
3+ — OH
pFe~ 8HQ=20.3| gi.pro-cooH 8HQ-NH,

Tableau 6 : Tableau des ligands produits pour la fonctionnalisation en N-terminal et C-terminal du peptide

Le deferasirox (DFX-COOH) présentant déja un acide carboxylique, il peut directement étre ajouté en position
N-ter du PAM. Afin d’étre fonctionnalisé du coté C-ter du peptide, le deferasirox est fonctionnalisé avec de
I’éthyléne diamine et portera un groupe amine primaire libre (DFX-NHz). La 8-hydroxyquinoléine doit
également étre fonctionnalisée. Pour fonctionnaliser le N-ter du PAM, le choix de I'espaceur s’est tourné vers
la proline qui possede une amine secondaire que I'on greffe de maniéere covalente a la 8-hydroxyquinoléine
pour donner 8HQ-Pro-COOH. Afin d’étre fonctionnalisé du coté C-ter du peptide, la 8-hydroxyquinoléine est
fonctionnalisée afin d’obtenir un groupe méthyléne-amine en position 5 (8HQ-NH-) (Tableau 6).
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2.2.4 Formation des complexes

La stoechiométrie métal : ligand n’est pas la méme pour les deux ligands. Le deferasirox étant un ligand
tridente,'* il conduit a la formation de complexes linéaires 1: 2 avec les PAM. La 8-hydroxyquinoléine, un
ligand bidente'¥” conduits a la formation de complexes 3 :1 avec le Fe". On s’attend donc a ce que les PAM
soient agencés de maniere trigonale (Figure 44).

Figure 47 : Structure des complexes métalliques et des polymeres de coordination (hypothétique) a partir de la 8-hydroxyquinoléine et
du deferasirox. M = Fe'", Ga'". R = OH, OtBu, WKWLKKWIKG

Deux complexes différents peuvent étre imaginés et pourraient ainsi former, a terme, deux types de
structuration du polymeére différents. L'un des polymeéres aurait une structure linéaire, tandis que l'autre
posséderait une structure branchée, rappelant les dendrimeres (Figure 44).
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2.2.5 Méthodologie employée

Dans un souci de simplification du systeme, le chemin vers le but ultime de la fonctionnalisation de surface a
été découpé en étapes. Cela permet de faciliter le travail expérimental et d’obtenir une preuve de concept
pour chaque étape clé. A cette fin, différentes structures ont été explorées : 1) complexe soluble, 2) polyméres
de coordination, 3) complexes greffés sur une surface (Figure 45). Cette derniére étape est au-dela des
objectifs de cette these.

@ Metal: Ga"'ou Fe'"!
A~ Espaceur

Peptides
antimicrobiens
(PAM)

() Chélate

) (_ Sidérophore
Complexe Métal/PAMs

(Discret)

g |
Revétement de surface
Polymeére de coordination

Figure 48 : Représentation schématique des systéemes étudiés

La premiére étape consiste a développer un complexe soluble composé du fer et des ligands greffés sur les
PAM. Les complexes L-PAM formés ne sont pas reliés entre eux et peuvent donc étre caractérisés et analysés
plus facilement puisqu’ils sont vraiment solubles (Figure 45 : complexe discret). Cela permettra, par exemple,
de faire des expériences de compétition pour tester la stabilité de nos complexes en présence d’autres ligands.
Une fois cette premiére preuve de concept acquise, I'étape suivante consiste a fonctionnaliser les peptides
des deux c6tés afin de pouvoir produire un polymeére de coordination (Figure 45 : polymére de coordination).
La derniére étape est le but final de ce projet de recherche. Elle consiste a utiliser les composés produits afin
de former un revétement pouvant étre déposé sur une surface, servant de stock dormant d’antimicrobiens
(Figure 45 : revétement de surface).
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2.2.6 Diagramme de prédominance des especes

Les complexes de Fe'" et de Ga"" sont connus pour former différentes espéces en milieu aqueux et en fonction
du pH, tels que des complexes protonés, des hydroxydes, ou ne portant qu’un ou deux ligands, au lieu de deux
ou trois respectivement. Les diagrammes de prédominance trouvés dans la littérature des complexes de fer
et gallium (le plus proche possible des ligands congus) avec les ligands deferasirox, 8-hydroxyquinoléine,
deferasirox(sulfonate) et 8-hydroxyquinoléine(sulfonate), ont montré qu’ils forment des especes 2 : 1 pour le
deferasirox et 3 : 1 pour la 8-hydroxyquinoléine stable en conditions physiologiques (pH 7,4) (Figure 46).

Ceci a permis d’avoir une idée de la stoechiométrie qu’adopteront nos complexes en conditions physiologiques
(pH 7,4), 2 : 1 pour le deferasirox et 3 : 1 pour la 8-hydroxyquinoléine. Cependant, les exemples trouvés dans
la littérature pour les complexes Fe'"-8-hydroxyquinoléine-Ga"-deferasirox ne sont pas les mémes ligands que
ceux développés, ce sont leurs dérivés sulfonates. C'est pourquoi, il faudra tout de méme vérifier la spéciation
de nos ligands et complexes.

Deferasirox Fe!" 8-Hydroxyquinoline (sulfonate) Fe'"
1.0 - ; p 3
Fe(l’) Fe (L"')as' F .{an)' \ ,"'.
0.8 4 \ ‘III-
0.6 .',‘ .'I
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0.0 ' I : l ; 7 % N . _ \
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Figure 49 : Diagramme de prédominance des espéces pour le complexe [Fe'"(LY),]?- (en haut & gauche)'#>, le complexe Fe!"(Q510); (avec
un groupement sulfonate, en haut a droite) 145, Le complexe [Ga"(Lp),]”- (avec deux groupements sulfonates, en bas @ gauche)' et le
complexe Gals (en bas a droite).1>0
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2.2.7 Synthése des ligands (L), des L-PAM et des L-PAM-L
2.2.7.1 Synthése des ligands (L)

[0} 0]
dOH + ©5LNH2

OH OH

67% LSOCIQ, Pyridine

Xyléne/Toluéne
o o HoN 1%
(0] \/\ \/\N

H HO
2 3 PyBOP, DIEA HCI 37%
| + — _N + /\/N o. Y ;» _N
O HOYQ/ EtOH N \ HN N/N\ Dioxane N \
on o) 90% @\/LN @\/L\NFQ 55% @fLN
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Figure 50 : Schéma de syntheése des dérivés du deferasirox et de la 8-hydroxyquinoléine

A la suite de ces recherches, les synthéses des dérivés C-ter et N-ter du deferasirox (DFX-COOH et DFX-NH,)

HO

DFX-NH,

et de la 8-hydroxyquinoléine (8HQ-Pro-COOH et 8HQ-NH;) ont été réalisées. Le précurseur commun 8HQ-CI
est synthétisé par addition nucléophile aromatique de la 8-hydroxyquinoléine sur le formaldéhyde, I'alcool
formé est ensuite engagé dans une réaction de substitution nucléophile entre I'alcool activé par le SOCIl; et un

chlorure présent dans le milieu pour former le composé 8HQ-CI (Figure 47).

Le composé 8HQ-NH: a été synthétisé par une réaction de substitution nucléophile entre une urotropine et la
5-chlorométhyl-8-Hydroxyquinoléine suivie d’une hydrolyse pour obtenir une amine.**! Le composé DFX-NH,
a été obtenu par condensation entre le DFX et I'éthyléne diamine mono protégée (en suivant un protocole de
couplage peptidique).* Finalement, le ligand 8HQ-Pro-COOH a été produit par addition/élimination entre la
5-chloro-8-Hydroxyquinoléine et la proline. Cependant, I'amine doit étre secondaire afin d’éviter une double

fonctionnalisation de la 8-hydroxyquinoléine par I’lamine.?>%1>3
Y yq p
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2.2.7.2 Synthese des L-PAM

/@)\ SWNQJ\H ) QKH 2 Qk S\KNQKN/YNHZ
\LNH \LNH NH NH
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Figure 51 : Structure développée des L-PAM synthétisés

La synthése des L-PAM a été réalisée sur phase solide (SPPS) en utilisant la stratégie Fmoc/tBu et une résine
Rink amide permettant d’avoir une fonction amide en C-ter, aprés clivage de la résine. La méthodologie de
couplage des ligands est la méme que lors de 'ajout d’un acide aminé.*’” La seule différence réside dans
I'activateur utilisé, ici nous avons utilisé le PyBOP qui permet de travailler en excés d’activateur et ainsi
déplacer I'équilibre vers la formation du L-PAM (Figure 48).%

2.2.7.3 Synthése des L-PAM-L

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ

NH’\,NH o
\NH \NH
NH\)LNH NH NH NH\)LNH
N
on N NH2 NH OH
DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX

Figure 52 : Structure développée des L-PAM-L synthétisés

La synthése des L-PAM-L (Figure 49) a été réalisée sur phase solide (SPPS) en utilisant la stratégie Fmoc/tBu
sur une résine chlorotrityle, afin de pouvoir sélectivement cliver le peptide de la résine sans déprotéger les
chaines secondaires du peptide, mais également d’obtenir un acide carboxylique en C-ter afin de pouvoir le
coupler au ligand spécifiquement développé pour cette extrémité (ie avec une amine).’>* La conservation des
groupements protecteurs des chaines secondaires permet d’éviter des réactions parasites, en particulier avec
les résidus comportant un acide carboxylique ou une amine libre (Glu, Asp, Lys... etc.). Dans un premier temps,
le peptide est synthétisé comme précédemment, puis le ligand N-ter est couplé et le peptide est sélectivement
clivé de la résine. Une fois le peptide protégé clivé de la résine, le ligand C-ter est couplé en phase liquide.’®
Une fois le dernier ligand couplé, le peptide est intégralement déprotégé puis purifié.
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2.2.8 Dosage des solutions méres de ligands et détermination de leurs stoechiométries (L, L-

PAM, L-PAM-L)

Un titrage spectrophotométrique avec une solution de GaCls a pH 7,4 tamponnée par de I'HEPES (100 mM) a
été effectué pour tous les ligands (L, L-PAM et L-PAM-L), afin de déterminer la concentration des solutions
meres préparées. Le titrage a été réalisé uniquement avec le gallium pour s’affranchir des probléemes de
précipitation d’oxyde de fer dus aux pH élevés de la solution, et également, car la concentration de la solution
de GaCl; (82 mM) a été déterminée par ICP (Plasma a couplage inductif).
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Figure 53 : Titrage spectrophotométrique de la 8HQ-Pro-OtBu, du deferasirox, et de leurs dérivés peptidiques, par une solution de
GaCls. Conditions : 50 uM de ligand, 100 mM de tampon HEPES a pH 7,4. Ajour successif de 2 uM pour les dérivés du 8HQ et de 3 M
pour les dérivés du DFX (valable pour les L et L-PAM). Pour les L-PAM-L les ajouts sont doublé, 4 M pour les dérivés du 8HQ et 6 uM

pour les dérivés du DFX
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Cette analyse a été réalisée pour tous les ligands développés afin de déterminer le plus précisément possible
les concentrations des solutions meres préparées. La manipulation consiste a ajouter de faibles quantités de
GaCls jusqu’a observer I'apparition d’un plateau.

La stcechiométrie des complexes a base de deferasirox étant 2: 1 et pour la 8-hydroxyquinoléine 3: 1, les
concentrations peuvent étre déterminées par le biais de la saturation du site de coordination (apparition d’un
plateau). La valeur d’équivalence obtenue correspond a la quantité de métal nécessaire pour totalement
saturer les ligands, et permet également d’observer si la stoechiométrie est respectée. En effet, les valeurs
pour les dérivées de la 8-hydroxyquinoléine doivent étre aux alentours de 0,33 équivalents pour avoir une
stoechiométrie de 3 : 1 et aux alentours de 0,5 équivalents pour le deferasirox, pour avoir une stoechiométrie
de 2: 1. Pour les L-PAM-L la stcechiométrie attendue est de 1 : 1 pour les dérivés du deferasirox et 3 : 2 pour
les dérivés de la 8-hydroxyquinoléine (Figure 50).

Les valeurs obtenues pour les ligands simples sont les suivantes, 0,30 équivalent pour le composé 8HQ-Pro-
OH et 0,58 équivalent pour le composé deferasirox, ce qui est en accord avec les stcechiométries attendues.

Les valeurs obtenues pour les L-PAM sont les suivantes, 0,36 équivalent pour le composé 8HQ-Pro-
WKWLKKWIKG-NH; et 0,47 équivalent pour le composé DFX-WKWLKKWIKG-NH,, ce qui est en accord avec les
stoechiométries attendues.

Les valeurs obtenues pour les L-PAM-L sont 0,56 équivalent pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ et de
0,70 équivalent pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX. On constate que toutes les especes analysées, sauf DFX-
WKWLKKWIKG-NH-DFX, sont en accord avec une erreur acceptable (DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX) avec la
stoechiométrie du ligand/métal attendue.

Les dérivés d’hydroxyquinoléine possédent une bande MLCT aux alentours de 380 nm,'# et les dérivés du

deferasirox possédent une bande MLCT aux alentours de 330 nm,**® ceci traduit la formation de complexes
similaires, malgré la fonctionnalisation de ceux-ci par le PAM.

Il est important de noter que pour toutes les espéces, leur stoechiométrie reste inchangée (3: 1 pour les
dérivés 8HQ et 2 : 1 pour les dérivés DFX) malgré un excés de fer.

Notons que les complexes de L-PAM-L sont sensés former un polymeére de coordination et ainsi induire une
précipitation a une concentration assez élevée. Cependant, la concentration de travail ici est de 50 uM et
aucun précipité n’a été observé. En revanche, a 1 mM de complexe, une forte précipitation est observable a
I’ceil nu, que I'on suppose étre le polymeére de coordination.
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2.2.9 Détermination de la durée d’oxydation du Fe'" en Fe'' coordonné aux L, L-PAM et L-

PAM-L.

Les analyses utilisant une solution de FeCls présentent des problémes de précipitation d’oxyde de fer. Pour
pallier 3 ce probléme, le fer a été ajouté sous forme de sel de Mohr, c’est-a-dire Fe', car c’est un sel beaucoup
plus stable en conditions aqueuses a pH neutre et permet d’éviter la formation d’hydroxyde de fer insoluble.
L'idée est que le Fe'", une fois coordonné au ligand, s’oxyde rapidement en Fe'" en conditions aérobies. Cette
méthode permet de former les complexes de Fe, en évitant les problémes de stabilité de ce dernier en
solution aqueuse.
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Figure 54 : Cinétique d’oxydation du Fe' en fonction du ligand fixé. Conditions : 50 uM de ligand, L-PAM ou L-PAM-L, 100 mM de tampon
HEPES pH 7,4, 22,5 M de Fe' pour DFX et DFX-WKWLKKWIKG-NH,, 15 1M pour 8HQ-Pro-OtBu et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, 45 1M
de Fe' pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 30 M de Fe' pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ.

Un test consistant a observer la cinétique d’oxydation du Fe'" en fonction du ligand qui le coordonne a été
réalisé afin de valider I'utilisation du sel de Mohr, mais également la durée nécessaire pour oxyder tout le Fe"
en Fe'' (réalisé par le dioxygéne en solution) en fonction du ligand qui est coordonné (conditions dans la
légende de la Figure 51). Le spectre brun correspond aux différents dérivés en absence de Fe'. Aprés ajout de
Fe", on observe dés le premier spectre (t=0) les bandes correspondantes a la coordination du Fe" avec nos
différents ligands. On peut voir sur les graphiques que sur les 80 min qui suivent, aucune évolution des
spectres n’est observée, indiquant que I'oxydation est quasiment instantanée pour tous les échantillons
(Figure 51). Ainsi, Iutilisation d’une solution de sel de Mohr permet effectivement de préparer nos complexes
de Fe', et le mélange peut étre directement engagé dans la manipulation suivante sans temps d’incubation.
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2.2.10 Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des L, L-PAM et L-PAM-L
2.2.10.1 Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des ligands 8HQ-Pro-OtBu et DFX-COOH

Afin d’obtenir des informations de spéciation des complexes, nous avons réalisé des titrages

spectrophotométriques en fonction du pH pour chaque ligand, et aussi bien avec le Fe'"" que le Ga"'.
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Figure 55 : Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des complexes des ligands seul au fer et au gallium. Conditions : 50 M de
ligand, 22,5 uM de Fe' (sels de mohr) ou de Ga" (GaCls) pour les dérivés du deferasirox, et 15 pM de Fe' ou de Ga' pour les dérivés de
la 8-hydroxyquinoléine. Le pH et augmenter par ajout de solution de soude a différentes concentration
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Complexes métalliques Type A (nm) ¢ (L. molt.cm™)

Fe"(8HQ-Pro-OtBu)s mt-1* 356 3300
LLCT 444 2260
MLCT 574 1524
Ga"(8HQ-Pro-OtBu)s -1t* 379 3960
Fe'"'(DFX-COOH), m-nt* 311 16 600
n/a 408 2460
MLCT 465 2000
Ga"(DFX-COOH); mt-1* 332 16 800
8HQ-Pro-OtBu m-1* 308 4340
DFX-COOH mt-1* 293 16 600

Tableau 7 : Tableau des transitions électroniques des ligands seuls et leurs complexes avec leurs longueurs d’onde et leurs coefficients
d’extinction molaire. Toutes les valeurs ont été obtenues a partir du spectre & pH 7.147.156

On constate que pour les complexes Fe"'(DFX-COOH),, Ga"(DFX-COOH); et Fe"(8HQ-Pro-OtBu)s, la bande =-

* du complexe se stabilise aux alentours du pH 7, ce qui est parfaitement compatible avec le pH de travail

qui est 7,4 (pH physiologique). Cette bande correspond également a la formation des complexes 3 : 1 des

dérivés d’hydroxyquinoléine et 2 : 1 pour les dérivés du deferasirox (Tableau 7).147/1%®

Ces analyses nous permettent de confirmer la prédominance de I'espece voulue a pH physiologique (7,4),
excepté pour le complexe Ga"(8HQ-Pro-OtBu)s. La perte de signal observée (et 'augmentation de la ligne de
base) peut étre due a la formation d’une espéce neutre. En effet, la déprotonation de I'alcool phénolique et
la coordination du métal par ce groupement induisent une neutralisation de la charge globale du complexe et
peuvent favoriser sa précipitation. On observe une diminution de la bande MLCT du complexe ce qui traduit
une perte de celle-ci. Cependant, nous n’observons pas d’augmentation de la bande du ligand seul ce qui peut
étre expliqué par la précipitation (manque de solubilité) du complexe qui augmente en basifiant le milieu. On
observe également pour le spectre jaune (pH 8) une augmentation de la ligne de base sur tout le spectre, ce
qui est caractéristique de la formation d’'un précipité (diffusion induite par les solides en suspension)
(Figure 52).

La fonctionnalisation du ligand par le PAM pourra augmenter sa solubilité par le biais des résidus chargés
positivement du PAM (Lys) et ainsi éviter la précipitation de I’échantillon. C’est pourquoi, malgré le manque
de stabilité pour le complexe Ga'"(8HQ-Pro-OtBu)s, le ligand a tout de méme été engagé dans I'étape suivante,
consistant a fonctionnaliser les PAM avec les deux ligands développés.
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2.2.10.2 Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des L-PAM, 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH;

et DFX-WKWLKKWIKG-NH2

Par la suite, les deux L-PAM ont été engagés dans un titrage spectrophotométrique en fonction du pH afin
d’observer si le complexe métallique formé (gallium ou fer) respecte la spéciation voulue a pH physiologique.
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Figure 56 : Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des complexes L-PAM au fer et au gallium. Conditions : 50 pM de ligand ou
de L-PAM, 22,5 uM de Fe' ou de Ga' pour les dérivés du deferasirox, et 15uM de Fe' ou de Ga"' pour les dérivés de la 8-
hydroxyquinoléine. Le pH et augmenter par ajout de solution de soude a différentes concentrations. (les charges apparaissant sur les

spectres sont uniquement celle du complexe métallique)
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Complexes métalliques Type A (nm) ¢ (L. mol*.cm™)

Fe"(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH,)3 n-m* 366 2400
LLCT 463 2000
MLCT 596 1400
Ga"(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH,)3 n-m* 385 2600
Fe"(DFX- WKWLKKWIKG-NH,), n-m* 311 13 200
n/a 417 2400
MLCT 476 1480
Ga"(DFX- WKWLKKWIKG-NH,), n-m* 338 12 200
8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, n-m* 319 3200
DFX- WKWLKKWIKG-NH, n-m* 302 16 400

Tableau 8 : Tableau des transitions électroniques des L-PAM et de leurs complexes avec leurs longueurs d’onde et leurs coefficients
d’extinction molaire. Toutes les valeurs ont été obtenues a partir du spectre a pH 7.147.156
On constate que pour tous les complexes L-PAM avec le fer ou le gallium, on observe les mémes bandes MLCT
(pour les dérivés d’hydroxyquinoléine) et MLCT (pour les dérivés du deferasirox) qu’avec les complexes des
ligands seuls, donc les complexes formés sont les mémes (ou en tout cas trés proches). De plus, ces bandes
sont stables sur une gamme plus large de pH (entre pH 6 et 8), ce qui est parfaitement compatible avec le pH
de travail qui sera de 7,4 (pH physiologique) (Tableau 8).

Si I'on compare ces résultats avec ceux des ligands sans greffage du PAM on constate que la spéciation des
especes est nettement plus marquée sur la formation des especes 3:1 (dérivées d’hydroxyquinoléine) et 2:1
(dérivées du deferasirox). Une fois le pH 6 atteint, les spectres n’évoluent plus, indiquant que les espéces en
solutions restent les mémes. On constate également que la fonctionnalisation du ligand 8HQ-Pro par le PAM
supprime tout probleme de précipitation qui a été observé pour le complexe du ligand non-fonctionnalisé et
protégé par un tBu (Figure 53).

Les titrages pH-métriques pour les peptides L-PAM-L n’ont pas pu étre réalisés a cause de soucis de
précipitation due a la formation d’oligomeéres en solution et des variations de pH (précipitation du polymére
en conditions acides et basiques malgré une faible concentration).
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2.2.11 Détermination des MICigo sur Pseudomonas aeruginosa

2.2.11.1 Détermination des MICioo sur Pseudomonas aeruginosa (L, PAM, L-PAM)

Aprés avoir caractérisé les ligands, le PAM et les complexes correspondants en solution aqueuse, nous nous
intéressons a leurs propriétés en présence de bactéries. Leur activité antibactérienne pour deux souches de
Pseudomonas aeruginosa, PAO1 WT et PAO1 ApvdFApchA a été évaluée par détermination de MICyqo.

Cette étude fait 'objet d’une collaboration avec le Dr. Isabelle Schalk (UMR 7242) spécialiste de la souche
Pseudomonas aeruginosa, et notamment de son homéostasie du fer. Ce laboratoire possede une bibliotheque
de souches mutantes de ce pathogéne telle que : PAO1 WT la souche naturelle ou des souches déficientes
pour la pyocheline, pyoverdine ou déficientes pour les deux sidérophores, telles que PA01 ApvdFApchA. De
telles souches seront des outils trés pertinents pour tester nos hypotheses de travail, car elle permettrait par
exemple de tester chaque sidérophore indépendamment I'un de I'autre.

|V||C100 (MM)
L, PAM et L-PAM PAO1 WT PAO1 ApvdFApchA
NH,-IRIRIRIRG-NH, 2/4 4/2
NH>-WKWLKKWIKG-NH; 4/4/4 4/4/4
Deferasirox >64/>64/>64 >64/>64/>64
DFX-IRIRIRIRG-NH; >64/>64 1/1
DFX-WKWLKKWIKG-NH; 2/2/2 0,25/0,25/0,25
8HQ-Pro-OtBu >64/>64/>64 4/4/4
8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, 1/1/1 0,125/0,125/0,125

Tableau 9 : Valeurs de MICiop pour les L, PAM, et les L-PAM

L'activité antibactérienne in vitro des peptides synthétiques a été évaluée contre des bactéries Pseudomonas
aeruginosa WT et ApvdFApchA (Tableau 9). Elle a été déterminée par la technique de microdilution en milieu
liqguide a différentes doses de peptides permettant de déterminer leur Concentration Minimale Inhibitrice
(MIC). La MIC correspond a la concentration la plus faible requise pour inhiber visuellement la croissance
bactérienne aprés 18 heures (dans notre cas 48 h) de culture a 37 °C. Elle permet ainsi de connaitre la
concentration d’agent antimicrobien efficace contre une souche bactérienne. Les expériences ont été faites
en duplicata ou triplicata.’>” Ces analyses ont été réalisées par I'équipe d’Isabelle Schalk.

On constate que les ligands seuls possédent une faible activité. Pour le deferasirox, peu importe la souche
utilisée (WT ou ApvdFApchA) la MICigo est supérieure a 64 uM. Pour la 8-hydroxyquinoléine la MIC100 est
supérieure a 64 uM pour PAO1 WT et de 4 uM pour la souche PA01 ApvdFApchA.

Pour les PAM seuls, les valeurs pour la souche PA0O1 WT sont cohérentes avec celles trouvées dans la littérature
(6,8 uM pour NH,-IRIRIRIR-NH,*® et 2,9 uM pour NH,-WKWLKKWIKG-NH,*°). Pour la souche PAO1
ApvdFApchA les valeurs de MICioo sont identiques a celle obtenue pour PAO1 WT. La fonctionnalisation des
peptides avec une glycine en C-ter afin d’empécher I'épimérisation du peptide lors du couplage en C-ter
n’impacte donc par significativement leurs activités antibactériennes sur Pseudomonas aeruginosa.

Les résultats montrent, pour le peptide L-PAM (DFX-IRIRIRIRG-NH>), une perte trés importante d’activité du
PAM probablement due a de séveres problemes de précipitation. Le peptide L-PAM, DFX-WKWLKKWIKG-NH,
quant a lui, posséde une activité similaire, voir légerement meilleure au PAM non fonctionnalisé, et le
peptide 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, possede également une activité antibactérienne légerement meilleure
que la MICyo0 du ligand 8HQ-Pro-OtBu (cette interprétation est valable pour les deux souches testées). A la
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lumiere de ces résultats, le peptide NH>-IRIRIRIRG-NH, a été abandonné au profit du peptide NH»-
WKWLKKWIKG-NH,, possédant une activité bactéricide nettement meilleure aprées fonctionnalisation.

2.2.11.2 Détermination des MICigo sur Pseudomonas aeruginosa (métal seul, L, PAM, L-PAM et L +
PAM en présence de métal)

La MICyo0 de ces mémes éléments a également été mesurée en présence de métal.

Dans un premier temps, on a mesuré |a toxicité des métaux seuls coordinés au citrate (Fe'" et Ga") (Tableau 10,
lignes 1 et 2). On constate la toxicité du gallium qui posséde une MICiqo de 16 UM pour la souche PA01 WT et
32 mM pour la souche PAO1 ApvdFApchA et alors que pour le fer, on n’observe pas de toxicité dans la gamme
de concentration testée.

Pour les lignes 3 a 6 qui correspondent aux ligands coordinnés avec le fer et le gallium, on n’observe aucune
toxicité des complexes de fer (dans les concentrations étudiées), sur les deux souches. Quant aux complexes
de gallium, ils ont une toxicité plus importante pour la souche PAO1 ApvdFApchA que pour la WT : 8 uM vs
>64 uM pour Ga"'(8HQ-Pro-OtBu)s, et 0,5 pM vs 8 uM pour Ga"'(DFX),*. Le complexe Ga"'(DFX),* est donc plus
toxique que le ligand libre.

PAM/uM PAO1 WT PAO1 ApvdFApchA
@ Fe'' + Citrate >64/>64/>64 >64/>64/>64
(2) Ga" + Citrate 32/16/16 64/32/32
@ NH-WKWLKKWIKG-NH; + Fe"' + Citrate 4/4/8 4/4/4
NH-WKWLKKWIKG-NH; + Ga"' + Citrate 4/4/8 2/1/2

@ Deferasirox + Fe'" >64/>64/>64 >64/>64/>64
@ Deferasirox + Ga" 8/8/16 1/0,5/0,5
NH,-WKWLKKWIKG-NH; + Deferasirox 4/8/8 1/1/0,5

@ NH-WKWLKKWIKG-NH; + Deferasirox + Fe'" 4/8/8 4/8/8

@ NH-WKWLKKWIKG-NH, + Deferasirox + Ga" 4/4/4 0,5/0,25/0,25
(7) DFX-WKWLKKWIKG-NH; + Fe" 2/2/2 2/2/2
DFX-WKWLKKWIKG-NH, + Ga'" 2/1/2 0,5/0,25/0,5
DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX 4/4/4 0,25/0,25/0,25
@ 8HQ-Pro-OtBu + Fe'" >64/>64/>64 >64/>64/>64
(4) 8HQ-Pro-OtBu + Ga" >64/>64/>64 8/8/8

(1) NH,-WKWLKKWIKG-NH, + 8HQ-Pro-OtBu a/4/a 2/1/1

(9) NH,-WKWLKKWIKG-NH, + 8HQ-Pro-OtBu + Fe" 4/4/8 4/4/8
NH,-WKWLKKWIKG-NH; + 8HQ-Pro-OtBu + Ga"" 8/8/8 a/2/2

(15 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, + Fe'" 1/1/1 1/1/1
8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, + Ga'" 1/1/1 0,25/0,25/0,25
8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ 2/1/1 0,125/0,125/0,125

Tableau 10 : Valeurs de MICi00 pour les métaux + citrate, ligand + métaux, PAM + métaux, PAM + ligand + métaux et les L-PAM +
métaux. Métaux = Ga" ou Fe'"
Les lignes 7 et 8 correspondent au peptide en présence de fer ou de gallium lié au citrate. On ne constate
aucun gain significatif pour la souche PAO1 WT ce qui veut dire qu’il n’y a pas d’effet synergique. De maniere
générale, sur la souche WT, on constate que les complexes au gallium n’ont pas nécessairement une meilleure
activité antibactérienne que les espéces sans. Cet effet peut s’expliquer par le fait que la MICy0 du peptide (4
p1M) est fortement inférieure a celle du Gallium seul (16 uM). L’écart d’activité étant important, la contribution
du gallium a l'activité antibactérienne n’est pas visible. On notera que pour la souche PA01 ApvdFApchA, on
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observe un léger gain d’activité pour I'échantillon NH,-WKWLKKWIKG-NH, + Ga"(citrate),, on passe d’une
M|C1oo de 4 },LM a2 }.LM.

Les lignes 15 a 18 correspondent a I'espece L-PAM complexée avec du fer ou du gallium. Pour ces complexes,
on observe une MICyo légérement meilleure que le PAM seul, le L-PAM 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH,
coordonné au gallium ou au fer possede une MICio0 de 1 uM tandis que le L-PAM, DFX-WKWLKKWIKG-NH,
montre une MICigo de 2 uM.

Les lignes 9 a 14 correspondent aux mélanges PAM + ligand et PAM + ligand + métal. Ces échantillons ont été
préparés et analysés afin de déterminer si c’est bel et bien le greffage du ligand sur le peptide qui améliore la
MICi00 ou simplement la présence des deux composés (ligand + PAM).

L'effet notable est 'amélioration de I'activité qui est observée uniquement pour les L-PAM et non pour les
mélanges, ce qui indique que c’est bel et bien la fonctionnalisation qui améliore I'activité et non simplement
la présence du ligand (peut étre due a une meilleure interaction avec la membrane favorisant sa dislocation).
Il est important de noter que la MICy00 pour les complexes L-PAM est identique au MICyoo des L-PAM seul (sans
métal).

2.2.11.3 Détermination des MICioo des L-PAM-L sur Pseudomonas aeruginosa

PAM/pM PAO1 WT PAO1 ApvdFApchA
DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX a/4/a 0,25/0,25/0,25
8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ 2/1/1 0,125/0,125/0,125

Tableau 11 : Valeurs de MICo0 pour les L-PAM-L

Les MICioo des L-PAM-L ont été déterminées (Tableau 11). On ne mesure aucune perte d’activité
antibactérienne notable en comparaison au PAM seul. On constate une tres légere perte d’activité pour le L-
PAM-L, DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX en comparaison au L-PAM, DFX-WKWLKKWIKG-NH,.
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Figure 57 : Desferrioxamine B mesylate (pFe3* = 26,6)

Afin de tester notre hypothese de travail, les différents complexes que nous avons formés vont étre mis en
compétition avec un sidérophore. L'idée ici est de vérifier par spectroscopie qu’un sidérophore bactérien peut
démétaller ces complexes-la. Cela constituera une preuve de concept vers la stratégie finale.

Dans un premier temps, afin de faciliter les analyses, le sidérophore choisi pour les compétitions est la
desferrioxamine B (DFO B) qui est commercialisée a prix raisonnable et posséde un pFe3* de 26,6, ce qui est
dans la gamme déterminée précédemment (voir plus haut) (Figure 54).°8 Le second avantage est un trés faible
signal en spectrophotométrie, puisque la molécule n’a pas d’aromatiques, ce qui limite ainsi les superpositions
de bandes et facilite I'interprétation des spectres UV-Vis.
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2.2.12 Analyse des bandes du Fe'" et Ga" avec la DFO B
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Figure 58 : Analyse spectrophotométrique du Fer et du Gallium avec la DFO B (les deux graphiques du haut [C] = 50 M de DFO B et de
Fe' ou Ga"!, graph du milieu [C] = 150 mM de DFO B et de Fe' ajouté sous forme de sel de Mohr dans I’'HEPES 100 mM pH 7,4). Il est
important de noter qu’une fois le Fe' coordonné au DFO B, il est oxydé quasiment instantanément en Fe' (solvant non dégazé).

Dans un premier temps, deux échantillons ont été analysés (Figure 55 : spectres de gauche et du milieu), un
avec le DFO coordonné au Fe'" préparé avec une solution de nitrate de Fe'" (Figure 55 : spectre de gauche) et
un échantillon coordonné au Ga"' (Figure 55 : spectre de droite), le spectre noir correspond au DFO B seul et
le spectre rouge au DFO B coordonné au fer ou au gallium (complexes 1 : 1). Avoir les spectres de ces espéces
permettra apres de suivre et quantifier la décoordination efficacement. Pour |’échantillon de droite, le DFO B
et coordonné au Ga'", aucune bande n’est observable, seulement une augmentation du signal aux alentours
de 250 nm. Pour le spectre de gauche, correspondant au DFO B coordonné au Fe'", on observe une
augmentation d’absorbance entre 200 nm et 500 nm. Pour cet échantillon, la précipitation d’hydroxyde de fer
est suspectée. C'est pourquoi, la méme analyse a été réalisée en utilisant du Fe" (sels de Mohr, spectre du
milieu). On observe une bande aux alentours de 420 nm qui correspond a une bande MLCT.**®

Pour tous les complexes de gallium, aucun probléme d’analyse n’est a déplorer, car aucun signal du Ga"

coordonné au DFO B n’est observable de 300 a 700 nm. Aussi, dans cette fenétre spectrale, la décoordination
du gallium de notre complexe peut étre suivie facilement par disparition des bandes correspondant au
complexe de départ. Pour les complexes de fer et des dérivées de la 8-hydroxyquinoléine (8HQ-Pro-OtBu,
8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ), leur disparition pourra étre suivie
facilement au-dessus de 600 nm, car dans cette zone du spectre le signal du Fe"(DFO B) est trés faible et le
spectre de Fe''(8HQ-Pro-XXX)s posséde une bande aux alentours de 600 nm (MLCT). Pour les complexes de fer
avec les dérivés du deferasirox (deferasirox, DFX-WKWLKKWIKG-NH, et DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX) la
décoordination sera suivie aux alentours de 340-350 nm, c’est la zone ou le signal Fe"'(DFO B) est le plus faible
et ol I'on observe une bande Fe'"'(DFX-XXX).
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2.2.12.1 Compétition entre les complexes discrets de DFX et DFX-PAM et la DFO B

Dans un premier temps, les expériences de compétition ont été réalisées avec le deferasirox ainsi que le L-
PAM (DFX-WKWLKKWIKG-NH,), en présence de 100 équivalents (par rapport au ligand) de desferrioxamine B.
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Figure 59 : Compétition entre la DFO B et les complexes du deferasirox (DFX et DFX-WKWLKKWIKG-NH,). Conditions : 50 M de DFX-
WKWLKKWIKG-NH,, 22,5 uM de Fe' (sels de Mohr) ou Ga"' (GaCls) (1 : 2), 5 mM de DFO B et 100 mM de tampon HEPES pH 7,4.

Le premier constat est la disparition des bandes d’absorption caractéristiques des complexes de départ, ce qui
indique que la DFO B est un ligand capable de décoordinner tous les complexes. On observe une cinétique de
décoordination de I'ion métallique (Fe" ou Ga'") nettement plus rapide pour les ligands seuls que pour les L-
PAM. La décoordination compléte du métal des complexes Fe'"' (DFX), et Ga'"(DFX), est atteinte aprés
respectivement 5 min et 6 min (Figure 56). En comparaison, pour les L-PAM Fe'' (DFX-WKWLKKWIKG-NH,), et
Ga" (DFX-WKWLKKWIKG-NH,),, elle est atteinte aprés respectivement 2 h42 min et 1 h23 min. Cette
observation peut étre expliquée par une augmentation de la géne stérique autour du complexe, due a la
fonctionnalisation par le PAM, ce qui réduit I'accessibilité du métal pour le sidérophore et ainsi ralentit la
cinétique de capture de I'ion métallique. La décoordination du gallium est plus rapide que celle du fer.
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2.2.12.2 Compétition entre la DFO B et la 8HQ-Pro-OtBu et le PAM 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH; (L-
PAM)

La méme méthodologie d’analyse a été appliquée sur les complexes Fe'" (8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH,); et Ga"

(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NHz)s : une fois les complexes formés, 100 équivalents de DFO B (par rapport au
ligand) sont ajoutés.

Comme discuté ci-dessus (partie 2.2.12.3), on observe la disparition des bandes d’absorption caractéristiques
des complexes de départ, indiquant une décoordination de I'ion métallique (Fe" ou Ga") de notre complexe
en faveur du DFO B. On constate également que la cinétique de décoordination compléte de I'ion métallique
pour les ligands seuls est nettement plus rapide que pour les L-PAM. Pour les complexes Fe"(8HQ-Pro-OtBu)s
et Ga"(8HQ-Pro-OtBu)s, la décoordination compléte est atteinte aprés 7 min pour le complexe au Fe'' et
10 min pour le complexe au Ga". En comparaison, pour les L-PAM complexes Fe"(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-
NH,)s et Ga"(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH,)s, la décoordination est atteinte aprés 1 h pour le complexe au Fe'

et 1 h 10 min pour le complexe au Ga"'.
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Figure 60 : Compétition DFO B avec les dérivés de la 8-hydroxyquinoléine (8HQ-Pro-OtBu et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH).
Conditions : 50 M de 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH, 15 pM de Fe'" ou Ga'' (1 : 3), 5 mM de DFO B et 100 mM de tampon HEPES
pH 7,4.

La stabilité des complexes a pH physiologique permet tout de méme une décoordination de I'ion métallique
du complexe par le biais d’un sidérophore.

La durée maximum pour une décoordination complete est de 1 h 10 min. Cependant, la quantité de
sidérophore nécessaire pour obtenir ce ratio de relargage est élevée (100 équivalents par rapport au ligand,
soit 333 équivalents par rapport au complexe). Ceci peut étre une limitation de notre modeéle qui induit une
concentration minimum de sidérophore nécessaire pour en relarguer une quantité suffisante afin d’obtenir
un effet antibactérien. Autrement dit, les petites infections pourraient ne pas sécréter assez de sidérophore
et la libération de PAM ne serait pas suffisante pour atteindre la MICiqo (Figure 57).
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2.2.12.3 Compétition entre la DFO B et DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-
NH-8HQ (L-PAM-L)

Il est important de noter que le ratio entre le métal (Ga" ou Fe"")/ligand (L-PAM-L) a été modifié afin d’avoir la
quantité nécessaire de métal pour coordiner tous les sites disponibles des L-PAM-L. Le ratio pour le
complexe [M"(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)] est de 1:1 et le ratio pour le complexe [M",(8HQ-Pro-
WKWLKKWIKG-NH-8HQ)s] est de 2:3 (M = Ga" ou Fe'").
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Figure 61 : Compétition DFO B avec DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ. Conditions : 50 M de 8HQ-Pro-
WKWLKKWIKG-NH-8HQ ou DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX, 45uM de Fe'' ou Ga" (1 : 1) pour le complexe avec DFX-WKWLKKWIKG-DFX ou
30 uM de Fe'" ou Ga" (2 : 3) pour le complexe 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ, 5 mM de DFO B et 100 mM de tampon HEPES pH 7,4.

Des expériences de compétition ont été réalisées avec les L-PAM-L, (DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 8HQ-Pro-
WKWLKKWIKG-NH-8HQ) a 50 puM pour éviter une éventuelle précipitation des différents polymeres de
coordination. De plus, les deux ions métalliques Fe"' et Ga" ont été testés. Une fois les complexes formés,
100 équivalents de DFO B (par rapport aux L-PAM-L) sont ajoutés, et on suit la disparition des complexes
initiaux (Figure 58) est suivie. Les spectres bleus correspondent aux spectres finaux, lorsque I'équilibre est
atteint.

Le premier constat est que, méme en présence de 100 équivalents de DFO, la décoordination n’est pas totale,
pour les deux échantillons (DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX + Fe' et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ + Ga'). Le
pourcentage maximal de décoordination observé est d’environ 50 %. Malgré une incubation plus longue que
le temps indiqué (jusqu’a 6 jours, 13 h et 30 min), le spectre du mélange n’évolue plus. Ceci peut traduire une

affinité plus importante des dérivés du deferasirox pour le Fe'"' et une meilleure affinité des dérivés de la 8-

hydroxyquinoléine pour le Ga'"'.

Pour les complexes des L-PAM-L, on observe les mémes effets qu’avec les L-PAM, mais exacerbés. Le
sidérophore a encore plus de difficulté a accéder au métal du complexe, ce qui ralentit drastiquement la
cinétique de décoordination.
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2.2.13 Formations des polymeres de coordination

L'objectif est de préparer différents polyméres a base de fer (ou de gallium) coordinés aux L-PAM-L. Pour
rappel, ce polymere de coordination jouera le réle de stock inerte de PAM en absence de sidérophore. La
formation de quatre polyméres de coordination a été réalisée [Fe"(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)], et
[Ga"(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)],, avec une stcechiométrie 1:1 (M/L-PAM-L), ainsi que [Fe", (8HQ-Pro-
WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3] et [Ga",(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)s], possédant une stcechiométrie 2:3
(M/L-PAM-L).

Aprés I'essai de différentes conditions (voir partie expérimentale), quatre d’entre elles ont été sélectionnées,
car elles ont permis la formation des polymeéres voulus sous forme de précipité (Tableau 12 ci-dessous).

Conditions DFX-WKWLKKWIKG-NH- | 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-
DFX NH-8HQ
TRIS 0,1 M pH 7,4 _ complexes Fe"! gélification 0
TRIS 0,1 M pH 7,4 _ complexes Ga" gélification /
TRIS 0,1 M COs%-50 mM pH7,4 _ complexe Ga" / gélification
TRIS 0,1 M COs%-50 mM pH7,4 _ complexe Fe'' / gélification

Tableau 12 : Tableau des conditions de gélification. Légende : /, conditions tester, mais ou aucune gélification n’a eu lieu ; 0,
conditions qui n’ont pas été testées. Chaque échantillon est composé de 1 mM de complexe (Fe' ou Ga'").

7

Figure 62 : Photo des polyméres de coordination formés. Microvials (Eppendorfs) de gauche a droite : (précipité foncé) polymeére de
coordination Fe';(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)s ; (précipité jaune) polymeére de coordination Ga'';(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-
8HQ)s,; (précipité rouge) polymére de coordination Fe"(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX) ; et (précipité blanc) polymére de coordination
Ga"(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX). Les conditions de formation des précipités sont celles présentées dans le Tableau 12 ci-dessus.
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