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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+)*

1 1 1 1 1 1

240 260 280 300 3&!0 340 360
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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

R Oﬁg-"‘\(\NH
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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

OH OH HO
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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, cat<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>