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Introduction

L’aptitude de la glande thyroide a accumuler dedi sous forme d’ions iodures a éte
observée pour la premiére fois en 1896 par Baungamrconstata que la concentration en
iode était 20 & 40 fois plus importante dans ladgaque dans le plasfd. utilisation de
cette capacité a des fins thérapeutiques débul®42, date a laquelle des radio-isotopes de
I'iode sont administrés pour la premiere fois a gdasents dans le but de visualiser, voire de
détruire leur glande thyroide. Le transport d’iodevient alors rapidement un élément
essentiel pour le diagnostic et le traitement ffémintes pathologies thyroidiennes.

Une importante avancée dans la compréhension desnisgnes moléculaires gouvernant
ce processus de transport a été le clonage end©f6protéine responsable du transfert des
ions iodures : le symporteur N& (ou NISY. De nombreuses recherches ont été conduites
depuis afin de caractériser cette protéine, tamh ¢ioint de vue structural que fonctionnel,
ainsi que les mécanismes qui régulent son expressioson activitt Cependant, le
mécanisme par lequel I'iode est transféré a l'intérdes cellules thyroidiennes, la maniére
dont le transport est régulé au niveau cellulaire® protéines impliquées dans la régulation
post-traductionnelle du symporteur restent encargelnent inconnus. La compréhension de
'ensemble de ces mécanismes permettrait pourtamhédiorer le traitement d’'un grand
nombre de patients. Le transport d'iode est ent eff@ seulement impliqué dans différentes
pathologies de la thyroittd mais aussi dans les contaminations & Iiode eaiib
consécutives aux accidents nuclédietsdans de prometteuses stratégies de thérapigugén
anticancéreusés

La chémogénomique, aussi appelée génétigue chimigest une approche
multidisciplinaire dont le but est d’explorer legstemes vivants au moyen de petites
molécules organiquésElle permet soit d'attribuer une fonction & umetgine encore peu
caractérisée (génétique chimique inverse), soitediifier des protéines impliguées dans un
processus biologique donné (génétique chimiquectdiye Afin de mieux comprendre les
mécanismes qui gouvernent le transport d’iode enlatboratoire a mis en place une stratégie
de génétique chimique directe qui a permis dangremier temps de découvrir 10 molécules
capables d'inhiber le transport d’iddé'objectif de cette thése a été d’essayer d'ifienties
cibles protéiques de deux de ces molécul&B ; etITB . Des études d’électrophysiologie et
de flux isotopique ont montré diiB s inhibe tres rapidement le transport, tandid B’ a
un effet retardéEtant donné que ces deux molécules ont visiblernantnode d’action
différent, leur étude devait permettre d’identifaar moins deux protéines impliquées dans le
transport des iodures, le symporteufNdui-méme n’étant pas exclu.

Le premier chapitre de ce manuscrit présente lesaissances acquises sur le symporteur
depuis son clonage, les diverses implications quies du transport d’'iode ainsi que les
différentes stratégies qui existent pour identifies protéines cibles de petites molécules
organiques. Sont exposés, dans un deuxieme chde#rarguments nous ayant conduit a
adopter une stratégie de recherche de cible bagé&e photomarquage d’affinité et les
différentes étapes que comporte cette stratégietrbesiéme et quatrieme chapitres décrivent
enfin 'ensemble des expériences ayant été réafieéd’identifier les cibles protéiques des
inhibiteursITB 5 (chapitre 3) etTB , (chapitre 4).
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Chapitre 1 : Rapport bibliographique
1.1. LE TRANSPORT D'IODE

1.1.1. La thyroide : généralités

La caractéristique principale de la glande thyroéd® d'étre capable de concentrer
sélectivement I'iode depuis un milieu contenantfalbles concentrations en iodures {18
10’ M) et de fortes concentrations en chlorures ((§00,1 MY. Cette capacité résulte
probablement d'une adaptation cellulaire a la @ibhbondance de liode dans
I'environnement afin d’assurer en permanence layeton des hormones thyroidiennes. Les
principales sources d’iodures sont le lait, la diganes fruits de mer, les céréales et le sel iodé
mais on en trouve aussi dans I'eau de mer, lesapipns vitaminées, certains médicaments
ou agents de contraste et certains systémes digtion d’ead.

1.1.1.a) Anatomfe®

La glande thyroide est la plus vascularisée desdgk endocrines chez I'homme. Située
dans la partie inférieure du cou devant la tradtémus le larynx, elle est constituée de deux
lobes latéraux verticaux reliés entre eux par uaedb de tissu appelée isthme thyroidien
(Figure 1). Elle est organisée pour I'essentiefdlicules. Les follicules sont des structures
sphériques constituées d’'une monocouche de cebpid®liales appelées thyrocytes et d’'une
cavité contenant une substance visqueuse appdléieo

Les thyrocytes représentent l'unité morpho-foncielle de la thyroide et sont
responsables a la fois de 'accumulation d’'iodwesle la production de colloide dont le
constituant majeur est la thyroglobuline (Tg). @edlules sont nettement polarisées : leur
membrane basale, en contact avec la circulatiogusa®, est le siege du transport des iodures
tandis que la membrane apicale, orientée vers ll@ide, est celui de la synthése des
hormones thyroidiennes. La polarité des thyrocgtebserve également dans I'organisation
de leurs organites intracellulaires, le noyau éséné dans la partie basolatérale et I'appareil
de Golgi dans la partie apicale. La glande thyraidepte par ailleurs une minorité de
cellules parafolliculaires C produisant une hormmngliquée dans 'homéostasie du calcium,
la calcitonine.

\ (V)

Lﬂnn_\ —
NN
) D
h& ny N

1 /}/ ”,.-_i(_lolloide__"d . Follicule

slande thyroide e ¥ A5
"\

T1'1c11ee Lobe <& 5.9

Figure 1. Morphologie de la thyroide (d’aprés De ld/ieja et al?)
1.1.1.b)_Fonction
La principale fonction de la thyroide est de proeluia triiodothyronine (T3) et la
tétraiodothyronine (T4), deux hormones respectivente et tétraiodées (Figure 2.A). Ces

deux composés sont essentiels pour la croissaacdifférentiation et le métabolisme de
nombreux tissus ainsi que pour le développemesysiéme nerveux central
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La polarité des thyrocytes est un élément essegpiet que la biosynthese des hormones
thyroidiennes puisse avoir lieu. Cette synthésalé&eule en quatre étapes (Figure 2.B).
L’iodure est d’abord capté au niveau de la memblmsolatérale et transféré dans le milieu
intracellulaire contre son gradient électrochimiguéce au symporteur K& (NIS)°. Il est
ensuite transporté a travers la membrane apicalerpprocessus de transport passif assuré au
moins en partie par la pendrinéJn autre transporteur a été un temps suspecjéude ce
réle : I'« Apical lodide Transporte» Il a été récemment démontré cependant que cette
protéine est en réalité un symporteur sodium/mamaoglate. Une fois parvenu dans la
colloide, l'lodure est immédiatement oxydé par Hgroperoxydase (TPO) en présence de
peroxyde d’hydrogene puis il est fixé sur des mésityrosines spécifiques de la Tg. Des
résidus monoiodotyrosine (MIT) et diiodotyrosinelTIDsont ainsi obtenus. Les précurseurs
des hormones, Tg-T3 et Tg-T4, sont formés graceoaplage deux & deux de ces résities
sont stockés dans la colloide aussi longtemps goessaire. Le moment venu, la Tg iodée est
endocytée puis dirigée vers les lysosomes ou dagras clivent les hormones T3 et T4 ainsi
que les résidus MIT et DIT non utilisés. Les horemrsont sécrétées dans la circulation
sanguine ou elles sont prises en charge par désin@s-vecteurs. Les résidus MIT et DIT
non utilisés sont déiodés par une iodotyrosine ldgBaase afin de permettre la réutilisation
de l'iodure ou son élimination.

L’ensemble de ces étapes est stimulé par une herrpooduite par I'hypophyse : la
« Thyroid Stimulating Hormone » (TSH). Sa sécrétiest stimulée par une hormone
hypothalamique, la « Thyrotropin Releasing Hormene(TRH), et est réprimée
rétroactivement par les niveaux de T3 et de T4 taplasmé&.

A I |
I:©/O 4 | © NH,
=~_OH =
HO | HO | OH
o I o
3,3",5-triiodo-L-thyronine (ou T3) 3,3',5,5'-tétraiodo-L-thyronine (ou T4)
B Membrane ( ) Membrane
Basolatérale ! ]) Apicale
e C
R T L
(nis() gy _ _ -""";i%
| i . éserv — |-
) -
{ Tyr%&ﬂrr
1_ -J Désiodase Tyr Tyr
" | r/
T2, T4 4 - T3, T4 “«_\lr_’ H,0,
s Protéolyse ;ﬁi_xDP Couplage des
a‘!@ﬁé tyrosines iodées
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o | @ Endo% se MlT Tyr
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Figure 2. Hormones thyroidiennes : structure et bisynthése (d’aprés Verhaeghe &)

A) Structure des hormones thyroidiennes T3 et T4
B) Biosynthése des hormones T3 et T4
Tyr : tyrosine, TSHR : récepteur a la TSH, G : gnaés G, AC : adénylate cyclase, AMPc : adénosyl
monophosphate cyclique, ATPase : adénosyl triptetsghk
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1.1.2. Le symporteur N&/l" : un élément clé du transport d’iode

1.1.2.a) Clonage et caractérisation structurale

L’injection dans des oocytes denopus Laevid’une librairie d’ADNc générée a partir de
cellules dérivées d’'une glande thyroide de ratdfiskes cellules FRTL-5, a permis d’isoler
un clone de 2 839 paires de bases. Une fois ce ttansfecté dans des cellules dérivées d’'un
rein de singe, les cellules COS, une activité dasport d’iodures a été obtefntieCe clone
présente un cadre ouvert de lecture de 1 854 rid#Socodant pour une protéine de 618
acides aminés. En se basant sur la structure saicerstipposée du symporteur iggucose
de séquence fortement homologue, le symportedrlI’Na été dans un premier temps
considéré comme une protéine possédant 12 domaamssnembranaires, des extrémités C et
N-terminales intracellulaires et deux sites potdatie glycosylation.

La génération d’anticorps anti-NIS a permis de tordr la localisation cytosolique de
I'extrémité C-terminale, la glycosylation de la f@me ainsi que la localisation du symporteur
sur la membrane basolatérale des thyrod$t&es expériences de mutagénése dirigée ont par
contre révélé non pas deux mais trois sites deoglyation et ont conduit a la correction du
modeéle structural initialement propddéDans ce nouveau modéle, la protéine posséde 13
domaines transmembranaires, une extrémité N-tetenieatracellulaire et trois sites de
glycosylation (asparagines 225, 485 et 497) (FigdkeLa localisation extracellulaire de
I'extrémité N-terminale a été démontrée par diffées expériencés'®tout comme celle de
quatre segments hydrophiles sur§iCe modéle inclut également la présence de tégislus
chargés au sein de la membrane : 'asparagin@utamine 79 et I'arginine 208.

Milieu extracellulaire I\

N-ter

Cytoplasme
C-ter,

Figure 3. Modéle de structure secondaire actuellement acc&ppar la communauté scientifique
(d"aprés De la Viejaet al) Branches : motifs glycosylés, domaine transmemiimanauge :
domaine ajouté apres correction, N-ter : extréit@rminale, C-ter : extrémité C-terminale

L’extrémité C-terminale, longue de 70 acides aminésntient plusieurs séquences
consensus de phosphorylation, un motif dileucires ohotifs dipeptidiques acides et une
séquence cible PDZ dont la fonction potentiellea sdiscutée ultérieurement. Quatre résidus
leucine (199, 206, 213 et 220) forment par aillaursmotif leucinezipperqui pourrait jouer
un role dans I'oligomérisation du symporteur. Cétgpothése est d’autant plus probable que
des expériences de chromatographie d’exclusiogatéet de spectroscopie par diffusion de
lumiére ont récemment suggéré I'existence de disnétrele tétramerts

Le symporteur N3I” humain (hNIS) a été cloné peu de temps aprés daluat (rNIS.
Sa séquence, longue de 443 acides aminés, présefted’identité et 92 % de similitude
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avec la séquence du rNIS. La principale différematre ces deux protéines est la présence
dans le hNIS de cing acides aminés supplémentainé® les deux derniers segments
transmembranaires et vingt dans I'extrémité C-teat@. Tout comme le rNIS, le symporteur
humain est une protéine glycosyl&e

1.1.2.b) Caractérisation fonctionnelle

Le symporteur N4l transporte les ions iodures contre leur gradiéettechimique a
travers la membrane basolatérale des thyrocytesilile pour ce faire I'énergie libérée lors
du transport du Nadans le sens de son gradient électrochiniigue gradient de Naest
maintenu par les pompes W&" ATPases. Le transport est ainsi stimulé par déssor
concentrations extracellulaires en'N# de faibles concentrations extracellulaires &n K

i. Etudes cinétiques et électrophysiologiques

L’analyse cinétique du transport a été réaliséespasi de I'accumulation d*1” dans des
cellules FRTL-5 qui transportent les iodures sassdrganifier. Cette analyse montre une
augmentation rapide de la concentration intracahelen iodures, suivie d’'un ralentissement
et de l'atteinte d'un plateau. Ce plateau résuéid’équilibre qui se met en place entre les
vitesses d'influx et d’efflux des ions iodures aveers la membrane basolatérale. L'efflux
étant négligeable dans les premieres minutes dagladion, la vitesse initiale de capture des
iodures est linéaire et la constante de Michad#lis)(a donc pu étre déterminée. Elle a été
estimée a 30 uM dans des cellules FRTLef & 31 pM dans des tissus thyroidtens

L’électrogénicité du symport a d’'abord été obsersde vésicules membranaires, la
génération d’'un potentiel membranaire négatif étapable a elle seule d’engendrer une
activité de transpott La dépendance au sodium suivant une sigmoidelaveoefficient de
Hill égal a 1,6, il a été suggéré qu’au moins Xidla étaient transportés pour un ionDes
études électrophysiologiques réalisées par la satemontré que le transport d’iodures
génere un influx net de charges positives, confitmeinsi la nature électrogénique du
symport. Elles ont aussi permis de confirmer lackicenétrie du transport, & savoir 2 'Na
pour un 1, et d’estimer les constantes d’affinité appareniedNIS pour 1et Na a 33 uM et
28 mM, respectivemefit

Les expériences d’électrophysiologie ont montrégiégurs que les ions sodium pouvaient
a eux seuls générer un courant. La capture de reoéiu I'absence d’iodures ayant été
confirmée par I'utilisation dé’Na’ et le coefficient de Hill pour I'activation deswants par
le sodium étant de 1, il a été suggéré qu’en alesdtmdures le NIS se comporte comme un
uniporteur de sodium. Ces études ont enfin rappadete translocations de charge dans la
membrane attribuables a des changements de conifonna transporteur. Etant donné que
les potentiels auxquels les mouvements de chargéeearsont fonction de la concentration en
sodium, il a été proposé que la fixation du sodpuisse conduire le symporteur a changer de
conformation. L’ensemble de ces résultats combifiétade des parametres influencant les
constantes d’affinité du sodium et des iodures pewymporteur ont permis de proposer le
modele de symport suivant (Figure 4) :

- les deux ions Nase fixent en premier sur le symporteur. lls indotsun changement
de conformation qui positionne le site de liaisoh™ diors du champ électrique
membranaire et qui permet a cet anion de se fixer

- un nouveau changement conformationnel permetrdaskocation simultanée de
I'anion I" et des deux cations Nau travers de la membrane

- les trois ions sont ensuite libérés a l'intéridarla cellule puis le transporteur change a
nouveau de conformation pour retrouver sa positigiale.

12



Le turnover du NIS a été estimé & 22en mode uniport et & 36" ®n mode symport. Ce
modele, bien qu’accepté par la communauté sciquéfin’est pas encore fermement établi ;
le site de fixation de l'iodure n’est toujours pamnnu et celui du sodium n’est pas encore
totalement caractérisé.

[Na*] [Na*] [T] Milieu extracellulaire

,"TE‘] L, [CN;T\L’ L}

e [CNa,] &—— [CNa.I]

adD I

e ? [(ijg’/f?—_* [CNa,]’ ? [CNa,I]’

[Na*] [Na*] [T] Milieu intracellulaire

-

Figure 4. Modéle actuellement proposé pour le sympoNa*/I", mode uniport indiqué en
pointillés (d’aprés Eskandariet al?%) C : carrier

Plusieurs autres anions se sont révélés capablgérieer des courants entrants (£
SCN >> SeCN> NOs >> Br > BF; > |04 >> SQ” > F) ou de bloquer les courants induits
par les iodures sans générer pour autant de copmartux-mémes (CIQ ReQ,). Une étude
cinétique a permis de définir certains critéreséectivité du transporteur pour ces anfans
a savoir la monovalence, la taille (plus le voludes anions est important, plus leur affinité
pour le transporteur est forte) et la géométriéiniégé moindre des anions linéaires (SCN
CIO3) par rapport aux anions tétraédriques (CI®eQ’, TcOy) ou hexaédriques (BF
AsFy)). Le transport du Cl9 par le NIS a fait I'objet de nombreuses controggf<® mais il
semblerait finalement qu’une stoechiométri€ N&IO, de 1 : 1 soit & l'origine de I'absence
de courants en présence de perchl6fate

ii. Mutagénese : indices sur la relation structdoaction

Depuis 1996, quatorze mutations du NIS ont éténssmes comme causant des défauts de
transport d’iodures (Figure 5). Cing d’entre elbed été étudiées au niveau moléculaire. Elles
ont permis d'obtenir diverses informations sur déation structure-fonction de la protéine
dont la conformation dans la membrane reste ericétee déterminée.

H,N.
Milieu extérieur

G543E

\» A439-443
RIZH J«— pemloes A287-288

Figure 5. Mutations responsables de défauts
de transport d'iodure (d’aprés Dohanet al?®)
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La mutation la plus étudiée a ce jour est la stuigin de la thréonine 354 par une proline
dans le segment transmembranaire IX. La protéintambel est correctement localisée a la
membrane mais elle est complétement inactive. Rpéreences de mutagénese dirigée ont
montré que l'absence d’activité provient de l'almserd’'une fonction hydroxyle a cette
positiorf®. Le segment IX est le domaine transmembranairecquatient le plus d’acides
aminés hydroxylés : chacune des sérines et thréemirésentes dans ce segment a donc été
remplacée par une proline ou une alanine. Leses863 et 356 et les thréonines 354 et 357
se sont ainsi révélées essentielles pour le fammtiment de la protéiffe Des analyses
cinétiques ont montré que les mutants présenteniatfmité moindre pour le sodium et que
'augmentation des concentrations en sodium pemeerécupérer en partie l'activité de
symporf. Ces résidus pourraient donc jouer un role importns la fixation du Naen
partenariat avec les aspartates 360 et 369, deidusshautement conservés dans la famille
des symporteurs Nésoluté, qui se sont également révélés importaous factivité du NIS.

Des expériences de mutagénese dirigée portant asugljcine 395 du segment
transmembranaire X ont montré qu’un petit acidengnmion chargé est requis a cette position
pour obtenir une vitesse maximum de transport égabelle du NIS sauvaife Elles ont
également indiqué la nécessité d’avoir un petitl@@miné non chargé en position 543, la
substitution de la glycine 543 conduisant a une unasibn seulement partielle du
transporteuf. L'étude des substitutions Q267E et V59E a pdewi$ permis de montrer
gu’'une glutamine est nécessaire en position 267 gae le turnover de la protéine soit
maximaf” et que la valine 59 est située dans une régisrcogpact®.

L’observation de la forte conservation de I'histieli226 dans la famille des symporteurs
sodium/soluté a enfin conduit a remplacer ce réaidai que tous les acides aminés chargés
extracellulaires par une alanifieLa substitution des résidus chargés positiveraest pour
conséquence de diminuer la vitesse maximum de poain®t celle des résidus chargés
négativement d’augmenter la dissociation entre I &t les iodures. Ces résidus sont donc
certainement fortement impliqués dans le procedsusansport.

1.1.2.c) Régulation de I'expression

I. TSH, iodure et thyroglobuline

La TSH est une glycoprotéine qui interagit avecréoepteur couplé aux protéines G
localisé sur la membrane basolatérale des thyrscyte TSHf. Cette interaction conduit &
'activation de l'adénylate cyclase par la protéi@as, ce qui a pour conséquence
d’augmenter les niveaux d’AMPc et d’activer la jgioe kinase AMPc-dépendante, elle-
méme régulatrice de différentes voies de signadisatUne étude a montré que le symporteur
était surexprimé suite a des traitements augmentast niveaux de TSH dans la
circulation (inhibition de la synthese des hormorikgroidiennes, régimes alimentaires
pauvres en iodure). D’apres cette méme étude, fesgon de la protéine est diminuée chez
des rats hypophysectomiés et une injection de TS&Hh&cessaire pour qu’'un niveau basal
d’expression soit restaufé Ces résultats ont été confirmés sur des celRREL-5 cultivées
pendant 10 jours en l'absence de TSH, l'ajout derfhone conduisant a une forte
augmentation de '’ARNm du NIS en moins de 6 h ena augmentation des niveaux de
protéine en 36%. La TSH régule donc positivement I'expression ymgorteur N&/I".

Les iodures représentent le deuxieme facteur risgulde plus important de la synthéese
hormonale thyroidienne. Wolff et Chaikoff ont rapigoque I'organification de l'iodure est
inhibée dés que la concentration plasmatique deammieh dépasse un seuil critique égal a
30 uM. Un retour a la normale a par contre été mBspar ces deux chercheurs aprés deux
jours d’exposition des cellules & une forte conegitn en iodures. Ces deux phénoménes
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ont été appelés respectivement « effet Wolff-Chéikoet « échappement a l'effet Wolff-
Chaikoff ». L'effet Wolff-Chaikoff pourrait étre & a la production d’iodolipides capables
d’inhiber la formation d’AMPc et la production deempxyde d’hydrogérf8 Quant a
I'échappement a l'effet Wolf-Chaikoff, il serait ddu moins en partie a une moindre
expression du N8 permettant de diminuer la quantité d'iodures tpantée et donc de
revenir a des concentrations intracellulaires néemaConfortant ces hypothéses, une analyse
différentielle d’expression génique a montré récemimque de fortes concentrations
d’iodures modulent I'expression du TSHr et du IS

Le troisieme régulateur thyroidien important esthgroglobuline. Cette protéine semble
étre capable de contrer I'action de la TSH surdiession de plusieurs genes thyroidiens. Elle
peut en effet blogquer non seulement sa propre sgiore mais aussi celle de la TPO, du NIS
et du TSHr en inhibant I'expression de différertstéurs de transcriptidh A l'inverse, elle
stimule, en association avec les iodures, I'expoassge la pendrine et donc l'efflux des
iodures vers la colloidé L'ensemble de ces informations a conduit & lgppsition d'un
modele de fonctionnement en 3 phases pour la thgr@ans un premier temps, la TSH
stimule I'expression du NIS, de la TPO et de la Tgtransport d’iodures est alors maximum
(phase 1). La Tg accumulée dans la colloide etidesires entréwia le NIS stimulent
I'expression de la pendrine afin de permettre aaduies d’atteindre la colloide et d’étre
organifiés sur la Tg (phase Il). Quand la quandiéthyroglobuline iodée accumulée est
suffisante, la Tg inhibe I'expression des genesspehsables au transport de l'iodure et a la
synthese hormonale (phase lll). Lorsque le conamd’'g diminue au-dessous d’un certain
seuil, l'inhibition est levée et le cycle recommendl est entendu que ce cycle ne serait
valable qu’en cas de concentrations normales amreéscet en TSH.

ii. Activité transcriptionnelle

Les trois principaux facteurs de transcription #igees de la thyroide sont « Thyroid
Transcription Factor-1 » (TTF-1), « Thyroid Tranption Factor-2 » (TTF-2) et « Paired box
8 » (Pax-8). Leur combinaison, en association avaatres facteurs de transcription, permet
la régulation transcriptionnelle des genes de ladéda TPO, du TSHr et du NIS.

Le promoteur du NIS de rat est constitué de degions régulatrices : un promoteur et un
enhancer (Figure 6). Le promoteur proximal contientsite de liaison & TTF* et une
séquence répondant a la présence de TSH sur lagedilike le « NIS-TSH-responsive factor-
1 » (NTF-1§°. L’enhancer quant & lui contient deux sites disdia a TTF-1, deux & Pax8 et
un « cAMP-responsive element » (séquence ¢RHE)TF-1 ne semble jouer qu'un rdle
mineur dans cette région. La synergie entre Paxi&seprotéines se liant a la séquence CRE
est par contre déterminante pour une obtenir upeesgion du symporteur forte et spécifique
de la thyroide.

41 rNIS

site d’initiation
de la transcription

promoteur proximal ==

upstream
enhancer

" 420 -245 : 23

TTF-1 pPAX-8 PAX8 NTF-1  TTF-1

Figure 6. Représentation schématique du promoteurwiNIS de rat (d’aprés Riesco-Eizaguirreet al*®)
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Le promoteur du NIS humain a également été étudigoromoteur minimal est situé entre
-478 et -389 paires de bases et présente 73 %ndt#&leavec le promoteur proximal du
rNIS*. Aucun élément régulateur conférant une expresspEtifique a la thyroide n'y a
cependant été découvert. Des sites potentielsai®ii & TTF-2 ayant été identifid=t la
comparaison des 3000 paires de bases précédatet ilgitgal de transcription n’ayant indiqué
qgue 30 % d’homologie entre le hNIS et le rNIS sil probable que chaque espéece possede ses
propres mécanismes de régulation transcriptionnlié&anmoins, un enhancer, localisé entre
-9 847 et -8 968 paires de bases, s’est révélésimdtaire a 'enhancer du rNIS. Il comporte
un site de liaison a Pax-8, un a TTF-1 et une segpI€RE. De plus, la majeure partie de
I'activité transcriptionnelle de I'enhancer estwag® la aussi par la synergie entre le facteur
Pax-8 et les protéines se liant & la séquence’CRE

iii. Voies de transduction du signal

La voie de signalisation centrale dans les celltigsoidiennes est la voie TSH-TSHTr-
AMPc-PKA (Figure 7). Les mécanismes par lesquetie amie induit la transcription du NIS
sont encore assez méconnus. Il semble que la peckéase A (PKA) puisse phosphoryler
directement des facteurs de transcripfiompliqués dans I'expression du NIS ou dans
I'expression de facteurs indispensables & I'exjwas$u NIS, tels que Pax:8 Il a été montré
par ailleurs que la PKA peut activer la voie de8 pBAP kinasewia la protéine Rac-1 et que
cette activation résulte en une augmentation dassgion du NI%'. Une autre voie activatrice
découverte réecemment est celle de la signalis®aich dont différents composants ont été
identifiés dans les cellules thyroidiennes et dansurexpression conduit a une activation
directe du promoteur du N3

IGF-1
TGEp Ligands TSH Q
v/ '/ Notch
Récepteur
TGEPS Peeee®
P -
oaee® bt ad I
. 5 oo ofe it bR
Soeeeeq" F :‘ *YPree
Rap-1 !E j
> AMEeALE )

Smad2
Smad4

Smad3

Dt WY WD ALY AW
Promoteur NIS

Figure 7. Voies de signalisation impliquées dans tggulation transcriptionnelle du NIS
(daprés Riesco-Eizaguirreet al*®)

Au contraire, il a été montré que l'inhibition desies MEK/ERK et PISK/mTOR/Akt
conduit & une augmentation d’expression du°RiIBa voie MEK/ERK pourrait étre activée
par la protéine Rap-1 de maniére AMPc-dépendarfdatindépendanté. Ses mécanismes
d’action restent assez énigmatiques. En effete agtie a été décrite a la fois comme inhibant
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I'expression du NIS et comme permettant d’augmelgeurnover des protéines NIS déja
synthétiséed. Quant & la voie phosphoinositide 3-kinase (PI3lg peut étre activée soit
par les protéines [Bet Gy du TSHP, soit par I'« Insulin-like Growth Factor-1 » (IGB-au
travers de son récept8Urll est intéressant de noter que si cette voiébmliexpression du
NIS dans les cellules thyroidiennes, elle a I'effpposé dans des cellules cancéreuses de
seirf! : les mécanismes de régulation différent doncrskdissu et le contexte dans lesquels
le symporteur est exprimé. La troisieme voie inhité identifiée a ce jour est celle du

« Transforming Growth Factgy+ (TGFf). Cette voie passe par les protéines Smad, dont la
Smad3 qui empéche le facteur de transcription Pae-$e fixer sur le promoteur du NS

iv. Autres facteurs

D’autres facteurs sont également capables de rélgieression du NIS. Il a été suggéré
entre autres que l'organisation tridimensionnebls thyrocytes pouvait étre importante. Une
étude menée sur des cultures primaires de thymaoapables de former une monocouche
cellulaire ou d’adopter une structure folliculaselon les conditions de culture a en effet
montré que les structures folliculaires exprimemtahtage de symportétirLes cytokines et
interleukines peuvent par ailleurs inhiber I'exmies du NIS, d’ou la diminution de transport
d’iodures observée dans le cadre de maladies autnses’

De récentes études ont montré que la productioryd® nitrique, stimulée par la TSH,
inhibe également I'expression du symporteur. llt& fuggéré que cette inhibition pourrait
passer par la régulation de facteurs de transonigpécifiques de la thyroide, connus pour
étre sensibles aux phénomenes d’oxydoréductionxyd® nitrique constituerait ainsi une
voie d’autorégulation supplémentaire par rappdet thyroglobuline pour contrer les actions
de la TSH*. D’autres études ont montré que les lipopolysaides présents sur la paroi des
bactéries Gram (-) pourraient quant a eux induaepression du NIS et que les thyrocytes
seraient capables par conséquent de répondreidfeletions systémiqués

1.1.2.d) Réqulation de l'activité

Si la TSH régule la transcription du symporteute &@n module également la fonction.
L’étude de la corrélation entre la présence du sytepr et la présence d’'une activité de
capture a montré qu’apres 5 jours de privation 8Hl,Tles cellules ne possedent plus aucune
activité de transport alors que 30 % des protéMi&ssont encore présentésDes vésicules
membranaires produites a partir des organitescelitdaires de ces cellules se sont avérées
capables de transporter les iodures : I'absenc&St¢ conduit donc a l'internalisation du
transportelf.

Le NIS possédant plusieurs sites potentiellemenspihorylables, il a été suggéré que la
TSH pourrait controler la localisation subcelludaniu NISvia la phosphorylation. Cela est
d’autant plus probable que la phosphorylation d8 iNIvivo est confirmée et que les motifs
de phosphorylation sont différents selon que la ESitiprésente ou nbh D’aprés une étude
récente utilisant la mutagénése dirigée, la phagpditaon des sérines 43 et 581 modifierait la
vitesse du transport et celle de la thréonine 49rpd affecter la stabilité de la protéifie
Aucun des mutants produits n'a cependant conduitealocalisation membranaire diminuée.
Il est néanmoins précisé dans cette étude quédatus phosphorylés étudiés ont été observés
en lI'absence de stimulations et aprés expressioNI8udans des cellules HEK. Il se peut
donc que dans d’autres conditions d’autres régathasphorylés soient découverts et que ces
phosphorylations aient d’autres implications footielles. De nombreuses questions restent
donc ouvertes sur les mécanismes qui conduiserd phbsphorylation du NIS et sur
I'implication fonctionnelle de cette phosphorylatipour la protéine.
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En dehors des sites de phosphorylation, I'extréi@Hierminale du transporteur compte
trois éléments susceptibles d'étre impliqués damdssage, le maintien a la membrane ou
linternalisation du NIS® :

* une seéquence cible PDZconnue pour permettre l'interaction avec des pmege
contenant une séquence PDZ et pouvant empéchterfialisation du transporteur

« un motif dileucine responsable a la fois de l'internalisation de agds protéines
membranaires et du tri intracellulaire de ces pnete

« des motifs dipeptidiques acidespouvant fonctionner comme des signaux de
récupération ou de rétention des protéines loeadisda membrane

Ces éléments ont néanmoins été tres peu étudiés!’'pstant et leur fonction réelle reste
inconnue.

1.1.2.e) NIS extrathyroidiens

Tres tét, 'accumulation d’iodures dans d’'autresuis que la thyroide a été rapportée. Ces
processus de transport présentaient de granddarsiési avec le transport thyroidien comme
'amplitude des gradients générés ou linhibitioar pe thiocyanate et le perchlorate mais
aussi d'importantes différences telles que I'absetiorganification ou de régulation par la
TSH®. Néanmoins, divers cas de patients présentanttsinément des défauts de transport
d’iodure dans la thyroide et dans ces tissus saggérque les protéines exprimées étaient
proches du NIS.

Afin de vérifier cette hypothése, 'ADNc isolé dulN a été utlisé dans diverses
expériences de RT-PCR. Ces expériences ont coadaitdétection du symporteur dans de
tres nombreux tissus. La technique de RT-PCR étastsensible et la possibilité d’obtenir
des faux-positifs importante, il est encore nédesske corréler, dans ces tissus, l'expression
de la protéine a une activité de transport dépdrddim sodium et sensible au perchlorate.
Seuls ces criteres permettent en effet d'affirmere da protéine détectée est bien
fonctionnelle. Pour l'instant, seule I'expression IS dans les glandes salivaires, la
muqueuse gastrique, les glandes mammaires enidactét plexus choroide et le corps
ciliaire de I'ceil a été confirmée. Le clonage duSNjastrique et des glandes parotides et
mammaires indique une identité totale avec le KiBadidier?”. Les processus de maturation
tels que la glycosylatioh et les mécanismes de régulation sont cependaiternkent
différents dans chaque organe.

1.1.3. Transport d’iode : implications clinigues

1.1.3.a) Pathologies non cancéreuses de la thyroide

I. Hypothyroidisme congénital et hyperthyroidie

L’hypothyroidisme congénital est le désordre méighe le plus commun chez les
nouveau-néd. Bien que peu fréquent (1 cas sur 3000), il pewirades effets délétéres
irréversibles sur leur développement et conduireratinisme et a l'infertilité s’il n'est pas
traité. La plupart des cas se développent de masgoradique mais environ 2 % d’entre eux
sont familiaux. Les mutations impliquées sont aesttypes : celles qui portent sur les génes
indispensables au bon développement de la glaydaidie (TSHr, Gs, TTF-1, TTF2 et Pax-

8), celles qui perturbent la synthese hormonaleQ(TRIS, Tg, pendrine et systeme
générateur d'blD,) et celles qui rendent les hormones thyroidiemmef§icaces (transporteurs
d’iodothyronines). La recherche de ces défautstggres a un stade précoce permet de traiter
les nouveau-nés par administration de T4 et dedssurer un développement normal.
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Les mutations du NIS découvertes a ce jour ont é&alécrites plus haut (Figure 5). Elles
sont toutes héritées de maniere récessive et gamia des défauts de transport d’'iodures qui
peuvent étre compensés par un régime alimentaine en iode plutbt que par un traitement
hormonal. Lorsque le NIS n’est pas impliqué, saacdp a transporter l'iodure peut étre
utilisée pour réaliser des scintigraphies thyroides avec de faibles doses d'iodure
radioactif. Des informations peuvent alors étréenbes sur la taille et la localisation de la
glande. L’inhibition du transport par le perchl@auivie de la mesure de l'iodure déchargé
depuis la glande permet par ailleurs d’identifies défauts d’organification.

En dehors de la maladie de Basedow dont nous paslepar la suite, il existe
principalement deux causes d’hyperthyroidie : @Snames toxiques et la surexposition aux
iodures causée par des composés de synthése eichedeé’. Un adénome toxique est une
tumeur thyroidienne capable de produire ses prdprasaones sans nécessiter de stimulation
par la TSH. Elle résulte en général de mutationg 8hir qui conduisent ce récepteur a étre
activé en permanence. Quant aux composés capablegmrer une surexposition aux
iodures, on compte un régulateur cardiaque, I'aamogle, et certains agents de contraste
iodés tels que le diatrizoate. Selon la cause, réetment peut inclure la prise de
propylthiouracil ou de méthimazole (2 inhibiteueslgbrganification), de corticoides inhibant
la conversion périphérique de la T4 en T3 (la TEhethormone effectrice) ou d’inhibiteurs
du symporteur. De $2Y” peut également étre utilisé pour détruire les ans hyperactifs.

ii. Maladies auto-immunés

Les maladies auto-immunes de la thyroide sont anbrn® de deux: la maladie de
Basedow et la thyroidite d’Hashimoto. Ensemblessibuchent 5 a 10 % de la population.

La maladie de Basedow est liée a la présence daps anti-TSHr qui activent en
permanence ce récepteur. Elle est la cause ldrglmsente d’hyperthyroidisme et en présente
tous les symptébmes (palpitations, intolérance ehleur, instabilité émotionnelle, perte de
poids...). Les facteurs de risque comportent desigpésditions génétiques mais également
des facteurs environnementaux, tels que la constiommde tabac ou une exposition a de
fortes concentrations d’'iodure. Au cours de la miglales lymphocytes B et T du systéeme
immunitaire s’infiltrent dans la glande thyroidd’etganisme perd peu a peu sa tolérance vis-
a-vis de différents antigénes thyroidiens (TPOOUANIS). La maladie est diagnostiquée sur
la base de niveaux de TSH fortement diminués ehideaux d’hormones thyroidiennes
augmentés. Le diagnostic est souvent confirmé patest de capture ¥ ou d**, le
transport augmentant de maniére importante lorsette pathologie. Les traitements ont peu
changé depuis les 50 dernieres années. lls camsitadministrer des anti-thyroidiens de
synthése ou & procéder & I'ablation de la glandelgieurgie suivie de I'administration .
L’ablation a cependant pour inconvénient de contha le sujet a prendre des hormones de
synthese tout le reste de sa vie.

La thyroidite d’Hashimoto conduit elle a une pgmtegressive de la fonction thyroidienne.
Comme la maladie de Basedow, elle touche davaresmgéemmes que les hommes et se
caractérise par linfiltration de la thyroide paslcellules du systeme immunitaire. Les
lymphocytes T jouent ici un role central. lls sydtikent en effet différentes cytokines qui
comme nous l'avons vu précédemment sont capablespdiener I'expression du symporteur
Na'/I". Différents auto-anticorps se développent au cdark pathologie, les plus importants
étant dirigés contre la TPO. Les symptomes sontecix de I'hypothyroidisme : fatigue,
intolérance au froid, constipation, peau sécheepdie poids, dépressionLe diagnostic est
basé sur des niveaux de TSH augmentés et d’horntioyreddiennes diminués. Le traitement
consiste, comme pour I'’hypothyroidisme, en unegpentinue d’hormones de synthése.
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La détection des auto-anticorps circulants est euutilisée pour appuyer le diagnostic.
Quelle que soit leur relation avec les mécanism@gsippathologiques mis en jeu, ces
anticorps constituent des marqueurs précoces dwladie. Des anticorps dirigés contre le
NIS ont été identifiés dans les deux’@d$ Leur réle exact reste encore indéterminé, d’dutan
que des expériences d'inhibition de transport séak avec des sera de patients ont montré
que l'inhibition du transport d’iodures pourraitréétcausée par d'autres facteurs que des
anticorp$®.

1.1.3.b) Exposition prolongée aux isotopes raditsade 'iodure

Le transport diodures peut devenir particulierem@noblématique lors d’accidents
nucléaires tels que ceux de Tchernobyl (1986) etFdkushima (2011) ou a la suite
d’explosions d’armes nucléaires comme a Nagasakiireshima (1945). La capacité de la
glande thyroide a transporter l'iodure permet &édihts radio-isotopes de liodure de
s’accumuler dans cette glande et d'y étre stoclkedslgnt plusieurs jours, ce qui augmente
sensiblement le risque de cancer thyroidien. Saiteaccident de Tchernobyl, environ 5
millions de russes, d’'ukrainiens et de biélorusssisété exposés a la fois a des radiations
externes provenant d'espéces radioactives retonthiee sol et a des radiations internes
provenant de I'ingestion de lait ou de légumes @mimés par de liodure 1%l Les enfants
et les adolescents ont été les plus touchés, leundg thyroide transportant davantage
d’'iodures que celle des adultes. On estime qu'eh®®6 et 2002, environ 4 000 cas de
cancers thyroidiens ont été diagnostiqués cheade®&scents de moins de 15 ans dans ces
trois pays.

La meilleure solution a ce jour pour éviter unetaamnation par des isotopes radioactifs
de l'iodure est lingestion de pastilles d’iodure gotassium. Le but a court terme est
d’empécher le transport des isotopes radioactif€@apétition. A un terme un peu plus long,
la prise de pastilles d'iodure permet d’inhibernsigoirement I'organification de I'iodure
(induction de I'« effet Wolff-Chaikoff », cf. 1.1.@) i) ce qui permet d’empécher le stockage
des isotopes radioactifs dans la colloide. Il anmésns été observé que la prise de fortes
doses de Kl pouvait déclencher chez certaines peesoune hypothyroidie irréversible. Une
meilleure compréhension des mécanismes moléculamesrdlant le transport d’iodures
permettrait sans doute de trouver des solutiongptEmentaires ou alternatives aux pastilles
d’iodure. Ces solutions pourraient aussi se réviéléressantes pour compléter la protection
des personnels médicaux qui manipulent fréquemmerfaibles concentrations d’isotopes
radioactifs transportés par le NIS tels qu&Te, I''*1" ou I3y,

1.1.3.c) Cancers
I. Cancers de la thyroide et du sein

Le transport d’'iodures joue depuis longtemps ua o@ntral dans le traitement des cancers
thyroidiens. Premiérement, il permet de distindasrtumeurs de nodules thyroidiens bénins.
Les tumeurs présentent en effet un transport dieglinettement diminué alors que les
nodules bénins transportent liodure aussi bienrevomieux que les tissus sains
Deuxiémement, la capacité du NIS & transportét"lecO, permet de visualiser les tumeurs
par scintigraphie. Troisiemement, la capacité deseurs a transporter les iodures reste
souvent suffisante pour pouvoir compléter leur tanta chirurgicale par I'administration
d'**4". Cette combinaison est efficace dans la majeutéepdes cas puisque le taux de survie
au bout de 10 ans pour un homme adulte atteir@des 90 %. Néanmoins, le taux de rechute
reste éleveé (pres de 30 %) et dans les cellulestoamses les moins différenciées devenues
incapables de transporter I'iodure le pronosticments est loin d’étre aussi Bampres le
clonage du NIS, diverses recherches ont donc étéesegoour tenter de comprendre pourquoi
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le transport est diminué, voire absent, dans legetus thyroidiennes. Aucune mutation n'a
été trouvée dans I’ADNc du NIS extrait de carcinempapillaire$’. Des expériences portant
sur les niveaux d’expression et sur la localisatiten la protéine ont montré par contre
I'existence de deux cas différents. Soit les turmesxpriment peu, voire pas du tout de
symporteur, soit elles surexpriment un symporteuwsn nfonctionnel car localisé

intracellulairemerft.

Parmi les produits ayant permis de réinduire I'esgion du NISn vitro, on compte
I'acide rétinoique, la troglitazone et des inhibite d’histones déacétylases connus pour
inhiber la croissance des cellules transforméeimdatire la différentiation. Les études ne
précisent cependant pas toujours si la protéineragp est fonctionnelle. Quant a celles qui
indiguent une augmentation d’activité de captuliesene rapportent que dans quelques cas
une réduction du volume des tumeurs aprés adndtietr d™*". Ces résultats soulignent
'importance d’avoir une image précise des mécaaessmégulant la fonctionnalité du
symporteur, en particulier dans les cellules canesgs, pour obtenir des traitements
efficaces. La perturbation des voies de signatisaguite a la mutation de certains messagers
intracellulaires, tels que BRAE ainsi que la perte de polarité des celfffiésnt partie des
explications avancées pour une rétention du syrepor I'intérieur des cellules mais de
nombreuses études sont encore nécessaires sjgatle su

Le seul autre cancer exprimant un symportetuivINandogéne est le cancer du sein. Cette
expression est particulierement intéressante peux daisons : d’abord parce quelle est
totalement absente dans les tissus sains en deébsrgériodes de lactation et ensuite parce
quelle concerne plus de 80 % des carcinomes maragtail efficacité thérapeutique de
I3 reste cependant limitée par la faible capacitéeetumeurs a accumuler de I'iodure,
soit parce que I'expression du symporteur est fedple, soit parce que celui-ci n’est pas
toujours transporté a la membrane. La encore kacidinoique s’est avéeré étre une bonne
piste pour induire une plus forte expression dupEymeur. La combinaison de composeés tels
que la dexaméthasone, I'hydrocortisone ou lisoloogyhylxanthine avec des agonistes
sélectifs de certains récepteurs de l'acide r&umeia par ailleurs permis d’améliorer la
localisation & la membrane du NIS et I'efficaciwsdraitementé. La compréhension des
mécanismes de régulation transcriptionnelle et-prasscriptionnelle du symporteur dans les
carcinomes mammaires reste cependant nécessaire ppowoir atteindre des niveaux
d’accumulation permettant d’envisager une radiatpiéra 11",

ii. Thérapie anticancéreuse par transfert génique

L'utilisation du transport d’'iodures en thérapidieancéreuse présente divers avantZges
- les techniques et équipements nécessaires s@mtbtdh connus des services de
médecine nucléaire
- il est possible d’estimer par scintigraphie laagité de cellules exprimant le
symporteur ainsi que la dose de radioactivité $ioge recue par les cellules
- les rayonnements émis pat*i” permettent d’atteindre les cellules tumorales qui
n’expriment pas le NIS mais qui sont situées aipni& des cellules qui I'expriment
- le NIS peut étre utilisé comme rapporteur powsusliser I'expression de genes
transfectés.

L’idée d'utiliser ce transport pour traiter non ksuent les carcinomes thyroidiens et

mammaires mais aussi un grand nombre d’autres ksaestdonc apparue assez rapidement.

Des lignées cellulaires cancéreuses provenant \aesdtissus et organes (ovaires, foie,
colon, peau, seins, col de l'utérus, poumons, @a@scr.) ont ainsi été transfectéasvitro
avec 'ADNc du NIS, aprés quoi un transport d’icglirsuffisant pour pouvoir détruire ces
cellules a été observé. Les premieres expériericepldntation de ces cellules chez I'animal
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suivies de I'administration &i" n'ont cependant pas permis de diminuer la masse de
cellules tumorales implantées. L'utilisation de maieurs forts ou spécifiques des tissus
ciblés a permis d’augmenter fortement les niveaexmession du NIS et le recours a des
rétrovirus ou adénovirus a permis de vectorisayeiee du NISn vivo dans des xénogreffes
ou des tumeurs induites chimiquement. La combimade ces deux approches a permis
d’obtenir a la fois une réduction importante duwoé des tumeurs et un effet sélectif
intéressant sur les cellules tumorales par rapnottcellules sainé%® Plusieurs études ont
par ailleurs montré que la thyroide pouvait étretdgmyée de la radiothérapie par un
prétraitement hormon3l et une étude récente a démontré qu'il était plessib traiter des
animaux de grande taille, tels que des chiensagmninistration de doses’d™ similaires a
celles utilisées dans les essais clinifties

Bien que tous ces résultats soient tres promeftdefficacité et la spécificité de la
vectorisation peuvent encore étre améliorées, |ésamsmes gouvernant le temps de
rétention de I'iodure dans les tumeurs dans leditions d’une thérapie génique restent a étre
étudiés et les capacités d’accumulation d'iodues/pnt encore étre augmentées a condition
d’optimiser la localisation des transporteurs enmbrané’.

1.1.4. Conclusion

Le transport des ions iodures du milieu extracaital vers le milieu intracellulaire
constitue la premiére étape de la synthése des dmasnthyroidiennes. La protéine
responsable de ce transport est le symporteur mddde, cloné en 1996. Les différentes
études menées depuis cette date ont permis d'avdaos la caractérisation structurale et
fonctionnelle du symporteur ainsi que dans la c@msaace des facteurs impliqués dans sa
régulation transcriptionnelle. Nombre de questioastent cependant en suspens et tout
particulierement en ce qui concerne les mécanisteeégulation post-transcriptionnelle de la
protéine. Il est pourtant nécessaire de comprermiranent ces mécanismes fonctionnent afin
d’optimiser I'utilisation du symporteur a la foiogr le diagnostic et le traitement de diverses
pathologies. La chémogénomique, dont nous allorlsrpdans une deuxieme partie, est I'un
des moyens disponibles pour explorer les systén@sgimues complexes et tenter de
comprendre leur fonctionnement. C'est I'approchee qotre laboratoire a choisie afin
d’approfondir les connaissances actuelles sur l&tamismes régulant le symporteur
sodium/iode.
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1.2. LA CHEMOGENOMIQUE

1.2.1. La chémogénomique : définition

Les années 1990 ont vu se multiplier les projetséipiencage de génomes entiers (virus,
bactéries, plantes, mammiféres>.)Ces projets ont mis & jour de nombreux génes kdont
fonction reste encore inconnue. Le défi consistecdorelier 'ensemble de ces genes a une
ou plusieurs fonctions et a comprendre ce que chat®i ces genes implique pour
'organisme. Une méthode classiquement utiliséer papondre a cette question est
d’introduire des mutations, ciblées ou aléatoirtsde relier le phénotype induit par ces
mutations aux genes mutés. Il existe cependarérdiifs cas ou la génétique conventionnelle
ne permet pas d’obtenir les réponses escomptées :

» présence de duplicatas dans le génome permettamiséaen place de mécanismes de
compensation pour pallier I'invalidité du géne muté

 aucun effet visible du fait des conditions expénta&es choisies

* mutation |étale ne permettant pas de déterminiemnietion du géne muté

« difficulté a manipuler génétiguement certains orgiaes (faible efficacité de transfection

ou de recombinaison homologue, absence de la ma@hinécessaire a I'utilisation de
SiRNAs...)

La chémogénomique est une approche multidiscipnajui peut étre utilisée en
complément de la génétidie Egalement appelée génétique chimique, elle densis
perturber les systémes biologiques, non pas pamdgations, mais au moyen de petites
molécules organiques qui ciblent le produit desegea savoir les protéines. L'utilisation de
petites molécules présente divers avantages :detion est rapide et contrlable dans le
temps ce qui évite la mise en place de processgsmipensation et permet la manipulation
de protéines méme si elles sont indispensablegwaiappement du sujet d’étude. Elles sont
en outre faciles a manipuler, utilisables dans c&s ou des mutations ne peuvent étre
envisagées et peuvent servir a la fois a la congmgdon du fonctionnement d’un processus
biologique et comme point de départ au développenemédicaments.

Comme en génétique, il existe deux manieres deédes@our explorer les fonctions
biologiques : la méthode directe et la méthode rseéFigure 8. En génétique chimique
directe, des chimiotheques de composés sont csitdae des cellules, des tissus ou des
extraits afin d’identifier des molécules capablésdiiire un phénotype donné. Les protéines
cibles des molécules sélectionnées sont ensuitatifides par difféerentes techniques
génomiques ou biochimiques. Ce type d’approche renipede découvrir, entre autres, la
cyclooxygénase, une enzyme inhibée par l'aspirimestgst révélée étre responsable de la
synthése des prostaglandines et des thrombd¥Xanes

Quant a la génétique chimique inverse, elle comsistechercher des molécules capables
d'interagir avec une protéine isolée et de modslen fonctionnemeft Les composés
sélectionnés sont ensuite mis en présence deeathul de tissus pour observer le phénotype
qui se développe lorsque l'activité de la protéast perturbée et en déduire le role de la
protéine dans une voie ou un processus biologiquné Des molécules spécifiqgues de
différentes isoformes de phosphoinositide 3-kinases ainsi permis d’élucider les roles
respectifs de ces isoformes dans la signalisagdtirgsuline®”’.
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Figure 8. Représentation schématique des stratégide génétique chimique

Afin d’identifier des acteurs de la régulation dumporteur sodium/iode, notre laboratoire
a mis en place une stratégie de génétique chindjaete qui a conduit a l'identification de
10 molécules capables d'inhiber le transport d'redt. Il s’agit donc maintenant d'isoler et
d’identifier les protéines cibles de ces compokédentification des cibles biologiques d’'un
composé présente un grand nombre d’intéréts aidapfaur le milieu académique et pour
l'industrie pharmaceutique : compréhension du midcam d’action de la molécule,
compréhension du mécanisme biologique sur lequebteposé agit, anticipation des effets
secondaires, découverte de potentiels thérapestigquattendus...Malgré les avancées
technologiques, elle reste cependant un défi tle taiec de nombreux obstacles a surmonter
et un grand nombre d’approches différentes ontdétéeloppées pour relever ce défi. Les
techniques décrites ci-apres font partie des plusaanment utilisées.

1.2.2. Identification des cibles biologiques d’unamposé organigue

1.2.2.a) ldentification par déduction

Il arrive que le phénotype qui se développe engm@s du composé évoque une situation
déja rencontrée dans d’autres études soit suitgiléshtion d’un autre composé, soit a la suite
de manipulations génétiques. Grace a une étudeofappie du phénotype induit et par
comparaison avec les données de la littératurigreiftes protéines cibles candidates peuvent
étre envisagées. Il suffit alors de les testeraimme. C’est ainsi que la cible du Monastrol a
été découverte. Ce composé s’est révélé capalgertdeber la formation du fuseau mitotique
sans agir pour autant sur la TubuffheUn tel phénotype avait déja été observé lors
d'immunodéplétions d’extraits d’ceufs a@&nopusen kinésine Eg5 ou par inhibition de cette
méme kinésine par des anticotbd 'effet du Monastrol sur I'activité de cette péate a donc
été testén vitro et il a ainsi pu étre démontré que I'action du pose sur le fuseau mitotique
était due a I'inhibition de la kinésine Eg5. Lor&cun élément ne permet de relier I'effet du
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composé étudié a des données antérieures, d’aotétsodes non déductives doivent
cependant étre employées.

1.2.2.b) Méthodes génomiques et protéomiques

I. Mutations et modulations d’expression

Le but de ces méthodes est de trouver le genel@omtitation ou l'inhibition d’expression
par des siRNAs permet soit de contrer I'effet demlalécule d’intérét, soit de recréer le
phénotype observé. Parmi les exemples d'utilisatierielles méthodes, on peut citer I'étude
menée par I'équipe de Xiaoming Li dans laquellecdfhposes ont été sélectionnés pour leur
capacité & inhiber la croissance de la bactsieherichia Coftt. De nombreux mutants ont
été générés afin de trouver les mutations perntet@gontrer I'effet de ces composés. Dans
la plupart des cas, la croissance des bactériéd mestaurée grace a la surexpression d’'une
pompe d’efflux multi-drogues mais pour deux des poses testés, cette restauration a été
obtenue suite a [linhibition d’expression d'une wilofolate réductase. Suite a cette
observation, des tests ont été réaligégtro etin vivo. lls ont permis de démontrer que ces
deux composés étaient des inhibiteurs compétiéfsatte protéine. Ce type d’étude ne reste
cependant réalisable qu'a partir du moment ou lwavaille avec des organismes
manipulables génétiquement.

ii. Profilages transcriptionnel et protéomique

La présence d’une molécule organique dans uneleelln tissu ou un organisme vivant
conduit souvent a des modifications des niveauxpitession d’'un certain nombre de genes
et/ou de protéines. Les profilages transcriptionnet protéomiques consistent donc a
comparer les profils d’expression obtenus en pEsen absence du composé (au moyen de
puces a ADN, de gels d’électrophorése 2D ou dentqaks protéomiques quantitatives) afin
d’identifier la voie ciblée par la molécule d’inéér Le grand avantage de ces méthodes est de
donner une vue d’ensemble des modifications indyite la molécule.

Dans le cas du profilage transcriptionnel, des basedonnées ont été créées pour aider a
la sélection de cibles potentieflésCes bases de données rassemblent les profilsrd&sion
induits par des manipulations génétiques ou parnt@gcules dont la cible biologique est
connue. Elles permettent ainsi la comparaison &veéponse transcriptionnelle générée par
une molécule nouvelle. En suivant ce type de prnaeéd’équipe de Justin Lamb a identifié
la cible protéique de la Gédunine. Ce composé ptéiseine signature d’expression génique
hautement similaire & celle d'inhibiteurs de I'«a@ieShock Protein 90 » (Hsp9@) Les
niveaux d’expression de protéines dont la matumagist connue pour dépendre de I'Hsp90
ont donc été mesurés en présence de Gédunine reieseses ont permis de confirmer que la
Gédunine est un inhibiteur de I'Hsp90.

iii. Méthodes basées sur I'affinité du composé pEaucible

Ces méthodes reposent sur la reconnaissance detéinp cible par le composé d’intérét.
Nous décrirons ici les quatre méthodes les plugatoment utilisées dans la littérature
(Figure 99*% Dans la technique de « triple hybride » (Figus&)9deux protéines hybrides
sont exprimées dans chaque cellule. La premierecigsaine protéine se liant a 'ADN
(LexA) au site de liaison d'un récepteur au ligaodnnu, comme le récepteur aux
glucocorticoides (GR) par exemple. La deuxiéme isteign une combinaison entre 'une des
protéines a tester (Library Protein) et un domaiiaetivation de la transcription (Activation
Domain). La molécule d'intérét (Test Ligand) aséeciau ligand du récepteur choisi (la
Dexameéthasone pour le récepteur aux glucocortispidst ensuite ajoutée. Si la molécule
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d’intérét reconnait la protéine test, le domainactvation transcriptionnelle se retrouve
recruté au niveau de 'ADN et un gene rapportetirtr@gscrit. Cette méthode initialement
développée dans des cellules de levure, commetaitpie « double hybride » dont elle est
dérivée, a également été adaptée aux cellules demifieres.

La technique de présentation de protéines (FiguBg @nsiste a construire une librairie
d’ADNc dans des virus appelés phages. Chaque pbageme alors une protéine test
fusionnée aux protéines de sa capside (envelopyéigue qui protége I’ADN localisé dans
la téte du phage). En parallele, la molécule di&ttést biotinylée puis fixée sur une colonne
fonctionnalisée par de I'Avidine. La collection deage est alors passée sur la colonne et les
phages retenus sont élués par addition de Bid@las.phages sont amplifiés par infection de
cultures bactériennes et sont réutilisés pour wveau cycle de sélection. L'identité de la
protéine reconnue par la molécule d’'intérét esuigmsiéterminée par séquencage de ’ADNCc
contenu dans les derniers phages sélectionnés.
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Figure 9. Représentation schématique des techniqugénomiques basées sur I'affinité
entre une molécule et sa protéine cible (d’aprés Kg** et Kung et al®)

A) Technique « triple hybride », B) Technique dégantation de protéines, C) Drug Western,
D) Test de liaison sur micropuce a protéines

Les phages peuvent également étre employés lapsweWestern (Figure 9.C). Dans ce
cas, des cultures bactériennes sont réaliseeaetiod d’entre elles est infectée par un phage
porteur de I'un des ADNc a tester. Lors de l'infeat la machinerie des bactéries est
réquisitionnée pour exprimer les protéines du phagat celle correspondant a 'ADNc
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souhaité. Les cellules bactériennes sont ensusieely et les protéines ayant été exprimées
sont transférées sur un filtre de nitrocelluloséndubation de ce filtre avec la molécule
d’intérét couplée a de l'albumine sérique bovin&SAB puis avec un anticorps anti-BSA
fusionné a de I'« horseradish peroxidase » (HRPnpede localiser la colonie qui exprime
la protéine cible. LADNc porté par le phage quingecté cette colonie est ensuite séquencé
pour identifier la protéine reconnue par la molédaliintérét.

Les tests sur micropuces a protéines consistemit guaux a produire et a purifier un grand
nombre de protéines qui sont ensuite grefféesmsgupport solide (Figure 9.D). La molécule
d’intérét couplée a une molécule de Biotine estengs contact avec I'ensemble de ces
protéines puis une Streptavidine conjuguée a wrdphore est ajoutée afin de visualiser la
ou les protéine(s) reconnue(s) par la moléculeta@es des micropuces utilisées peuvent
contenir jusqu’au protéome entier de la levure,que permet de tester l'interaction de la
molécule avec un trées grand nombre de protéind@reliftes en une seule expérience. La
nécessité d’obtenir 'ensemble des protéines sousd purifiée peut toutefois rendre la
technique plus consommatrice en temps que lesgréedentes.

Ces méthodes d’affinité dites génomiques permetteriester les différentes interactions
possibles d’'une molécule organique avec I'ensembseprotéines d’un tissu, d’un organe ou
d’'un organisme. Elles sont rapides a mettre en ee(sir 'on omet la préparation des
micropuces a protéines), tres sensibles, ce quirdesl particulierement adaptées a
I'identification de protéines faiblement exprimées permettent de faire directement un lien
entre la protéine cible et la séquence ADN quiddec Ces méthodes impliquent cependant
pour les protéines des modifications qui ne sond p@ujours compatibles avec leur
structuration. De plus, les interactions sont teuétudiées protéine par protéine ce qui
empéche de mettre en évidence des cibles correspbadies complexes protéiques.

1.2.2.c) Méthodes biochimiques

Les méthodes biochimiques consistent, selon deségtes diverses, a isoler la ou les
protéine(s) cible(s) depuis un milieu biologiquangexe en se servant de I'affinité de ces
protéines pour la molécule étudiée. Ces approatrgsesr général plus accessibles a des non-
biologistes que les méthodes génomiques. C’estgpmournous avons choisi de nous y
intéresser plus particulierement.

i. La chromatographie d’affinité

La méthode biochimique la plus classique pour isalee protéine d’intérét consiste a
réaliser une chromatographie d’affinité a l'aideur® résine sepharose ou agarose
fonctionnalisée par la molécule d'intéfétLa résine portant le composé est incubée avec un
lysat cellulaire puis des lavages sont effectugsdi€liminer les protéines fixées de maniére
non-spécifique sur la résine (Figure 10). Les pne®retenues par la molécule supportée sont
éluées et séparées sur un gel de polyacrylamidS-8GE). Les bandes visualisées sur le
gel sont excisées et digérées par de la trypsinedabtenir des peptides qui sont ensuite
analysés par spectrométrie de masse. Les speésaiant de cette analyse sont enfin
comparés a des données de digestion trypsiquedbéqrésentes dans des bases de données
afin d’identifier la ou les protéine(s) présentafahs les bandes excisées.

Ce type d’approche, mettant en jeu des interactiaf§inité réversibles entre un ligand et
sa cible, a été utilisé avec succes dans diffésestiedes. On peut citer par exemple le cas de
'immunosuppresseur FK506 dont le dérivé suppopiéranis d’identifier la « FK506 Binding
Protein 12 » (FKBP12), cette protéine n’étant reéeque si la résine est fonctionnalisée par
le compos¥. Plus récemment, le travail réalisé par I'équipeSiéphane Bach a permis de
déterminer la sélectivité de la Roscovitine, unibitaur de kinasé&. La fixation de la
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Roscovitine sur de I'agarosea un bras espaceur polyéthylene glycol et I'incuratile la
résine obtenue avec des protéines de cerveau de parmis d’isoler a la fois des cibles déja
connues et une protéine inattendue, la Pyridoxahse. L’interaction de la Roscovitine avec
cette protéine a ensuite été confirmée par degiexjpés de compétition.

incubation lavages élution
—(10 ¢ —(10 —(
S G N Va (T
Ca W —la — fa
a0 b oo Fa

ﬂ' ﬂ ML
(: ligand &ﬁ@ OQ — -

I )
‘ﬁ gel d’électrophorese identif;':i:;tion par

spectrométrie de masse
Figure 10. Identification d'une protéine cible parchromatographie d'affinité

Bien que tres performante dans les résultats gupsimet d’obtenir, la chromatographie
d’affinité présente un certain nombre de limitatioha premiéere réside dans la fixation de la
molécule sur la résine, fixation qui peut condureine diminution d’affinité du composé
supporté vis-a-vis de ses cibles. Afin de réduiemdombrement créé par la résine, la
molécule est généralement fixéa un bras espaceur. Ce bras peut étre flexiblevi@idu
polyéthyléne glycol) ou rigide (bras & base de pallne par exempfd). Dans tous les cas,
coupler un bras espaceur a une molécule d'inté&étssite d’étudier au préalable la relation
structure-activité de cette moléctflel’activité du composé supporté ne pouvant &tsets
il est nécessaire en effet de s'assurer que le éspaceur ne sera pas introdvid une
fonction indispensable a l'activité de la moléculzr, étudier la relation structure-activité
d’'un composé peut se révéler trés colteux en tedes autre stratégie de fixation a toutefois
été proposée par I'équipe d’Os&faDans cette approche, la fixation de la molécutels
résine est réalisée sous irradiation lumineuseegi@aune trifluorométhylphényldiazirine
placée a I'extrémité du bras espaceur déja lié gedme. Bien que le site de liaison soit
inconnu, il semble que la résine ainsi obtenu@eimis d’isoler les protéines cibles de deux
molécules déja étudiées : la Cyclosporine A etrfimmosuppresseur FK-506.

Un autre probléme inhérent a la chromatographidfinii® provient de la fixation de
protéines non-spécifiques sur la résine. Afin ddui@ la quantité de protéines non
spécifiques récupérées dans I'échantillon finalbras espaceur peut étre modifié pour que
son hydrophilie soit augment&eSi la molécule est suffisamment soluble en mikgueux,
les protéines peuvent en outre étre éluées avexass de molécule libre afin d’obtenir une
élution plus spécifique qu’avec un tampon dénaturan

L’évaluation de la spécificité de rétention dest@immes sur la résine greffée nécessite un
certain nombre de contréles (Figure 11.A). Une erpée contrble classique consiste a
utiliser une résine sans compdséu une résine fonctionnalisée par une moléculetiire
structurellement trés similaire au composé étudiGrftiomer® ou analogue structufah.
Dans les deux cas, les protéines isolées par ilzerésntrole sont décomptées de la liste des
protéines obtenues avec la résine fonctionnalisge I composé actif. Une deuxieme

28



expérience controle frequemment utilisée est I'eepee de compétition. Cette expérience
consiste a préincuber le lysat avec un exces déaulel libre avant de passer le mélange sur
la résiné®>1% sj la molécule libre et la molécule supportéespdsnt la méme affinité pour
leur(s) cible(s), I'exces de molécule libre va ety les cibles de se fixer sur la colonne.
Ainsi, toutes les protéines pour lesquelles unaigiminué sera observé en présence de la
molécule libre pourront étre considérées commeagiesant spécifiquement avec la résine
fonctionnalisée.

Afin d’augmenter la sensibilité et la pertinences dexpériences contréles, une étude
récente a proposé de coupler la chromatographinif@ a des techniques protéomiques
quantitatives (Figure 11.BY. Pour ce faire, des lysats sont préparés a paetirdeux
échantillons cellulaires différents, I'un cultivé présence d’arginines et de lysines marquées
au °C et & I*®N et l'autre cultivé dans des conditions classiques lysat contenant les
protéines marquées est préincubé avec un excesolbeute d’intérét avant d’étre incubé
avec une résine fonctionnalisée par cette mémecumlelél'autre lysat est directement incubé
avec une deuxieme résine, elle aussi fonctionreafisé la molécule d’intérét. Apres lavages,
les protéines retenues par chacune des résineséha®s, combinées puis digérées. Les
peptides obtenus sont ensuite analysés par LC-MS. deptides « lourds » et «légers »
possédant la méme séquence sont élués au méme tmomeEru’ils possédent les mémes
propriétés physico-chimiques. lls peuvent par @Btre distingués sur les spectres de masse
selon I'expérience de chromatographie qui a pedaikes sélectionner puisque leur masse est
différente. Les protéines non spécifiques se fixknta méme maniere sur la résine que I'on
ait procédé ou non a une préincubation avec laautddibre. Elles sont donc identifiées sur
les spectres de masse par un rapport d'intensité peptides « jumeaux » égal a 1, tandis
que les protéines spécifiques sont identifiéesipaapport différent de 1.
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Figure 11. Méthodes pour distinguer les protéinesildes des protéines non spécifiques
(d'aprés Satoet al’® et Onget al%
A) Expériences contrbles, Il = expérience de coitipgt 11l = expérience de I'analogue inactif
B) Couplage de la chromatographie a une techniqu&@mique quantitative
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La derniére limitation de la technique de chromedppie d’affinité réside dans la
nécessité d'utiliser des molécules possédant une &ffinité pour leur protéine cidf&. Or la
cible n’étant précisément pas connue, I'affinitélaenolécule pour sa cible ne peut pas étre
déterminée. La concentration effective du compas¢ EGo), déterminée lors de tests
cellulaires, est alors souvent utilisée pour estioedte affinité. On considére généralement
gue plus la molécule est efficace, plus il y a dances pour que son affinité vis-a-vis de la
protéine cible soit grande. L’efficacité d’'un consgone dépend cependant pas que de son
affinité pour sa cible. D’autres paramétres tels ¢p solubilité du composé, sa capacité a
traverser les membranes ou sa propension a étrabaliéé par des enzymes entrent
également en jeu. Un composé d’efficacité moyermé gonc avoir une affinité suffisante
pour que pour sa protéine cible puisse étre iguéehromatographie d’affinité et a I'inverse,
il se peut qu’'un compose trés efficace ait unenaffiinsuffisante pour cela.

ii. Les sondes fonctionnalisées

Une variante de la technique présentée ci-dessusiste a construire des sondes basées
sur le couplage de la molécule d’'intérét avec unplosieurs étiquettes (molécule de Biotine,
fluorophore ou isotope radioactif) permettant dsusliser le complexe molécule-protéine
formé et/ou d’isoler ce complexe. Ces sondes ptéstedeux grands avantages par rapport a
la chromatographie d’affinité : 1) elles permettdimteragir avec la protéine cible au sein de
cellules vivantes et 2) il est possible de déteemiaur activité avant de les utiliser. Pour que
les étiquettes ne soient pas perdues lors dessétlaplgse, de lavages, d’électrophorése ou de
transfert sur membrane, il est toutefois souverkesgaire de former une liaison covalente
entre la sonde et la protéine cible. Aprés avosculé des avantages et inconvénients
spécifigues a chacune des étiquettes évoquéesssirslenous détaillerons donc comment
cette liaison covalente peut étre formée.

Sondes biotinylées

Le principal intérét de la Biotine réside dans fitdaté extrémement forte qu'a cette
molécule pour les protéines Avidine (Kd ~*0M), Streptavidine et NeutrAvidine (Kd ~
10%°M). La Streptavidine et la NeutrAvidine corresponida des versions non glycosylées et
non chargées de I'Avidine ; elles ont moins teneéaace lier aux protéines de maniere non
spécifique et sont ainsi couramment utilisées beprelles soient moins abordables
economiquement que I'Avidine.

Les sondes issues de l'association covalente anganolécule d’intérét et une molécule
de Biotine peuvent &tre employées de plusieurs énemidifférente. De facon analogue aux
chromatographies d’affinité classiques, elles patnétre associées a la résine avant d’étre
incubées avec un lysat cellulaire. Alternativemdassociation de la sonde avec la résine
peut étre réalisée apres que la protéine ciblét@imarquée par la sonde en solution. De cette
maniere, l'interaction entre la molécule et saeipkut avoir lieu sans étre génée par la
présence de la résine. Les sondes biotinylées géardralement capables de traverser les
membranes cellulaires, elles peuvent en outreudilisées dans un environnement cellulaire
natif. Cette option est particulierement intéressan I'on considére que le processus de lyse
peut perturber la conformation de certaines pregiet qu'une interaction détectée dans un
lysat ne correspond donc pas toujours a une iritenagyant réellement lieu dans une cellule.
L’avantage des sondes biotinylées par rapport anges fluorescentes et radioactives est que
les protéines marquées par ces sondes peuvembia &re visualisées a I'aide d’Avidine, de
Streptavidine ou de NeutrAvidine conjuguées a worbiphore et étre isolées grace a des
résines fonctionnalisées avec I'une ou l'autre @etomis protéines.
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Dans la littérature, il existe differents exemptEglentifications réalisées au moyen de
sondes biotinylées. Parmi ceux utilisant une sqmédixée sur la résine, on peut citer les
travaux réalisés avec la Withaferine A),( un composé induisant l'agrégation des
microfilaments d’actine et qui s’est avéré étred@maniére covalente a I’Annexiné®fl ou
ceux portant sur le Bistramide A4)( un composé naturel marin aux propriétés
antiprolifératives dont la sonde biotinylé®) (a permis d'isoler I'Actine alors qu’un
intermédiaire de synthése tronqu8 @'y est pas parver/ (Figure 12). Quant aux cibles
identifiées par incubation de la sonde avec desirad cellulaires, on peut noter 'exemple
particulierement intéressant de la Vimentine, urtggine qui s’est avérée étre liee elle aussi
de maniere covalente a la Withaferine A. CetteecibBté découverte un an aprées I’Annexine
Il grace & une sonde possédant simplement un bpexeur plus longd(*°® (Figure 12.A).
Ce résultat montre a quel point la conception deolade et des expériences peut influer sur
I'identification de I'une ou l'autre des cibles d'@ méme molécule.
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1R =H, Withaferine A
2 R = Biotine
3R = (C=0)CHNH(C=0)(CH,)sNH(C=0)(CH,)sNH-Biotine

OH
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4 R = Me, Bistramide A 6 R = (CH,),NH(C=0)(CH,)sNH-Biotine

5R = (CHy)-NH(C=0)(CH,)sNH-Biotine

Figure 12. Exemple de sondes biotinylées
(daprés Falseyet al!°® Bargagna-Mohanet al’®® et Statsuket al®")
A) exemple de la Withaferine A2;: sonde ayant isolé I'Annexine B,: sonde ayant isolé la Vimentine
B) exemple du Bistramide A5 : sonde biotinylée5 : sonde biotinylée tronquée

L'utilisation de sondes biotinylées présente toet @éme certains inconvénients. La
présence d’'une molécule de Biotine a tendance &ndénla solubilité des composés tant en
milieu aqueux que dans les solvants organiqueguicpeut poser des problémes a la fois lors
de la synthése de la sonde biotinylée et lors deusiisation pour marquer des protéines en
solution ou au sein de cellufés

Par ailleurs, la force des liaisons Biotine-AvidinBiotine-Streptavidine et Biotine-
NeutrAvidine étant tres forte, I'élution des proigs retenues par la résine ne peut se faire que
dans des conditions drastiques (milieu réducteauténtempérature, présence de détergent...),
ce qui conduit a la dénaturation des protéinescetue la possibilité d’isoler des protéines
fonctionnelles ou des complexes protéidliesPour pallier ce probléme, divers bras
espaceurs congus pour étre clivables dans destiomsddouces peuvent étre insérés entre la
molécule d'intérét et la molécule de Biotine. Cessb peuvent contenir une liaison
disulfuré®®, un lien diazobenzéhe, un lien acylhydrazort&’, une fonction ester
encombré&? une séquence reconnue par une proted$eu étre clivables sous irradiation
lumineusé®™. Dans une étude récente, visant & démontrer ceepgnune Gyrase B
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fonctionnelle a été isolée a partir d'un lysaEstherichia Coligrace a un bras espaceur
biotinylé contenant un lien diazobenzén® ¢ouplé a un inhibiteur de la Gyrase B, la
Novobiociné®® (Figure 13). La plupart des liens clivables peterdt en outre d'éluer
sélectivement les protéines marquées par la sdind@nt ainsi la quantité de protéines non-
spécifiques co-éluées.
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Figure 13. Exemple de bras clivable ayant permis @oler une protéine fonctionnelle
(d'aprés Budin et al

Sondes fluorescentes et radioactives

Les fluorophores et les isotopes radioactifs pelenetcomme la Biotine de visualiser la
formation du complexe molécule-protéine et dondedmcaliser dans une cellule ou sur un
gel SDS-PAGE (a condition pour ce dernier que ladsasoit liée de maniére covalente a sa
cible). Les procédures de détection de ces margumri’avantage d’étre plus rapides que
celles utilisées dans le cas de la Biotine et tesdeux cas, les sondes peuvent étre utilisées,
apres identification de la cible, pour des expé@eésnd’imagerien vivo afin de caractériser la
fonction de la protéine identifi&®.

Le principal atout des isotopes radioactifs régides leur petite taille qui permet de
marquer une molécule sans en altérer la structtré{C). Un exemple de sonde marquée au
tritium a été rapporté par I'équipe de Craig M. WseCette sonde a permis d’isoler la cible
d’'un produit naturel issu d’'une herbe médicinalinatse : le Triptolidé"’. La sonde a été
incubée avec des cellules HelLa apres quoi lesleglhnt été lysées, les protéines séparées
sur une colonne échangeuse d’anions et les fractiatioactives séparées sur un gel SDS-
PAGE réalisé en conditions non dénaturantes. Laratibn au bleu de Coomassie de ce gel a
révélé une bande dont lintensité de colorationit émoportionnelle a lintensité de
radioactivité des difféerentes fractions. L'analyse masse de cette bande a alors permis
d’identifier la protéine liée de maniere non cowmsdeau Triptolide comme étant un canal
calcique appelé PC2. La manipulation de molécudeBoactives comporte cependant un
certain nombre de contraintes, notamment en tedeescurité et de gestion des déchets, ce
qui n’est pas le cas des sondes fluorescentes.

Les sondes fluorescentes sont souvent utilisées wiam premiere étape pour visualiser la
reconnaissance de protéines par la sonde, étiatitivité cellulaire de la molécule d’intérét
ou avoir une idée du compartiment cellulaire daguél sont localisées les protéines cibles.
Cette derniere information permet de ne réalissr dgpériences de capture que sur les
compartiments cellulaires intéressants, ce quitdiid quantité de protéines mises en contact
avec la sonde et donc le nombre de liaisons nonifepées potentiell€S®>. Comme ces
sondes ne permettent pas a elles seules d’isof@otéine reconnue, elles sont trés souvent
associées a une molécule de Biotine pour I'étapeagéure, ce qui est souvent aussi le cas
des sondes radioactives. L'étude menée par I'éqigpBenjamin F. Cravatt sur le composé
(-)-FR182877 8), dont la cible covalente S’est avérée étre labQ@aylestérase-1, est un
exemple d’une telle combinaison (Figure 't8)L'ajout d’un fluorophore sur une molécule
présente toutefois I'inconvénient, au contraire st@sdes radioactives, de modifier de maniere
importante la structure de cette molécule.
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Figure 14. Sondes fluorescentes utilisées pour déewir la cible protéique du composé (-)-FR182877
(d'aprés Adamet al'®

La Biotine et le fluorophore peuvent étre présenutsla sonde dés I'étape d’incubation
avec les cellules mais ces étiquettes peuvent rdgaleétre additionnées dans le lysat apres
qgue la cible ait été reconnue par la molécule éfi&tt dans le milieu cellulaire natif. Cette
alternative permet d’incuber les cellules avec omgosé minimal, trés similaire au composé
parent, et de n’ajouter qu'apres lyse les fonctioésessaires a la visualisation et a la
purification de la protéine marqué® Cette option a été rendue possible grace agtadan
de deux réactions de ligation chimique : la réactie cyclisation de Huisgen, cyclo-addition
[2+3] entre un alcyne et un azoture catalysée @auivre (Figure 15.B¥°, et la réaction de
Staudinger permettant de former un amide a paftin dazoture et d'une phosphine
fonctionnalisée de maniére appropriée (Figure 1%°A)Les réactifs de ces deux réactions
sont parfaitement bio-orthogonaux, ce qui signifiéils réagissent sélectivement entre eux
méme en présence des diverses fonctions chimiquéssdnt constituées les biomolécules.
D’autre part, ces réactions peuvent toutes dexréalisées en solution aqueuse.

A o . . 0
’thlquette Biotine 1{\[Etiquette Biotine
Fluorophore Fluorophore
N 4 e i AN P
50 — 0

Rie™~n, + S R — 5 Rie

R = sonde ou étiquette
R, = sonde ou étiquette

/\>_/R2
=N

z-z

Figure 15. Réactions de ligation bio-orthogonalesifaprés Sadaghianiet al*9
A) Réaction modifiée de Staudinger
B) réaction « click »

Parmi les exemples utilisant ce type de stratégies,peut citer l'identification des
protéines cibles du 4-hydroxynonénal, un électitepbarticulierement toxique produit lors
de stress oxydarls, ou celles d’'une sonde a base de cyclohexadiomgueopour identifier
les protéines dont les fonctions sulfhydriles sombdifiées en acide sulfénique aprés
exposition des cellules & des agents oxydants'@oux
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Sondes électrophiles

Comme nous l'avons vu précédemment, un grand nordiagplications des sondes
biotinylées, fluorescentes et radioactives néaesgitune liaison covalente soit formée entre
la sonde et la ou les protéine(s) cible(s). Le peemmoyen pour créer cette liaison covalente
est dutiliser une sonde comportant une fonctionectbphile (époxydé®*?
fluorophosphonaté®, carbonylé?...).

De nombreuses « Activity Based Probes » (ABPs) sontues sur ce principe. Les ABPs
sont des sondes qui se fixent dans le site actgrd&ines appartenant a une méme famille
enzymatique. Certaines familles d’enzymes sontct@raées par la présence dans leur site
actif d’acides aminés nucléophiles fortement coréser Dans ce cas, le couplage d’une
molécule reconnaissant spécifiguement le site desfprotéines d’'une famille a une fonction
électrophile permet de marquer de maniere covalensite actif de toutes les protéines de
cette famillé“®. Etant donné que ces sondes sont concgues afia tecannaitre les protéines
que lorsgqu’elles sont actives, elles sont souvdilisées pour déterminer dans quelles
conditions une famille d’enzymes est activée ourpmermettre le screening de nouvelles
molécules capables d’inactiver ces enzymes (expeggede compétition).

Ce concept de protéines venant d’elles-mémes se i@ maniére covalente a la sonde
peut aussi étre employé dans des études portadesunolécules d’'intérét électrophiles dont
on peut suspecter qu'elles se lient de maniere leotea a leur(s) cible(s). L'étude des
polyphénols de type catéchol en est un exeffiplees catéchols sont connus pour former en
milieu oxydant une quinone qui réagit rapidemenecaves fonctions sulfhydriles des
protéines. Afin de déterminer a quelles protéinppadiennent les fonctions sulfhydriles
modifiées par les polyphénols de type catéchol, smede biotinylée a base d’acide 3,4-
dihydroxyphényl acétiquell) a été synthétisée et incubée avec des cellulerditions
oxydantes (Figure 16). Cette expérience a permidémeontrer que I'Actine fait partie des
protéines marquées par ce type de polyphénols.

OH o OH

(0]
OH
OH
HN)\\ NH I NH
Prot-SH HN
H H —» S-Prot
N\/\/\/N\n/\/\\\‘ S conditions H H
SN \M' s
0 Io) oxydantes o \[0]/\/\

11
Figure 16. Sonde utilisée pour identifier les ciblede polyphénols de type catéchol (d'aprés Istet al'?)

Cependant, lorsque les protéines de la famille mangue visée ne posseédent pas d'acide
aminé nucléophile dans leur site actif ou quandniécanisme d’action de la molécule
d’intérét et la fonction des protéines cibles dotélement inconnus, les sondes électrophiles
ne peuvent étre utilisées. Une alternative inté@mgesconsiste alors a ajouter a la sonde un
groupement photoactivable.

Sondes photoactivables

Les fonctions photoactivables sont des fonctiorisgénérent, sous irradiation lumineuse,
des espeéces réactives, capables de former unenlietalente avec les fonctions chimiques
situées a proximité. Leur utilisation est partietdiment intéressante lorsqu’aucune
information sur la protéine cible n'est disponilferotéine abondante ou non, protéine
membranaire ou cytosolique, affinité de la protgmoear la molécule.).Les caractéristiques
d’une sonde photoactivable idéale sont les suigfite
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» une stabilité « raisonnable » a la lumiére ambiante

» une longueur d’'onde d’activation supérieure a 3@0pour ne pas endommager les
protéines qui absorbent dans l'ultraviolet

» un état excité dont la durée de vie est suffisantroearte pour que la liaison se
forme avant que la protéine et son ligand ne seodisnt mais suffisamment
longue pour que la liaison ait le temps de se forme

» une photochimie conduisant a un seul type d’adzhuailent

» une forme activée capable de réagir tant avec idsohs carbone-hydrogéne
gu’avec les liaisons hétéroatome-hydrogene.

Depuis la découverte du photomarquage d’affinitéernts groupements photoactivables
ont été développ&S. Les groupements les plus couramment utiliséslesrdryl-azotures, les
benzophénones et les trifluorométhylphényldiazgiffégure 17).

Les azotures ont I'avantage d'étre relativemenésaid préparer et de ne modifier que
modestement la structure de la molécule d’int&éus irradiation (~300 nm), ils produisent
des nitrenes (Figure 17.A) qui s’inserent danslil@sons C-H, N-H ou O-H des protéines.
Bien que trés souvent employés dans les expériedeephotomarquage, les azotures
présentent certains inconvénients :

- des longueurs d’'onde inférieures a 300 nm, pauéte néfastes aux protéines, sont
souvent nécessaires pour obtenir une photodécotigrosificace

- ils sont généralement moins réactifs que leserad

- ils forment des liaisons N-N et N-O moins stalgjas les liaisons impliquant un carbone

- ils ont tendance a se réarranger en céténiminmesegréagissent qu’avec les nucléophiles
et qui peuvent donc conduire a un rendement deuagegnégligeable si le site de liaison
de la molécule ne contient pas d’acides aminésoptiles.

Lors d’'une irradiation lumineuse, le carbonyle dédénzophénone accéde a un état excité
triplet (Figure 17.B) qui peut permettre la fornoatid’'une liaison carbone-carbone tres stable
et la production d’'une fonction alcool. Les carblesyexcités ont moins tendance a réagir
avec les molécules d’eau que les nitrénes ou lbeas et les longueurs d’'onde nécessaires
pour atteindre I'état triplet (~360 nm) sont plusdompatibles que celles nécessaires pour
former un nitrene. Cependant, la liaison C-C eldrsonde et la protéine ne peut se former
gue si le carbonyle de la benzophénone est plaparatiele d’'une liaison C-H. D’autre part,
I'excitation du carbonyle est totalement réversibléne bonne efficacité de marquage
implique donc des temps d’irradiation relativemkmgs qui peuvent étre délétéres pour les
protéines.

Les trifluorométhylphényldiazirines, quant a elledynissent la plupart des criteres d’un
groupement photoactivable idéal : elles produigiestcarbenes trés réactifs (Figure 17.C) qui
forment rapidement des liaisons stables C-C maageéent C-N et C-O, sont activables a
des longueurs d’onde biocompatibles (~360 nm) ss@dent une bonne stabilité chimique
avant la photolyse. Comme les nitrénes, elles pgueemer un produit secondaire, a savoir
un isomere diazo, mais il s'avére que cet isomérg g son tour former un carbéne pour peu
que lirradiation soit un peu prolongé® Les trifluorométhylphényldiazirines ont pour
principaux inconvénients une tendance a réagir #gaa, un encombrement plus important
que celui des azotures et surtout une syntheselmhgsie, ce qui explique qu’elles soient
nettement moins utilisées.
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Figure 17. Principaux groupes photoréactifs employg&en photomarquage d'affinité

(d'aprés Leslieet al*®, Hatanaka et al!*° et Hashimotoet al'*9)

A) aryl azotures, B) benzophénones, C) trifluordmglthényldiazirines

Les sondes photoactivables, tout comme les sondesaphiles, peuvent étre utilisées en
combinaison avec toutes les stratégies évoquéedessids : utilisation d’'étiquettes
fluorescentes ou biotinylées, présence d’un isotag@actif, utilisation de fonctions alcyne
et azoture pour un marquage des protéines en deopstou présence de liens clivables.
Certaines études ont méme recours a plusieurs sahfiérentes a la fois pour maximiser
leurs chances de réussite. L'étude menée sur ldiéRtzide par I'équipe de Yoshihiko
Kotake en est un exempfé

Afin d’identifier la cible du Pladiénolide, les a&uirs ont utilisé trois sondes différentes :
une sonde tritiée, une sonde fluorescente et umgescomportant a la fois une molécule de
Biotine et une trifluorométhylphényldiazirine. Largle tritiee a d’abord permis de localiser la
cible dans le noyau des cellules et la sonde fhoamte de voir que la sonde était concentrée
le long de structures granulaires riches en fastale transcription et d’épissage. Ces
structures granulaires ont alors été séparéesstie de la cellule pour étre incubées avec la
sonde biotinylée photoactivable. La purificationlagrotéine photomarquée a l'aide de billes
fonctionnalisées par de la Streptavidine et unédyaad C-MS de I'éluat ont ensuite conduit a
I'identification d’'une sous-unité du « Splicing Faic 3b » (SF3b). Cette sous-unité s’est
révélée étre responsable de I'activité anti-tuneodal Pladiénolide.

1.2.3. Conclusion

La chémogénomique est une discipline complémentaitea génétique dont le but est
d’étudier les processus biologiques complexes ayemae petites molécules. Elle peut étre
abordée de deux manieres difféerentes selon que dlwerche a découvrir les protéines
impliquées dans un processus (génétique chimiqeetd) ou a attribuer une fonction a une
protéine encore peu caractérisée (génétique chamitnerse). Dans le cadre de notre projet,
nous nous sommes intéressés a la premiere de pesclags. Dix inhibiteurs du transport
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d’'iodures ayant été identifiés par notre laboratoitous nous sommes focalisés dans cette
partie sur les différentes techniques qui existdim d’identifier les protéines cibles d’'une
petite molécule organique, ce qui constitue classitent la deuxieme étape d’'une stratégie
de génétique chimique directe. Comme nous avons poir ces technigues sont nombreuses
et chacune d’entre elles a ses propres avantagasoeivénients. Le tout est finalement de
choisir les techniques qui sont les mieux adapadlesfois a la spécialité du laboratoire dans
lequel le projet est mené et aux informations dontdispose sur la molécule d’'intérét et/ou
sur les protéines cibles potentielles.
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Chapitre 2 : Objectif, intéréts et stratégie envisgée

2.1. Objectif et intéréts

Comme nous avons pu le voir dans le chapitre iralesport d’iodure est un processus
biologique catalysé par le symporteur sodium/iogiee protéine dont les mécanismes de
régulation post-traductionnelle restent largemeréiconnus. Comprendre I'ensemble des
mécanismes qui modulent la capacité d’'une celluleaasporter de I'iodure permettrait
pourtant d’améliorer le traitement d’'un grand noenble patients, qu’ils soient atteints de
maladies bénignes de la thyroide ou de cancerde €ompléter les moyens existant pour
prévenir 'accumulation d’iodure radioactif en afiaccidents nucléaires. Dans ce but, notre
laboratoire a mis en place une stratégie de garetijimique directe dont la premiére étape a
été d'identifier des petites molécules capableashitier 'accumulation d’iodures.

Grace au criblage de la chimiothéque commerciale®et, Chembridge réalisé par le
Dr. Nathalie Lecat-Guillet et aprés un certain noentte tests complémentaires, 10 inhibiteurs
du transport d’iodure ont pu étre identifiés (Tablel)?. L'objectif de ma thése est
d’identifier les cibles protéiques de ces moléculbes études d’électrophysiologie ont
montré que 7 de ces inhibiteurs avaient une acéipitle (< 10 s) sur le transport alors que les
3 composés restant avaient un effet retardé (5 anBf>. Certains de ces composés
pourraient ainsi agir sur le NIS lui-méme ou empé@cbkon interaction avec de proches
partenaires tandis que d’autres agiraient sur desepsus plus en amont tels que la
maturation, I'adressage a la membrane ou l'oligisaéon du symporteur. ldentifier les
protéines cibles de ces inhibiteurs nous permettdginc d’obtenir soit des outils
pharmacologiques pour étudier le fonctionnementNd8, soit des informations sur les
protéines impliqguées dans sa régulation post-ttamuelle.

Inhibition immédiate Inhibition retardée
NH
O O OH O O A\
N
Cl H O Br
HO OH j©/
HO ITB,
ITB, ITB, ITB; 0,4 uM
0,3 M 1 uM 0,04 uM
NH
OH - OH O N
CIj@an@ t HT/\/Q N o,
F ITB,
ITB6 ITB7 O,3 }’LM
1,3 uM 0,6 UM CF,
O
Y\/@ dN
P N
o sa el L
N
ITBg ITB, ITBy
0,3 uM 0,4 uM 2 uM

Tableau 1. Structure des 10 inhibiteurs du transpard’iodures®?
Les 1G, obtenues sur cellules FRTL-5 par le Dr. Lecat-Bugont indiquées pour chague molécule.
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2.2. Stratégie envisagée

Pour augmenter nos chances de succes dans ce pmjstavons décidé de sélectionner
une molécule de chacune des deux catégories citélessusITB s et ITB, (Figure 18) ont
été choisies car elles sont les molécules lesgffisaces de leur catégorie et parmi les plus
simples a synthétiser (1 étape dans chaque cas)dé€lx molécules agissant différemment,
elles devaient nous permettre par la méme occadaentifier deux cibles distinctes.

NO,

NH
H O N
cl N
N NO
F b Sas
ITB; ITB,

Figure 18. Inhibiteurs sélectionnés pour la rechettee de leur(s) cible(s)

Notre laboratoire étant spécialisé en chimie omagi c'est a des techniques
d’identification biochimiques que nous avons ewues. Puisque nous n’avions aucune idée
de I'affinité de ces molécules pour leur cible, ¢joa ne connaissait pas leur mode de liaison
et que la capture de protéines peu abondantes etépobranaires n’était pas a exclure,
I'introduction d’'un groupement photoactivable n@paru nécessaire. Bien que sa synthese
soit un peu longue, c’est sur une trifluorométhgipyidiazirine que notre choix s’est porté.
Etant donné ses bonnes propriétés de photoactivtmgueur d’'onde ~ 360 nm, temps
d’irradiation courts, formation d’adduits stablespus avons estimé que cela valait la peine
de prendre le temps de la synthétiser.

Comme nous l'avons précisé ci-dessus, il était #ouait possible que les molécules
sélectionnées, et en particuliefB s, interagissent avec des protéines membranaires. Ce
protéines sont connues pour avoir besoin d’'un enmement membranaire pour conserver
leur conformation originale. Pour ne pas prendnésigue que nos molécules ne puissent plus
reconnaitre leur cible une fois les cellules lységais avons décidé de concevoir des sondes
permettant de travailler sur cellules entiéres.pbasibilité de fixer les moléculd3B s et
ITB, sur un support solide afin de realiser des chrographies d’affinit¢ a donc été
rapidement écartée. Comme nous souhaitions éuitéishtion de sondes radioactives, pour
des raisons tant environnementales que sécuriteires que nous deésirions utiliser une seule
et méme sonde pour visualiser les protéines masqatextraire ces protéines depuis un
milieu biologique complexe, la synthese de sondetinlylées nous a semblé étre la meilleure
solution.

En se basant sur ces choix, nous avons définiréaégie d’identification de protéines
cibles détaillée ci-dessous (Figure 19) :

> 1%°étape : synthése de sondes photoactivables @iytmts

La relation structure-activité des compo$EB 5 et ITB, sera étudiée pour déterminer
guels groupements peuvent étre modifiés sans quoévité de ces molécules en soit
affectée. Le couplage des inhibiteurs a une tmflotéthylphényldiazirine et a une
molécule de Biotine sera ensuite réalisé sur la dascette étude SAR.

> 2°étape : photomarguage des protéines cibles

Une fois l'activité biologique des sondes vérififles cellules de thyroide de rat Fisher
(FRTL-5) seront incubées avec ces sondes puiségad 365 nm afin de former une
liaison covalente entre les sondes et leurs cimlettigues. L'essentiel du travail sera
ici d’optimiser les conditions de photomarquagesdee a obtenir un photomarquage
spécifique.
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> 3% étape : isolement des protéines marquées

Le marquage effectué, les cellules seront lyséetestprotéines marquées seront
extraites des lysats au moyen de billes fonctiosées$ par de la Streptavidine.

» 4° étape : identification des protéines marquéespactrométrie de masse

Les protéines isolées dans I'étape 3 seront sépatdegel SDS-PAGE. Les bandes
contenant la ou les protéine(s) marquée(s) spéeifigent (identifiées au moyen
d’expériences contrdles) seront excisées et letipes digérées a la trypsine. Les
peptides ainsi obtenus seront analysés par speéthiende masse et les spectres
comparés a des données de digestion trypsiqueidhéprla comparaison devant
permettre d’'identifier les protéines présentes desidandes sélectionnées.

N biotinylée photoactivable réversible CFs

. Syntheése d’une sonde _ ' Fixation

1 N=N 2

. Inhibiteur
o ﬁh\*
7’.\.{ Biotine

N 3 ; B Fixation
N Trifluoromethyldiazirine covalente
t

R CF3

Analyse par

Tdentification dé spectrométrie de masse Purification
Ia protéine-cible 4 Capture sur billes
et/ou electrophorese + N,

3

Figure 19. Stratégie d'identification de protéine ible par photomarquage d’affinité
(d'aprés Verhaeghe EY)
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Chapitre 3 : A la recherche de la protéine cible déinhibiteur 1TBs

3.1. Etude de la relation structure-activité de lanolécule

La premiere étape du projet a été de concevoirsande capable d'isoler la protéine cible
d’'ITBs. Pour les raisons exposées dans le chapitre & senhde devait comporter, outre
I'inhibiteur ITB s, une trifluorométhylphényldiazirine et une molécdle Biotine. Elle devait
aussi conserver une bonne activité inhibitrices{I@e I'ordre du micromolaire minimum).
Pour ce faire, nous avons d’abord étudié la relativucture-activité dTBs et déterminé
quels groupements pouvaient étre modifiés sand' agtevité de la molécule ne soit affectée.
Le but étant de pouvoir ensuite utiliser ces grougs fonctionnels pour introduire le
groupement photoactivable et la Biotine. L’étudégalement été menée pour déterminer si
des variations structurales simples pouvaient coa@udes molécules plus activesIq s.

Cette étude structure-activité impliquait de sytifed® un grand nombre d’analogues
structuraux. L’activité inhibitrice de ces analogumir le transport d’iodures devait ensuite
étre testée sur des cellules FRTLebétre comparée a I'activité du comptEB 5. Souhaitant
eviter l'utilisation d’'iodure radioactif, habituelnent utilisé pour tester ce type d’activite,
nous avons commencé notre étude par la mise atiggoire méthode de mesure du transport
d’iodures a la fois non radioactive et adaptéeradaure d’lG.

3.1.a) Mise au point d’un test biologique non radiif

I. Sélection d’'une méthode de dosage de I'iodusptable a la mesure d’'l§

La capture d'iodure radioactif par les cellulesrdiigiennes, et en particulier celle'dr,
est la méthode classiguement utilisée pour étudidransport d’iodure. C’est elle qui a
permis la sélection des 10 inhibiteurs cités préogdent, apres que le Dr. Nathalie Lecat-
Guillet I'ait optimisée au cours de sa thése ep#tmau criblage de milliers de compdsés
Pour des raisons de colt et de sécurité et podredas manipulations plus aisées, il nous a
semblé important de modifier la méthode de cribldgeDr. Lecat-Guillet de sorte que
I'activité de nos analogues puisse étre déternsaés recourir a de I'iodure radioactif.

Une autre méthode souvent utilisée pour étudieplEmomenes de transport ionique a
travers la membrane plasmique est la techniquepch-clamp %: Bien que trés utile pour
obtenir des données biochimiques précises surldgstfansmembranaires, cette technique
était & la fois trop complexe et trop colteuse e nous puissions l'utiliser lors de tests a
haut débit. Une autre méthode, basée sur 'utitisade protéines fluorescentes sensibles aux
halogénes, a été plus récemment décrifle présente un certain nombre d’avantagesesur |
test de capture t°", dont celui de pouvoir visualiser en temps résl flax d'iodures a
travers les membranes de cellules vivantes. Elbegsite cependant de mettre en place des
calibrations tres précises, colteuses en tempe générer des lignées cellulaires exprimant
une protéine fluorescente exogéne, ce qui peutalis fonctions cellulaires.

Nous nous sommes alors tournés vers une méthogdesipeu colteuse, souvent utilisée
pour doser les iodures dans les urines et permeteamesurer de tres faibles concentrations
en iodure (seuil de détection : 10-20 ughuilQette méthode est basée sur I'observation, faite
pour la premiére fois par Sandell et Kolthoff, qies microquantités d’iodure peuvent étre
détectées grace a leur effet catalytique sur latickade réduction du cérium (IV) par de
I'arsenic (1I1) (Figure 20).
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cat. I
Ce*" + 12 AST ——— 3T+ 12 AS™

jaune incolore
Figure 20. Réaction de réduction du cérium (IV) pan‘arsenic (Ill) catalysée par l'iodure

Le cérium (IV) absorbant a 420 nm alors que leurér{lll) est incolore, la réaction peut
étre suivie par spectrophotométrie. De plus, laes#¢ de réaction est proportionnelle a la
quantité d’iodure présente dans I'échantillon (FegR1.A). Ainsi, la quantité d’'iodure captée
par des cellules FRTL-5 en présence d’'un composggtee déterminée par simple lecture de
I'absorbance a 420 nm et en se référant a uneedd&talonnage (Figure 21.B). C’est par
conséguent la méthode que nous avons choisie gtennainer les Igy de nos inhibiteurs.
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Figure 21. Tracé de droites d'étalonnage lors d'udosage As/Ce.
A) Diminution de I'absorbance a 420 nmy64 sur 30 min en présence de différentes quantités d
B) Droite de régression logsfy = f (quantité d’l) tracée a un temps t donné

ii. Optimisation du protocole de dosage
Obijectifs

La procédure classique pour doser liodure dansécimantillon biologique gréace a la
réaction dite de Sandell et Kolthoff consiste aigo successivement une solution de Ce (1V)
et une solution d’As (lll), a attendre entre 1066tmin avant de mesurer I'absorbance de la
solution a 420 nm et a comparer la valeur obterwgae aes droites étalons. Comme nous
I'avons évoqué précédemment, cette procédure asSentiellement développée pour doser
I'lodure dans des échantillons d’urine. Le protecdévait donc étre Iégérement modifié pour
étre adapté au dosage d’ions iodures captés parcalkdes thyroidiennes. Différentes
expériences ont ainsi été menées par l'une detaggases en Master 2, Lucie Pillette, afin
d’optimiser la relation linéaire entre le logariterde I'absorbance a 420 nm et des gquantités
d’iodures comprises entre 0 et 70 pmol. Ces expéegont toutes éteé réalisées en absence de
cellules. Le but était d’obtenir des droites avec :

» le meilleur coefficient de régression possible

» une pente aussi importante que possible pour dlemreur sur la détermination des
guantités d’iodure

» une ordonnée a l'origine égale a 0

Les résultats devaient par ailleurs étre parfaitenreproductibles. De nombreuses
conditions ont été testées pour atteindre ces tiisjamais je ne présenterai ici que les
expériences les plus significatives.
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Température, temps de réaction, concentrations erédum et en arsenic

Parmi les parameétres susceptibles d'influer surcéarbe d’étalonnage, il y a la
température, le temps de réaction et la concentrates solutions d’arsenic et de cérium.
Tous les dosages ont été réalisés a températuriargmhafin de simplifier le protocole. Pour
les deux autres parametres, diverses conditiongtertiestées afin de sélectionner celles qui
donneraient les meilleures droites de régression.

Le temps de réaction a été le premier parametté. tAscette fin, 100 pL de solutions
étalons d’iodure de concentration comprise enteg 00 nM ont été placés en monoplicat
dans trois microplaques 96 puits. 100 pL d’'unetsmiude Ce (IV) a 21 mM et 100 pL d'une
solution d’As (Ill) a 48 mM ont été ajoutés a cetusons. L'absorbance a 420 nm a ensuite
été mesurée a t = 10 min pour la premiere micragag t = 20 min pour la deuxieme et a
t = 30 min pour la troisieme. La droite de régresdog Ao = f (quantité d’l) a été tracée
pour chacune de ces conditions (Figure 22.A). Eapes droites de régression obtenues, plus
le temps de réaction augmente, plus la pente deolee augmente. Nous avons donc décidé
de réaliser nos mesures d’absorbance aprés un tampaction de 30 min.

Les expériences concernant les concentrations mc@t en arsenic ont été réalisées a
partir de solutions meres a 42 et 96 mM, respettarg. Ces solutions ont été diluées par 2, 3
ou 4 afin d’'obtenir des concentrations de 21, 141@5 mM pour le cérium et des
concentrations de 48, 32 et 24 mM pour I'arsenaurRehacune de ces dilutions, 100 pL de
solutions étalons de Nal ont été incubés 30 milc 40® pL de Ce (IV) et 100 uL d’As (I11).
La Figure 22.B montre les 3 droites qui ont étéenbées aprés mesure de I'absorbance a
420 nm. Ces 3 droites sont quasiment identiques.cbacentrations en cérium et en arsenic
n’influencent donc pas grandement la cinétiqueadeéhction. Compte-tenu de ce résultat,
nous avons choisi de travailler avec les conceaatrates plus faibles, a savoir 10,5 mM pour
le cérium et 24 mM pour I'arsenic.

A Quantité d'iodure (pmol) B Quantité d'iodure (pmol)
0,0 T T T 0,0 T . :
a1 20 40 60 80 20 40 60 80
‘ 0,2 -
0.2
0.3 10 min -0.4 1
04
5 5 -0,6 1 -
< -05 < R
=2 20 min D2 58
8 08 q
-0,7 -1.0 -
dilutionspar4 : y =-0,016x- 0,0714
.08 30 min _
! A2 dilutionspar3 : y =-0,0156x- 0,0747
-0,9 A dilutionspar2 :y =-0,0139x- 0,1594
-1.0 -1.4

Figure 22. Parametres influant sur la droite d'étabnnage
A) Influence du temps de réaction
B) Influence des concentrations en cérium et emrgcs

Présence de détergents

Des détergents étant susceptibles d’étre utilisés lyser les cellules avant de procéder au
dosage des iodures, l'influence de deux d’entreseumda qualité des courbes d’étalonnage a
ete testée (Figure 23). Il s’est avéré que la paesde CHAPS (1 %) ou de SDS (0,2 et 1 %)
dans les solutions étalons conduit a des droitgsedée et de coefficient de régression plus
faibles. Il a donc été décidé que les cellulesispetdysées par simple choc osmotique en
ajoutant de I'eau.
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Figure 23. Influence de détergents sur la droite dtalonnage
Reproductibilité de la méthode

La méthode de dosage ainsi optimisée s’est révéléea fait reproductible, a condition
que le cérium et l'arsenic soient ajoutés aux gmist étalons dans une courte période de
temps. En effet, lorsque les solutions étalons dedxt été placées dans 12 colonnes d’une
microplaque, que 100 pL de Ce (IV) a 10,5 mM puwi® UL d’As (lll) a 24 mM ont été
ajoutés rapidement et de maniére parfaitement heneograce a un distributeur automatique
(le Multidrop 384) et que I'absorbance a 420 nniéargéesurée a t = 30 min, 12 droites de
régression parfaitement superposées ont été olstefitigure 24). Les coefficients de
régression de ces droites sont tous supérieu@92 @} les ordonnées a l'origine inférieures a
0,047. Lorsque l'arsenic est ajouté une heure dpréérium, la reproductibilité obtenue est
nettement moins bonne (non montré).

Quantite d'iodure (pmol)

i 20 40 60 80

Log Auz

Figure 24. Superposition de 12 droites de régressimbtenues dans des conditions identiques
Influence de solvants organiques sur la reproductitité

Lorsque cette these a été débutée, plusieurs npoes de départ de Lucie Pillette, de
nouvelles solutions étalons de Nal ont été prégatémsque ces solutions ont été testées a la
main sur 6 colonnes d’une microplague, 6 droitefaiament superposées ont été obtenues.
Mais lorsque nous avons voulu vérifier la reprodilitt du dosage sur une quantité
d’expériences plus importante en se servant duiitafi 384, un phénomeéne étrange a été
observé. Si les données d’absorbance corresporaant2 derniéres colonnes de la
microplaque permettaient de tracer des droites h@®cde la droite attendue, celles
correspondant aux 10 autres colonnes donnaierdrdéss dont la pente diminuait au fur et a
mesure gu’on se rapprochait de la colonne n°1 (Eig6).
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Figure 25. Phénomene de décalage observé dans urieroplague

Le probléme venant manifestement du Multidrop 384an des solutions, nous avons
supposé que les tubulures servant a distribuesd@gions avaient été polluées suite aux
expériences d’autres équipes. Elles ont donc étéyges avec une solution contenant 0,5 %
d’EDTA et 1 % de SDS puis rincées avec de I'eadeeféthanol. Une deuxieme expérience
réalisée immediatement aprés ces lavages n'a capeadouti qu’a un décalage encore plus
accentué. Comme les tubulures venaient d'étreemead’éthanol, nous avons fait I'hnypothese
que les déviations observées provenaient de lzpecésde ce solvant. Si I'éthanol interférait
avec le dosage des iodures, le déplacement prdgilessdroites de régression vers la droite
attendue pouvait en effet étre expliqué par ledaé la solution de cérium entraine I'éthanol
présent dans les tubulures au fur et a mesure distsution et que les échantillons sont par
conséquent incubés avec des quantités decroissdigthanol de la colonne 1 a la colonne
12. Confirmant cette hypothése, 12 expériencestigless, réalisées aprés un important
nettoyage a I'’eau du Multidrop 384, ont permis déolir & nouveau 12 droites de régression
parfaitement superposées.

Suite a cette observation, nous avons testé lénite non seulement de I'éthanol mais
également d’autres solvants sur le dosage d’ungigold’iodure de sodium de concentration
connue. Pour ce faire, 100 pL de solutions conteB8A nM de Nal et entre 1 x 1@t
0,01 ppm de solvant (éthanol, méthanol, acétomjtakcétone ou DMSO) ont été préparés
dans 5 colonnes d’une microplaque 96 puits. Lagtisols étalons de Nal (de 0 a 700 nM) ont
quant a elles été placées dans uhedfonne. Les solutions de cérium et d’arsenic &gt
distribuées au moyen du Multidrop 384 (rincé unigaat a I'eau) puis I'absorbance a 420
nm a été mesurée a t = 30 min. Le Tableau 2 méggreoncentrations en iodure qui ont été
déterminées en se servant de la droite de régrelsgjdds,o = f (quantité d').

Quantité de solvant [I-] ("M) [I-] ("M) [-] (nM) -] (nM) [I-] (nM)
dans les 100 pL (ppm) présence présence | présence de | présence de p,res,ence
d'EtOH de MeOH MeCN DMSO d’'acétone

100 000 330 297 112 -161 -53

10 000 405 454 275 178 77

1000 468 525 416 379 108

100 504 544 496 469 366

10 520 539 510 491 506

1 531 555 477 517 527

0,1 530 529 507 506 553

0,01 533 530 501 484 546

Tableau 2. Influence de différents solvants sur lenesure d'une concentration d'iodure connue
Les cases grisées indiquent les quantités de tavaartir desquelles le dosage est faussé
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Les résultats obtenus montrent que le dosagefest@par 'ensemble des solvants testés.
Le Multidrop 384 ne peut donc étre nettoyé qu’agted’eau. La quantité de solvant a partir
de laquelle la mesure est faussée differe ceperstdoh les solvants : 10 000 ppm pour
I'éthanol et le méthanol, 1000 ppm pour l'acétaleitet le DMSO et 100 ppm pour I'acétone.

Influence de I'ordre d’addition du cérium et de I'arsenic

La reproductibilité de la méthode ayant a nouvaawlémontrée, une derniére expérience
d’optimisation a pu étre réalisée. Celle-ci a cstgsh inverser les distributions de cérium et
d’arsenic pour voir si cela avait une influence kg droites de régression. Les résultats
obtenus lorsque le cérium est distribué en premiidiarsenic en deuxieme se sont révélés
legerement meilleurs (coefficient de régressiorégepr, ordonnée a l'origine plus proche de
0). Nous avons donc décidé que les solutions diiméet d’arsenic seraient toujours
distribuées dans cet ordre.

Conclusion

Les difféerentes expériences d’optimisation que na@mons de décrire nous ont permis de
définir un protocole de dosage précis pour détegmia quantité d’'iodure captée par des
cellules FRTL-5 ensemencées dans des microplacu¢mifs. Les différentes étapes de ce
protocole sont les suivantes :

» nettoyer les tubulures du Multidrop 384 avec dau’'e

> lyser les cellules en distribuant 100 pL d’eau

> placer les solutions étalons de Nal dans les celerinet 12, ce duplicata permettant
de vérifier qu'il n’y a pas de déviation dans lacroplaque

ajouter 100 pL d’'une solution de Ce (IV) a 10,5 rmNMensemble des solutions

rincer les tubulures du Multidrop 384 avec de I'eau

ajouter 100 pL d’'une solution d’As (lll) a 24 mM’ansemble des solutions

lire I'absorbance a 420 nm aprés 30 min de réactimmpérature ambiante

tracer les droites de régression logd f (quantité d'l) grace aux solutions étalons
utiliser la droite moyenne pour déterminer la qii@rt’iodure captée par les cellules

VVVVYY

iii. Mise au point d’un test cellulaire robuste
Définition du facteur Z’

La qualité et la robustesse d’un test biologiquevpat étre déterminées par le calcul d’'un
facteur statistique appelé’ZCe facteur se calcule suivant I'équation indigciégessous :

- U+ : moyenne du signal positif

_ (8o, +30_) | - . : moyenne du signal négatif
U, —,u_| - o4 : écart-type du signal positif
- 0. . écart-type du signal négatif

Z'=1

Le facteur Z' rend compte a la fois de la variabitles mesures et de I'écart, appelé fenétre
active, entre un contréle positif et un controlgatéd choisis de maniere appropriée (Figure
26). Dans le cadre de notre test, le contrble pasieté défini comme étant la quantité
d’'iodure entrée dans les cellules en absence deassmet le contrble négatif comme la
quantité d’'iodure entrée en présence de 500 pMailehlprate de sodium, un inhibiteur
compétitif puissant du transport d’iodure. Plugdiaétre active est grande et plus il est facile
de distinguer les molécules selon qu’elles soietives ou inactives, ce qui réduit les risques
de sélectionner des « faux-positifs ».
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Figure 26. Illustration graphique du facteur Z'

La valeur du Z' peut étre comprise entre loetPlus cette valeur est proche de 1, plus la
variabilité des mesures est faible et plus la fenéttive est grande (Figure 26). On considere
généralement qu'un Z' compris entre 0,5 et 1 perdietivisager l'utilisation du test en
criblage a haut débit et que les molécules poumtiite testées qu’une seule fois. Entre 0 et
0,5, le test peut étre utilisé mais un duplicataraleétre envisagé. En dessous de O, la

variabilité des mesures est trop importante eapport signal sur bruit trop faible : le test ne
peut pas étre utilisé.

Principe du test cellulaire

Le test cellulaire envisagé est similaire au tesliaactif mis au point par le Dr. Lecat-
Guille?. Lors de ce test, les cellules sont ensemencéeslds puits d’une microplaque 96
puits stérile (Figure 27). Aprés quelques jourscdéure, le milieu est remplacé par un
tampon HBSS/Hépés grace a un laveur de plaquesatitpe (Power Washer 384) et les
cellules sont incubées avec une solution d’iodueesddium en présence ou non d'un
composé X. Une fois l'incubation terminée, le sgaant est éliminé, les cellules sont lysées

par choc osmotique puis la quantité d’'iodure capteles cellules est déterminée (grace au
dosage As/Ce détaillé ci-dessus).

Cellules

FRTL-3
\ Lavage Nal 100 uM (10 pL) Incubation
_— & —_—
\ HBSS/Hépés Compos€ X ou X . 1h X I
- Lisii KOO HBSS/Heépes (10 pl) OO0 DD
Milieu Tampon
(80 L) Lavage
HBSS/Heépes
4°C
Dosage Eau milli Q Renversement
— «—
As/Ce R 100pL delaplaque
e KX

Figure 27. Représentation schématique du test celaire dans un puit de microplague 96 puits

Le temps d’incubation dépend de la lignée cellelaitilisée. Il avait été choisi lors de la
thése du Dr. Lecat-Guillet pour correspondre auptemécessaire a l'atteinte d’'un équilibre
entre influx et efflux d’iodures a travers la mesate plasmique, soit 45 min pour des cellules
FRTL-5. Attendre que cet équilibre soit atteint mvde doser I'iodure accumulé dans les
cellules permet d’obtenir un signal stable qui taria variabilité inter-puits et inter-plaques.
Lors de nos expériences, nous avons augmenté @s t@mcubation a 1 h. Nous avons par
ailleurs décidé de conserver une concentrationdgM en iodure de sodium, valeur fixée
par le Dr. Lecat-Guillet d’apres les concentratiatissées dans la littérature, et d'utiliser les
programmes de lavage mis au point a I'époque de sgpouvoir remplacer une solution par
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une autre sans deécrocher de cellules. Apres aeste tdifférentes conditions de culture
cellulaire, le Dr. Lecat-Guillet avait constaténdde cadre du test de capturéd’, que le
meilleur facteur Z' correspondait & des microplageasemencées 3 jours avant le test a
raison de 40 000 cellules par puit. Nous nous sasnpasés sur ces résultats et avons ainsi
réalisé nos tests de capture d’iodure a J+3 aveanieroplaques ensemencees a raison de
50 000 cellules par puit. Cette condition n'avais gté testée par le Dr. Lecat-Guillet mais
ses résultats semblaient montrer que plus le noabdieellules est important, plus le facteur
Z’ est proche de 1. C’est pourquoi nous avons Egent augmenté la quantité de cellules
ensemencees.

Détermination du facteur Z’

Le facteur Z' a été déterminé sur deux séries dsures realisées a une semaine
d’intervalle. La £ série a été réalisée sur 2 microplaques 96 puligsZ sur 5 microplaques.
Comme nous I'avons indiqué plus haut, détermindadteur Z' d’'un test consiste a mesurer
un grand nombre de fois la valeur d’'un contréleitgost celle d’'un contréle négatif et a
calculer pour chacune de ces valeurs une moyenmneétart-type.

A cette fin, les microplaques ont été ensemena@és jours avant le test puis ont été
divisées en deux parties. Dans les colonnes 5 aofrespondant au contrdle positif, les
cellules ont été incubées 1 h avec 10 uM d’iodwesddium. Dans les colonnes 2 a 4
correspondant au contrdle négatif, elles ont &ékides avec 10 uM d’iodure de sodium et
500 uM de perchlorate. Afin d’augmenter la reprdithiidé des expériences, les solutions ont
été ajoutées aux cellules au moyen d'un appareipidetage manuel, le Liquidator 96,
permettant de distribuer avec précision et uneesieid un volume donné de solution dans les
96 puits d’une microplaque. Une fois I'incubati@mninée, les surnageants ont été éliminés,
les cellules lysées et les quantités d’iodure eapigar les cellules déterminées grace au
dosage As/Ce. L'ensemble des concentrations d'@dhtenu est présenté Figure 28.

A B

600 - 600
500 A 500

400 400

300 300
200 A 200

100 4 100
©0R08B00°080880H0

0 5 10 15 0 10 20 30 40

Figure 28. Concentrations d'iodure mesurées aprésc¢ubation des cellules avec 10 uM de Nal en
présenced ) ou absence ( ) de 500 uM de Gl@haque point correspond a un puit.
A) résultats obtenus sur 2 microplaques 96 puitséBultats obtenus sur 5 microplaques 96 puits
(les droites rouges indiquent la moyenne du comtpdkitif pour chacune des deux séries de mesure)

Le facteur Z' a été calculé pour chacune de cassée mesure selon la formule indiquée
précédemment. Nous avons ainsi obtenu une valeQr6®epour les deux premieres plaques
et de 0,71 pour les cing autres. Ces valeurs irdiggue le test cellulaire de capture d’iodure
gue nous avons mis au point est robuste et quit pare utilisé dans le cadre de criblages a
haut débit. Pour augmenter la fiabilité de noslté®) nous avons tout de méme décidé que
les 1G;o de nos composeés seraient déterminées en effe@uesits indépendants.
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iv. Evaluation de la fiabilité du test

Afin de vérifier la fiabilité de notre test cellide, les valeurs d’lgy d’'une série d’anions
ont été déterminées et comparées aux valeurs astgran le Dr. Lecat-Guillet avec le test de
capture radioactif. Ces anions sont connus poubéniplus ou moins fortement le transport
d’iodures (CIQ’, BF;, SCN, PR, N3, CN, Br, NOs) ou pour étre complétement inactifs
(F, CH;COOQ).

Les IG ont été déterminées en mesurant les quantitédutkocaptées par des cellules
FRTL-5 en présence de concentrations d’anions dsementre 8 x IDet 0,37 x 13° M. La
courbe dose-réponse][E f (log[composé]) a été tracée pour chaque amibies valeurs
d’'ICso ont été déterminées par une méthode de régressiorlinéaire. La moyenne des
valeurs obtenues lors de 3 ou 4 expériences, guresi' écart-type calculé sur ces valeurs, sont
indiqués dans le Tableau 3.

. ICs0 (LM)
Anion i
As/Ce Capture d*3
NaClO, 0,10 + 0,027 0,14 + 0,007
NaBF 1,2+0,14 0,75+ 0,032
NaSCN 12+1,3 14+0,4
KPFs 0,015 + 0,004 0,009 + 0,01
NaNs 2200 + 480 1200 + 80
KCN 1900 + 770 1700 = 250
NaBr 3300 + 1100 1400 + 160
NaF Inactif Inactif
CHsCOONa Inactif Inactif
NaNG; 800 + 65 250+ 19

Tableau 3. Comparaison des valeurs d’lg; déterminées pour différents anions a I'aide du tésle capture
d’iodure radioactif ou du test As/Ce

Les valeurs d’lG, déterminées par les deux méthodes se sont réevédéesa fait
comparables et en tres bon accord avec les dodeéeslittérature. Ces données classent en
effet les anions testés dans I'ordre d’activit&/ant :

PR > CIOs > BF, > SCN > NG; > CN > N3 > Br >> F, CH,COO

Ces données montrent que le test As/Ce permettdandéer I'lCso d’inhibiteurs du transport
d’iodure. Il était donc possible d'utiliser ce tésta place du test radioactif pour déterminer
I'activité d’analogues dTB s.

Une expérience menée en parallele sur le perckloett sur I'inhibiteur ITBs
(ICs0=40 £ 17 nM selon le test de capture radioaatfpermis de confirmer sur un plus grand
nombre de valeurs la reproductibilité des;l@éterminées par le test As/Ce. Dans cette
expérience, les cellules ont été incubées aveccdesentrations de perchlorate etTdB s
comprises entre 2 x TOet 1,6 x 13° M. La solution mére dTBs ayant été préparée a
20 mM dans du DMSO, ces concentrations permettaielst fois de ne pas exposer les
cellules a plus de 1 % de DMSO et de conserveiganeme de concentration importante. Les
ICso de ces deux composés ont été déterminées 1Gséissur une méme microplaque, soit
sur 10 microplaques testées a des jours différédss avons ainsi obtenu des valeurs de
55 + 16 nM (1 plaque) et 63 £ 12 nM (10 plaques)rd@B s et 100 £ 27 nM (1 plaque) et
126 £ 45 nM (10 plaques) pour le perchlorate. @ssltats indiquent que le test As/Ce est a
la fois précis et reproductible.
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v. Conclusion

Le test As/Ce que nous avons mis au point permdétirminer rapidement et simplement
la quantité d’iodures captée par des cellules FRTdnr présence ou absence de composés,
sans avoir a recourir a de l'iodure radioactif. t€&t est sensible, suffisamment robuste pour
pouvoir étre utilisé dans le cadre d'un criblaghaat débit et permet de déterminer EIC
d’inhibiteurs du transport d’'iodure avec une bongyroductibilité, une bonne fiabilité et une
bonne précision. Sa mise au point a fait I'objeund# publication dans Analytical
Biochemistry (voir Annexes). Cette méthode a été utilisée migterminer I'activité de tous
les composés qui ont été synthétisés au coursajet.pr

3.1.b)_Synthése d’analogues

Afin d’étudier la relation structure-activité I@B s, 180 analogues ont été synthétisés par
synthese paralléle (Lucie Pillette) et 4 analogutsété synthétisés de maniere individuelle
(Lucie Pillette et Elodie Verhaeghe). Mon role agisté a tester ces 184 composés grace au
test As/Ce décrit plus haut.

i. Obtention d’analogues par synthese parallele

Les 180 premiers composeés ont été obtenus par ésion d’amination réductrice
similaire & celle qui permet de synthétiser le cosédTB 5 lui-méme (Schéma 1.A). Cette
réaction a été optimisée de sorte a générer ragidieume série de composkgB, (Schéma
1.B) possédant un degré de pureté suffisant (> Ppdur pouvoir étre testés sur cellules.

A NO, NO,
cl NH, NaBH(OAc); (2 éq), AcOH (0,5 %)
j@/ " > N
F OHC CH,Cl,, t.a.,3h
OH 78 % E OH
Al Bl ITB; (=A1B1)
1,2 éq 1éq

B “ 1. PS-BH;CN (2.5 &q), N0z
N N2 AcOH/THF 1/3, t.a., 16 h ol H\/C )
ﬂ y ¥ X u A e
F/ OHC \OH 2. PS-(4-benzyloxy)benzaldéhyde (1 éq), ﬂ/j

ta.,24h F
Ax By AxBy

1,2 éq 1éq

Schéma 1. Aminations réductrices ayant permis de sthétiser ITB5 et ses analogues
A) Synthese dTB s, B) Synthése parallele de la libraiAgBy (180 composés)

La réaction optimisée a consisté a combiner indieilédment 12 aldéhydes aromatiques
By avec 15 anilinesAx (Tableau 4) en utilisant un léger exces d’anilpwur éviter une
polyalkylation et en présence de cyanoborohydrumgoarté (PS-BBCN). Apres 16 h de
réaction, I'excés d'aniline n'ayant pas réagi elmi@é grace a l'ajout d'une résine
électrophile (PS-(4-benzyloxy)-benzaldéhyde) eeam®4 h d’agitation supplémentaires, le
mélange réactionnel est filtré. Le solvant estsaloraporé sous pression réduite et la pureté
des produits déterminée par HPLC analytique etRMiN 'H. Dans la majorité des cas,
I'utilisation de réactifs supportés a permis d'olitedes produits purs a plus de 90 % sans
autre purification qu'une filtration. Dans quelquess néanmoins, une purification
supplémentaire par chromatographie sur colonné aéstessaire (61 composés sur 180).
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Les anilinesAx et les aldéhydeBy engagés dans cette réaction ont été sélectiormés d
sorte a obtenir des composés présentant un maxieusubstitutions différentes des cycles
aromatiques par les atomes de chlore et de fluomedpart et par les groupements nitro et
hydroxyle d’'autre part. La comparaison de l'acévile ces composés avec celléTB's
devait permettre de savoir a quel point I'actiditélB 5 est affectée lorsque le positionnement
de ces groupements est modifié ou lorsque ces gnoeipts sont supprimes.

F F
Cl j@(NHZ /@ENHZ Fj@( NH, cl NH, NH, C|\©:NH2
F F Cl (¢]] [ j CI/Ej F
Al A2 A3 A4 A5 A6
NH, F\© NH, @[NHZ /@NHZ CI\©NH2 ©/NH2
F F cl
A7 A8 A9 Al10 All Al12
F NH, Clj©/ NH, F3CJ©/ NH,
F cl ol
Al13 Al4 Al15
NO, OH
OH
L | el el
OHC OHC OH NO, OHC OHC OHC NO, | OHC
OH NO,
Bl B2 B3 B4 B5 B6
D, o0 |07 0, 0,0
OHC NO, OHC OHC OHC OH OHC OHC
B7 B8 B9 B10 B11 B12

Tableau 4. AnilinesAx et aldéhydes aromatique8y sélectionnés pour synthétiser la librairieAxBy

ii. Synthéses individuelles

Quatre composés comportant une variation struetusahple ont été synthétisés de
maniere individuelle. Ces variations devaient petraele savoir si le bras espaceur entre les
deux cycles aromatiques pouvait étre modifié etesi groupements nitro et hydroxyle
pouvaient étre modifiés chimiquement tout en coresdrleur position initiale. Le composé
12 a été synthétisé par couplage peptidique a pddirl'aniline A1 et de I'analogue
carboxylique deB1 en utilisant comme agent de couplageNjN’-dicyclohexylcarbodiimide
(DCC) (Schéma 2). Il a ainsi été obtenu avec udesrent de 48 % aprés chromatographie.
L’introduction d’'une fonction amide entre les dewycles aromatiques a été réalisée afin de
rigidifier le bras espaceur et de modifier fortetlarbasicité de 'atome d’azote.

NO, NO,
C'D/NHz DCC (1,1 €q)
+ H
F HO THF, t.a., 24 h cl N
Al O OH 48 % FD/ O OH

12

Schéma 2. Synthése du compos&é
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Le composd 3 a été synthétisé de la méme maniere que les ca@spesla librairidAxBy
a partir de 3-chloro-4-fluorobenzaldéhyde et dey@rbxy-5-nitroaniline (Schéma 3). Il a été
obtenu avec un rendement quantitatif. Tester cgposgpermettait de savoir si la position de
I'amine aromatique centrale était importante péaativité biologique du composé.

NO, 1. PS-BH;CN (2.5 €q), NO2
c cHo ACcOH/THF 1/3, ta., 16 h
+ > al
F HoN 2. PS-(4-benzyloxy)benzaldéhyde (1 €q), ”
OH ta., 24 h OH
>99 % F
13

Schéma 3. Synthése du compo&8

La 3 synthése a consisté a alkyler la fonction phénokcdmposédTBs au moyen de
méthanesulfonate de méthyle (Schéma 4). Cetteadiml a été réalisée dans de I'acétonitrile
a 60 °C en présence de carbonate de césium, sefmotbcole décrit par Leet al’’. Dans
ces conditions, le compos&4 a été obtenu avec un rendement de 59 % apres
chromatographie. Le produit alkylé devait nous goeir si la présence et la capacité a étre
protonée de la fonction phénol étaient importaptas I'activité d1TB 5 et si 'augmentation
d’encombrement stérique au niveau de cette fongimuwvait avoir une influence sur cette
activité.

NO,

MeSO;Me (5 €q), Cs,CO5 (2 €q)

NO,

H H
cl N » Cl N \/©
D/ OH MeCN, 60 °C, 5 h FD/ OMe

1

F 59 % 4

Schéma 4. Synthese du compo&é

Le composédb5 n'a pas été produit en méme temps que les auirepasés. Ce composé a
été synthétisé par le Dr. Elodie Verhaeghe lorladbése qu’elle a effectuée au laboratoire et
nous avons décidé de I'ajouter a notre étude pooir an complément d’information sur le
groupement nitro. Les conditions réactionnellesguées ici (Schéma 5) sont celles que le
Dr. Verhaeghe avait mises au point a partir degoales de la littérature afin de minimiser
I'obtention de produits de débenzylation ou de tigénatiort’. Ces conditions lui avaient
permis d’obtenir le composks avec un rendement de 65 % aprés chromatographislihe
obtenue était particulierement intéressante potnengtude structure-activité. Elle devait en
effet nous indiquer si la fonction nitro pouvaitrédtutilisée pour greffer sufTBs les
groupements nécessaires a I'obtention d’'une sohdactivable.

NOZ NH,

Fe (9 éq), AcOH (9 €q)
H H
Cl N > CI N
D/ r EtOH/H,0, reflux, 50 min D/ r
F 65% F

Schéma 5. Synthése du compo&&
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3.1.c) Evaluation de I'activité biologique des I8%alogues

i. Déroulement du criblage

L’ensemble du criblage, réalisé en duplicata, skésoulé sur 4 semaines, 2 semaines étant
nécessaires pour chaque série de tests. 6 micugdamt été testées par jour, a raison de 2
jours de test par semaine et de 8 composés pavptaque.

Les cellules sont ensemencées dans des micropl&gjoess avant les journées de test.
Ces journées commencent avec la préparation, & gartsolutions meres de composés a
20 mM dans le DMSO, de plaques jumelles 10x donplén est indiqué Figure 29. 2
colonnes ont été systématiquement réservées atémndéation des 16 d’'ITBs et du
perchlorate, deux composés de référence servatpétiences contréles.

Microplaque contenant les cellules Plaque jumelle de composés 10x

12 3 4 5 6 7 8 9 1C 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
f)OOOOOOOOOO(ﬂ)‘\\@.OOOOOOOOOO\N——2mM
Q00000000000 || 000000000V [«—otmv
OJOXCIOXCICICICICNORCIORRICY XOIOXOICICONOCRORNCON Sl
OJCXCICICICICICICACICIOARIC XOICICICICICICNCNCAON Sl
OICXCICICICICICICACICIORRICY XOICICICICICIONOROAGN Suk ALY
OICXOICICICICICICACACIOARICY XOICXCICICICNONORORGN iUt ILY
OJCXCICICICICICICACACIOARICY XOICICICICXOXONONOAGN ks &1V
@OOOOOOOOOOQ}@.OOOOOOOOOQﬁﬂMM

Z — \ ~
T ot ~
réservé aux ules aincuber ave aservé aux ITB: CIOs composés a test

standards les composeés standards
dr dr
Figure 29. Plan des microplaques et des plaques j@ites de composés

Les 6 microplaques d’'une journée de test songraiivec un décalage de 5 min. Chacune
d’entre elles est d’abord lavée de sorte a remplaceilieu de culture par 80 puL de tampon
HBSS/Hépes. 10 uL de composés (10x) sont alordégalepuis I'une des plaques jumelles
puis 10 pL de Nal a 100 uM a l'aide du Liquidatd. ®pres une incubation d'1 h, les
microplaques sont lavées, les surnageants élinein&80 L d’eau ajoutés au Multidrop 384
dans les colonnes 2 a 11 de sorte a lyser lede=llu

Afin de déterminer les quantités d’iodure captéas Ips cellules, des solutions étalons
d’iodure de sodium allant de 0 a 700 nM sont eespiicées dans les colonnes 1 et 12 des 6
microplaques. 100 pL de Ce (IV) a 10,5 mM sontritises au Multidrop 384 dans
I'ensemble des plaques puis 100 puL d’As (Ill) arBM avec un intervalle d’1 min entre
chaque plague. Apres 30 min d’incubation a l'alila lumiéere, les valeurs d’absorbance a
420 nm sont lues avec le méme décalage temporehif]l grace au spectrophotometre
SpectraMax Plus 384. Ces valeurs sont convertiesomigentrations d’iodure grace aux
droites d’étalonnage puis une courbe dose-répdrse | (log [composé]) est tracée pour
chacun des composés. Les valeurs I€ont enfin déterminées par une méthode de
régression non linéaire utilisant un classeur Egoal;u au laboratoire.

ii. Résultats et analyse SAR

Les valeurs d'IG obtenues lors de 1T série de tests sont résumées dans le Tableau 5
selon gu’elles soient inférieures a 0,1 uM (aucped les valeurs exactes sont indiquées),
comprises entre 0,1 et 0,5 uM (gris clair) ou siguges a 0,5 uM (gris fonce). La deuxieme
série de tests a donné des résultats trés sendbaktdepremieére, excepté pour cinqg composes
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qui ont du étre testés une troisieme fois. En amasg pour ces cing composeés les deux
valeurs d’'IGq les plus proches, nous avons finalement obtenudkesirs qui different au
maximum d’un facteur, ce qui est tout a fait acabfg pour un test cellulaire. L’ensemble de
ces résultats a fait I'objet d’une publication d@femMedCherf (voir Annexes).

Bf B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
Ad 0,03

=
a2 | oo 1N N
os [0 I

A3
Ad4
A5
Ab
A7
A8
A9
A10
Al
A12
A13
A1l4
A15

0,04

Tableau 5. Valeurs d'IG;, obtenues pour les analogues d'ITBlors de la £ série de test
IC50< 0,1 uM : valeurs exactes indiquéell UM< IC5,< 0,5 uM = ; 1G> 0,5 uM = .

Sur les 184 composeés testés, 14 présentent ungéacibmparable a celle du composé
ITB 5, avec des 16 comprises entre 20 et 90 nM. Ces molécules sepsordilleurs révélées
étre les plus actives de la série. Il est intérgssa noter que sur ces 14 composeés, 11 ont été
synthétisés a partir de l'aldéhyd®l, indiquant a la fois que les groupements nitro et
hydroxyle sont importants pour I'activité de la ¥alle et que la configuration idéale pour
ces deux groupements est celle présente dans lposéminitial. Cette observation a été

confirmée par deux autres constatations :

1. lactivité de la molécule est affectée de maniegniBcative lorsque les positions
occupées par les groupements nitro et hydroxylenmallCs, des composésxB2,
AxB4 et AxB5 diminuées d’un facteur 10 par rapport a I'léy d'ITB s dans 82 % des
cas) et en particulier lorsque ces groupementsistariertis (IGo, des composésxB3
comprises entre 0,4 et 10 uM),

2. les composéAxB12 ne comportant aucun de ces deux groupements moggeds une
IC50>1 uM.

Il semblerait néanmoins que de ces deux groupenfi@mésionnels ce soit le groupement
nitro qui ait le plus d’importance pour I'activitke la molécule. En effet, lorsque le cycle droit
des composés n’est substitué que par un groupemdrxyle AxB9 a AxB11), 82 % des
ICso Obtenues sont supérieures a 0,5 uM alors que st lp’eas que de 24 % des composés
dont le cycle droit n’est substitué que par un gesaent nitro AxB6 a AxB8).
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Les deux halogénes semblent également importanis!’jpativité de la molécule puisque
leur suppression (composésl2By) conduit & une importante diminution d’activitén E
comparant les sérieAl, A3, A13 et Al4, on constate cependant que, contrairement aux
groupements hydroxyles et nitro, les atomes derefdbde fluor peuvent étre intervertis sans
que I'activité ne soit grandement modifiée (dimioatd’'un facteur 3 maximum). On peut par
ailleurs remarquer que le positionnement de I'atde@uor en ortho par rapport a la fonction
aniline permet d’augmenter légerement l'activité cumposé initial (IGo des composés
A4B1 et ABB1 égale a 20 nM) et compense en partie I'absence dauxieme halogene,
'Cso du composéA9Bl (50 nM) étant la meilleure obtenue pour les compos
monohalogénésA(7B1 aA11B1).

Les modifications portant sur la chaine aminométhydnt clairement montré
'impossibilité d’utiliser la fonction aniline pourattacher un quelconque groupement
fonctionnel au composd@ B s. L'inversion de la chaine (compo&8) et le remplacement de
I'amine par un amide (compodR) ont en effet conduit a une division de I'activgar des
facteurs de 25 et de 50, respectivement. L'utibsatdu groupement nitro est tout aussi
inenvisageable puisque la réduction du groupemigrt @n amine (composEs) produit un
composé dont I'lgy n'est plus que de 1 uM. Ce résultat était a préymiisque la
comparaison des compos&sB9, AxB10 etAxB11 d’'une part et des compos&sB6, AXB7
et AxB8 d’autre part avait déja montré I'importance degceupement pour I'activité de la
molécule.

Un résultat particulierement intéressant a par reogté obtenu avec le compo$é,
correspondant au compoBEB 5 alkylé au niveau de la fonction phénol. Une at#i\d fois
plus importante que celle du composé non-alkylénf@0au lieu de 40 nM) a en effet pu étre
observée. Il semblerait donc que la présence diyigene a cette position soit importante
mais que I'hydrogene puisse étre remplacé par bame alkyle.

3.1.d) Conclusion

La synthése de 184 analoguelI8 s et I'évaluation de leur activité biologique ont pes
d’'obtenir de précieuses informations quant a Uafice relative des groupements
fonctionnels d'TB 5 sur son activité. D’aprés ces informations, laficumation idéale pour le
cycle droit de la molécule est celle trouvée dansiblécule initiale (groupemeBtl). Cette
configuration a donc été conservée. lky®btenue pour le composél a montré que la
fonction phénol peut étre alkylée sans que I'atdivie la molécule ne soit modifiée. Cette
fonction est donc celle que nous avons choisie poupler un groupement photoactivable et
une molécule de Biotine au compd¥8 s. La chaine aminométhyle ne pouvant étre modifiée
sans que l'activité ne soit diminuée au minimumndfacteur 25, cette partie de la molécule
devait rester inchangée. Quant a la partie gaueHa tholécule, nous avons observé que des
activités similaires étaient obtenues lorsque launeaet la position des halogenes étaient
modifiées. Différentes configurations auraient dpuocétre choisies. Nous avons finalement
conservé celle présente dai$s (groupementAl) car un certain nombre de données
biologiques était déja disponible avec le compésdBl (= ITBs) pour comparaison.
L’ensemble de ces résultats nous a conduits a agefisla synthese d’'une sonde dont la
structure est basée sur la structure du compd$d Bs-alkylé).
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3.2. Synthese d’'une sonde biotinylée photoactivabdt évaluation de son activité

3.2.a)_ Conception de la sonde et stratégie de 8gath

La sonde que nous souhaitions synthétiser estmgeEs€igure 30. Elle est constituée de la
moléculeITB s, appat permettant la reconnaissance spécifiqua geotéine cible par la
sonde, d’'un groupement photoactivable permettardréer une liaison covalente avec cette
protéine et d’'une molécule de Biotine devant sedvita fois a analyser les résultats du
photomarquage et a isoler la protéine marquéeyhth&se envisagée consistait a introduire,
par alkylation de la fonction phénol, une aminaraire. Cette amine permettait en effet de
lier le composédTB 5 a la fois au groupement photoactivable par anmonatéductrice et a un
bras biotinylé par couplage peptidique.

- ~

’ Y Biotine

- ~~

ITBs-alkylé

~o -

Groupement photoactivable
Figure 30. SonddTBs-P; a synthétiser

La chaine alkyle séparant le groupement photoditvat ITBs a volontairement été
choisie pour étre courte. En effet, si le groupemamtoactivable doit étre éloigné de
I'inhibiteur pour ne pas provoquer de géne stériguéoit aussi étre proche du site reconnu
par la molécule pour que le photomarquage soitafé. Cette nécessité de rechercher un
juste équilibre entre activité biologique et eftith de photomarquage est illustrée par
I'étude du lespedezate de sodium menée par I'éqdmerujit’. Dans cette étude, les
composes pour lesquels le groupement photoactialde® éloigné du pharmacophore ont
une bonne activitt mais ne conduisent a aucun ptastpuage alors que les sondes
comportant un pharmacophore et un groupement pttotable proches permettent de
photomarquer efficacement une protéine malgré atigité moindre.

La molécule de Biotine, quant a elle, a été élaigdé I'inhibiteur au moyen d’un bras
espaceur comportant 6 atomes de carbone et 1 atitamete. Cet éloignement permet
d’éviter que la Biotine n'empéche la reconnaissasmee I'inhibiteur et sa cible et facilite
I'interaction de la Biotine avec de la Streptavalisupportée lors des étapes de purification.
Nous nous sommes toutefois restreints a 7 atomasngopas rendre difficile la traversée des
membranes biologiques.

Le schéma de rétrosynthese de la sdfdBes-P; est indiqué ci-dessous (Figure 31). Le
caractéere convergeant de la synthese envisagéespdenréaliser en parallele I'alkylation
d’'ITBs (composéz6), la production du bras biotinyleé (compo24) et la synthése du
groupement photoactivable (compd2®, ces 3 éléments étant ensuite assemblés, comme
nous l'avons indiqué précédemment, par aminatidoattice et par couplage peptidique.
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Figure 31. Analyse rétro-synthétique de la sondd Bs-P,

La Biotine réduit la solubilité des composés dasssolvants organiques, ce qui peut poser
un certain nombre de problemes tant au cours dedioas que lors de la purification des
composés. L'ajout du bras biotinylé (comp@sek a donc été envisagé en derniere étape. Ce
bras est obtenu par couplage peptidique entre wiécoie de D-Biotine et de I'acide 6-
aminocaproique (produits commerciaux). Le com@ég@eut étre synthétisé par amination
réductrice a partir du compo&6é et d’'une trifluorométhylphényldiazirine substituée gara
par une fonction aldéhyde (compa®®. Le composé&6 peut étre obtenu par réaction du
composdTB s avec de la 2-bromoéthylamine (produit commerci@)ant au compos#?, il
est synthétisé en 7 étapes a partir du parabromalukinyde (produit commercial) en
s’appuyant sur la synthése décrite par Deléhal**.

3.2.b)_ Synthése du groupement photoactivale

Comme indiqué ci-dessus, la trifluorométhylphérpidine a été synthétisée d’apres le
protocole décrit par Delfinet al'* en 1993 (Schéma 6). Des modifications ont ceperétan
apportées afin d’améliorer certains rendemente sirdplifier quelques protocoles.
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FsC_O Fs:C _N

Br Br z OH
1,3-propanediol (2 éq), 1. nBuLi (1,5 éq) NH,OH,HCI (2 ¢q)
Amberlyst 15 (15 % poids) THF anhydre, -78 °C, 2 h 30 Tamis moléculaire 4A
> » >
benzene, reflux, 5h 30 2. CF;COOEt (2 éq) pyridine:éthanol 2:1
H” 0 99 9, 0~ ~O THF anhydre,-78°Cata.,15h 0~ O 60°C, 16 h [e)e]
58% (L 9% .
16 17 18
chlorure de tosyle (1,1 éq)
DMAP (0,05 éq)
TEA (2,5 éq)
CH,Cl,, t.a., 15h
75 %
Y
FsC _N FsC _NH FsC N
1" | z
N 1 (1.3 éq) NH ors
TEA (3 éq) NH; liquide:CH,Cl, 2:1
MeOH, t.a.,2 h 30 t.a., 7 bars, 18 h
0" o 85 % Jgie 98 % U
21 20 19

Schéma 6. Syntheése du groupement photoactivable pégé21

La premiére étape de cette synthése a consistéotagpr la fonction aldéhyde du
parabromobenzaldéhyde par un acétal cycligée Cette protection a été réalisée en faisant
réagir, dans du benzene a reflux, le parabromoladtnade avec un léger exces de
1,3-propanediol en présence d’une résine acidenlbérlyst 15. Pour optimiser la conversion,
'eau formée au cours de la réaction a été éliméndaide d’'un montage Dean-Stark. Le
COmposéEL6 a ainsi été obtenu avec un rendement de 99 %faiméaldéhyde protégé, une
lithiation a -78 °C suivie de I'addition de triflumacétate d’éthyle a permis d’introduire le
groupement trifluorométhylcétone. Le compo%é a été obtenu sous forme hydratée
(observée en LC-MS) comme décrit par Delfat@l. Les conditions indiquées sur le schéma
6 ont permis d’obtenir ce composé avec un rendedeb8 %.

Le composél7 a éteé traité par de I'’hydroxylamine dans un méapgidine/éthanol 2/1
en présence de tamis moléculaire 4 A pour obtémiinhe 18 (rendement de 99 %). Celui-ci
a ete tosylé (compodd) a I'aide de chlorure de tosyle en présence dguamntité catalytique
de diméthylaminopyridine et d'un excés de triéthylee permettant de piéger l'acide
chlorhydrique formé (rendement de 75 %). La didme 20 a ensuite été obtenue avec un
rendement de 98 % en faisant réagir le protidiavec de 'ammoniac liquide sous pression.
La trifluorométhylphényldiazirin@1 a enfin été obtenue par oxydation de la diaziedjrace
a de I'iode moléculaire en présence de triéthylax#pres chromatographie, le comp@dé
été obtenu avec un rendement de 85 %. Le rendegiodoal sur les 6 étapes a été de 36 % ce
qui représente une nette amélioration par rapplatsgnthése décrite par Delfired al. dans
lagquelle le rendement global n’est que de 12 %.

Afin d’obtenir le produit21 sous forme d'aldéhyde, deux essais d’hydrolyse étét
réalisés en parallele : le premier avec 6 equivaléCl et le deuxieme avec 1 équivalent en
masse d’Amberlyst 15 dans un mélange THF/eau ®®%.proportions molaires observées
par RMN'H, aprés une premiére évaporation de solvant, ximaction liquide-liquide et une
deuxieme évaporation, sont indiquées ci-dessousi(Ba 7). Les proportions acétal/aldéhyde
ont été calculées en utilisant les intégrationssitegulets correspondant d’une part au proton
présent entre les deux atomes d’oxygene du cy6lélél'acétal et d'autre part au proton du
groupement aldéhyde.
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F3C

hj FsC 'l:l FsC 'l:l
N N N
a: HCI (6 éq), THF, 40 °C, 16 h @ @
> +
o0~ Yo b : Amberlyst 15 (1 éq en masse) U H X0

v THF/H,0 95/5,40 °C, 16 h

21 21 22

a: 95 / 5
b: 40 / 60

Schéma 7. Tentatives de déprotection de I'acétal paydrolyse acide

D’apres les proportions acétal/aldéhyde obtenuassyvair 95/5 pour I'HCI et 40/60 pour
I’Amberlyst 15, la résine acide permet de dépratéges quantité d’acétal plus importante.
Néanmoins, lorsque nous avons souhaité reprodairédction sur de plus grande quantités
d’acétal selon la condition b, d’autres proportions été obtenues. Aprés une étude détaillée
des différences expérimentales entre ces deux ierpés, il s’est avéré que la variation des
proportions aceétal/aldéhyde était essentiellemiéet dux conditions d’évaporation utilisées
(température, pression), I'aldéhyde possédant tact&ae volatil assez prononcé. Confirmant
cette hypothése, 4 expériences supplémentaireséésldans des conditions d’évaporation
« douces » (diminution progressive de la presgton 150 mbar, température ambiante) nous
ont permis d’obtenir des proportio24/22 comprises entre 50/50 et 30/70. Nous ne sommes
pas parvenus a aller au-dela de ces proportiorssdibnc été décidé que ce mélange serait
engage tel quel dans la réaction d’amination réahécavec le composZb.

3.2.c)_Synthese du bras biotinyé

Le bras biotinylé a été synthétisé grace a un emgppeptidique en 2 étapes inspiré de
protocoles décrits par Bayer et Wilchek(Schéma 8). Dans une premiére étape, la molécule
de D-Biotine a été activée par di-hydroxysuccinimide en présence de,N-
dicyclohexylcarbodiimide. Apres filtration du mégmréactionnel et évaporation du solvant,
le produit23 a été obtenu avec un rendement quantitatif. Daegleuxieme étape, le produit
23 a été couplé avec de I'acide 6-aminocaproiquerésepce de triethylamine dans le DMF.
Le produit de couplage précipitant au fur et & meesle sa formation, le compo2é a été
obtenu par simple filtration avec une pureté sgued a 95 % et un rendement de 62 %.

HN OH DCC (1 éq) HN o.
P~ gy v/ )
NH
(6} (o] 23 0 o

... O DMEF, t.a., 5 jours
D-Biotine =99 %
acide 6-aminocaproique (1 éq) S o
TEA (1,2 €q) H
HN N\/\/\)l\
> Pu OH

DMF, t.a., 17 h o NH o

62 % 24

Schéma 8. Synthése du bras biotiny@4

3.2.d)_Synthése de la sondd =-P;

I. Introduction d’une fonction amine sUFB 5 par alkylation

L’alkylation du composdTBs a été envisagée selon le protocole décrit paretes’®,
protocole déja utilisé précédemment pour alk{ld® s avec du méthanesulfonate de méthyle
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(composél4). L'introduction d’une fonction amine a donc éghtiee dans un premier temps
avec de I'hydrobromure de 2-bromoéthylamine a 9®t'€n présence de carbonate de césium
(Tableau 6, entrée 1). Ces conditions n’ont cepainpgas permis d’observer la formation du
produit alkylé souhaité.

Deux autres bases ont été testées, a savoir I'kydeode potassium et I'hydroxyde de
lithium, mais l'analyse LC-MS des bruts réactiosnabtenus a température ambiante comme
a 80 °C n’a pas davantage mis en évidence la fawméti produit attendu (Tableau 6, entrées
2 et 3, respectivement). Il n’était donc pas pdssid’alkyler ITBs avec de la
2-bromoéthylamine sans que ce réactif n'ait été@lpldement protégé. La réaction a alors été
reproduite mais en utilisant cette fois de la 2atwéthylamine protégée par un groupement
tert-butoxycarbonyle (groupement Boc). Aprés 4 h a tnajpire ambiante, une alkylation
partielle a été observée (Tableau 6, entrée 4)epdrh a 95 °C, une transformation totale a
été obtenue (Tableau 6, entrée 5).

NO, NO,
H Electrophile, base H \/@
CID/N > CID/N
F OH Solvant, température, durée F O\/\R
ITB;5 25: R =NH-boc
26 : R=NH,
Entrée Base Electrophile Solvant Temperature Résultats
(5 é0q) (duree)
CsCO; Br e o Pas de produit
1 2 éq) ~"“NH,, HBr Acétonitrile 95 °C (24 h) dalkylation
KOH Bra -~ ta.(3h)+ Pas de produit
2 (3 éq) NHp Her - THF 80 °C (15 h) d'alkylation
LiOH, H,O Bra -~ t.a. (17 h) + Pas de produit
3 (6,5 ) NHp Her - THF 80 °C (5 h) d'alkylation
CsCO; Br e ITBs: 89 % (HPLC)
4 2 éq) N"“NH-Boe  Acétonitrile t.a. (4 h) 25 11 % (HPLC)
CsCO; Br s o Produit25
5 2 éq) N"“NH-Boe  Acétonitrile 95 °C (4 h) uniguement

Tableau 6. Récapitulatif des conditions expérimentas testées pour alkyleiTBs

Les conditions décrites dans I'entrée 5 du TabRaunt permis d’obtenir le compo2&
avec un rendement de 83 % apres chromatographie.

L’amine 26 a ensuite été obtenue par déprotection du groupeBw a 0 °C dans une
solution d’acide chlorhydrique a 4 M dans le dioxd8chéma 9) et aprés lavages avec une
solution de bicarbonate de sodium a 5 % (rendecne80 %).

NO,

NO,
1. HC1 4 M dans le dioxane
H 0 °C, 45 min H
CID/N - CID/N
2. NaHCO; 5 %
F O~ NH-Boc 3770 F On"NH,

80 %
25 26

Schéma 9. Réaction de déprotection ayant permis ditenir 'amine 26 souhaitée
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ii. Ajout du groupement photoactivable par aminatréductrice

Comme nous l'avons vu précédemment, le groupeméatopctivable sous forme
d’aldéhyde (compos@2) est volatil. Pour éviter de perdre de l'aldéhyale cours de
traitements de purification, nous avons tenté dempremier temps de déprotéger I'ac&tal
et de réaliser I'amination réductrice entre I'algéd22 et 'amine26 en une seule et méme
étape.

L’acétal 21 et 'amine26 ont ainsi été rassemblés et mis en présence d'HIC&Q) et de
triacétoxyborohydrure de sodium (2 éq) (Schéma Apjés 15 h a température ambiante, la
RMN *H n’a cependant indiqué la présence que d’amireédal et d’une trés faible quantité
d’aldéhyde. L’absence de réaction entre 'anfifet le peu d’aldéhyd22 formé peut étre en
partie expliquée par la protonation de I'amine densnilieu fortement acide utilisé, cette
protonation réduisant grandement la nucléophili¢ateme d’azote. L’amination réductrice
devait donc étre tentée en I'absence d’acide oprésence de quantités d’acide réduites. La
présence d’eau pouvant par ailleurs défavorisértaation de I'imine, il a été décidé que le
mélange acétal/aldéhyde serait finalement traigdid’étre mis en présence de 'amitte

FC NO>
N

Cl(106
al H NaBHMQACcK (2 éq)
+ |: I
0" >o F O\, j@
@ 2

21 CF3

Schéma 10. Tentative de déprotection de |'acétal de réaction avec I'amine26 en une seule étape

L’acétal 21 a donc d’abord été déprotégé dans du THF en présgmberlyst 15 et
d’eau (Schéma 11). La résine acide a été élimimédilpration, le 1,3-propanediol par des
lavages a l'eau, I'eau résiduelle par séchage suN&SQO, anhydre et le solvant par
évaporation dans les conditions « douces » dégi Une fois les proportions d’aldéhyde
et d'acétal déterminées par RMM, le mélange a été ajouté a une solution d’anZifie
(1,2 ég/l'aldéhyde) et de triacétoxyborohydruresddium (2 éqg/l'aldéhyde). Le prodd? a
ainsi été obtenu, apres purification sur colonwecain rendement de 63 % pour I'amination
réductrice seule et un rendement de 32 % pourdiebte des deux réactions.

N
n
N
Amberlyst 15 (1 éq en masse) @
o THF/H,0 95/5, 40 °C, 16 h

U
21 melange 21/22 : 50/50
F3C N F3C N NO2 N02

" "
N N
H\/© NaBH(OAc); (2 &q / l'aldéhyde) H\/©
Cl N Cl N
1T - 1
+ +
F

O\/\NH2 CH2C|62:,;t‘;/a., 19h 0\/\NH
L 26 ° 7
1,2 éq/ l'aldéhyde N°N
mélange 21/22 : 50/50

F3C

CF3

Schéma 11. Synthese du produ27
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iii. Ajout du bras biotinylé par couplage peptideu

La derniére étape de la synthese consistait ai@wliagr au compos2? le bras biotinyl€@4
par couplage peptidique. Un premier essai a étiséédans des conditions classiques (DCC
dans du THF). Ces conditions n’ont cependant pasipal’observer la formation de I'amide

souhaité (Tableau 7, entrée 1).

Cette absence de réaction peut étre expliquéganitutilisation d’'un agent de couplage
inappropri€, soit par la mauvaise solubilité deitle biotinylé dans le THF. Deux essais ont
alors été réalisés dans du DMSO avec deux autesgsade couplage : I'hydrochlorure de 1-
ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC,H@t I'hexafluorophosphate de-(7-
azabenzotriazol-1-yIN,N,N’,N-tétraméthyluronium (HATU). Des prélevements oné ét
réalisés apres 2 h de réaction pour analyse parPEMB8. La formation dTBs-P;, a été
observée dans chaque cas mais des proportiongedi#és d’amine et d’amide ont été
obtenues selon I'agent de couplage utilisé (Tableantrées 2 et 3).

Résultats CLHP-MS

Entrée  Agent de couplage Solvant Temps de réaction (Brut réactionnel)

1 DCC THF 18 h Pas de réaction
27: 87 %
2 EDC,HCI DMSO 2h ITB<P, : 13 %
[0)
3 HATU DMSO 2 h 217: 61 %

ITBs-P;:39%

Tableau 7. Proportions d'amine27 et de sonddTBs-P; obtenues selon I'agent de couplage
et le temps de réaction

D’aprés ces données, 'HATU permet d’obtenir delieaies proportions d’amide. C’est
donc avec cet agent de couplage que I'arliha finalement été couplée a I'acigé dans du
DMSO (Schéma 12). Un temps de réaction de 40 tajeut de N,N-diisopropyléthylamine
ont permis d’obtenir la sondéB s-P; avec un rendement de 55 % apres chromatographie.

NO,

24 (2 éq)
H HATU (2 éq)
C'D/N DIEA (1 %V/v) '

o~ O\/\ Q\NH
F N
F ’r NH [)MSO,t.a.,40h \ﬂ/\/\ Ny
55 % o]
N N
N N ITBs-P,
CFs CF3

Schéma 12. Couplage peptidique ayant permis d'obteria sondelTBs-P;

3.2.e) Evaluation de l'activité de la sonde et ekeistermédiaires réactionnels

L’étape suivante a consisté a veérifier si les modifons apportées au compd3® s ne
conduisaient pas a une perte d'activité trop imgud. La capacité de la sondd s-P; a
inhiber le transport d’iodure a donc été détermigéee au test cellulaire ayant déja permis
de tester les analoguesl™B s (voir paragraphe 3.1.6). Le test étant simple a mettre en
ceuvre, nous avons egalement testé l'activité de lesiintermédiaires de synthése. Comme
précédemment, les gdu perchlorate et tFB s ont servi de contrble positif dans chacune
des microplaques et chaquesJ@ été déterminée deux fois avec une semaine Waite
entre les deux séries de mesure.
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Nous avons obtenu dessie 0,07 et 0,1 uM pour le perchlorate et de 0{03,G2 uM
pourITBs. Ces valeurs sont parfaitement cohérentes avatolasées de la littérature et avec
les résultats obtenus lors de la mise au poinedudellulaire. Les résultats obtenus pour la
sondelTB s-P; et ses intermédiaires de synthése sont indiquésmparés a ceux Id'B s
dans le Tableau 8.

A IC 50 (UM) IC 50 (LM)
Molécule 1° série 2° série
ITBs NO,
ol HVQ 0,04 0,02
25 NO,
N 0,3 1

P
F O~ NH-Boc
26 NO;
CID/HJQ 2 1
e
cl N
) §l 0.5 0.9

ITBs-P;, MO
H
cl N\/© o
H
FD/ Oy I~ 0,9 0,9

Tableau 8. Valeurs d'IG; obtenues sur cellules FRTL-5 pouiTBs, la sondel TBs-P;
et les intermédiaires réactionnels de la sonde

Les résultats obtenus montrent que les comp2§éa7 et ITB 5-P; ont une activité 7 a 50
fois inférieure a celle diTB 5 tandis que le composb présente une activité entre 25 et 100
fois plus faible que celle de I'inhibiteur de dépar

D’aprés ces résultats, I'alkylation [dBs par une N-boc-2-bromoéthylamine a plus
d’influence sur l'activité du composé que l'alkytat par un simple méthyl (compod4
ICs0 = 20 nM). Il est difficile d’expliquer ce résultatns avoir davantage d’informations sur
le devenir dITB 5 au sein d’'un milieu cellulaire. Une premiére egalion possible est que
I'encombrement stérique ait conduit a une diminuiitaffinité pour la cible. L'introduction
de la fonction carbamate ne modifie cependant pasla taille de la molécule. Un certain
nombre de caractéristiques physico-chimiques, daks I'hydrophilie ou la répartition des
charges, sont également affectées. Or, si cestédastiques peuvent influencer I'affinité du
composeé pour sa cible, elles peuvent aussi agid’autres parametres tels que la traversée
des membranes par exemple. De nombreuses exptisatimt donc possibles.

La diminution d’activité Iégérement plus importardbservée pour le compo&b est
certainement attribuable a la protonation de I'ammmimaire dans les milieux biologiques
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utilisés. Les molécules chargées sont en effet wemmpour traverser moins facilement les
membranes (a moins d'étre prises en charge parramsporteur). La présence d'un
ammonium peut donc avoir limité la quantité d’intelr atteignant effectivement la protéine
cible, d'ou la nécessité d'utiliser davantage dmdpit pour obtenir un méme effet.

Les résultats que nous avons obtenus pour la doBdeP; (ICso = 0,9 uM) montrent que
ce composé est bien actif et que son activité, bigm diminuée d’'un facteur 20 a 45 par
rapport A TB s, reste suffisante pour des expériences de photprage d’affinité.

3.3. Photomarquage de la protéine cible

Les expériences de photomarquage ont consistéuddan@uis a irradier a 365 nm des
cellules FRTL-5 en présence de la sothtlBs-P; (Figure 32). Cette irradiation permet de
créer une liaison covalente entre la sonde etdgéjpre cible dTB 5, cela revenant a étiqueter
la protéine avec une molécule de Biotine pour dgi'jglisse étre visualisée en Western-blot a
l'aide de Streptavidine-HRP. Afin de distinguergeotéine marquée spécifiquement par la
sonde, des expériences contrdles ont égalementéaliéées en absence d'irradiation, en
absence de sonde et en présence de compétitEBr).( Lorsqu'une sonde conduit au
marquage spécifigue d’'une protéine, la bande quoretante n’est en effet pas visualisée
dans ces derniéres conditions (Figure 32).

Gel SDS-PAG
+ UV 365nm

1. Lyse
E—
2.Gel

)
m™

W. Blot

} Protéines

non-spécifiques

1. Transfert sur
membrane

_— _——— B
2. Révélation P'roteme
Celliles FRTLS Streptavidine-HRP cible
+Sonde ITBs-P1

+ITBs

sSans  sans mn(t[w‘tiﬁ(m SAIS  SaSs rm?IniHHon
UV  sonde 1B;) UV sonde 5)

Figure 32. Représentation schématique des expériamxde photomarquage

3.3.a) Optimisations préliminaires

Une premiere série d’expériences a consisté a matirtes conditions de culture cellulaire,
de lyse, d’électrophorese et de Western-blot poungir détecter la protéine photomarquée
par la sondéTB s-Ps.

I. Culture cellulaire et protocole de lyse

Les cellules destinées aux expériences de photaagegont été ensemencées dans des
boites de Pétri, ces boites s’étant avérées ésugpleort de culture le mieux adapté a la lampe
UV dont nous disposions. Nos premiéres expérieanesonsisté a déterminer les conditions
de culture et de lyse permettant d’obtenir un mamde protéines par boite de Pétri. Si la
protéine cible était peu abondante, travailler avkc grandes quantités de protéines
augmentait les chances de la détecter et obtette geantité de protéines a partir d’'un
minimum de boites permettait de gagner un tempsieqané lors des opérations de culture
cellulaire et de photomarquage.

Dans une premiéere expérience, des boites de R#teté ensemencées avec 2, 4 ou 8
millions de cellules. A J+4, les cellules présemtass chacune des boites ont été récupérées
puis lysées grace a une incubation de 30 min,@& 4l&ns 100 pL d’un tampon de lyse a base
de sodium dodécylsulfate (SDS) et de Triton (Prolivde lyse n°1). La deuxiéme expérience
a été réalisée a lI'aide d’'une boite de Pétri enseéeeavec 10 millions de cellules. Dans ce
cas, les cellules ont été récupérées a J+3 putedya 4 °C pendant 1 h dans 200 uL de
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tampon de lyse avec 10 s de vortex toutes les 20(Rmotocole de lyse n°2). A la fin de
chaque lyse, les surnageant, (S;, S et So) et les culots membranaires,(@4, Cg et Go)

ont été séparés et les culots resuspendus dananthon de lyse afin de déterminer la
proportion de protéines solubilisées dans les ¢mmdi testées. Les quantités de protéines
contenues dans chaque échantillon ont été détezmipar dosage a I'acide bicinchoninique,
une méthode connue pour sa grande sensibilitéu(jaugy5 pg/mL) et pour sa tolérance a la
présence de détergents (Tableau 9).

: Proportion de
. Concentration de he
Echantillons rotéines (ug/ul) protéines
P HO/H solubilisées
S 5,00
7%
C 1,53
Lysats obtenus S, 6,76
aJ+a 75 %
(100 pL) Cs 2,31
S 11,54
79 %
Cs 3,15
Lysats obtenus Sio 9,83
aJ+3 78 %
(200 pL) Cro 5,59

Tableau 9. Quantités de protéines obtenues selonrembre de cellules ensemencées et selon le proteco
de lyse utilisé.(S = surnageant, C = culot)

Les concentrations en protéines des surnageamisSy sont toutes les deux intéressantes
puisqu’elles permettent de déposer sur gel jus@u& et 235 g, respectivement (pour un
volume d’échantillon déposable de 24 pL maximumm).g@ut par ailleurs constater que les
deux protocoles de lyse sont aussi efficaces l'ua tautre puisqu’ils ont conduit a la
solubilisation d’'une méme proportion de protéings €t 78 %). Il n'y a donc pas d’avantage
a utiliser I'un plutdt que l'autre. Ensemencer bestes de Pétri avec 10 millions de cellules et
lyser ces cellules a J+3 a par contre permis diobfeus rapidement une quantité de cellules
plus importante (1966 g / 1154 ug). Nous avong doralement décidé que les boites de
Pétri seraient ensemencées avec 10 millions deleelet que ces cellules seraient lysées a
J+3 selon le protocole de lyse n°2 décrit ci-dessus

ii. Quantité de protéines a déposer sur gel SDS-PAG

Déposer sur gel un maximum de protéines permeti@itlgmenter les chances de détecter
la protéine marquée mais déposer trop de prot@iaegait conduire a diminuer la résolution
du gel. Afin de déterminer la quantité de protéidedéposer, une gamme d’échantillons
contenant entre 25 et 100 pug de protéines a épangre a partir d'une boite de Pétri traitée a
J+3 selon le protocole de lyse défini préecédemmers protéines présentes dans ces
échantillons ont été séparées sur un gel SDS-PAGE%. Une fois la migration terminée,
les protéines ont été transférées sur une memBYdDE qui a ensuite été colorée au Bleu de
Coomassie, une coloration permettant de détectquja 0,1 g de protéines (Figure 33). Ce
transfert a été réalisé afin de vérifier que lequole indiqué dans le manuel d’utilisation du
Mini Trans-Blof® (Bio-Rad) permettait bien de transférer 'ensent#s protéines présentes
dans le gel.

75



Extraits
protéiques (ug)

25 50 75 100

Figure 33. Gamme massique d'extraits protéiques obhus a partir de cellules FRTL-5
(scan de membrane PVDF colorée au bleu de Coomagsie

Les profils obtenus indiquent que la quantité matéerde protéines qui peut étre déposee
tout en conservant une bonne résolution est deg7®pe trainée est en effet déja observée
pour I'échantillon contenant 100 pg de protéiness &xpériences de photomarquage ont donc
toutes été analysées sur 75 g d’extraits celadaimaximum.

iii. Quantité de Streptavidine-HRP & utiliser en 3Mégn-blot

Comme nous l'avons vu précédemment, les expériateghotomarquage sont analysées
aprés migration des protéines sur un gel SDS-PAG#Haasfert de ces protéines sur une
membrane PVDF. Les membranes sont révélées dans ced a l'aide de Streptavidine
couplée a une enzyme appelée « horseradish pesexid@dRP). Cette enzyme peut catalyser
I'oxydation par le peroxyde d’hydrogéne du lumieol 3-aminophtalate. La réaction produit
un signal lumineux qui permet de localiser les qr@s biotinylées sur lesquelles la
Streptavidine s’est fixée, que ces protéines sdigstinylées naturellement ou qu’elles le
soient suite aux expériences de marquage.

L’objectif de cette expérience était de détermil@econcentration de Streptavidine-HRP
qui devait étre utilisée pour détecter la protgghetomarquée tout en détectant un minimum
de protéines de maniere non spécifique. Dans peftepective, 1 boite de cellules a été
incubée 10 min en présence de 5 UM de sonde a\@rd dradiée a 365 nm pendant 10 min
(valeurs moyennes des gammes de temps d’irradiatide concentration de sonde que nous
souhaitions tester ultérieurement). Une fois ldhiles lysées, trois échantillons de 75 pg de
protéines ont été prélevés puis séparés sur uSIBIPAGE a 12 %. Afin de distinguer la
protéine marquée par la sonde des protéines reesnmon spécifiquement par la
Streptavidine-HRP, 3 échantillons de protéines @nant de cellules non irradiées ont
également été déposés sur ce gel. Les résultatssdexpériences ont ensuite été analysés en
Western-blot en utilisant une solution de Stremtisnd-HRP a 1 mg/mL diluée soit par 1 000,
soit par 8 000, soit par 15 000 (Figure 34).

3 bandes importantes ont été observées dans chdesmestes, que les échantillons aient
été photomarqués (pistes 1, 3 et 5) ou non (p&teset 6). Etant donné qu’aucune bande
d’intensité importante n'a pu étre observée dartte ceégion en gel coloré au Bleu de
Coomassie, il est peu probable que ces protéinest &té reconnues du fait de leur
abondance. Elles correspondent donc sans doute@atéines naturellement biotinylées.
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Extraits de cellules FRTL-5 (75 ng)

Dilution de Streptavidine-HRP | 000® 8 000 15 000¢
Irradiation + - + - + _
SondeITB:-P;, + 4 + = + %
C—— ——— —— S—
e e —
Protéinemarquée —» A
||
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Figure 34. Premiers essais de photomarquage a 361+ 10 min, £ 5 uM d'ITBs-Py).
Membranes PVDF révélées avec différentes dilutébnse solution de Streptavidine-HRP a 1 mg/mL.

Une autre bande a été observée. Cette bande m@sewu’en présence d’irradiation et
son intensité augmente dans les mémes proportioadagconcentration de Streptavidine-
HRP (pistes 2, 4 et 6), deux arguments permetamtetiser que cette bande correspond a la
protéine marquée spécifiguement par la sdil@ss-P;. D’aprés le film obtenu, une dilution
au 8 000 permet de limiter le bruit de fond aux 3 bandesgéées précédemment mais donne
une intensité de signal relativement faible poupriatéine d’intérét tandis qu’une dilution au
1 000 conduit a la fois a une intensité de signal irtéaete et a la visualisation non
spécifigue de nombreuses protéines. Afin d’obtenimeilleur rapport signal sur bruit, nous
avons décidé de nous placer entre ces deux camglidbavons donc utilisé une dilution au
4 000 lors des expériences suivantes.

3.3.b) Optimisation des conditions de photomarquage

Les expériences d’optimisation préliminaires ontnpe de définir des conditions qui ont
conduit a la détection d’'une protéine photomarqada sond¢TB s-P;. Une deuxieme série
d’expériences a été réalisée afin de confirmepéiicité du marquage et de déterminer les
conditions d’irradiation permettant de marquer &ia un maximum de protéine cible et un
minimum de protéines non spécifiques.

i. Concentration de sonde

Afin de déterminer la concentration de sonde dasetilpour marquer un maximum de
protéine cible tout en marquant un minimum de pne®non spécifiques, des cellules ont été
incubées 10 min en présence de 0, 0,5, 5 ou 50 @ibbdde avant d’étre irradiées 10 min a
365 nm. 75 ug de protéines provenant de chacugesdeonditions ont été séparés sur un gel
SDS-PAGE a 12 % puis analysés en Western-blot (Eigh).

La comparaison des signaux obtenus pour la banaigiEt (bande A) dans les différentes
conditions testées indique que la protéine n’estmarquée en absence de sonde (piste 1) et
que la quantité de protéine marquée augmente aveoricentration de sonde jusqu'a une
concentration de 5 uM (pistes 2 et 3). Ces deuxtais suggerent que la bande A correspond
a une protéine marquée de maniere specifique paordelTBs-P;. La comparaison des
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pistes 3 et 4 a par contre permis de constatemgudoncentration de sonde de 50 uM ne
permet pas d'augmenter la quantité de protéine méareet qu’utiliser des concentrations
supérieures a 5 UM ne conduit finalement qu’a augende bruit de fond. L’ensemble de ces
résultats nous a amenés a choisir une concentrditidB s-P; de 5 uM pour I'ensemble des
expériences de photomarquage.

Temps d’irradiation (min) 10 10 10 10
SondeITB:-P, uM) 0O 0.5 5 50

1 2 3 4

Figure 35. Film photo obtenu aprés irradiation de ellules 10 min en présence
de différentes concentrations de sond@5 g de protéines ont été déposés pour chacsnendditions.
(la fleche indique la position de la bande d'inté&é&orrespondant a la protéine marquée)

ii. Temps d’irradiation et expériences de compeiti

L’effet du temps d’irradiation sur la quantité defgine marquée a également été évalué.
Apres une incubation de 10 min en présence de Bl@kbnde, les cellules ont été irradiées a
365 nm pendant 0, 4, 10 ou 20 min. Comme précedemrii® pug de protéines ont été
prélevés dans chaque cas pour étre analysés eem\bkit. La Figure 36 montre l'intensité
de signal obtenue au niveau de la bande d’intén@t ghacune de ces expériences.

Temps d’irradiation (min) ~ { 1 10 20

A A

Figure 36. Signal obtenu au niveau de la bande dti@rét en fonction du
temps d'irradiation. 75 pg de protéines ont été déposés pour chacureddsions.

h

SondeITB:-P; (uM) b

Les résultats obtenus indiquent que la quantitprd&ine marquée augmente de maniére
importante lorsque le temps dirradiation est patee4 a 10 min puis plus discrétement
lorsque ce temps est porté a 20 min. lls montrgalegnent que la protéine n’est marquée que
si les cellules sont irradiées. Ces résultats t@ndenc a montrer, comme les expériences
précédentes, que la bande d’intérét correspondpaolgéine marquée spécifiquement par la
sondelTB s-P;. Etant donné la similarité des résultats obtenquesalO et 20 min, le temps
d’irradiation a été fixé dans un premier temps arii@. Cela permettait en effet d’augmenter
le nombre d’expériences pouvant étre réalisées wamgournée.

Des expériences de compétition ont ensuite été esaafin de confirmer I'identité entre la
protéine photomarquée par la son@iB s-P; et la protéine reconnue par l'inhibiteldrB s et
ainsi de conclure quant a la spécificité du marquages expériences ont consisté a
préincuber les cellules 10 min avec une quantifEBE 50 fois supérieure a celle de la sonde
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avant d’ajouter 5 UM de sondl€B s-P; pour 10 min d’incubation supplémentaires. Une fois
I'incubation terminée, les cellules ont été irradigpendant 4, 10 ou 20 min en présence des
deux composeés. Les profils obtenus en Westernavet un temps d’irradiation de 20 min
étant identiques a ceux obtenus avec un temps daidOseuls les résultats obtenus en
utilisant des temps de 4 et 10 min sont préseoni€Bigure 37).

Temps d’irradiation (nin) 4 4 10 10
Compétiteur ITB; (250 uM) = 2z = t
SondeITB:-P; (5 pM) + + + +

1 2 3 4

Figure 37. Résultats obtenus lors des expériences dompétition réalisées avec
la sondelTBs-P; et I'inhibiteur ITBs. 75 pg de protéines ont été déposés pour cha@aseodditions.
(la fleche indique la position de la protéine pmogoquée)

Dans le cas des expériences menées avec un teimpdidtion de 4 min (pistes 1 et 2),
une nette diminution d’intensité de la bande dligt§bande A) a été observée en présence
d’'un exces dTBs, ce qui permet de conclure que la révélation dealade A est issue du
marquage spécifique d’'une protéine par la sdmée-P;.

Le méme résultat n'a cependant pas été obtenuuerses cellules ont été irradiées
pendant des durées de 10 (pistes 3 et 4) ou 20Q@rimésultat est assez surprenant compte-
tenu des quantités d’inhibiteur que nous avondséaék et de l'efficacité de linhibiteur
(environ 20 fois supérieure a celle de la sondendles systemes complexes tels que les
cellules, une plus grande efficacité {flCn’est toutefois pas toujours révélatrice d’unaspl
grande affinité pour la cible (Kd). D’'autres pardrag tels qu'une facilité a traverser les
membranes ou une stabilité métabolique plus imptatpeuvent aussi conduire un composé
peu affin a étre plus efficace. Ce résultat pessiaétre expliqué par la relative inégalité de la
compétition au cours de lirradiation. En effet,|l@isonde peut déplacer I'inhibiteur lié a la
cible de maniére réversible, I'inverse (normalemiavbrisé par I'excés d’inhibiteur) n’est
vrai que si le carbene n’'a pas eu le temps derseefoa partir de la diazirine présente sur la
sonde et si la sonde n’est par conséquent paseesfieée de maniére covalente a la protéine
cible. On peut donc supposer que plus le temps ldgomarquage augmente, plus la
proportion de sites occupés puis marqués par ldesaugmente, un temps d’irradiation
important pouvant alors conduire a une quantitér@dequage similaire en présence et en
absence de compétiteur.

Il était important en tous les cas de se placers digs conditions ou I'expérience de
compétition permettait de différencier la ciblelTdBs des protéines marquées non
spécifiguement par la sonde ou des protéines saoléananiére non spécifique lors de I'étape
de capture sur billes. Le temps d'irradiation adfimalement été fixé a 4 min.
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3.3.c) Tentative de photomarquage sur lysats

Suite aux expériences de photomarquage sur cellldesites ci-dessus, nous avons
souhaité évaluer la possibilité de marquer la pmetéible diTBs au sein de lysats
cellulaires. Nous tenions dans un premier tempsaiser nos expériences de photomarquage
sur des cellules entiéres parce qu'il y avait uhance pour que la protéine cible soit
membranaire. L'utilisation de lysats offrait touwief la possibilité de travailler avec des
échantillons plus concentrés en protéines et édatilune quantité moins importante de sonde,
ce qui permettait d’augmenter la spécificité duguage.

Dans cette perspectivées cellules d’'une boite de Pétri ont été traitéessuivant le
protocole de lyse décrit précédemment mais ensaiiti cette fois un tampon a base de
Nonidet P-40, un détergent « doux » qui permet rdsgrver au maximum la conformation
des protéines solubilisées. 600 g de protéinesrmtite été placés dans I'un des puits d’'une
microplaque 12 puits et incubés 10 min avec 5 pNIRIz-P;. Les protéines ont été irradiées
4 min & 365 nm puis 24 pg ont été prélevés pouramatyse en Western-blot (Figure 38,
piste 3). La méme expérience a également été éeatis absence de sonde et en présence de
compétiteur (Figure 38, pistes 2 et 4 respectivéme titre de comparaison, 24 ug de
protéines provenant de cellules irradiées en poesda la sond€rB s-P; ont également été
déposés sur le gel (Figure 38, piste 1).

A B
Comp étiteur ITB; (250 uM) - E 2 +
SondeITB:-P; (5 uM) + . + +
—— —
1 2 3 4

Figure 38. Signal obtenu au niveau de la bande diérét aprés irradiation de cellules vivantes (A) owe
lysats cellulaires (B).Les échantillons ont été irradiés pendant 4 mialsence ou présence de sonde et en
absence ou présence de compétiteur.

L’irradiation d’'un lysat cellulaire en présence dende (piste 3) a permis comme
précédemment de marquer spécifiquement une pratéméande correspondante n’est en
effet pas visible en absence de sonde (piste|Ds¢tbeaucoup plus discrétememt présence
de compétiteur (piste 4). Cette bande est situémé&mue niveau que la bande observée lors
des expériences de photomarquage sur cellule® (pistla protéine marquée dans les deux
cas est donc tres probablement la méme. L'effiéad# marquage obtenue sur lysat est
cependant nettement moindre que celle obtenueedlutes entieres. Dans notre cas, il était
donc préférable d’isoler la protéine cible aprasdir marquée au sein de cellules vivantes.

Il était intéressant d’avoir pu observer cette@i#hce. Si la protéine est moins accessible
une fois les cellules lysées, on peut en effet gmEhypothése que sa structure a été altérée
lors de I'étape de lyse. Or, ce type d’altératiess frequemment observé dans le cas des
protéines membranaires, qu’elles soient situées laumembrane plasmique ou sur la
membrane d’organites intracellulaires (réticulundaiasmique, mitochondrie...). Bien que
I'observation faite ici ne permettait pas d’affirmgue la protéine marquée était effectivement
membranaire, elle pouvait tout de méme servir diargnt pour confirmer ou mettre en doute
les résultats obtenus lors des expériences d'fitstion.
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3.3.d)_ Conclusion

Les difféerentes expériences d’optimisation réaliséet permis de définir des conditions
expérimentales conduisant a la détection, en Weslet, d'une quantité importante de
protéine marquée et d’'une quantité minimum de pregnon spécifiques :

Nombre de cellules a ensemencer par boite de:Rétnnillions

Jour de photomarquage : J+3

Matériel irradié : cellules vivantes

Concentration de sonde : 5 uM

Temps d’incubation des cellules avec la sondemitD

Temps d'irradiation a 365 nm : 4 min

Conditions de lyse : 200 pL de tampon, 1 h d’in¢upa vortex toutes les 20 min
Quantité de protéines déposée sur gel : 75 ug

Solution de Streptavidine-HRP : solution a 1 mg/diuée 4 000 fois

VVVVVVVYVYY

Les expériences de photomarquage ont montré qgedatité de protéine marquée est
d’autant plus importante que le temps d’irradiatien la concentration de sonde sont
importants. Le marquage de cette protéine n'esaleurs visible en Western-blot que si la
sonde est présente et si les cellules sont irrad#E&65 nm et lintensité de la bande
correspondante est fortement diminuée en présancerdpétiteuiTBs. L'ensemble de ces
résultats nous a conduit & conclure que la sbfiflg-P; permet de marquer spécifiguement la
protéine cible du compos$€B s.

3.4. Isolement de la protéine photomarquée

Les conditions de photomarquage étant mises au,poous sommes passes a |'étape
suivante qui consistait a extraire des lysats l=tks la protéine biotinylée suite au
photomarquage (Figure 39). A cette fin, des lygatdéiques issus de cellules irradiées ont
été incubés avec des billes d’agarose fonctiorgesisLa Streptavidine présentant une affinité
plus forte que I'Avidine pour la Biotine (Kd ~ 1M / Kd ~ 10*° M) et étant donné qu’elle
forme moins de liaisons non spécifiques, nous awdiisé préférentiellement des billes
fonctionnalisées par de la Streptavidine. Les jmeteretenues par ces billes ont ensuite éte
éluées puis séparées sur un gel SDS-PAGE. L'objmiticipal était de définir les conditions
expérimentales permettant d’obtenir un gel suffisemt propre pour que la bande d’intérét
puisse étre clairement visualisée. En attendanbteior de telles conditions, toutes les
expériences ont été analysées par Western-blot.

UV 365nm Gel SDS-PAGE
ou Western-blot
2. Capture sur
1. Lyse billes 5.Gel

3. Lavages
4. Elution

Cellules FRTL-5
+Sonde ITBs-Py

. ITBs * Biotine > Liaison covalente formée grace

au groupement photoactivable

Figure 39. Représentation schématique des expériaxde capture
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3.4.a) Premier essai de capture sur billes deoigime photomarquée

Les conditions d’incubation des lysats celldaiavec les billes d’agarose-Streptavidine
ainsi que les protocoles de lavages et d’élution &é définis, pour ce premier essai, en
s'inspirant des travaux d'Ishli 500 pg de protéines, issues de cellules irradiégsrésence
de sonde, ont ainsi été incubés pendant une AuitCGaavec 25 puL d’'une résine commerciale
(Pierce, 20347) contenant 12,5 pL de billes d’ageuStreptavidine. Ce volume de billes
permet de capter entre 2 et 6 nmol de protéinenlgiée, ce qui peut paraitre peu comparé a
la quantité de sonde utilisée pour photomarqu@rdééine cible (50 nmol). Etant donné que
seule une petite partie de la sonde se fixe réeleisur une protéine et qu’'une majeure partie
de la sonde restée libre est éliminée par rettaguinageant avant I'étape lgee, nous avons
toutefois estimé que cette quantité de billes pi@tee suffisante pour capter 'ensemble des
protéines marqueées.

Une fois I'incubation terminée, les billes ont &@ées dans des volumes décroissants de
tampon de lyse et les protéines en interaction canalente avec les billes ont été éluées
grace a une incubation de 20 min a 80 °C dans dmbdi (tampon réducteur contenant 2 %
de SDS). Les protéines du surnageant obtenu apnésfagation ont été déposées sur un gel
SDS-PAGE a 12 % et analysées en Western-blot (Ei4Ql.

A B

Figure 40. Comparaison des profils protéiques obtars en Western-
blot avant et aprées capture sur billes d’agarose-&tptavidine
(la fleche indique la position de la protéine pinodoquée)

A) Avant capture : profil correspondant a 75 ug datgines issues de
cellules irradiées en présence de la sdanBe-P,

B) Apres capture : profil obtenu aprés incubationcal2,5 pL de billes

de 500 pg de protéines issues de cellules irraci@eprésence de la
sondelTB 5-P;.

L’analyse du film obtenu montre que de nombreusetmes ont été retenues de maniére
non speécifiques par les billes (piste B). Parmeslse trouvent les trois protéines déja
observées avant capture (comparaison piste A/Bistee qui n'est guére surprenant si ces
protéines sont effectivement biotinylées de mane&rdogéne. Quant aux bandes apparues
aprées traitement par les billes, elles correspongdans doute a des protéines possédant une
affinité pour l'agarose lui-méme, les lavages dffés ici n'ayant visiblement pas été
suffisants pour que ces protéines soient éliminéBautres conditions expérimentales
devaient donc étre recherchées afin de limiteixitibn de ces protéines sur les billes ou de
les décrocher plus efficacement.

La bande d'intérét, quant a elle, a été observideféis avant (piste A) et aprés (piste B)
I'expérience de capture sur billes. Lintensité ldebande présente dans la piste B est
cependant étonnamment faible. En effet, cette bandespond a I'extraction de la protéine
d’intérét depuis 500 pg de protéines totales ajoies la bande de la piste A correspond a la
quantité de cible présente dans seulement 75 ygaléines totales. Nous nous attendions
donc a obtenir une intensité de signal 6 a 7 fais pnportante dans la piste B que dans la
piste A. Nous avons envisagé trois explicationsisblément d’'une si faible quantité de
protéine cible. 1) La protéine d’intérét était dadfe au cours de l'incubation du lysat avec
les billes dans les conditions utilisées (1 nudt &€C). 2) La quantité de billes nécessaire a la
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capture de la protéine photomarquée était insuliese8) La protéine n’était pas décrochée de
la matrice efficacement soit parce que les condlitiotilisées n’étaient pas suffisantes pour
rompre linteraction entre la protéine cible bigtige et la Streptavidine, soit parce que la
présence de nombreuses protéines non spécifiquéaitil’accés du Laemmli a la protéine
cible.

3.4.b) Augmentation du rapport protéine spécififjpeotéines non spécifiques

La premiere expérience de capture sur billes eemisvidence deux obstacles a I'obtention
d’'un gel permettant de visualiser clairement latgire cible : la fixation d'une quantité
importante de protéines non spécifiques sur ldesbd’agarose-Streptavidine et I'isolement
d’'une tres faible quantité de protéine cible. Dfétes expériences ont donc été envisagées
dans le but d’augmenter le rapport protéine sppeifi/ protéines non spécifigues obtenu
apres élution. Les deux premieres ont consistétx@er la stabilité de la protéine d’intérét et
a vérifier si la quantité de billes utilisée émiffisante pour capter toutes les protéines cibles
photomarquées. Quant aux expériences suivantes, @it eu pour but de réduire la quantité
de protéines non spécifiques se fixant sur leedt d’optimiser les conditions d’élution.

i. Contrdle de la stabilité de la protéine

Nous avons commenceé par vérifier si la protéiné étable dans les conditions utilisées
lors de l'incubation des lysats avec les billesgdi@mse-Streptavidine. L'expérience a été
menée sur un lysat contenant 1 mg de protéinesdsde cellules irradiées en présence de
sonde. Un préléevement représentant 3 % de cedyst réalisé puis le reste du surnageant a
été conservé 1 nuit a 4 °C. Un deuxieme prélévenden8 % également, a alors été effectue
et les deux échantillons ont été déposés sur uBSQBFPAGE a 12 % pour étre analysés en
Western-blot (Figure 41).

1 mg protéines

Tempspassé
Ad4°C ()

Figure 41. Contréle de la stabilité de la protéinaprés 1 nuita 4 °C

L’intensité de la bande correspondant au deuxienégeyement (apres 15 h a 4 °C)
apparait plus faible que celle de la bande cormd@at au premier prélevement mais cette
différence reste tres discrete et ne justifie pafible rendement obtenu suite a I'expérience
de capture. La protéine d'intérét était donc stalales les conditions d’incubation utilisées.
Puisque nous avions obtenu des intensités singlameus avons également pu conclure de
cette expérience que la faible intensité obsenme [a bande d’intérét Figure 40, piste B
n'était pas liee a une perte de I'étiquette Biotinecours de I'incubation des protéines avec
les billes.

ii. ContrOle de la capture

Nous avons ensuite vérifié si la quantité de billeksée (12,5 pL) était suffisante pour
capter I'ensemble des protéines photomarquéessamdd TB s-P;. Pour ce faire, 8 % d’un
lysat contenant 500 pug de protéines ont été prelagsi que 8 % du surnageant récupéré
apres que ce lysat ait été incubé avec 12,5 plilids.d_es prélevements ont été déposés sur
un gel SDS-PAGE a 12 % et ont été analysés en Widstat (Figure 42).
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Figure 42. Vérification de I'efficacité de capturede la protéine cible.
Surnageant avant incubation : prélevement de 46ffelctué sur un lysat contenant 500 pg de protéines
Surnageant aprés incubation : prélevement de 4€ffiettué sur le surnageant obtenu aprés
incubation du lysat avec 12,5 pL de billes.

Les résultats obtenus montrent que prés de 90 % pmotéine cible photomarquée sont
captés par les 12,5 pL de billes utilisés. Seulémén% environ du signal observé avant
incubation sont en effet retrouvés dans le surmdgaprés incubation qui contient les
protéines non retenues par les billes. L’efficadiééla capture n’était donc pas plus en cause
gue la stabilité de la protéine dans I'obtentiortrés faibles quantités de protéine cible aprés
élution. Nous en avons conclu que c’était I'effitdade I'élution qui posait probleme. Des
expériences devaient donc étre meneées afin deetral®s conditions permettant de décrocher
plus efficacement la protéine cible des billes diage-Streptavidine.

Avant de réaliser ces expériences, nous avons gédaaoir si I'utilisation d’'une quantité
de billes plus importante permettrait de capterll@$o de protéine perdus dans le surnageant
aprées incubation et si cela aurait un impact sicgtif sur la quantité de protéine cible isolée
grace a I'expérience de capture. Dans cette pergpeb00 g de protéines issues de cellules
irradiées en présence de sonde ont été incubéavamtl2,5 uL, soit avec 37,5 uL de billes.
Le film photo présenté Figure 43 montre le sigrigkeau pour la bande d’intérét une fois les
billes lavées et les protéines éluées dans du Léiear0 °C.

500 ng de protéines
déposés sur billes

Quantité de billes (uL) 12.5 37.5

S — — e

Figure 43. Effet de la quantité de billes sur la gantité
de protéine cible récupérée apres élution.

L’augmentation de la quantité de billes n’a pasyperd’augmenter significativement la
quantité de protéine cible récupérée suite a I'eepée de capture : I'intensité des bandes
obtenues apres élution est en effet tres simitiares les deux conditions testées. Nous avons
donc décidé de conserver un volume de billes d& [LR,pour réaliser les expériences visant
a améliorer I'efficacité de I'élution.

iii. Préincubation du lysat avec des billes d’agseeStreptavidine

Comme nous l'avons vu précédemment, la présenceuibdreuses protéines captées de
maniere non spécifique par les billes posait dewwblpmes : 1) certaines de ces protéines
pouvaient empécher de visualiser la bande d’ing&rétles gels colorés au bleu de Coomassie
ou au nitrate d’argent et 2) 'accés du Laemmé @rotéine cible pouvait étre limité, d'ou une
efficacité d’élution réduite. Nous avons donc pecéiné des lysats cellulaires avec des billes
d’agarose-Streptavidine dans le but d’appauvrirlgests en protéines se fixant de maniéere
non spécifique aux billes. Dans I'hypothese oupegéines étaient les premieres a se fixer,
nous espérions qu’une incubation de courte durémgiait de ne capter que ces protéines,
la protéine d'intérét étant capturée dans un dewxiéemps lors de l'incubation des lysats
avec un deuxieme lot de billes.
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Afin de le vérifier, 500 pg de protéines ont étéuinés pendant 1 h avec un premier lot de
billes (7,5 pL) puis pendant une nuit avec un deund lot (12,5 pL). Les protéines captées
dans chaque cas ont été éluées a 80 °C dans durlliaéttles ont ensuite été séparées sur un
gel SDS-PAGE a 12 % pour étre analysées en WeRletriiFigure 44).

A B

Figure 44. Tentative d'appauvrissement des échantins en protéines
non spécifiquegla fleche indique la position de la protéine pmdoquée)

A : protéines captées par 7,5 uL de billes aprésinméation d'1l h avec
500 pg de protéines provenant de cellules irradiégaésence de sonde.

B : protéines captées par 12,5 pL de billes apresincubation d’'une nuit
avec le surnageant issu de la premiére capture

—
-

—

Une quantité non négligeable de protéines a efierient été captée de maniére non
spécifique lors de l'incubation du lysat avec lemier lot de billes (piste A). Cette quantité
ne semble toutefois représenter qu’une petite gaks protéines non spécifiques présentes
dans le lysat puisqu’'un grand nombre de protéingseacore été captées de maniére non
spécifique lors de l'incubation avec le deuxieme de billes (piste B). Nous avons par
ailleurs constaté qu'une majeure partie de la pret&ible est captée dés la premiére
incubation (piste A). La fixation des protéines rspecifiques et celle de la protéine cible
avaient donc lieu simultanément. Par conséquemitidit pas possible d’appauvrir le lysat en
protéines non spécifiques avant de procéder gokaeade la protéine d’intérét.

iv. Comparaison de différents types de billes

Nous avons ensuite évalué la quantité de prot&apsees de maniére non spécifique par
différents types de billes. Les billes d’agarosee@avidine Pierce (20347) que nous
utilisions jusqu’alors ont ainsi été comparées saalilbes d’agarose-Streptavidine fournies par
Sigma Aldrich (85881) et a des billes magnétiquésvilrogen fonctionnalisées elles aussi
par de la Streptavidine (Dynabe&d4-280 Streptavidin). Les billes magnétiques cortgutr
un nombre de sites de liaison pour la Biotine gtiigférieur a celui des billes d’agarose mais
elles ont 'avantage de ne pas étre poreuses,igédjuit fortement la surface disponible pour
les interactions non spécifiques.

Toutes ces billes ont été incubées avec des ligsts de cellules irradiées en absence de
sonde afin de ne comparer que leur aptitude aaigitemvec des protéines autres que la
protéine d’intérét photomarquée. Une fois éluées, mrotéines ont été séparées sur un gel
SDS-PAGE a 12 % et ont été analysées en Westetnklel® profils protéiques ainsi obtenus
se sont révélés identiques quelles que soientlles htilisées. Ni les billes d’agarose Sigma,
ni les billes magnétiques d’Invitrogen n’ont dorermis de diminuer la quantité de protéines
captées de maniére non spécifique.

v. Optimisation des lavages et des conditions ttu

Une troisieme possibilité pour diminuer la quant® protéines interagissant de maniére
non spécifique avec les billes était de laver ideshdans des conditions plus drastiques. Un
nouveau protocole de lavages a donc été mis er.placprotocole consiste a laver les billes
plusieurs fois dans un grand volume de tampon ptaasp(PBS) contenant 0,1 % de SDS
(5 mL) puis avec différentes solutions de NaCRP(M) avant de procéder aux lavages décrits
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lors de la premiére expérience de capture (cfigp@rtt.a). Des élutions sont ensuite réalisées
dans du tampon Laemmli a 40 puis 60 °C, tempémtalmisies en vue d'éliminer les
protéines liées aux billes de maniere non spéafgpns decrocher la protéine cible.

La premiére expérience de capture sur billes @&#.a)) et les expériences de contrble
de la stabilité de la protéine cible et de I'eftité de capture (parties 3.4ib3tii) ont montré
gue les conditions d’élution utilisées (incubat@®m20 min dans du tampon Laemmli & 80 °C)
étaient en cause dans lisolement de faibles quiésntie protéine d’intérét. Le protocole de
lavage optimisé décrit ci-dessus devait permetiee|'élimination d’une grande quantité de
protéines non specifiques, de rendre la protéibée @lus accessible au Laemmli et donc
d’obtenir une élution plus efficace. Deux autreém@nts pouvaient toutefois également
favoriser I'élution de la protéine cible, a savaittilisation d’'une température d’élution plus
élevée (95 °C au lieu de 80) et la présence d'wrart électrique. Afin de tester ces
différentes conditions d’élution, nous avons réalime expérience de capture dans laquelle
les billes ont été lavées comme décrit ci-desgu&saguoi les protéines encore présentes ont
été éluées dans du Laemmli a 80 °C puis dans doniindiea 95 °C. L’échantillon obtenu a
95 °C a ensuite été divisé en deux, la premierdiénoiétant constituée que de surnageant et
la deuxieme de surnageant et de billes. Ces debanéltons ont été déposés dans leur
intégralité sur un gel SDS-PAGE a 12 %. Différeptéléevements effectués au cours de
I'expérience ont également été déposés puis I'ebkeemtes échantillons a été analysé en
Western-blot (Figure 45).

1 2 3 4 5 6 H

Figure 45. Echantillons obtenus au cours d'une expénce de capture visant a tester un
nouveau protocole de lavages et différentes conditis d'élution. 500 pg de protéines provenant de cellules
irradiées 4 min avec 5 uM de sondl§ ont été incubés avec 12,5 uL de billes d’agaftseptavidine Pierce.
Aprés 1 nuit d'incubation a 4 °C, les billes oré Etvées 3 fois avec 5 mL de PBS - SDS (0,1 %)jsldvec
2 mL de NaCl 1 M, 1 fois avec 2 mL de NaCl 2 M dbik avec 800, 400 puis 200 uL de PBS - SDS (0,1 %
Les billes ont ensuite été incubées 15 min a 4846 100 pL de Laemmli. Une fois le surnageantpéeu
(L40), le méme processus a été réalisé a 6A.80)(puis a 80° CL(80). Les hilles ont enfin été incubées
15 mina 95 °C dans 100 pL de Laemmli. L'échammilé été divisé en deux : 50 pL de surnageant(Seafy et
~50 pL de surnageant + billeS{B 95. Ces deux échantillons ont été comparés a cbteno suite au premier
essai de capturd¥ essa), cf. Figure 40, piste B.

Un échantillon de lysat non traité, contenant le&mble des protéines cibles
photomarquées, a été déposé pour servir de ré&rguste 1). Il permet de localiser
facilement la protéine d’'intérét (indiquée par tdiéehe Figure 45). Les protéines décrochées
a l'aide des lavages réalisés dans du PBS - SO4Det dans des solutions de NaCl n’ont
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pas pu étre visualisées en Western-blot : les étlbas obtenus dans le premier cas étaient
trop dilués et ceux obtenus dans le deuxieme rpast migré correctement du fait de la

présence du chlorure de sodium (non montré). Lesageants obtenus apres incubation des
billes dans du Laemmli a 40 °C (piste 2) puis a°60(piste 3) ont eux pu étre analysés.

D’aprés les résultats obtenus, ces deux incubabaohgermis comme prévu d’éliminer des

protéines captées par les billes de maniere noadifgpe tout en décrochant tres peu de

protéine cible.

L’élution dans du Laemmli a 80 °C (piste 4) n’a pasduit au décrochage de la protéine
cible. Elle a par contre permis d’éliminer un certaombre de protéines captées de maniere
non spécifique ; il a donc été décidé que cettdoglserait intégrée au protocole de lavages
optimisé. L'éluat obtenu aprés I'incubation dedeildans du Laemmli a 95 °C (piste 5)
contient quant a lui une quantité de protéine cibéetes pas encore aussi importante que ce
gue nous aurions du obtenir si toute la protéibéeataptée avait été éluée, mais nettement
plus importante que celle que nous avions obteorsede notre premier essai (piste 7). Une
température de 95 °C était donc finalement néaespaur obtenir un meilleur décrochage de
la protéine d'intérét. On peut également constajge le rapport protéine spécifique /
protéines non spécifiques est bien meilleur dansase(piste 5) que lors de notre premier
essai (piste 7). Nous avions donc atteint, au muansellement, notre objectif.

Le résultat obtenu avec I'échantillon surnageartilles (piste 6) indique que les billes
d’agarose peuvent étre déposées sans que la migdes protéines ne soit affectée. Le dépot
n'a cependant pas conduit a I'obtention d’'une giande quantité de protéines. La présence
d’'un courant électrique n’a donc pas favorisé daose cas le décrochage de la protéine
d’intérét. Ce résultat était tout de méme inténeissBlous évitions jusqu’alors de nous
approcher des billes lors du prélevement des saamdg, ce qui conduisait souvent a la perte
d’'une partie des échantillons. Grace aux résultdiservés ici, nous savions que les
échantillons obtenus lors de I'élution & 95 °C miant étre prélevés et déposés sur gel dans
leur intégralite.

3.4.c) Obtention d’'un gel analysable en spectramée masse

Les nouveaux protocoles de lavages et d’élutioncontuit a de tres nettes améliorations
en terme de quantité de protéine cible récupéréesadution et d’élimination des protéines
captées de maniere non spécifique par les billegstait a déterminer si ces améliorations
étaient suffisantes pour obtenir un gel coloré ewate d’argent propre sur lequel la bande
d’intérét pouvait étre clairement visualisée puisigce afin d’étre soumise a une analyse par
spectrométrie de masse.

L’expérience de capture précédente a donc étgagéit€ette fois, elle a été réalisée sur
trois échantillons de protéines de 500 pug chaaiprémier étant issu de cellules irradiées en
absence de sonde, le deuxieme de cellules irradiégaésence de sonde seulEB(s-Ps,

5 uM) et le troisieme de cellules irradiées en gmés de sonddTBs-P1, 5 uUM) et de
compétiteur TB 5, 250 uM). Une fois les billes lavées, les protgiretenues sur les billes ont
éte éluées a 95 °C dans une solution de Laemmiecant 3 mM de Biotine. La Biotine a été
ajoutée au tampon d’élution au cas ou sa préseogggit favoriser le décrochage de la
protéine cible. Les trois €luats obtenus ont easttié déposés sur un gel SDS-PAGE a 12 %.
Une gamme de trypsine allant de 1 a 100 ng a égaleéé déposée sur ce gel pour avoir une
idée approximative de la quantité de protéine ddméée et un marqueur de poids moléculaire
a été ajouté afin d'estimer la masse de la protpimetomarquée. Une fois les protéines
séparees, le gel a été coloré au nitrate d’argadohsun protocole classique permettant de
détecter jusqu’a 0,1 ng de protéines (Figure 46).
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Figure 46. Gel coloré au nitrate d'argent obtenu giice au nouveau protocole de purification a partir
cellules irradiées en absence de sonde, en présedessonde seule ou en présence de sonde et de
compétiteur. La fleche indique la localisation de la protéin@f@marquée et les rectangles A, B, C les bandes

qui ont été excisées par la suite (PM = poids nubtée)

Le gel que nous avons obtenu est effectivementrépre. Seules 4 a 5 bandes sont
visibles dans chacune des pistes 5, 6 et 7 comdgpb aux protéines extraites depuis les trois
lysats utilisés. Cette faible présence de protéimms spécifiques a clairement permis de
distinguer une bande n’étant visible qu’en présateesonde (comparaison pistes 5 et 6) et
dont l'intensité est fortement diminuée en présaheeompétiteur (comparaison pistes 6 et
7). L'augmentation d’efficacité d’élution observér Western-blot était donc bien suffisante
pour que la protéine photomarquée par la sdi@s;-P; puisse étre visualisée sur un gel
coloré au nitrate d’argent.

La bande d'intérét, indiquée par une fleche Figlge est située Iégerement en-dessous de
la bande correspondant a la protéine standard deeni = 29 kDa (comparaison pistes 1 et
6) et Iégérement au-dessus de la gamme de tryfingparaison pistes 4 et 6), la trypsine
utilisée ayant une masse de 24,8 kDa. Cette lat@iis a permis d’estimer un poids
moléculaire apparent compris entre 24 et 29 kDa poyprotéine d’'intérét. La coloration a
I'argent n’étant pas quantitative, il n'est pasgbke de déterminer avec précision la quantité
de protéines se trouvant dans une bande. La garartrgpbine déposée a néanmoins permis
d’estimer la masse de la protéine isolée a 10 ngam C’est une quantité de protéine faible
ne pouvant garantir le succes des expériencesntifidation par spectrométrie de masse. Le
gel étant extrémement propre, une premiére temstatexcision et de digestion de la bande B
(Figure 46) a tout de méme été réalisée en vualyses par spectrométrie de masse.

3.5. Identification de la protéine photomarquée

Les protocoles mis au point jusqu’ici ont permigaler la protéine cible de I'inhibiteur
ITBs et de la localiser sur un gel coloré au nitra@gent. Pour identifier une protéine, la
bande correspondante doit étre excisée puis inaldré®une solution de trypsine (Figure 47).
La trypsine est une enzyme qui clive les protéapes chaque lysine ou arginine. Elle forme
de cette facon des peptides qui sont extraits ta baide d’'une succession d’hydratations et
de déshydratations. La solution de peptide aingrale est dessalée et concentrée a l'aide
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d’'une colonne Zip-Tip a base de résine C18 puityaéa a I'aide d’'un spectrométre de masse
(MALDI-TOF dans notre cas). Les spectres MS soilisés pour interroger des bases de
données rassemblant I'ensemble des peptides issla digestion trypsique théorique de
toutes les protéines connues. Le logiciel MASCOiimst de comparer la masse des peptides
obtenus expérimentalement a la masse des peptygagijues théoriques, apres quoi une liste
de protéines est suggérée. A chacune de ces @m®tést associé un score qui représente la
probabilité que la protéine identifiée par le logic partir des spectres expérimentaux soit
effectivement celle présente dans I'échantillonurPqu’une identification soit considérée
comme fiable, ce score doit étre en théorie supee égal a 50. Le plus important est
néanmoins que la séquence d’au moins 2 peptides pganis l'identification soit confirmée
par des expériences de fragmentation (MS-MS).

Gel SDS-PAGE

T Digestion

i

Protéine 2 — — > | ‘ 5
| 1

Identification de

cible |~ excision 212 trypsine la protéine cible

miz

B Analyses MS Interrogation des
P et MS/MS bases de données

Figure 47. Représentation schématique des expériagd'identification

Il existe différentes techniques pour fragmentepaptide avec un spectrometre de masse
MALDI-TOF. Dans notre cas, les expériences de fragation ont toutes été réalisées en
mode Post Source Decay (PSD), une méthode quigepoda fragmentation spontanée des
peptides possédant une grande énergie. Les fragmentorment par coupure des liaisons
peptidiques. Selon la maniere dont ces liaisomespent, 6 types de fragments (a, b, ¢, X, y
ou z) peuvent étre obtenus (Figure 48), chacureddragments possédant une masse qui peut
étre calculée. Les bases de données telles ques@Buatisrassemblent I'ensemble des
fragments pouvant étre obtenus théoriquement ar pdet tous les peptides trypsiques
enregistrés. En comparant les données de fragnmmtaixpérimentales aux données
théoriques, on peut donc vérifier si la séquence mEptides avec lesquels MASCOT a
identifié une protéine correspond bien a la séqueles peptides présents dans I'échantillon.
Pour que l'identité d'un peptide soit confirmée, deore attribué par MASCOT a cette
identification doit étre autour de 20.

C2

a bl Cy ay b2
R1 R2 R3
| | |
NH; — CH CO|— NH - — - — CH-COOH
X1 Y1 Z X2 Y2 Z

Figure 48. Types de fragments pouvant étre obtenudsrs d'expériences MS-MS

3.5.a) Premiere tentative d’identification

Pour ce premier essai, 3 bandes ont été exciséés gel présenté Figure 46 : la bande B
correspondant a la protéine cible, la bande A simméméme niveau que la protéine cible mais
dans la piste du contréle sans sonde et la bano@r€spondant a la protéine non spécifique
la plus abondante du gel (de masse M ~ 16 kDa)erde valider le protocole de préparation
des échantillons a I'analyse MS.
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La révélation des gels colorés au nitrate d’argsntstoppée grace a une solution d’acide
acétigue. La trypsine ne fonctionnant qu’en milieutre a basique, les fragments de gel
excisés ont d'abord été lavés plusieurs fois aarbanate de sodium. Ces fragments ont
ensuite été lyophilisés puis incubés une nuit &37Avec une solution basique de trypsine.
Les peptides formés dans chaque cas ont été exdragel a I'aide d’une série d’hydratations
et de déshydratations. Une fois les solutions alggiyophilisées, ces peptides ont été repris
dans une solution de TFA 0,1 % pour un dessalagmetconcentration sur colonnes Zip-
Tips. Grace a ces colonnes, lintégralité des éillars peut étre déposée sur une cible
MALDI (volume déposable : 1 pL maximum). Le specbtgenu suite a I'analyse MS est
présenté Figure 49 pour chacune des trois bandesges.

Expérience contréle sans sonde
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Figure 49. Spectres MS obtenus apres extraction ebncentration des peptides
(fleche orange = peptide typique de I'autolysealtrypsine, fleche bleue = peptide de kératine hine)a

Ces spectres ont d’abord été utilisés pour intemds base de données Swissprot, toutes
especes confondues. Seule de la kératine humaiamsa été identifiée avec un score
significatif. Les peptides avec lesquels cette gnat a été reconnue sont indiqués par des
fleches bleues sur les spectres de la Figure 4%ékatine, présente dans la peau et les
cheveux, est un contaminant presque toujours pirésers ce type d’expériences et ce méme
si de nombreuses précautions sont prises pournatediles quantités. Il n’était donc pas
surprenant de I'avoir identifiée.

Afin de n’interroger les bases de données qu'awx rhasses de peptides pouvant
appartenir a la protéine cible ou a la protéine spécifique de masse M ~ 16 kDa, les
spectres B et C de la Figure 49 ont été comparé&pectre contrdle A et seuls les peptides
totalement absents du spectre A ont été sélectofvud Figure 50). Les pics ne possédant
pas une intensité suffisante pour étre analysédSalMS n’ont par contre pas été retenus.
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Expérience contrble sans sonde
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Figure 50. Exemple d’agrandissement effectué afinedrechercher des peptides pouvant appartenir aux
protéines a identifier (donc absents du spectre ctndle). Les fleches indiquent certains des pics qui ont été
sélectionnés.

En procédant comme indiqué Figure 50, 4 peptidé®tEnsélectionnés dans le spectre de
la protéine cible (Figure 49, spectre B) et 7 dats&lectionnés dans le spectre de la protéine
non speécifique de masse M ~ 16 kDa (Figure 49,tepéc). Lorsque la base de données
Swissprot a été interrogée uniqguement avec lespfides sélectionnés dans le spectre C,
différentes protéines ayant une masse comprise dtret 18 kDa ont été proposees par
MASCOT avec un score non significatif. Toutes cestgines ont été identifiées a partir de
peptides ayant une masse de 1205 ou 1962 Da. Afiralider 'une des protéines proposées
par MASCOT, les peptides présents dans I'échantiBsu de la bande C et correspondant a
ces deux masses ont été sélectionnés pour étradraés. Les spectres MS-MS obtenus sont
présentés Figure 51.A et 51.B.

Lorsque ces spectres ont été utilisés pour interrtey base de données Swissprot, une
méme protéine a été identifiee & chaque fois trigp&vidine. Nous avons obtenu dans un cas
un score tout a fait significatif de 88 (peptiderdasse M = 1962 Da, Figure 51.C) et dans
l'autre cas un score non significatif de 12 (peptdtk masse M = 1205 Da, Figure 51.D).
Comme nous l'avons vu précédemment, une identificag¢st considérée comme fiable a
partir du moment ou l'identité de deux peptidestgdre confirmée par MS-MS, ce qui n’est
pas tout a fait le cas ici. La masse de la Strégiteey (M = 18,8 kDa) correspondait toutefois
parfaitement a la localisation de la bande C swgeleet il était tout a fait logique que cette
protéine soit observée sur le gel quelles que sdésnconditions d’irradiation des cellules
(pistes 5, 6 et 7 de la Figure 46) puisque touslysats cellulaires passaient par une
incubation avec des billes d’agarose-Streptavidifidentification de la Streptavidine a donc
tout de méme été considérée comme fiable.

Le fait d’avoir pu identifier cette protéine a pésmde valider le protocole que nous avions
utilisé pour préparer les échantillons a I'analis® (digestion « in-gel » des protéines par la
trypsine, extraction des peptides a l'aide d’hyaliahs et de déshydratations successives,
dessalage et concentration des peptides sur coipaEp).
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Figure 51. Spectres MS-MS ayant permis d’'identifiefa Streptavidine
A) Spectre MS-MS obtenu pour le peptide de masseld62 Da.
B) Spectre MS-MS obtenu pour le peptide de massel205 Da.
C) Résultat obtenu en interrogeant la base de @srmB&issprot avec les données du spectre A
D) Résultat obtenu en interrogeant la base de dsn8wissprot avec les données du spectre B

Nous avons alors tenté de procéder de la méme tagmles 4 peptides sélectionnés dans
le spectre MS de la protéine cible en restreigmatite fois I'interrogation de la base de
données aux protéines de rat. Aucune protéinet@’eeéonnue avec un score significatif dans
ces conditions mais l'une des protéines proposeas MASCOT présentait un poids
moléculaire intéressant de 28 kDa: une protéireragissant avec un canal potassique
voltage-dépendant appelée Kv-ICP4. Cette protéyamtaété reconnue grace a des peptides
de masse M = 1686 et M = 1732 Da, les peptideeptésians I'échantillon issu de la bande
B et correspondant a ces masses ont été sélediponé étre fragmentés. Les spectres MS-
MS obtenus n'ont cependant pas permis de confitiidemtification de cette protéine. Le
premier spectre MS-MS contenait en effet trop pepids et le deuxieme comportait un bruit
de fond trop important.

Le gel obtenu suite a I'optimisation des protocaleslavages et d’élution n’a donc pas
conduit a l'identification de la protéine photomaég par la sondd B s-P;. Cette absence de
résultat était tres probablement liée a la faihlargité de matériel présente dans la bande
excisée (bande B, Figure 46), d'autant que la &vigine présente en quantités plus
importantes (bande C, Figure 46) avait elle pu iékeatifiee. L'identification de la protéine
cible d'ITB s impliquait donc de trouver en premier lieu un moggaugmenter la quantité de
matériel analysable par spectrométrie de masse.

3.5.c) Expériences visant a augmenter la quangit@atériel analysable en masse

La premiére tentative que nous avons faite pountifier la protéine cible dTB s a montré
gue la quantité de matériel pouvant étre analyséspectrométrie de masse était trop faible
pour qu’une identification puisse étre réaliséeiskRiurs expériences ont alors été envisagées
pour augmenter cette quantité de matériel :
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- Les expériences d'optimisation précédentes neageat conduits a laver les billes de
maniere intensive et certaines des étapes de lavagaient pas pu étre analysées pour
vérifier si elles conduisaient ou non au décrochdgela protéine cible. Une premiére
expérience consistait donc a déterminer si unaepdet la protéine d’intérét était perdue au
cours de ces lavages et si des ajustements potnareneffectués, le cas échéant, afin de
limiter cette perte.

- Nous savions par ailleurs que I'élution de lat@ire cible était loin d’étre quantitative
malgré les améliorations apportées précédemmeutid’s protocoles d’élution pouvaient
donc étre testés dans un deuxieme temps afin dectraes conditions plus drastiques qu’une
élution dans du Laemmli a 95 °C.

- Nous prévoyions aussi de tester d’autres progscdé coloration, la coloration au nitrate
d’argent étant connue pour étre, certes trés densitais peu compatible avec I'analyse des
échantillons par spectrométrie de masse.

- Nous envisagions enfin, au cas ou aucune expérierenée avec la sonteB s-P; ne
permettrait d’augmenter la quantité de matérielsgighétiser de nouvelles sondes, toujours
basées sur I'inhibiteuiTB 5, mais permettant de décrocher la protéine cibls fhcilement
(affinité moindre pour les billes, présence d’wenliclivable).

i. Controle des lavages

Comme nous l'avons vu précédemment, les lavagestafis dans de grands volumes de
PBS-SDS (0,1 %) et dans des solutions de NaCl negné pas étre analysés en Western-blot
pour déterminer si une partie de la protéine cédsedécrochée ou non dans ces conditions.
Pour pouvoir controler chaque étape de I'expériaheecapture sur billes, le protocole de
lavages a donc éteé reduit : les billes n'ont a@&ilavées que par incubation dans du Laemmli
a 40, 60 puis 80 °C. Une fois ces lavages termiessbhilles ont été incubées a 95 °C avec
une solution de Biotine a 3 mM dans le Laemmli s prélevements de 3 % (v/v) ont été
effectués sur les surnageants récupérés au cosiiades pour étre analysés en Western-
blot (Figure 52.A, pistes L1, L2 et L3). L’éluanél a, quant a lui, été déposé sur un gel SDS-
PAGE a 12 % qui a été coloré, aprés migration,itata d’'argent (Figure 52.B, piste 1). Il a
ainsi pu étre comparé a un éluat obtenu la sen@iéecdente grace au méme protocole
d’élution mais aprés que I'ensemble des étapesadges aient été effectuées : PBS-SDS
(0,1 %), NaCl 1 M puis 2 M, PBS-SDS (0,1 %) a naweuis élutions dans du Laemmli a
40, 60 puis 80 °C (Figure 52.B, piste 2).

Il est a noter qu’une autre petite modificationpdetocole a été effectuée au cours de cette
expérience. Etant donné que nous avions des prebléi@ quantité de matériel, nous avons
décidé de multiplier par 2 les quantités de pre®incubées avec les billes et ainsi de réaliser
I'expérience de capture sur 1 mg de protéineseudes 500 pg utilisés jusqu’ici. Afin de
capter correctement ce surplus de protéines, latig@iale billes a été augmentée de 12,5 a
15 pL. Des prélevements de 3 % (v/v) ont été affestsur le lysat non traité et sur le
surnageant récupéré aprés incubation pour vétigéficacité de la capture (Figure 52.A,
pistes L et S).

Une quantité tres faible de protéine cible a étéalée dans le surnageant éliminé aprés
I'incubation avec les billes (comparaison pistestlS). La quantité de billes utilisée a donc
bien permis de capter I'ensemble des protéinegxiphotomarquées présentes dans un lysat
d’l mg de protéines.
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A  Expérience de capture réalisée avec 1 mg de
protéines et un protocole de lavagesréduit
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Figure 52. Western-blot obtenu a partir de préléverants effectués au cours de I'expérience de capture

avec lavages réduits (A) et comparaison des éludiisaux obtenus selon la quantité de protéines et le
protocole de lavages utilisés (B). L3 % d’un lysat contenant 1 mg de protéines praméde cellules irradiées
en présence de sond; 3 % du surnageant récupéré apres incubatiopsat L avec 15 pL de billekl : 3 %
du surnageant obtenu apres incubation des billes éw Laemmli a 40 °Q.,2 : 3 % du surnageant obtenu apres
incubation des billes avec du Laemmli a 608, 3 % du surnageant obtenu aprés incubation dles bvec

du Laemmli a 80 °C. Les éluats finaux ont été oleaprées incubation des billes dans du Laemmli 2095

contenant 3 mM de Biotine. (la fleche indique Iaifion de la protéine marquée)

La protéine cible est totalement absente des plistet2 et L3. La réduction des lavages
permet donc d’éviter toute perte de protéine caélecours de cette étape. Cela n’a cependant
conduit qu’a une augmentation trés légere de latifgéade protéine cible décrochée a 95 °C
(comparaison des pistes 1 et 2, Figure 52.B), leergation étant sans doute davantage liée a
I'utilisation d’1 mg de protéines qu’a la réductides lavages. Puisque le résultat obtenu en
réduisant les lavages est similaire a celui ques rdatenons lorsque nous réalisons I'ensemble
du protocole de lavages optimisé, il est peu priebabe de la protéine cible ait été perdue au
cours des lavages effectués dans de grands volded3BS-SDS (0,1 %) et dans des
solutions de NaCl. Nous avons donc conservé leopoteé de lavages intensifs décrit
précédemment et nous nous sommes focalisés sueckerche de conditions d’élution
permettant de décrocher une quantité de protéinle plus importante. Malgré le peu de
bénéfice apporté par l'utilisation d’1l mg de progs au lieu de 500 pg, il a tout de méme été
décidé de réaliser les expériences de capturergaszan partant d'l mg de protéines totales.

ii. Recherche de conditions d’élution plus efficace
Trypsinolyse sur billes

Une premiére possibilité pour décrocher davantagprdtéine cible était de digérer cette
protéine a la trypsine directement sur les billegyarose-Streptavidine. L’inconvénient de
cette facon de procéder est que les digestatsecmmtint a la fois les peptides issus de la
digestion de la protéine cible et les peptides @nant des protéines ayant été captées non
spécifiguement par les billes. Etant donné queéds que nous avions obtenus ne semblaient
contenir qu'une quantité restreinte de protéines (plus de 5 ou 6), nous avons pensé que
I'expérience valait tout de méme la peine d'étmtée. Afin de faire la distinction entre les
pics appartenant a la protéine cible et ceux appant aux protéines non spécifiques,
'expérience a été menée en parallele avec de<ipest issues de cellules irradiées en
absence et en présence de sonde. Les spectrestbtfi®loine fois les digestats dessalés et
concentrés sur des colonnes Zip-Tips sont préséigéase 53.
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Figure 53. Spectres MS obtenus aprés digestion shitles et concentration des digestats
(les fleches indiquent les 4 peptides grace ausdaebtreptavidine a été identifiée)

Parmi les pics visibles sur les deux spectres Mg rairouve les peptides de masse
M = 1205 et 1962 Da qui avaient déja permis d’idiemtla Streptavidine. La présence
importante de cette protéine a été confirmée p@rrivgation de I'ensemble de la base de
données Swissprot avec les 20 plus grands picesl@eux spectres. Dans chaque cas, la
Streptavidine a été reconnue avec 4 peptides dsntlentités ont toutes été confirmées par
une expérience de MS-MS. La base de données Suiissmtonc ensuite été interrogée en
entrant comme données la liste des pics présensslédapectre B a laquelle nous avons retiré
les 4 pics de la Streptavidine. En procédant de ceainiere, une protéine de 29 kDa, appelée
synaptoporine (SYNPR), est apparue parmi les stiggesde Mascot. Cette protéine était
reconnue avec 8 peptides dont 2 totalement abdenspectre contrdle A. Nous avons tenté
de confirmer I'identité de ces 8 peptides par dggeences de MS-MS. Le bruit de fond était
cependant si important que sur ces 8 peptidesoift pas pu étre isolés afin d'étre engagés
dans des expériences de fragmentation. Quant apepfides restants, ils se sont avérés
d’intensité trop faible pour que les spectres MS-btfenus permettent de confirmer leur
identité.

La trypsinolyse sur billes posait donc deux proldem les signaux correspondant aux
protéines captées étaient completement écraséepande la Streptavidine et le bruit de fond
créé par la présence des protéines non-speécifigu@é trop important pour qu’une
guelcongue identification puisse étre confirméedes expériences de MS-MS.

Test de différentes solutions d’élution

La trypsinolyse sur billes ne pouvant étre utilijggaus avons tenté d’éluer la protéine cible
dans d’autres solutions que le tampon Laemmli. Reufaire, 3 lysats contenant 1 mg de
protéines issues de cellules irradiées en présgmamnde ont été traités selon le protocole
deéfini préecédemment (cf. partie 3.4\M))jusqu’a l'incubation des billes avec du Laemmli a
80 °C. Une fois le dernier surnageant éliminé, ahades échantillons a été incubé 1 h a
65 °C avec l'une des trois solutions d’élution sumtes : un meélange aceétonitrile/eau/TFA
70/30/0,1 % (Figure 54.A), une solution d’'EDTA et dithiothréitol a 17,5 et 100 mM,
respectivement (Figure 54.B) et une solution came % de SDS, 30 mM de Biotine, 6 M
d'urée et 2 M de thiourée (Figure 54'€)Les protéines éluées dans chaque cas ont été
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dénaturées grace a une incubation de 5 min dansaelmmli a 95 °C puis 3 % de chaque
éluat ont été déposés sur un gel SDS-PAGE a 12 %. @&s lysats non traités et des
surnageants récupeérés apres l'incubation avec iles lont également été déposés pour
contréler dans chaque cas l'efficacité de la capfbigure 54, pistes L et S).

A B C

Figure 54. Test de différentes solutions d'élution.

3 échantillons d’1 mg de protéines issues de edlliitadiées en présence de sohgeofit été incubés 1 nuit
a 4 °C avec 15 pL de billes. Une fois les surnatgeaatirés §), les billes ont été lavées avec 3 x 5 mL de PBS-
SDS (0,1 %), 1 x 2 mL de NaCl 1 M, 1 x 2 mL de Na@¥ puis 800, 400 et 200 pL de PBS-SDS (0,1 %} De
élutions de 15 min dans 100 pL de Laemmli ont éadigées a 40, 60 puis 80 °C. L’élution finale@réalisée

pendant 1 h a 65 °C avec 150 pL desCN/H,O/TFA 70/30/0,1 %A), avec 150 uL d'EDTA/DTT 17,5/
100 mM @) ou avec 52 pL de SDS/Biotine/Urée /Thiourée 20481/6 M/2 M (C). Les surnageants A et B
ont été lyophilisés avant d’étre repris dans 5@plLaemmli 1x et le surnageant C a été additioen&3duL de
Laemmli 5x. Aprés 5 min a 95 °C, 3 % de chaqueageant ) ont été déposés sur un gel SDS-PAGE a 12 %.

La capture de la protéine cible s’est réveélée afficdans les 3 cas. Pas plus de 5 % de la
protéine cible ont en effet été retrouvés dansuteageant récupéré apres l'incubation des
lysats avec les billes (comparaisons des pistesS).€On constate, par contre, qu’aucune des
solutions testées n’a permis d’éluer une quantgaifscative de protéine cible (pistes E).
Aucune des conditions présentées ici ne s’est dévéée plus drastique qu’une incubation
des billes avec du Laemmli & 95 °C, condition quiaa conséquent été conservée pour les
expériences suivantes.

lii. Test d’'une coloration argentique plus compé#ilvec les analyses de masse

Puisqu’aucune condition d’élution plus efficaceung ébullition dans du Laemmli n’avait
pu étre trouvée, nous avons tenté d’augmenter Entqé de matériel analysable par
spectrométrie de masse en utilisant un protocolmtieation décrit dans la littérature comme
étant plus compatible avec ce type d’analyse. Uaration au nitrate d’argent classique a
'avantage d’étre tres sensible. La présence dmdméhyde dans la solution de révélation
peut cependant conduire a une modification irrébkrsdes protéines, cela ayant pour
conséquence de perturber a la fois la digestiopsinye et I'extraction des peptides.
Différentes études ont été menées dans la litt@rafin de trouver des composés chimiques
capables de réduire les ions*Agans réagir avec les protéines. La variante deatidn que
nous avons choisie de tester a été développée 'dmuide de Thierry Rabillodd. Le
protocole décrit est tres proche du protocole massexcepté que le formaldéhyde est
remplacé par un sucre (glucose, galactose, xyhilsese ou arabinose) solubilisé dans un
tampon a base de borate de sodium.

Afin de comparer les deux protocoles de coloratidayx échantillons de protéines
provenant de cellules irradiées en présence deesmmidété incubés avec des billes d’agarose-
Streptavidine. Chacun des surnageants obtenus #gwages des billes et élution des
protéines captées a été déposeé sur un gel SDS-RAGE4. Une fois la migration terminée,
'un des échantillons a été coloré au nitrate déatgselon le protocole classique et I'autre
selon le protocole défini par I'équipe de Rabillpledsucre choisi étant le galactose. Dans les
deux cas, la bande d'intérét a pu étre visualiséesensibilité des deux colorations est donc
bien identique. Chacune des bandes a alors ét&éexpuis incubée avec une solution de
trypsine. Les spectres MS obtenus une fois lesigegpextraits et les solutions peptidiques
dessalées et concentrées sur des colonnes Zigdmpprésentés Figure 55.
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Figure 55. Spectres MS obtenus aprés concentratiales digestats

Le protocole utilisant le galactose comme réduc{epectre B) n'a pas permis d’obtenir
un spectre MS contenant davantage de pics que ltaaton utilisant le formaldéhyde
(spectre A). Une interrogation restreinte a I'egpRattusa tout de méme été tentée a partir
des 50 plus grands pics présents dans les deuttespdee logiciel MASCOT a suggéré dans
les deux cas une correspondance avec une progisigrhlisation de la famille des protéines
Ras (M = 23,5 kDa). Nous avons tenté de confirrimdertité des 4 peptides ayant permis de
reconnaitre cette protéine. Les mémes problemes pgéeédemment ont cependant été
rencontrés : soit les spectres MS-MS contenaiemt plreu de pics, soit ils comportaient un
important bruit de fond. Ainsi, I'utilisation d’'uneploration argentique sans formaldéhyde n'a
pas permis d’augmenter significativement la quéarde matériel analysable par spectrométrie
de masse.

iii. Utilisation de nouvelles sondes

Etant donné qu’aucune des démarches effectuées laveondelTBs-P; n'a permis
d’obtenir une quantité de matériel suffisante pgue la protéine cible puisse étre identifiée,
deux nouvelles sondes ont été synthétisées. BamdreTBs et comportant le méme
groupement photoactivable dUBs-P;, ces nouvelles sondes ont été concues de sorte a
faciliter le décrochage de la protéine cible ddéledid’agarose-Streptavidine. La synthése de
la sondelTBs-P, a consisté a remplacer la molécule de Biotinegmtésdans la premiére
sonde par une molécule de Desthiobiotine, un métalute la Biotine présentant une affinité
moindre pour la Streptavidiffs(Kd ~ 10'* M / Kd ~ 10*> M). Quant & la sondd B s-Ps, elle
a été fonctionnalisée avec un bras espaceur poéuantlivé dans des conditions « douces »
suite a la capture de la protéine cible sur Idesil

Synthése d’'une sonde desthiobiotinylddBs-P,

La synthése de la sonde desthiobiotinylEé@s-P, (cf. Schéma 14) est trés similaire a celle
de la sondéTB s-P;. La Desthiobiotine a d’abord été activée paiNdoydroxysuccinimide en
présence ddl,N’-dicyclohexylcarbodiimide dans du DMF (Schéma 18) produit28 a ainsi
été obtenu avec un rendement quantitatif. Celukcensuite été couplé a de l'acide
6-aminocaproique en présence de triethylamine pbtenir le bras desthiobiotinyl# avec
un rendement de 35 %.
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La principale différence avec la Biotine a été $abce de précipitation du comp@gau
cours de la réaction de couplage. Une telle priatiph n'a été obtenue que lorsque le
composeé a été repris dans du dichlorométhane etsalion de chlorure d’ammonium
saturée dans le but d’éliminerNehydroxysuccinimide. Le faible rendement obtens lde la
deuxieme étape est essentiellement lié au passage @artie du produi9 en phase
aqueuse. Nous avons bien tenté d’obtenir davamtageoduit en extrayant cette phase avec
de l'acétate d’éthyle mais seul un mélange pradNihydroxysuccinimide a été récupéré. Le
produit ayant toutefois été obtenu en quantitéisarite pour pouvoir continuer la synthéese,
nous n’avons pas essayé d’optimiser davantagaitertient de cette réaction de couplage.

NHS (1,1 éq)

//’o 0 //’o
0 NH DCC (1,1 éq) 0 NH
M~ =0 > v Mol =0
HO V' TN 0 A\ N
H o H

DMF, t.a., 5 jours

Desthiobiotine >99 % 28
acide 6-aminocaproique (1,1 éq) 0 -
TEA (1,3 éq) J\/\/\/ H s
- o O
DMF, ta., 15 h o HN—(
35 % 29 Y

Schéma 13. Synthéese du bras desthiobiotinylé

Le produit29 a ensuite été couplé au comp@géorrespondant a I'inhibited B 5 couplé
a une trifluorométhylphényldiazirine (cf. partie23l) ii, p.71). Comme pour la sonde
biotinylée, la réaction de couplage a été réaltaes du DMSO en présence d’HATU et de
N,N-diisopropyléthylamine (Schéma 14). La sond®s-P, a ainsi été obtenue avec un
rendement de 79 % aprés chromatographie.

NO, NO,

29 (2 éq)
H HATU (2 ¢q) H
cl D/N DIEA (1 %v/v)  © N o
—_—

H F
o % Jj\/\/\/N /1,
F 5, NH DMSO.ta.18h  F N D g
79 % 0 HN—(
f,N 1N (e}
N N ITB,-P,
CFs CF,

Schéma 14. Synthése de la sonbEBs-P»

Synthése d’une sonde clivablerBs-P;

Comme nous avons pu le voir dans fé chapitre de ce manuscrit, de nombreux bras
clivables ont été développés soit pour éluer lesépres dans des conditions plus douces, soit
pour résoudre le probléme d’irréversibilité de téiraction Biotine-Streptavidine. Au départ,
nous pensions en tester deux, I'un contenant un gisnlfure et l'autre étant basé sur un
composé diazobenzénique. Pour le premier, noussasmmmandé un acide commercial déja
activé par duN-hydroxysuccinimide. Cet acide comportait a la fmme molécule de Biotine
et un pont disulfure (Schéma 15). La réaction deplamge entre ce composé et le com@sé
n'a toutefois pas fonctionné et compte-tenu du gequil nous restait, nous avons finalement
décidé de nous focaliser sur la synthese de la esdhBs-P; comportant un bras
diazobenzeéne.
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Schéma 15. Bras biotinylé commercial comportant upont disulfure

La synthese de la sondlEB s5-P3 (cf. Schéma 20) a été largement inspirée pamrdesuix
de Matthew Bogy®. Le bras clivable a été synthétisé en une sealgeétomportant trois
réactions successives (Schéma 16). L'amine arouoetie I'acide 4-aminobenzoique a
d’'abord été transformée en sel de diazonium eremdkide a I'aide de nitrite de sodium. Ce
sel de diazonium a ensuite été couplé au cycle arque de la tyramine (4-hydroxy-
phénétylamine) en milieu légérement basique. Urgeléolien diazo formé, la Biotine activée
par duN-hydroxysuccinimide (compos&) a été additionnée pour former le comp86éLe
composé obtenu précipite dées que le milieu estifeicidl a donc été récupéré par simple
filtration mais avec une pureté de seulement 88 @8Etant donné son insolubilité dans tous
les solvants organiques excepté le DMSO, la patific de ce composé s’annongait difficile.
Nous avons donc tenté dans un premier temps deupler au compos@7 sans autre
purification.

1. NaNO, (2,5 éq)
HCl 6 M, 4 °C, 20 min HO o
2. Tyramine, HCI (0,5 é @\/\
4 (0.5 ¢q) NJ\/\/'// S

NH2 N N
NaHCOj sat., de 4 °C a t.a., 16 h N
HO » HO
3.23 (0,5 éq)

NH
© ta.,3h © 30
95 %

<

o

Schéma 16. Synthése du compo36

La réaction de couplage a été realisée dans lebtmoms qui avaient déja permis d’obtenir
les sondedTBs-P; et ITBs-P, (Schéma 17). Ces conditions n'ont cependant pamipe
d’observer la formation de la sonde souhaitée. Naumns alors purifié un échantillon du
produit 30 par HPLC et engagé le composé pur obtenu dansnooeelle réaction de
couplage mais cela n’a pas donné davantage ddatdsules impuretés présentes dans le
précipité n’étaient donc pas la cause de cettenabsde réaction.

J@
Y©) @N “Biotine

Schéma 17. Premier essai de couplage entre le cors@d7 et le bras clivable

CF3

L’absence de réaction avait davantage de chanéé diée a la faible réactivité de I'acide
benzoique. Nous avons donc fait réagir le com@@sévec une amine moins encombrée, la
glycine tert-butyl ester, en présence d’'HATU et Ne\-diisopropyléthylamine (Schéma 18).
Cette fois la réaction a bien eu lieu. Le prodiita été obtenu avec une pureté supérieure a
95 % et un rendement faible (14 %) mais suffisantrgue I'on puisse continuer la synthése
de la sonde.
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HATU (0.8 éq)
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14 %

Schéma 18. Synthése du compo3# (R = Biotine)

IZ

Pour que ce nouveau bras clivable puisse étre €aayplcompose?, la fonction acide
devait étre déprotégée. Deux conditions ont ét&des un mélange dichlorométhane/TFA
50/50 (hydrolyse acide) et 6 équivalents d’hydreyae lithium (saponification) dans un
mélange THF/MeOH/BD 4/2/1. Les deux réactions ont fonctionné maisaponification a
produit moins de produits secondaires. C’est panirde compose32 a finalement été
synthétisé par saponification du comp84§Schéma 19). L'acid82 étant insoluble dans la
plupart des solvants organiques, il a facileme#ét écupéré par simple filtration aprées
acidification du meélange et ajout de dichlorométh@mendement quantitatif).

HO
P o ijg\ﬂ R LiOH (5.5 éq) R
AN . HOJ’\/
3 THF/MeOH/H,0 4/2/1,t.a. 6 h

>99 %

Iz
IZ

Schéma 19. Synthése du compo32 (R = Biotine)

La réaction de couplage avec le comp2s& alors été retentée (Schéma 20) et cette fois
nous avons effectivement pu observer la formatienadsonddTBs-P;. La sonde a été
obtenue avec un rendement de 37 %, soit un rendgrhenfaible que ceux que nous avions
obtenus pour les deux premieres sondes (55 % Ip&urP; et 79 % poulTB s-P,). Du fait
des faibles quantités de produit dont nous dispssioous n’avons utilisé ici qu'un seul
équivalent d’acide et d’HATU, ce qui peut peut-énepliquer ce résultat. La quantité de
sonde était toutefois suffisante pour que I'on gaiister son activité inhibitrice et savoir si la
quantité de protéine cible récupérée suite a I'e&pée de capture sur billes pouvait étre
supérieure a celle obtenue avec la sdiées-P;.

NO,

NO,
H 32 (0,9 éq)

cl N HATU (1 éq) -R

j@/ DIEA 2 % V/V) j@/

~
27 DMSO, t.a., 16 h

N 37% N

N N ITBs-P;

CF3 CF3

IZ

Schéma 20. Couplage peptidique ayant permis d'obterla sondelTBs-P; (R = Biotine)
Evaluation de I'activité biologique des nouvellesandes

La capacité des sond&€EB s-P; et ITBs-P; a inhiber le transport d'iodure a été évaluée
grace au test cellulaire déja utilisé pour tesgativité biologique de la premiére sonde. Une
ICs0 de 0,03 UM a ainsi été obtenue pour la sdii@s;-P,. La sonde desthiobiotinylée s’est
donc révélée étre aussi active que I'inhibiteB 5 (ICso = 0,04 uM) et 30 fois plus active
que la sonddTBs-P; (ICso = 0,9 uM). Nous pensons que cette différence iiaetest
principalement liée & la plus grande solubilitdalsonde desthiobiotinylée, amélioration que
nous avons observée tant dans certains solvanasiquges qu’en milieu aqueux. L'activité
qui a été obtenue pour la sord® s-P3 (IC5o = 1 uM) est, quant a elle, similaire a celle de la
sondelTB 5-P;.
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Expériences de photomarquage

Une fois l'activité des deux nouvelles sondes cilég, des expériences de photomarquage
ont été realisées afin de vérifier si ces sondemgitaient de marquer spécifiguement la
méme protéine que la sontkB s-P;. Pour cela, des échantillons de cellules ontréglies
4 min en absence de sonde, en présence de sondeoseen présence de sonde et de
compétiteud TB s. Pour comparaison, un échantillon de cellulesadénhs chaque cas irradié
en présence de la sondEBs-P;. Une fois les cellules lysées et les concentratien
protéines déterminées par dosage BCA, 40 pg deipest ont été prélevés pour chaque
condition de photomarquage testée. Ces protéineétérdéposées sur un gel SDS-PAGE a
12 % pour étre analysées en Western-blot (Figuye 56

Cellules irradiées 4 min Cellules irradiées 4 min
(40 ng de protéines) (40 ng de protéines)

ITB: 250uM) - 4 2 £ ITB: 250uM) - : 5 i«

ITB: P, (SuM) - . + + ITB:P; (SuM) - = - +

ITB: P, (SuM) - + 5 5 ITBsP; (SuM) - + . -
r—— — —

1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 56. Expériences de photomarquage réaliséeget les sondeblBs-Py, ITBs-P, et ITB5-P;

Les résultats obtenus avec la sonde desthiobiegnyB s-P, montrent que cette sonde
margue bien la méme protéine B s-P;. || semble méme que la sonde desthiobiotinylée
permette de photomarquer deux fois plus de protéingérét que la sonde biotinylée
(comparaison des pistes 2 et 3). Ce résultat dsérent avec I'augmentation d’activité
observée auparavant. Il conforte I'hypothése sklquelle le composd B s-P, a une activité
inhibitrice supérieure au compoBeB s-P; du fait de sa plus grande solubilité, cette sdibgbi
permettant & une plus grande quantité de compeadteiddre la protéine cible et donc de la
marquer. On peut constater que le marquage deokgipe parlTBs-P, est totalement
spécifiqgue puisque la bande d’intérét n'est visibieen absence de sonde (piste 1), ni en
présence du compétiteldB s (piste 4).

Le film photo obtenu pour la sondiEB 5-P; semble indiquer que cette sonde ne permet pas
de marquer la protéine cible (comparaison des pitet 7). Une inefficacité de marquage
n'est toutefois pas la seule explication possibl&aldsence de bande en présence de sonde
clivable. Il se peut en effet que I'étiquette Bnatiait été perdue au cours de I'expérience et
que par conséquent la protéine marquée ne puisse gite visualisée au moyen de
Streptavidine-HRP. Le clivage de la liaison diazutpavoir eu lieu soit au moment de
l'irradiation, soit lors de I'ébullition a 95 °Catls du Laemmli destinée a dénaturer les
protéines avant de les faire migrer sur gel. Lamigee hypothése est peu probable.
Différentes applications des composés de type Hexzene reposent en effet sur la capacité
de ces composés a passer d’'une conformation tréd0anm a une configuration cis a
380 nnf*#*%? |l est donc plus probable que le bras clivablesabi une isomérisation lors de
I'irradiation qu’une coupure. Une perte de I'étitpeeBiotine lors des traitements effectués en
vue d’'une analyse par Western-blot parait par eoassez vraisemblable puisque le tampon
Laemmli est un milieu fortement réducteur et qudideson diazo est décrite comme étant
clivable par un réducteur douxDans ce cas, une expérience de capture sur billes
Streptavidine (réalisée sans lavages au Laemnili)esde la coloration au nitrate d’argent
des protéines éluées devait permettre de visuddiggotéine marquée par la sonde s-Ps.
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Expériences de capture sur billes

La capacité de la sonde desthiobiotinylée a photgues la protéine cible tFB s ayant
été démontrée, nous pouvions comparer les quardeéprotéine cible obtenues apres
I'expérience de capture sur billes selon la sontilsée. Deux lots de cellules ont donc été
irradiés 4 min en présencel B s-P; ou d1TBs-P,. 1 mg de protéines issues de chacune de
ces conditions a ensuite été incubé avec des lilEgmrose-Streptavidine. Etant donné que
I'affinité de la sonddTB s-P, pour les billes Streptavidine est moindre, la q@arme billes
utilisée avec cette sonde a été multipliée parrie Bffinité moindre pouvant conduire a la
perte de la protéine d'intérét en cas de lavaggs drastiques, ces derniers ont aussi été
adaptés. Le nouveau protocole a consisté a simpleaugtexer les billes une dizaine de
secondes dans 800, 400 et 200 uL de PBS-SDS (OduBb) les incuber dans du tampon
Laemmli a 40 °C seulement. L’'analyse de prélévementWestern-blot a permis de montrer
que ces lavages ne conduisent pas au décrochalgepdetéine cible (non montré). Cette
protéine a enfin été éluée grace a une incubat@h & dans du tampon Laemmli contenant
3 mM de Biotine. Les éluats obtenus ont été dépssesn gel SDS-PAGE a 12 % pour étre
colorés au nitrate d’argent (Figure 57, pistes 2)eDes prélevements de 3 % (v/v) ont été
analysés parallelement en Western-blot pour vérifedficacité de la capture (Figure 57,
comparaison pistes L et S) et pour estimer la ptapode protéine photomarquée récupérée
dans I'éluat final (Figure 57, comparaison pistest E).

Une expérience de capture a également été readigée la sonddTBs-P; afin de
déterminer si l'absence de signal observée en \Webtet suite aux expériences de
photomarquage était liee a une perte de I'étiqugitténe ou a une absence de marquage de
la protéine cible. Deux échantillons d’l mg de fnwés issues de cellules irradiées en
présence dTBs-P; ou dITBs-P; ont ainsi été incubés avec des billes d’agarose-
Streptavidine. Dans le cas des échantillons phatpmés en présenceldB s-Py, les billes
ont été lavées en suivant le protocole de lavageplet. Dans le cas de la sonde clivable, les
billes ont été lavées en suivant le protocole défier Matthew Bogyo et son équfpe
L’élution finale a été réalisée pour la sondds-P; a 95 °C dans du tampon Laemmli
contenant 3 mM de Biotine (Figure 57, piste 3). Qua la sonddTBs-P3, nous avons
d’abord élué la protéine cible par deux incubatisnscessives de 15 min a température
ambiante dans une solution de,8#, & 50 mM? (Figure 57, piste 4) puis & 95 °C dans une
solution de Biotine & 3 mM dans le Laemmli (Figbi& piste 5) pour visualiser les protéines
non décrochées par le dithionite de sodium. Tosi€lgats finaux ont été déposés sur un gel
SDS-PAGE a 12 % pour étre colorés au nitrate diarge

ITB: P,
L " . ITB: P, ITB: P,
-
PPy ITB: P; ITB: P,

(Na,5,0, 50 mM) (Laemmli 95 °C)

3 4

th

Figure 57. Western-blot et gels SDS-PAGE colorés anitrate d’argent obtenus
suite a des expériences de capture sur billdsa sonde utilisée pour photomarquer la protéinetéét est
indiquée dans chaque cés: 3 % d'un lysat contenant 1 mg de protéines issleecellules irradiées en présence
d’'ITB s-P,, S: 3 % du surnageant récupéré apres l'incubatiolysht L avec 30 pL de billek, : éluat final.
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Les résultats obtenus en Western-blot avec la sdedthiobiotinyledTB s-P, montrent
que la multiplication des billes par 2 a été saffie pour que 90 % de la protéine
photomarquée par cette sonde soit captée par lles lcomparaison pistes L et S). lls
indiquent également que la sonde desthiobiotinglgeermis d’obtenir dans 3 % de I'éluat
final une quantité de protéine détectable par lepFvidine-HRP (piste E), ce qui n’était pas
le cas auparavant avec la sorld® s-P;. La quantité de protéine cible récupérée suite a
I'expérience de capture a donc été augmentée. <#tata été confirmé par la coloration au
nitrate d’argent des protéines contenues dans llegséfinaux obtenus avec les sondes
ITBs-P, et ITBs-P, (pistes 1 et 2). Le gel montre en effet que ladsodesthiobiotinylée
permet d’obtenir une quantité de protéine d'intéi@ix a trois fois plus importante (piste 2)
que la sonde biotinylée (piste 1) : un résultatoenggeant, méme si la quantité de protéine
cible obtenue apres élution reste faible comparda guantité de protéine initialement
photomarquée (comparaison des pistes L et E).

Le gel obtenu avec les sondé&® s-P; etITB s-P; montre qu’une élution dans du Laemmli
a 95 °C permet de décrocher la protéine cible tlesbayant été incubées avec un lysat
provenant de cellules irradiées en présence denldesclivable (piste 5). La sondlEB s-P;
permet donc bien de photomarquer la protéine d&btét de l'isoler a I'aide de billes
Streptavidine. Cela confirme I'hypothése selon #lgula protéine marquée n'a pas été
visualisée en Western-blot parce que I'étiquettetiBe a été perdue lors des traitements
effectués avant d’analyser les échantillons en ®vedtlot. La protéine d'intérét n'a
cependant pas été visualiseée dans I'échantilloenobtiprés incubation des billes avec du
dithionite de sodium (piste 4). Ce réducteur nelderdonc pas permettre, dans notre cas, de
cliver sélectivement la protéine photomarquée. alégurs, la quantité de protéine obtenue
apres élution est identique a celle obtenue aveoride desthiobiotinylée (comparaison pistes
2 et 5). La sondéTB s-P3 n'apporte donc aucun avantage particulier parodpg la sonde
ITB s-P,. De plus, aucune étape intermédiaire du protodeleapture sur billes ne peut étre
controlée en Western-blot lorsque cette sonde tdstée. Nous avons donc décidé de nous
focaliser sur la sonde desthiobiotinyld® s-P, et d’'abandonner la sontiEB 5-Ps.

iv. Exploitation de la sonde desthiobiotinylée
Multiplication par 4 des quantités de protéines

Comme nous venons de le voir, la sonde desthiolyiég nous a permis d’isoler deux a
trois fois plus de protéine cible, ce qui nous @&@a@s a une quantité de protéine proche de
30 ng. Néanmoins, I'analyse par spectrométrie desmde la protéine présente dans la bande
obtenue avec cette sonde (Figure 57, piste 2) asapprmis d’obtenir davantage de résultats
que précédemment, les seuls signaux significagtant ceux de la trypsine et des kératines.
La quantité de protéine cible n’était donc toujopes suffisante pour que cette protéine
puisse étre identifiée par spectrométrie de masse.

Il fallait donc trouver un moyen pour réaliser lpgxience de capture sur billes en partant
d’'une quantité de protéines totales au moins 3ghis importante. Multiplier la quantité de
protéine cible par 3 devait en effet permettre idaaliser cette protéine sur un gel coloré par
une variante du bleu de Cooma$igue nous avions testée et qui avait permis decigéte
jusqu’a 50 ng de BSA. Multiplier les quantités detpines implique d’augmenter le volume
de toutes les solutions utilisées au cours de €agpce, y compris la solution d’élution. Or,
le volume d’échantillon pouvant étre déposé surgeh SDS-PAGE était limité par la
configuration de notre systéme d’électrophoreseusNavons alors essayé de déposer
I’échantillon en plusieurs fois en enclenchant deirant électrique quelques minutes aprés
chaque dépot pour faire entrer I'échantillon dangdl de concentration. Pour laisser le temps
aux dépots successifs de ne former qu’'un seul &tbanla taille du gel de concentration a
été doublée.
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Un premier test a été réalisé avec 4 mg de pratéaseies de cellules irradiées en présence
de la sonddTBs-P,. Ces protéines ont été incubées avec 120 uL des biagarose-
Streptavidine. Les billes ont ensuite été vortexglasieurs fois dans du PBS-SDS (0,1 %)
puis elles ont été incubées dans du Laemmli a 4QE€ protéines encore en interaction avec
les billes ont enfin été décrochées par une incua 95 °C dans du Laemmli contenant
3 mM de Biotine (200 pL). L'ensemble de I'échawtil] billes comprises, a été déposé en 5
fois sur un gel SDS-PAGE a 12 %. Une gamme desimgpallant de 20 a 80 ng a aussi été
déposée pour estimer la quantité de protéine ishBenigration terminée, le gel a été coloré
au nitrate d’argent (Figure 58).

i o & S
é» 2?‘ @b &
&
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Figure 58. Gel SDS-PAGE, coloré au nitrate d’'argentobtenu apres incubation de 4 mg de protéines isssi
de cellules irradiées en présencel@Bs-P, avec 120 uL de billes d’agarose-Streptavidinga fleche indique
la position de la protéine photomarquée)

D’aprés le gel obtenu, déposer I'échantillon ensiglurs fois ne I'empéchait pas de se
comporter comme un seul échantillon. La procéderel@pot décrite ci-dessus pouvait donc
étre utilisée pour déposer jusqu’a 200 pL de swaag+ 120 pL de billes sur nos mini-gels.
Sur le gel de la Figure 58, une bande intenseigeciant pu étre visualisée juste au-dessus de
la gamme de trypsine, la ou la protéine cible des@itrouver. Etant donné que les intensités
de coloration des bandes correspondant a 60 eg&®Errypsine sont tres similaires, il est
difficile d’évaluer précisément la quantité de gioe cible ayant été isolée. Cette quantité a
toutefois été estimée comme étant proche de 80engui représentait une multiplication par
8 par rapport aux 10 ng que nous avions obtenudergremier essai d’identification. Partir
de 4 mg de protéines issues de cellules irradidgsrésence de sond&B s-P, permettait
donc bien d’obtenir des quantités de protéinesctltées suite a une coloration au bleu de
Coomassie.

Au cas ou les quantités obtenues seraient suffisgrdur qu’une identification puisse étre
réalisée malgré la coloration au nitrate d’argentyande correspondant a la protéine cible a
été excisée et soumise a une digestion trypsigee peptides obtenus ont été extraits du gel
puis analysés par spectrométrie de masse. 7 pestdiont la masse pouvait correspondre a la
position de la bande sur le gel ont été suggéréeMpscot lors des différentes interrogations
tentées : un régulateur de protéine G (RGS19, M47 XDa), la chaine alpha 3 de la
tropomyosine (TPM3, M = 29,0 kDa), une protéine teaant un domaine 1Q (IQCF3,
M = 25,0 kDa), une sous-unité du protéasome (PIA7 28,3 kDa), une protéine de
signalisation (RAB3A, M = 25,0 kDa) et deux enzynf€®H3, M = 29,4 kDa et DHRSA4,

M = 29,8 kDa). Ces protéines étaient cependanesoassociées a un score non significatif et
aucune d’entre elles n’a pu étre confirmée parestpgriences de MS-MS.
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Obtention d’un gel coloré au bleu de Coomassie

L’expérience précédente a montré qu’extraire lagime cible depuis un lysat contenant
4 mg de protéines issues de cellules irradiéesrésepce de la sond@Bs-P, permet
d’obtenir environ 80 ng de protéine cible. Coloaésnitrate d’argent, ces 80 ng de protéine
n'ont pas permis d’obtenir une identification fiablCette quantité était toutefois suffisante
pour réitérer I'expérience de capture précédentécetter de colorer I'échantillon aprés
migration au bleu de CoomasSieCette fois I'expérience a été réalisée avec atdys
cellulaires différents, le premier provenant delutet irradiées en absence de sonde, le
deuxieme de cellules irradiées en présence de smude et le troisieme de cellules irradiées
en présence de sonde et de compétiteur. Une phajel btenu est présentée Figure 59.

Cellules irradiées 4 min
(4 mg de protéines, 120 uL de billes Streptavidine)

ITB: (250 uM) _ & 4
ITB: P; (5 uM) _ _ +

Figure 59. Gel coloré au bleu de Coomassie obtenuite a des expériences de capture réalisées sur § ae
protéines.La fleche indique la position de la protéine phatoguée et les rectangles A, B et C la position des
bandes qui ont été excisées par la suite.

Bien que le contraste obtenu entre les bandesfehtedu gel ne soit pas trés important,
une bande située dans la région de la protéine ailplu étre distinguée dans la piste 2. Cette
bande correspond a la protéine photomarquée gpéeifient par la sondérB s-P;
puisqu’elle est totalement absente du controle sansle (piste 1) et que son intensité est
fortement réduite en présence d’'un exces de cotapéfjpiste 3). Cela n’est pas montré ici,
mais une gamme de trypsine allant de 80 a 120 qgatéine a également été déposée sur ce
gel. Elle nous a permis d’estimer la quantité deéne cible isolée a 100 ng, soit 10 fois plus
que lors de notre premier essai de purification.

3.5.d) Identification de la protéine cible

Afin d’identifier la protéine cible, 3 bandes oné @xcisées dans le gel de la Figure 59 : la
bande B correspondant a la protéine d’intérétebéndes A et C situées au méme niveau que
la bande B mais dans les expériences contrdles sanse et avec compétiteur,
respectivement. Dans les 3 cas, les fragmentsldxgeés ont été lavés jusqu’a décoloration
compléte, lyophilisés puis réhydratés avec unetisolale trypsine a 12 ng/uL. Aprés une nuit
d’incubation a 37 °C, les peptides obtenus ontegtéaits des fragments de gel, lyophilisés
puis dessalés et concentrés au moyen de colonnedip&. Le spectre de masse
correspondant aux peptides issus de la bandeiBdgtié Figure 60.A.

Pour la premiere fois, les pics correspondanesa eptides de kératines ont été a peine
visibles et de nombreux pics intenses appartendiziares protéines ont pu étre observés. La
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coloration au bleu de Coomassie a permis d’extdurgel des peptides qui n’avaient encore
jamais été observés, pas méme lorsque nous awntisd’identifier la protéine cible a partir
d’un lysat contenant 4 mg de protéines et que tegimes €luées avaient été colorées au
nitrate d’argent (cf. Figure 58). On peut donc gy que la protéine a laquelle ces
nouveaux peptides appartiennent n’avait pas pu iédeatifiee jusque la du fait de la
coloration au nitrate d’argent. Comme nous l'avémsqué précédemment, cette coloration
est connue pour perturber la digestion trypsiquerdre plus difficile I'extraction de certains
peptides. Cette explication parait donc plus qudaile.

Lorsque le spectre A (Figure 60.A) a été utilisaurpnterroger la base de données
Swissprot, en restreignant les recherches a I'esp&ttus nous avons eu la surprise
d’identifier 3 protéines avec un score significatileux isoformes d'une ADP/ATP
translocase (ADT1 et ADT2) et la Mitochondrial Pploate Carrier Protein (MPCP) (Figure
60.B). Prises individuellement, ces protéines sasHociées a un score de 66 mais si on
considére que I'échantillon correspond au mélargeelx de ces protéines, on obtient un
score de 133, donc hautement significatif. Certdiess peptides grace auxquels ces protéines
ont été identifiées sont indiqués sur le spectreddSa Figure 60. lls sont au nombre de 9
pour ADT1, 9 pour ADT2 et 8 pour MPCP. Comme ontpgelconstater, la majorité des pics
correspondant dépasse largement le bruit de fogdaviait donc cette fois de grandes chances
pour que des expériences de MS-MS permettent deroen I'identité de ces peptides.
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Accession Mass Score Description

1. Mixture 1 133 MPCP_RRT + ADT1 RAT

2. Mixture 2 133 MPCP_RRT + ADTZ RAT

3. MPCP RAT 394158 86 Phosphate carrier protein, mitochondrial 0S=Rattus norwvegicus GN=31lc25a3 FE=1 5V=1
4, ADT1 BAT 32988 86 ADP/ATP trenslocase 1 05=Rattus norvegicus GN=51c25ad4 PE=1 5V=3
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Figure 60. Identification des protéines présentesass la bande d’intérét.
A) Spectre MS obtenu a partir de la bande d'intététhe verte = peptide appartenant &8 ADTIAQT 2, fléche
violette = peptide appartenant 8 MPCP), B) Résdkidtinterrogation MASCOT réalisée avec le speétre
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La liste des masses correspondant aux peptided agamis d’identifier les protéines
ADT1, ADT2 et MPCP sont indiquées dans le Table@u Ghacun de ces peptides a été
sélectionné pour étre engagé dans des expérieadesginentation et le score avec lequel les
protéines ADT1, ADT2 et MPCP ont été retrouvéesesaices expériences est indiqué dans
chaque cas. Sur les 19 peptides listés ci-des&bumit permis de confirmer la présence dans
I’échantillon des 3 protéines avec des scores careptre 23 et 79, donc significatifs.

En analysant les spectres MS obtenus a partirgesiences contréles sans sonde (Figure
59, bande A) et avec compétiteur (Figure 59, ba@jlenous avons constaté que ces 15
peptides sont totalement absents de I'expérienngr@e sans sonde et qu'ils sont présents,
mais avec des intensités plus faibles, dans I'éepée contrble «de compétition ». Pour que
les protéines identifiées puissent correspondrepaiotéines marquées par la sot@B s-P»,
elles devaient étre totalement absentes de I'esapégi « sans sonde » et étre présentes, mais
en plus faible quantité, dans I'expérience «de dtitipn ». D'aprés les données obtenues,
les protéines ADT1, ADT2 et MPCP remplissent toutes deux conditions.

ADT1 ADT2 MPCP
Peptide | Score Cou(\jlgrture Peptide | Score Cou(\jlgrture Peptide | Score Cou(\jlgrture
(Ba) | MS-MS séquence (Ba) | MS-MS séquence (Da) | MS-MS séquence
856,50 / 856,50 / 987,52 /
902,48 26 902,48 26 1036,51 41
1004,54| 45 1121,56 56 1196,50 38
1136,66| 37 1132,64 38 1361,70 47
1169,56| 67 25% 1136,66 37 25 % 1492,70 45 16 %
1219,62| 35 1219,62 42 1587,84 40
1446,73| 65 1446,73 65 1715,93 23
1739,92| 79 1739,92 79 1941,93 4
2284,15 / 2284,15 /

Tableau 10. Peptides ayant permis d'identifier leprotéines ADT1, ADT2 et MPCP
Les peptides ayant été confirmés par MS-MS sondjirés en gras. Les pourcentages de couvertureqdersée
ne tiennent compte que de ces peptides. L'absenseate indique qu’aucune protéine n'a pu étretifién a
I'aide des données de fragmentation.

Suite a ces résultats, I'expérience compléete aégilisée une deuxiéme fois. Les protéines
ADT1, ADT2 et MPCP ont a nouveau été identifiéas lde cette deuxieme expérience et les
peptides qui ont été reconnus sont les mémes quelisees dans le Tableau 10. Encore une
fois, les peptides confirmés par MS-MS se sontes/étre absents de I'expérience contrble
« sans sonde ». Il y a donc une trés forte proib@lmbur que les protéines ADT1, ADT2 et
MPCP soient toutes les trois photomarquées pasdededTB s-P;, ITBs-P, et ITB5-P; et
gu’elles correspondent donc a des cibles de I'ikdniio I TB s.

3.5.e) Discussion

Les travaux décrits dans ce chapitre ont conduitiemtifier 3 protéines ciblées par
I'inhibiteur ITBs : deux isoformes d’'une ADP/ATP translocase (ADTLA®T2) et un
transporteur de phosphate (MPCP). Ces protéineartigament toutes les trois a la méme
famille de transporteurs mitochondriaux, la « Mitondrial Carrier Family » ou MCE
Cette famille est constituée d’'une vingtaine detgnes responsables du transport ou de
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'échange de métabolites a travers la membranenmtéles mitochondries. La fonction
premiere de la mitochondrie est de convertir I'§reerespiratoire en énergie chimique. Or,
cette conversion ne peut avoir lieu que si un ceriambre de métabolites sont transportés
et/ou échangés au travers des deux membranes degeeite intracellulaire. Les protéines
ADT1 et ADT2 ont pour fonction de catalyser I'écgand’ADP et d’ATP a travers la
membrane interne des mitochondries et la protéiR€M de co-transporter des groupements
phosphates et des protons du cytosol vers la reatriochondriale.

Les protéines membres de la MCF sont majoritairenfmésentes sous la forme
d’homodimeres, chaque sous-unité présentant unesemd®nviron 30 kDa. Les poids
moléculaires des protéines que nous avons idergiiént de 32,9 kDa pour ADT1 et ADT2
et de 39,4 kDa pour MPCP. Les séquences en aawiegs correspondantes sont présentées
Figure 61. Ces masses sont légerement supérieufestianation que nous avions faite
d’apres la localisation de la bande sur le gelrée@5 et 30 kDa). Déterminer le poids
moléculaire d’'une protéine en comparant sa mignafiocelle de protéines standards reste
cependant peu précis. Lorsque la protéine ideatidigt une protéine membranaire, comme
c'est le cas ici, les differences de migration alex protéines standards (généralement
solubles) peuvent en effet étre importantes. Ds,pla certain nombre de modifications post-
traductionnelles peuvent modifier la migration gestéines. Les modifications que subissent
les protéines ADT1, ADT2 et MPCP ne sont pas entouées connues, mais on sait par
exemple que les acides aminés 1 a 44 de la MPCFi@efre 61) sont clivés dés lors que la
protéine est correctement localisée sur la membrdeme des mitochondri®s Cela produit
une protéine fonctionnelle dont la masse d’envBb6rkDa se rapproche de la masse que nous
avions estimée par gel SDS-PAGE. Les expériencesadse n’ont conduit a l'identification
d’aucun peptide situé entre les acides aminés4lde4a MPCP. Il est donc probable que nos
sondes n'aient marqué que la forme fonctionnelleed protéine.

ADT1

1 MGDOALSFLE DFLAGGIARR VSETAVAPIE BVELLLOVOH ASEOTSAEE(]

91 YEGIIDCVWVE
101 GFDRHEQFT
151 QREFNGLGDC
201 MLPDPENVHI
251 YTGTVDCUWRE

ADT2

1 MTDAAVIFAK
51 YEGIIDCVWVE
101 GFDERTIFT
151 EREFEGLGDC
201 MLPDPENTHI
251 YTGTLDCUWRE

MCPC

1 MF33VAHLAR
51 CEFGIMEYTL
101 FSITLEEDGY
151 TYLWETSLYL
201 MYFEEGLHAF
251 CTEAEQLWWT
301 GFRGVUEGLF
351 ELGLTE

IPFEOGFLSF
RYFAGNLAZG
LTETFESDGL
TWSTMIAQEY
IAFDEGREAF

DFLAGGVALL
IPEEORLEF
RYFAGNLAZG
LVETYESDGI
FISWMIAQSY
IAPDEGGEAF

ANPFNAPHLI]
LCGFGGVLAC
RGLAKGTAPT
ALIAIARFFL
YEGVAPVIHME
FVaGYIAGYE
ARTTMIGTLT

WRCGHLANYIER
GLAGATSLCF
EGLYQGFSVS
TAVAGLYVEYP
FEGAWSHYLE

ISETAVAPIE
WRCGHLANVIER
GLAGATSLCF
EGLYQGFNVS
TAVAGLTAYP
FEGAWSHYLE

LVHDVIGPRS
GLTHTAVVPL
LIGY3MAGLC
DIALAPMELD
QIPYTHMEFL
CATWIHPADS
ALOWFIYDEV

YFPTOALHE R
V¥PLDFARTE.
VOGIIIYRAL
FDTVEFREMMM
GMGFRAFVLYL

EVELLLOVOH
YFPTOALHE R
V¥PLDFARTE.
VOGIIIYEAR
FDTVEFREMMM
GMGFRAFVLYL

PPGPPRESFH
DLVECFMOVD
FFGEYEVFEL
EVEIOTOPGY
CFERTVEALYT
WWIVLNEEER
EVYFFLFRPF

FEDEYEQIFL
LaaDWVGEEGESS
TFGVYDTAKG
Q3GREGADTH
YDETEEYTV

RSEQITADEQD
FEDEYEQIFL
LaaDWVEEAGL
YFGIYDTRE:
Q3GREGTDIN
YDETEEYT

L¥SNILGEEN
AHTLRELVPE
EFWPEFRAE
STASOVLORL
FPEMPESLEE

Figure 61. Séquence des protéines identifiées.

Séquences en rouge : séquence des peptides ayarg gidentifier ADT1, ADT2 et MPCP. Marque verte
site de coupure conduisant a la production d’'unégore MPCP fonctionnelle.

108



Nous n’avons trouvé dans la littérature aucune dergonfirmant ou excluant la présence
des protéines ADT1, ADT2 et MPCP dans la thyroldss résultats que nous avons obtenus
par spectrométrie de masse semblent donc étreréesigrs permettant d’affirmer que ces
protéines sont exprimées dans des cellules FRTNes expériences de photomarquage
d’affinité ont démontré I'existence d’'une interactiphysique entre le compoBEB 5 et les
protéines ADT1, ADT2 et MPCP. Différentes expéres@ourront étre effectuées pour le
confirmer : FRET, expériences de compétition avec ligand radiomarqué, résonance
plasmonique de surface, titration calorimétriquahisrme. Il sera par ailleurs intéressant, si
les protéines identifiees peuvent étre isoléestilider certaines de ces techniques pour
accéder aux constantes d’affinité du comdd®s; pour ces protéines.

Les résultats que nous avons obtenus grace a pasiences semblent suggérer un lien
entre les protéines ADT1, ADT2 et MPCP et le tramsg’iodures puisque le compoBEB 5
ayant conduit a l'isolement de ces protéines pemtishiber le transport des ions iodures
dans les cellules thyroidiennes. L’identificatiagsctibles dTB s ayant eu lieu deux semaines
avant la fin de ma thése, nous n'‘avons pas eunpgede faire beaucoup de recherches
bibliographiques concernant I'existence d’'un évehtien entre les protéines de la famille
MCF et le transport d’iodures dans la thyroide. ¢¢mtain nombre d’éléments permettent
toutefois de penser que ce lien pourrait effectimenexister.

Le premier €lément qui a attiré notre attentionastpacité de la TSH a réguler, dans des
cellules FRTL-5, I'expression d'une protéine memlae la MCF présentant de fortes
homologies de séquence avec I'ADP/ATP translocade gansporteur de phosph@tele
deuxiéme élément concerne I’'hnormone thyroidienneDiférentes études ont montré que les
ADP/ATP translocases servent de récepteurs mitabfaarx & cette hormon®® et que la T3
module le transport des ions phosphates au seimieshondrie¥. Or, on sait que cette
hormone agit aussi de maniere rétroactive sur ésilles thyroidiennes pour réguler sa
production. La T3 pourrait donc également modulerfénctionnement des ADP/ATP
translocases et le transport de phosphate danseleses thyroidiennes, cette modulation
pouvant peut-étre conduire a une diminution dusjpant d’iodure conduisant elle-méme a
une diminution de production des hormones thyroitgs. Un troisieme élément intéressant
est I'acide rétinoique. Ce composé est décrit danétérature comme conduisant a une
diminution a la fois d’expression et d’activité dymporteur sodium/iode dans les cellules
non transformées telles que les cellules FRTL{Bar ailleurs, I'équipe de Mampel a montré
que l'acide rétinoique est capable de se fixerusier ADP/ATP translocase et d'inhiber sa
fonctior?™. On peut donc penser que la diminution d’expressiod’activité du NIS observée
en présence d’acide rétinoique est liee a l'iniubide cette ADP/ATP translocadee lien
gue ces deux résultats permettent de faire entsgrigorteur sodium/iode et les ADP/ATP
translocases suggéere en tout cas, tout comme solat8, que les ADP/ATP translocases
sont impliquées d’'une fagcon ou d’une autre damédalation du transport d’iodures.

Les résultats de nos recherches ainsi qu’'une raftidée bibliographique ont suggéré
I'existence d’'un lien entre les ADP/ATP translogsen transporteur de phosphate et le
transport d’iodure. Cela devra toutefois étre acoméi par différentes expériences de
validation fonctionnelle. Des inhibiteurs spéciguou des SiRNAs pourront par exemple
étre utilisés pour vérifier si I'invalidation desopéines ADT1, ADT2 et/ou MPCP conduit &
une diminution du transport d’iodure et inversemehticune des trois protéines pourra étre
surexprimée pour voir si cette surexpression estld® a une augmentation du transport
d’iodures.

En parallele des expériences évoquees ci-dessust séaliseées des études fonctionnelles
visant a déterminer comment le compd$8s module la fonction des protéines ADT1,
ADT2 et MPCP et quel effet cette modulation peubiawur le fonctionnement de
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mitochondries isolées ou de cellules entiéres.e@pgriences permettront de comprendre par
guel(s) mécanisme(s) l'interactionlTB s avec les protéines ADT1, ADT2 et MPCP conduit
a une modulation du transport d’'iodure. Une pisti&ressante a explorer pourrait étre la
bifonctionnalité des ADTs qui sont capables soipdendre en charge les échanges d’ADP et
d’ATP au travers des membranes mitochondriales @@mnous I'avons indiqué
précédemment, soit de former dans ces membrangsodes induisant I'entrée en apoptose
des cellule¥. Un certain nombre de composés interagissant lage&DTs sont connus pour
leur capacité a promouvoir l'activité pro-apoptagqde ces protéines. On peut donc faire
I'hypothese que l'interaction B s avec ADT1 et ADT2 ait le méme effet et que le $gzort
d’iodure soit affecté par cette activité pro-apoippee. Afin d’étudier cette hypothese, une
collaboration avec I'équipe du Dr. Catherine Bren(faculté de pharmacie de Chatenay
Malabry) est en train d’étre mise en place.

3.6. Conclusion du chapitre 3

Lors de ma thése, un test non radioactif permetdantonnaitre rapidement la quantité
d’iodures captée par des cellules de thyroide tlerrabsence ou en présence de composés
chimiques a été mis au point. Ce test a permisétierminer I'lG d’inhibiteurs du transport
d’iodure avec une bonne reproductibilité.

Grace a ce test, I'activité inhibitrice de 184 agales de l'inhibiteutTB 5 synthétisés par
Lucie Pillette, étudiante en master 2, a pu étterdénée. De ces résultats, nous avons pu
déduire que les groupements N&d NH ainsi que les atomes de chlore et de fluésgnts sur
la moléculelTB 5 sont importants pour I'activité de ce composé antraire du groupement
hydroxyle qui peut étre alkylé sans que l'activitén soit affectée (1§ de 0,02 uM au lieu
de 0,04 pM). C’est doncvia cette fonction qu'ont été greffés sulBs une
trifluorométhylphényldiazirine devant permettre derquer la protéine cible IIBs de
maniéere covalente et une molécule de Biotine depamhettre d’extraire la protéine marquée
des lysats cellulaires.

La sonde synthétisée, appel&® s-P;, s’est révélée suffisamment active (G 0,9 uM)
pour que des expériences de photomarquage puitsertalisées. Ces derniéres ont permis
d’observer le marquage spécifique d’'une protéinesdies cellules vivantes. Cette protéine
n'est en effet marquée que si la sofitl® s-P; est présente et sous irradiation lumineuse et le
marquage augmente avec la concentration de sonbe detrée d’irradiation. La protéine
marquée a été extraite des lysats cellulaires giades billes d’agarose fonctionnalisées par
de la Streptavidine. L’'optimisation du protocoleldeages a permis d’obtenir, apres élution,
un gel coloré au nitrate d’argent sur lequel latgire cible a clairement pu étre visualisée.
L'utilisation d’'un marqueur de poids moléculairedaine gamme de trypsine ont permis de
situer la masse de la protéine entre 25 et 30 kldastimer la quantité de cible isolée a partir
de 500 pg de lysat protéique a ~10 ng.

Cette quantité s’est réveélée insuffisante pour lgu@rotéine puisse étre identifiée par
spectrométrie de masse. Différentes expériencemontré que la faible quantité de protéine
cible récupérée apres lI'expérience de capture Blas kétait liée a des difficultés pour
décrocher la protéine cible des billes. Plusieansd@ions d’élution ont été testées avec la
sondelTB s-P; mais aucune n’a permis de décrocher davantagéle Deux autres sondes
ont donc été synthétisées dans le but de faciiékertion de cette protéine. Dans la premiére
(ITBs-Py), la Biotine a été substituée par de la Desthioteoafin de réduire I'affinité de la
sonde pour la Streptavidine. Quant a la deuxidi® £Ps3), elle a été fonctionnalisée par un
bras biotinylé clivable dans des conditions « dsuge
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La sonde ITBs-P, s'est révélee 30 fois plus active que notre premigonde
(ICso = 0,03 uM) tandis que la sondlEB 5-P3; présente une activité similaire = 1 uM).
Toutes deux ont permis d’isoler une quantité degme cible supérieure a 10 ng mais aucun
des éluats obtenus au fur et a mesure de I'expériede capture n'a pu étre contrblé par
Western-blot avec la sondiEB s-Ps. L’étiquette Biotine de cette sonde est en efégtipe des
lors que I'on dénature les protéines avant de égmrer sur gel d’électrophorése. La sonde
clivable ITBs-P3 a donc été abandonnée. La capture sur billes geotéine photomarquée
par la sonddTB s-P, a partir de 4 mg de protéines totales a permsokr entre 80 et 100 ng
de protéine d’intérét et d’envisager pour la premi@is de colorer les protéines €luées au
bleu de Coomassie.

L’expérience a donc été réitérée en colorant deisele gel SDS-PAGE avec une variante
du bleu de Coomassie permettant de détecter jussf’ag de protéines. L'analyse par
spectrométrie de masse de la bande correspondamratéine d’'intérét a permis d’identifier
de facon certaine trois protéines appartenant soatda méme famille de transporteurs
mitochondriaux : deux isoformes d'une ADP/ATP tlanase (ADT1 et ADT2) et un
transporteur de phosphate (MPCP). L'absence desdpspayant permis d’identifier ces 3
protéines dans I'expérience de capture réalisés samde et la présence de ces peptides en
plus faibles quantités dans I'expérience réalise@résence de compétiteldiBs a permis
d’'affirmer que les protéines ADT1, ADT2 et MPCP sdoutes les trois marquées
spécifiguement par la sondiEB s-P,. Par conséquent, elles sont toutes les troiseshpéar le
composdTB s.

Nos travaux ont permis de démontrer que le comp®dBg se lie physiguement aux
protéines ADT1, ADT2 et MPCP. Différentes expéresipourront étre menées suite a cette
these pour confirmer ce résultat (FRET, expériendescompétition avec un ligand
radiomarqué, résonance plasmonique de surfacatiditr calorimétrique isotherme). Nous
n'avons trouvé aucun lien direct entre les troistgines que nous avons identifiées et le
transport d’iodure dans la littérature. Nos rédsltsuggerent toutefois que ce lien existe
puisque le compodd@B s est capable d’inhiber le transport des ions icglubéautre part, une
rapide étude bibliographique a mis en évidenceautain nombre d’éléments laissant penser
gu'il existe effectivement un lien entre la fonctimitochondriale et la fonction thyroidienne.
Des expériences de validation fonctionnelle (wtlen d’inhibiteurs spécifiques ou de
SiRNAs, surexpression des protéings.seront menées pour tenter de corréler plus
directement les protéines que nous avons idergifietransport d'iodure. Parallelement des
études fonctionnelles seront réalisées afin de cemdpe par quel processus linteraction
d’'ITBs avec les protéines ADT1, ADT2 et MPCP peut coredwir une modulation du
transport d’iodure. Une collaboration avec I'équighe Dr. Catherine Brenner (faculté de
pharmacie de Chatenay-Malabry) est envisagée pswexdpériences portant sur les ADP/ATP
translocases.
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Chapitre 4 : Travaux initiés sur le composdTB,

Comme décrit chapitre 2, un criblage a haut déédlisé au laboratoire a permis
d’identifier 10 molécules capables d’inhiber lensport d'iodure. Sur ces 10 molécules, nous
avons sélectionné 2 composés pour réaliser desndws de cible : le compoBEB s qui a
éte traité dans le chapitre 3 et le compdBEB, (Figure 18, p.46). Le compodédB
(ICso = 0,3 uM) était intéressant car un certain nomtfexpériences (flux isotopique,
électrophysiologie) suggéraient que ce composésagitine cible différente de celld B s.

Comme précédemment, notre objectif était d’obténipartir de l'inhibiteurlTB, une
sonde a la fois capable de se lier de maniére eoteh la protéine cible de ce composé et
permettant d’isoler cette protéine pour lidentifigar des techniques de spectrométrie de
masse. Le compodéB ; a été traité en parallele du compd$B s et un grand nombre de
conditions expérimentales présentées ici ont éésies en se basant sur les résultats obtenus
avec le composéTB s et ses dérivés. Il est important de noterlT8> est un composé
comportant un carbone asymétrique. Toutes les 8gathet évaluations biologiques décrites
dans ce chapitre ont été realisées avec le mélaugenique. Nous gardons toutefois en
mémoire que seul un des énantioméres est actift(tpar Elodie Verhaeghe

4.1. Synthése d’'une sonde biotinylée photoactivabét évaluation de son activité

I. Conception de la sonde

La premiere étape pour obtenir une sonde biotinglé&oactivable capable d’inhiber le
transport d’'iodure est de déterminer quelles famstidu composé d'intérét peuvent étre
modifiées chimiquement sans que ce composé ne perdetivité. Par manque de temps,
nous n'avons pas fait une étude structure-actodtaillée pour le compod&B ,. Nous nous
sommes intéressés a lI'amine secondaire présentie sycle non aromatique du composé
ITB , parce que cette fonction pouvait étre fonctiorsgai par couplage peptidique. Afin de
déterminer I'importance de cette fonction pour tidté de linhibiteur ITB,, un analogue
acylé (compos8&3) a été préparé.

La synthése de cet analogue a été réalisée endalapgs (Schéma 21). La premiere a
consisté en une réaction de Pictet-Spengler emtia tryptamine et du 3-nitrobenzaldéhyde
en présence d'acide trifluoroacétique (TEAQprés 15 h de réaction & 40 °C et une simple
filtration, I'inhibiteur a d’abord été récupéré sola forme d’'un sel de TFA. L’amine libre a
été obtenue aprées plusieurs lavages basiques aveadement de 91 %. Dans une deuxiéme
étape, 'amine secondaire cyclique a été acylémayen d’anhydride acétique, en présence
de triéthylamine, selon les conditions décritesligauipe de Dae Yoon ChiLe compos®&3
a ainsi été obtenu aprés purification sur colorvez ain rendement de 81 %.

NH;  3-nitrobenzaldéhyde (0,8 éq) NH
\ TFA (1 &q) O \
y S

CH,Cly, 40 °C, 15 h H O NO,
91 % ITB,

anhydride acétique (0,8 éq)
TEA (1,8 €éq)

CH2C12, t.a., 3h
81 %

Schéma 21. Synthese d'un analogue acyldTB,
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L’activité du compos&3 a été déterminée grace au test cellulaire noroaatif mis au
point au début du chapitre 3 (cf. Chapitre 3, paftia)). L'IGo du composdTB, s’est
révélée étre de 2 puM. L’analogue acylé présentec dome activité légerement moins
importante que le compo$€B , (ICso = 0,3 uM) mais conserve une activité suffisantarpo
des expériences de photomarquage. En se basage s@sultat, nous avons envisagé la
synthese de la sondlEB ,-P; présentée Figure 62.

Biotine

~ -

Groupement photoactivable
Figure 62. SonddTB,-P; a synthétiser

Comme pourlTBs, le but était d’introduire sufTB, une amine primaire permettant
d’associer ce composé a une trifluorométhylphéayidnevia une amination réductrice puis
a un bras biotinyl&ia un couplage peptidique. Puisque I'amine secondaicéque dITB ;
pouvait étre modifiée sans que l'activité n'en daifp affectée, il a été décidé que I'amine
primaire serait introduite grace a cette fonctioa.groupement photoactivable et la molécule
de Biotine ont été positionnés sur la sotB ,-P; en suivant le méme raisonnement que
pour la conception #TBs-P;. Le groupement photoactivable devait étre proclke d
I'inhibiteur pour que la protéine reconnue PaB , puisse étre photomarquée efficacement et
la Biotine devait étre éloignée a la fois pour fjg’'ene géne pas la reconnaissance entre
I'inhibiteur et sa cible et pour faciliter I'inteciion entre la Biotine et la Streptavidine lors de
I'étape de capture sur billes de la protéine magqué

ii. Synthése de la sonde et évaluation de sonitcbiologique

La sondelTB,-P; décrite ci-dessus a été synthétisée en 4 étapes sa schéma
réactionnel tres similaire a celui de la son@Bs-P;,. La premiére a consisté a coupler le
composdTB , a de laN-Boc{3-alanine en présence d’'un agent de couplage. Dapsamier
temps, deux agents de couplage différents onttdigés : le DCC et 'EDC,HCI. Les deux
agents ont donné des résultats similaires. Le D@Gaement été sélectionné pour son prix
moins élevé. Le compo$4 a ainsi été obtenu avec un rendement de 67 % it&cBa).

(0]

NH N-Boc-B-alanine (1,5 éq) )l\/\N,Boc
O \ DCC (1,5 éq) O o N
N L
H O NO; THF, ta., 16 h N O NO,
34

ITB, 67 %
(o]
HCl 4 M N N NH,
—
N
0°C,2h30 H O NO,
81 %

Schéma 22. Introduction d’'une amine primaire sudTB,
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Le groupement Boc présent sur le comp®4é@ été eliminé dans une deuxiéme étape au
moyen d’acide chlorhydrique a 4 M dans le dioxaDes lavages basiques ont permis
d’obtenir le produit35 sous la forme d’'une amine libre avec un renderden8l % apres
chromatographie.

Le produit35 a été couplé a une trifluorométhylphényldiazirpse amination réductrice.
Comme précédemment, ce couplage a été réaliseugrétipes (Schéma 23). Le groupement
photoactivable21 protégé sous la forme d’'un acétal (synthése @éprit68) a d’abord été
déprotégé avec une résine acide, 'Amberlyst 15présence d’'un mélange THR®BI 95/5.

Un mélange acétal/aldéhyde 30/70 a ainsi été obténa fois I'eau éliminée au moyen de
NaSO, anhydre et le solvant évaporé dans des condita@mices » (pressiegn150 mbar et
température ambiante), le mélange a été ajouté @ swiution d’amine 35 de
triacétoxyborohydrure de sodium et d’acide acétidue composé36 a été obtenu aprés
chromatographie avec un rendement de 51 % pourinaion réductrice seule et un
rendement de 36 % pour 'ensemble des deux réaction

N
"
N
Amberlyst 15 (1 éq en masse) @
THF/H,0 95/5, 50 °C, 16 h

o} o

L

F3C

melange 21/22 :30/70

NaBH(OACc);

FsC N F3C N
" " (0]
N
N N)J\/\N H (3 éq/ I'aldéhyde)
O A AcOH (0 7 % VIv)
+ +
N
o o " o H O NO2 CHzCIz, toa 20 h H N02K©\~/
K) 35 51%

mélange 21/22 : 30/70 1éq/Taldéhyde

Schéma 23. Ajout du groupement photoactivable parraination réductrice

Dans une derniere étape, le comp86ést couplé au bras biotiny®% (synthese décrite
p.69) en présence d’'HATU et dN-diisopropyléthylamine (Schéma 24). La soh@B ,-P;
a ainsi été obtenue avec un rendement de 56 % em@wmatographie.

0 0
242 éq) A A
HATU (2 éq) A
DIEA (2% v/v) N
Ny > H NO, My
DMSO, ta., 15 h
CFs

¢Fy 56 %
36 ITB,-P,

Schéma 24. Ajout du bras biotinylé par couplage pejaique (R = Biotine)

La capacité de la sond&B ,-P; et de tous ses intermédiaires de synthese a mhabe
transport d’iodure a été déterminée grace au tdbtlaire non radioactif décrit Chapitre 3,
partie 3.1.c)i. Les |Gy obtenues pour les différents composés testésisdigquées dans le
Tableau 11.
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IC 50 (LM) IC 50 (LM)

Molécule 1°" série 2° série
ITB,
@ 3 g 0,9 04
H O NO,
34 NJCI)\/\NJOLO—é
O S H 2 2
H

35
O \ R 30 20
I':ll O NO,

0
36
O { NJ\/\NH
40 20
CFs
ITBz-Pl O

0 S
Jl\/\ ,U\/\/\/H \‘Q\NH
{ N N \n/\/\\ HN»&
0 o) 0,2 0,3
N O NO, Ny
CF;

Tableau 11. Valeurs d'IGg obtenues sur cellules FRTL-5 pouiTB, et pour la sondelTB,-P; et ses
intermédiaires de synthése

La comparaison des igobtenues pouiTB, (0,9 et 0,4 uM) et pour le compo34 (2 et
2 UM) indique que I'ajout sur 'amine secondairelmyue d’'une chaine carbonée contenant
une fonction carbamate n'a que peu d'influence I'aativité d’'ITB,, comme on pouvait
I'espérer compte-tenu des résultats obtenus préu@deat avec le compoS3 (ICsp = 2 uM).
Ces valeurs d’lgy ne different en effet que d’'un facteur comprisrerst et 5. La présence
d’'une amine primaire ou d’une amine secondaire szDIr une influence plus importante
puisque l'activité du composgs est entre 50 et 75 fois moins importante que aIlEB ,
(ICs0 = 30 et 20 uM) et celle du compa@entre 50 et 100 fois moins importante{J& 40
et 20 uM). Sans doute cela est-il du a la protonalie ces amines dans les milieux utilisés. Si
cette explication est exacte, cela signifie quer&sence d’'une charge diminue l'efficacité de
I'inhibiteur auquel cas on peut supposer que céibiteur traverse une ou plusieurs
membrane(s) hydrophobe(s) avant d’atteindre sa,dibit commé&TB s.

La sonddTB »-P; présente une activité identique a celle de l'iitbir ITB ; (IC50 = 0,2 et
0,3 uM). L’ajout du bras biotinylé a donc conduitide augmentation d’activité intéressante.
Cela peut étre lié au caractere hydrophobe dulbadmylé qui peut faciliter le passage des
membranes cellulaires ou a la transformation deniie secondaire du compo86 en un
amide qui se protone moins facilement. La sondéhgyisée présente en tous les cas une
activité suffisante pour que des expériences déoptErquage puissent étre réalisées.

4.2. Expériences de photomarquage

Une sonde biotinylée photoactivable capable d’iahike transport d’iodures ayant été
obtenue, des expériences de photomarquage dombdgoe est montré Figure 32 (Chapitre 3,
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p.74) ont été realisées. L'objectif était d’irradiges cellules a 365 nm en présence de
différentes concentrations de sord® ,-P; et pendant différentes durées, en absence ou en
présence d’'un excesl@iB ,. Si une protéine est marquée de maniere spécifiguane sonde
biotinylée, la bande correspondante doit en efféra observée en Western-blot que lorsque
la sonde est présente et lorsque les cellulesirsadiées a 365 nm. D’autre part, l'intensité de
cette bande doit étre diminuée en présence d’'uasedtinhibiteur et doit augmenter avec la
concentration de sonde et la durée d’irradiation.

Un certain nombre de conditions expérimentalessé@ék dans cette partie sont identiques
a celles utilisées pour les expériences de photquage basées sur la sondB s-P; :
> I'ensemencement des boites de Pétri : 10%de@ellules
» le temps de culture : 3 jours
» la quantité de protéines déposée sur gel : 75 ug
» la concentration de Streptavidine-HRP utilisée péuéler les Western-blots :
solution d’1 mg/mL diluée par 4000

Des expériences d’électrophysiologie et de fluxapmue ayant montré que les effets du
composélTB , mettent davantage de temps a apparaitre que cewomposélTBs, les
cellules ont par contre été incubées avec la sbrigle-P; 30 min au lieu de 10 avant d'étre
irradiées. De méme, la préincubation des cellwes dinhibiteurITB ; a été fixée a 30 min
pour les expériences de compétition.

I. Test d'une gamme de concentration de sonde

Des concentrations de sonddB ,-P; de 0, 0,5, 5 et 50 uM ont d’abord été testéeseg\pr
4 min d'irradiation a 365 nm, les cellules ont ééEupérées, lysées et les quantités de
protéines présentes dans chaque lysat détermimg¢etopage BCA. 75 pg de protéines ont
ensuite été déposés sur un gel SDS-PAGE a 12 %cpacune des conditions d’irradiation.
Apres migration, les protéines ont été transfésgéesine membrane PVDF qui a été révélée a
I'aide de Streptavidine-HRP (Figure 63).

Temps d’irradiation (inin) 4 4 4 4

SondeITB,-P; (uM) 0

1 = 3 4
Figure 63. Western-blot obtenu aprés irradiation decellules
en présence de différentes concentrations de sonddB,-P;. 75 1g de protéines ont été déposés pour chacune
des conditiongles fleches en pointillés indiquent la positiors tiandes pouvant correspondre a
des protéines marquées spécifiquement par la sonde)

Sur ce film photo, 3 bandes semblent correspondrept@tomarquage spécifique de
protéines, méme si le résultat est moins net que [@oprotéine cible dTBs. Elles sont
indiquées par des fleches en pointillés. Ces bandesont pas visibles lorsque les cellules
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sont irradiées en absence de sonde (piste 1) ein@msité augmente avec la quantité de
sonde utilisée (pistes 2, 3, 4). Ce résultat émitourageant mais nécessitait des expériences
complémentaires pour vérifier la spécificité du quage.

ii. Test de différentes durées d’irradiation et éxpnces de compétition

Pour confirmer le résultat précédent, nous avon§&ai I'intensité des bandes A, B et C
de la Figure 63 augmentait avec la durée d'irrémhiaét si elle diminuait en présence d’'un
exces dTB .. Une concentration de 5 uM permettant de distinggse3 bandes évoquées ci-
dessus sans que la membrane ne soit trop obsquacide marquage de protéines non
spécifiques, les expériences visant a tester diftés durées d’irradiation ont toutes été
réalisées avec cette concentration de sonde. Lledeseont ainsi été irradiées 0, 4, 10 ou
20 min. Dans chaque cas, I'expérience a égalenténinénée apres une préincubation des
cellules avec un excésldB , pour ne sélectionner que les protéines dont leuage serait
perturbé par la présence de ce composé. Une fadiges, les cellules ont été lysées et les
protéines obtenues quantifiées par dosage BCA. gZSlqiprotéines ont été déposés dans
chaque cas sur un gel SDS-PAGE a 12 % et aprestmigy transférés sur une membrane
révélée a l'aide de Streptavidine-HRP (Figure 64).

Temps d’irradiation (inin) 0 4 4 10 10 20 20
Inhibiteur ITB, (250 uM) - - + e + z +
SondeITB,-P; (5 nM) + + + + + + +

Figure 64. Western-blot obtenu aprés irradiation decellules en présence de la sondiEB,-P; et en absence
ou présence de compétiteurTB,, (les fleches indiquent la position des 3 bandesustéévélées
potentiellement intéressantes lors des expérigmmeiant sur la concentration de sonde a utiliser)

Sur les 3 bandes évoquées préecédemment et doogiteop est a nouveau indiquée ici par
des fleches en pointillés, seules les bandes B e¢ Gont pas du tout visibles en absence
d’irradiation (piste 1). Toutefois lintensité deesc 2 bandes ne varie pas avec la durée
d’irradiation (pistes 2, 4, 6) et surtout elle reanble pas diminuer en présence d’'un exces
d’inhibiteur ITB, (comparaison pistes 2 et 3, pistes 4 et 5 etpitet 7). Les différentes
concentrations de sonde et durées d’irradiatioteééssici n’'ont donc pas permis d’identifier
clairement une ou des protéine(s) photomarquéedsindniere spécifique par la sonde
ITB 2-P;.

4.3. Tentative de capture sur billes

Il est possible que la spécificité de marquagepieines cibles n’ait pas pu étre évaluée
dans les conditions utilisées du fait de la faid®ndance de ces protéines dans les cellules
FRTL-5 et du fait d’'une forte révélation de pro#Esmmarquées de maniére non spécifique. A
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ce stade de 'étude, la sonlddB s-P; permettait déja d’observer le marquage spécifdjure
protéine (cf. Chapitre 3, partie 3.3.d)) et deséeignces de capture sur billes fonctionnalisées
par de la Streptavidine étaient envisagées. Avanpréndre du temps pour tester d'autres
conditions de photomarquage ou pour faire varietuige d’incubation des cellules avec les
composesTB ; etITB ,-P;, une expérience de capture sur billes a été tamtqearallele des
expériences menées avec la sofid&s-P,. La capture sur billes devait permettre d’enrichir
I’échantillon en protéines cibles et ainsi de f&mil 'observation de leur marquage par la
sonde.

Dans cette perspective, des cellules ont été &esdl0 min en présence de 5 UM de sonde
ITB ,-P; (valeurs médianes des gammes testées précédenehentpbsence ou présence de
250 uM de compétitedlmB .. 500 pg de protéines ont été incubés dans chaguavec 12,5
ou 37,5 uL de billes d’agarose-Streptavidine pehdamuit a 4 °C. Apres quoi, les billes ont
été lavées avec 800, 400 puis 200 pL de tamporysdedt les protéines captées éluées au
moyen de Laemmli a 80 °C. Les surnageants obtegnés aentrifugation ont été déposeés sur
un gel SDS-PAGE a 12 % et aprés migration, lesépres ont été transférées sur une
membrane révélée a l'aide de Streptavidine-HRPU(EI§5).

500 ng de protéines déposés sur billes

ITB, (250 uM) " + , +
ITB,-P; (5 nM) + + + +

Quantité de billes (uL) 12.5 12.5 37.5 37.5

" -

- TR TN R e

—— - »

" . s

1 2 3 4

Figure 65. Essai de capture de la protéine marquémar ITB»-P;
(la fleche en pointillés indique la position d’'ub@nde pouvant correspondre
a une protéine photomarquée de maniere spécifiguasonde)

Sur ce film photo, on peut distinguer une bander paquelle I'intensité de signal est
fortement diminuée en présence d'un excd3Rl; (comparaison des pistes 1 et 2 et des
pistes 3 et 4) et dont l'intensité augmente lorstpuguantité de billes utilisée augmente
(comparaison des pistes 1 et 3). Cette bande pbulwac correspondre a une protéine
photomarquée de maniére spécifique par la sdohBe-P;. Il est difficile de dire si cette
bande correspond a I'une des bandes B ou C obsepréeédemment, mais il est certain
gu’elle ne correspond a aucune des trois protédesgifiees avec le compo$EB s. La bande
correspondant aux protéines cibleBI& s est en effet située dans une région du gel contena
des protéines de masse M comprise entre 24 et 2%kis que la bande observée ici a pu
étre située a l'aide d’'un marqueur de poids mobireildans la région des protéines de masse
M comprise entre 29 et 40 kDa. D’aprés ce résulgatsondelTB ,-P; permettrait donc,
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comme attendu, de marquer une protéine differeatepiotéines marquées par les sondes
basées sUMB s.

L’expérience a été réitérée dans le but de coleseéchantillons au nitrate d’argent. Etant
donné que l'intensité de la bande d'intérét estésepre lorsque 37,5 puL de billes sont
utilisés au lieu de 12,5 pL (comparaison des piktes3), cet essai a été réalisé avec 37,5 pL
de billes. La bande dintérét n'a cependant pasépe observée dans ces conditions.
Beaucoup de protéines non spécifiques se trouvam$ dette région du gel et il n'a par
conséquent pas été possible de distinguer la beoespondant a celle que nous avons
visualisée en Western-blot.

Pour que la bande d’intérét visualisée Figure 65seuétre observée sur un gel coloré au
nitrate d’argent, il était nécessaire d’optimises protocoles de lavage des billes de sorte a
éliminer un maximum de protéines non spécifiques. lanque de temps, I'étude sur le
composdTB , s’est arrétée a ce stade. Etant donné que le age@gpécifique d’une protéine
pouvait clairement étre visualisé en Western-bl@cda sondeTB s-P;, nous nous sommes
focalisés dans un premier temps sur le comp®8s. L'objectif était de revenir sur le
composdTB , des lors qu’un protocole de lavages optimisé a@taimis au point mais nous
n'avons finalement pas eu le temps de le fairepiaocole de lavages mis au point avec
ITB s (cf. Chapitre 3, partie 3.4.h) reste a donc étre testé sur des billes ayarinétbées
avec des lysats provenant de cellules irradiégsé@sence dTB »-P;.

4.4. Conclusion du chapitre 4

Les travaux que nous avons réalisés sur le comp@gont permis d’obtenir une sonde
biotinylée photoactivabldTB ,-P; capable d’inhiber le transport d'iodure avec lammé
efficacité que le composd B, lui-méme (IGy = 0,3 uM). Des échantillons provenant de
cellules irradiées en présence de cette sondet@ainé@lysés en Western-blot. Quelque soient
la concentration de sonde ou la durée d’irradiatiblisées, aucun marquage spécifique n’a
pu étre observé. Néanmoins, une premiére expérideceapture sur billes d’agarose-
Streptavidine a été effectuée afin de concentrerélhantillons en protéine(s) d’intérét. A
I'issue de cette expérience, une bande pouvanesmondre a une protéine marquée par la
sondelTB ,-P; a été observée en Western-blot : cette bandenexftet la seule pour laquelle
une diminution dintensité a pu étre observée ersgmce de compétiteur. Il est
particulierement intéressant de noter que cettedanrrespond a une protéine dont la masse
est comprise entre 30 et 40 kDa. Il s’agit doncnd’'protéine différente des protéines
identifiees avec le compo$é&B 5 dont la bande était située entre les protéinexdatds de
masse M = 20 et 29 kDa. Cette bande n'a cependenéfge visualisée sur un gel coloré au
nitrate d’argent du fait d’'une présence trop imaoie de protéines non spécifiques dans la
région du gel ou se trouve cette bande.

Par manque de temps, les travaux portant sur teipeocible diTB , ont été suspendus et
les recherches ont été focalisées sur le compd3é. Ce dernier a permis d’optimiser un
grand nombre de protocoles expérimentaux, dontptesocoles de lavages des billes et
d’élution des protéines captées, que nous allonatemant pouvoir appliquer au composé
ITB, pour tenter d’isoler sa protéine cible. Peut-@&es permettront-ils de confirmer a la
fois en Western-blot et sur gel le résultat obtiemsi de notre premiere expérience de capture.
En éliminant une grande partie des protéines natifsgpues, nous pourrons par ailleurs
vérifier si ces protéines non spécifigues ne cateatfpas d’'autres protéines pouvant
également avoir été marquées par notre sonde.r@itigs expériences pourront étre menées
en parallele pour optimiser au maximum les cond#tide photomarquage. D’autres temps
d’irradiation et d’autres concentrations de sonderpnt par exemple étre utilisés ainsi que
d’autres durées d’incubation des cellules aveotals.
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Compte-tenu des résultats obtenus dV&s, il serait par ailleurs judicieux de synthétiser
une nouvelle sondd B ,-P, comportant un bras desthiobiotinylé a la placéas biotinylé.
Comme nous avons pu le voir précédemment, la présee la Desthiobiotine a pour
conséquence une meilleure solubilité de la sondepat conséquent une meilleure
biodisponibilité qui peut conduire au photomarqudame plus grande quantité de protéine.
Etant donné que la protéine cibldTB, n'a pas l'air d’étre abondante dans les cellules
FRTL-5, une augmentation des quantités de protémasjuées pourrait sGrement aider a
observer plus clairement la ou les protéine(se¢d)IdITB , tant en Western-blot que sur gel.
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Conclusion générale

Le mécanisme par lequel l'iodure est transféréraéfieur des cellules thyroidiennes, la
maniere dont le transport est régulé au niveawlegk et les protéines impliquées dans la
régulation post-traductionnelle du symporteur mstencore largement inconnus. La
compréhension de I'ensemble de ces mécanismes fbeiingourtant d’améliorer le
traitement d’'un grand nombre de patients. Le trarisgfiodure est en effet impliqué dans
différentes pathologies de la thyroide, dans ledasninations a 'iode radioactif consécutives
aux accidents nucléaires et dans de prometteusesgégits de thérapie génique
anticancéreuses.

Afin de mieux comprendre les mécanismes qui gowrdre transport d’iodure, notre
laboratoire a mis en place une stratégie de gareétiimique directe qui a permis dans un
premier temps au Dr. Nathalie Lecat-Guillet de d&cio 10 molécules capables d’'inhiber le
transport d’iodure. Des expériences d’électropHggie et de flux isotopique ont montré que
7 d’entre elles affectent rapidement le transpbadddre tandis que les 3 autres ont un effet
retardé. Le travail de cette these a consisté wtift les protéines cibles de deux de ces
molécules, appeléd$B s (ICso = 0,04 uM) et TB, (ICs50 = 0,3 uM). Ces deux composés ont
été choisis pour la simplicité de leur synthesepatce qu’ils correspondent aux deux
molécules les plus actives de chacune des catéguiiées ci-dessus.

Une étude structure-activité du compdEB 5 a permis de déterminer I'importance relative
des différents groupements présents sur ce conppmseson activité biologique. L’activité
des analogues synthétisés par Lucie Pillette endeueette étude a été déterminée a l'aide
d’'un test cellulaire non radioactif mis au pointdgbut de ma thése. Les résultats obtenus ont
éte utilisés pour concevoir et synthétiser une sdoalsée sufTBs. Cette sonde, appelée
ITBs-P;, comporte a la fois un groupement photoactivaafey de créer sous irradiation
lumineuse une liaison covalente avec les protéiitdes diTB s, et une molécule de Biotine
permettant d’extraire ces protéines depuis desdyslulaires.

L’irradiation de cellules vivantes en présencéTB's-P; (ICso = 0,9 pM), a permis
d’observer le marquage d’'une protéine. Nous avoostm@ que ce marquage est spécifique
puisqu’il n'est observé ni en absence de lumiérenmbsence de sonde, qu'il est fortement
diminué en présencel®B s et qu’il augmente avec le temps d'irradiation lnenise et avec la
concentration de sonde. La protéine marquée axétgite des lysats cellulaires grace a des
billes d’agarose fonctionnalisées par de la Stréghtae. L'utilisation d’'un marqueur de poids
moléculaire et d’'une gamme de trypsine ont perriégaduer la masse de la protéine entre 25
et 30 kDa et d’estimer la quantité de cible iscdépartir de 500 pug de lysat protéique a
~10 ng.

Cette faible quantité de protéine s’est révélée be a des difficultés pour décrocher la
protéine cible des billes. Plusieurs conditionsludién différentes ont été testées avec la
sondelTB 5-P; mais aucune n’a permis de décrocher davantagilge One sondéTB s-P, a
alors été synthétisée. Cette sonde comporte unécaielde Desthiobiotine a la place de la
Biotine et possede ainsi une affinité moindre plauBtreptavidine. Elle s’est avérée étre 30
fois plus active quTB s-P; (ICso = 0,03 uM) et a permis d’isoler ~30 ng de protéiide a
partir d’1l mg de protéines totales. Cette quargiééant encore révélée insuffisante pour que
la protéine cible puisse étre identifiée par spawétrie de masse, I'expérience de capture sur
billes a été réalisée en partant de 4 mg de pesditales. Cela a conduit a I'isolement d’'un
peu plus de 100 ng de protéine d’intérét qui onéa colorés au bleu de Coomassie sur un
gel d’électrophorese.
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Apres digestion trypsique, I'analyse par spectroimée masse MALDI-TOF des peptides
issus de la bande d’intérét nous a permis d'idientifois protéines appartenant toutes a la
méme famille de transporteurs mitochondriaux : deoformes d’'une ADP/ATP translocase
(ADT1 et ADT2) et un transporteur de phosphate (RRPMifférents éléments nous ont
permis d’affirmer que ces protéines sont toutesrtds marquées spécifiquement par la sonde
ITB 5-P,, ce qui suggere fortement I'existence d’'une irdéoa physigue entre elles BB s.
D’autres expériences (FRET, expériences de conpetiivec un ligand radiomarque,
résonance plasmonique de surface, titration caédrique isotherme) pourront étre réalisées
Suite a cette these pour le confirmer.

Les résultats que nous avons obtenus avec le c@nlipBsg sont les premiers a suggérer
un lien direct entre les protéines ADT1, ADT2 et GfP et le transport d’iodure dans les
cellules thyroidiennes. Dans un premier temps,rdesgeexpériences de validation (utilisation
d’inhibiteurs spécifiques ou de SiRNAs, surexprassies protéines).devront étre réalisées
pour vérifier I'existence de ce lien. Des étude®iseensuite effectuées afin de comprendre
par quel mécanisme cellulaire I'interactionT® s et de ces protéines pourrait conduire a une
modulation du transport d’iodure.

Les travaux que nous avons réalisés sur le com@sg ont permis eux aussi d’obtenir
une sonde biotinylée photoactivablelr®-P;) capable d’inhiber le transport d’iodure.
L’irradiation de cellules thyroidiennes en présede&ette sonde n’a pas permis d’observer le
marquage spécifique de protéines. Néanmoins, wTeire expérience de capture sur billes
d’agarose-Streptavidine, effectuée afin de coneemtss échantillons en protéine(s) d’intérét,
a permis de visualiser une bande pouvant correspandne protéine marquée par la sonde
ITB,-P;. Il est particulierement intéressant de noter qe#te bande correspond tres
probablement a une protéine différente des pratdotentifiees avec le compoBEB 5. Cette
bande n’a toutefois pas pu étre visualisée sudgdhit d’'une présence trop importante de
protéines non spécifiques.

Par manque de temps, les travaux portant sur t&ipeocible diTB , ont été suspendus a
ce stade et les recherches ont été focalisées eswwoinposélTBs. Les conditions
expérimentales que nous avons mises au point polariet identifier les ciblesl@B 5 vont
maintenant pouvoir étre appliquées au compdBé&. Sans doute permettront-elles d’obtenir
des gels plus propres sur lesquels la bande infgyurra étre observée plus facilement.
Différentes expériences pourront également étreéswmpour optimiser au maximum les
conditions de photomarquage. D’autres temps diatauh, d’autres concentrations de sonde
ainsi que d’autres durées d’incubation des cellalesc la sonde pourront par exemple étre
utilisés. Compte-tenu des résultats obtenus alVEBs, nous envisageons également de
synthétiser une nouvelle sonde ,-P, comportant une étiquette Desthiobiotine. La présen
de la Desthiobiotine devrait en effet permettreptietomarquer, et donc d’isoler, une plus
grande quantité de protéine cible.
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Partie expérimentale
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Synthese organique
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Méthodes analytiques et solvants

Chromatographies sur couche mince (CCM)

Les chromatographies analytiques sur couche mi@Ga) sont réalisées sur des plaques
de silice MERCK 60 F254 de 0,25 mm d’épaisseur ssipport en verre. Les taches sont
révélées par illumination ultraviolette a 254 nnoeten présence d’une solution d’acide
phosphomolybdique a 5 % en masse dans I'éthanoladteur de rétention frontal (Rf) est
indiqué pour chaque produit, suivi entre parenthégela nature de I'éluant.

Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les spectres de résonance magnétique nuclddiret 1°C ont été enregistrés sur un
spectrometre a ondes pulsées BRUKER DPX 400 MHipéagdiun calculateur Avance et
analysés grace au logiciel X-WIN NMR, version 3.Bs fréquences de résonance sont de
400,13 MHz pour le proton et de 100,61 MHz pourclbone 13. Les déplacements
chimiques §) sont exprimeés en parties par million (ppm) pg@pa@t au solvant de référence :

Solvant 8§ (*H) 8 (*°C)
Chloroforme 7,26 ppm 77,0 ppm
Diméthylsulfoxyde 2,50 ppm 39,5 ppm

Les déplacements chimiques) (sont présentés en ordre croissant et lattrilbbuties
différents signaux correspond a celle indiquéelawstructure des produits. Le déplacement
est suivi de la multiplicité du signal, de la owsd®nstante(s) de couplagl én Hertz, de la
valeur de l'intégration puis de I'attribution.

La multiplicité des signaux est abrégée de la nmargaivante :

S singulet dd doublet dédoublé

s.e singulet élargi ddd doublet dédoublé dédoublé
d doublet dt doublet détriplé

t triplet td triplet dédoublé

t.e triplet élargi m multiplet

q quartet

quint quintuplet

Des expériences complémentaires d’'HSQC ont étérmgdiquement réalisées pour aider a
I'attribution des carbones et dans quelques casexrpériences de NOESY ont également été
réalisées pour attribuer certains protons.

Chromatographie liquide haute performance couplée da masse (LC/MS)

Les analyses ont été effectuées sur une chaine SLIQHAD (Waters) munie d’un
détecteur a barrette de diode (UV 210-400 nm, Watdiun détecteur évaporatif a diffusion
de lumiere (PL-ELS 1000, Polymer Laboratory) etndapectrometre de masse a électrospray
positif (ESI) et négatif (ES) MICROMASS ZQ (105-1000 UMA). La colonne utilisést
une CX-Bridge C18 3,5 pm x 4,6 mm x 100 mm. Le téla la phase mobile est de
1 mL/min et le volume injecté de 20 pL. L'éluant esnstitué d’'un mélange de deux
solutions :
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A :HO + 0,1 % d’acide formique
B : Acétonitrile + 0,1 % d’acide formique

Profil d’élution :

Temps (min) % B
0,0 5
8,0 100
13,0 100

Le temps de rétentiog est indiqué pour chaque produit.

Spectrométrie de masse

Les spectres ont été obtenus grace a un spectoM&RINER ESI-TOF (Perspectives
Biosystems) ionisant les échantillons par élecnaget séparant les ions obtenus dans un
analyseur temps de vol.

Spectres d’absorption infrarouge (IR)

Les spectres sont réalisés au moyen d'un spectrerRerkin EImer System 2000 FT-IR.
Une pastille de KBr a été préparée pour chaque oséil.es nombres d’onde des bandes IR
sont exprimés en cma leur maximum d’intensité.

Spectres ultraviolet (UV)

Les spectres d’absorption UV ont été effectuésususpectrophotometre UVIKON 860
KONTRON avec le systeme d’acquisition Victor VPC. I

Spectrométrie de masse haute résolution (HR-MS)

Ces analyses ont été réalisées par le service elgremétrie de masse de l'Institut de
Chimie des Substances Naturelles du CNRS sur tefptene Imagif située a Gif-sur-Yvette.
Les analyses ont été effectuées au moyen d’unrspeetre de masse ESI-TOF.

Chromatographie sur colonne

Les purifications ont été réalisées sur un app&ediSep (Serlabo Technologies, Teledyn
ISCO) en utilisant des colonnes commerciales (R@diBiotage SNAP Cartridge ou
Interchim) en phase normale ($)O

Solvants anhydres

Les solvants anhydres sont obtenus par distillagimmns atmosphére d’'azote en présence
d’agents desséchants: I'hydrure de calcium pourdiehlorométhane et le mélange
sodium/benzophénone pour le tétrahydrofurane.
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4-(2-(1,3-dioxanyl))-bromobenzént16

Br
1
2
, Formule brute : C{jH;;O,Br
f PM : 241,99 g.mol"!
o > o Rf : 0,64 (cyclohexane/AcOEt : 5/1)
s 0 Solide blanc
;
Protocole:

10,06 g (54,69 mmol) de 4-bromobenzaldéhyde sosgsods dans du benzéne anhydre
(100 mL). 1,51 g d’Amberlyst 15 activé puis 8,5 nil1l7,61 mmol, 2,2 éq) de 1,3-
propanediol sont ajoutés. Un montage Dean Staramgsiqué et le mélange réactionnel agité
a reflux sous argon pendant 5 h 30. Le mélangedmeneau présent dans le Dean Stark est
retiré plusieurs fois au cours de la réaction.

Aprés un retour a température ambiante, la solw@girfiltrée sur coton et le solvant évaporé.
Le résidu obtenu est repris dans du dichlorométtfa@@ mL) et lavé a I'eau distillée (2 x
150 mL). La phase organique est séchée3Na, filtrée sur coton et le solvant évaporé pour
obtenir 13,13 g (54,26 mmol) de 4-(2-(1,3-dioxajylomobenzénd6 (99 %). Le produit
est suffisamment pur pour étre engagé dans laioéagiivante sans autre purification.

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, CDCL) 6 (ppm) : 1,46 (m, 1H, b ; 2,22 (m, 1H, H); 3,98 (td,%] =
12,4 Hz3J = 2,4 Hz, 2H, et H) ; 4,26 (dd?J = 11,6 Hz3J = 5,2 Hz, 2H, K et H) ; 5,46
(s, 1H, H) ; 7,36 (dJag = 7,2 Hz, 2H, Hou H) ; 7,50 (dJag = 8,8 Hz, 2H, Hou H)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 8,27 min, m/z : 243 (50), 245 (50) ([M+}
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1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-2,2, 2-trifluoroéthanl-one hydratéé 17

Formule brute : C;,H;30,F;

PM : 278,08 g.mol"!

Rf : 0,38 (cyclohexane/AcOEt : 1/5)
Solide blanc

Protocole:

12,23 g (50,54 mmol) de 4-(2-(1,3-dioxanyl))-broranbenel6 sous argon sont solubilisés
dans du tétrahydrofurane anhydre (250 mL) dansallorbtricol, « grillé » au préalable sous
vide. La température du milieu est abaissée a €&t°37 mL (74,0 mmol, 1,5 éq) e
butyllithium 2 M dans le pentane sont ajoutés gouttgoutte a I'aide d’'une ampoule de
coulée. Le mélange est agité a -78 °C et sous grgondant 2 h 30. 12 mL (100,86 mmol,
2 éq) de trifluoroacétate d’éthyl sont alors ajsusé@r 10 min, le mélange est agité encore
15 min a -78 °C puis a température ambiante 15 h.

La réaction est quenchée par ajout d’'une solutierN#,Cl saturée (200 mL). La phase
agueuse est extraite avec du dichlorométhane (250 lres phases organiques rassemblées
sont lavées avec de I'eau distillée (150 mL), sésiH®laSQy), filtrées sur coton et le solvant
est évaporé. Une purification par chromatograplaighf sur colonne Redisep 330 g en phase
normale (cyclohexane/AcOEt : 95/5, 80/20 puis 0)l8¥rmet d’obtenir 8,22 g (29,56 mmol)
de 1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-2,2,2-trifluordein-1-ondnydratéel7 (58 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, CDCL) 6 (ppm) : 1,49 (m, 1H, §); 2,24 (m, 1H, ig) ; 4,02 (dt,2) =
12,4 Hz,3) = 2,4 Hz, 2H, Het Hy) ; 4,30 (dd2J = 12,4 Hz3) = 5,2 Hz, 2H, i et H) ;
5,57 (s, 1H, H) ; 7,67 (dJas = 8,4 Hz, 2H, Hou H) ; 8,08 (dJag = 8,0 Hz, 2H, Hou H)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tr = 6,33 min, m/z : 279 ([M+H)
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1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-2,2, 2-trifluoro-1-éhanone oximé 18

F3? Z;NV?OH
! Formule brute : C{,H{,O;NF;
73 PM : 275,08 g.mol’!
o J o Rf : 0,47 (cyclohexane/AcOEt : 1/3)

o |\) 0 Solide beige
9

Protocole:

6,42 g (23,09 mmol) de 1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phi+R;2,2-trifluoroéthane-1-one hydratée
17 et 3,20 g (46,05 mmol, 1,9 éq) d’hydroxylamine chimratée sont solubilisés dans un
mélange pyridine/éthanol absolu 2/1 (42 mL). 1&dammis moléculaire & sont ajoutés et le
mélange agité a 60 °C sous argon pendant 16 h.

Le brut réactionnel est filtré sur cellite. Aprégporation des solvants, I'huile obtenue est
lavée avec de I'éthanol absolu: 3 x (50 mL + évafon) avant d’étre reprise dans du
dichlorométhane (100 mL) et lavée a I'eau distill#@0 puis 50 mL). La phase organique est
séchée (MgSg), filtrée sur coton et le solvant évaporé poureabt6,34 g (23,05 mmol) de
1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-2,2,2-trifluoro-1f&none oximel8 (99 %). Le produit est
suffisamment pur pour étre engagé dans la réastimante sans autre purification.

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, CDCL) 6 (ppm) : 1,48 (m, 1H, & ; 2,24 (m, 1H, i) ; 4,01 (td,%) =
12,4 Hz,3) = 2,4 Hz, 2H, Het Ho) ; 4,29 (dd2) = 11,6 Hz,® = 4,8 Hz, 2H, i et Hy) ;
5,54 (s, 1H, H) ; 7,50 (d,Jas = 8,0 Hz, 2H, Hou H) ; 7,60 (d,Jag = 8,0 Hz, 2H, Hou H) ;
8,01 (s.e., 1H, OH)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 7,60 min, m/z : 276 ([M+H)
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1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-2,2, 2-trifluoro-1-éhanone O-(p-tolylsulfonyl)oxime® 19

12

0]
O\\n
F3(;3 2N O’S 1 13
3 ) \©< Formule brute : C]9H|805N8F3

15 PM: 429,09 g.mol!
6 Rf : 0,48 (cyclohexane/AcOEt : 1/3)
e e} Solide blanc

Protocole:

6,34 g (23,05 mmol) de 1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phB;2,2-trifluoro-1-éthanone oxim8,
140,42 mg (1,15 mmol, 0,05 éq) de diméthylaminapge et 8 mL (57,42 mmol, 2,5 éq) de
triéthylamine sont solubilisés dans du dichlororaéthanhydre (30 mL) et agités sous argon.
Au moyen d’une seringue, 4,80 g (25,26 mmol, 1 1 d&chlorure de tosyle solubilisés au
préalable dans du dichlorométhane anhydre (30 mhj) gjoutés sur 5 min. Le mélange est
agité a température ambiante et sous argon 15 h.

La solution est filtrée sur coton puis lavée aWeahstillée (60 mL). La phase organique est
complétée a 150 mL avec du dichlorométhane puéel@ancore une fois a I'eau (75 mL). Elle
est ensuite séchée (}0y), filtrée sur coton et le solvant est évaporé. osdfication par
chromatographie flash sur colonne Biotage SNAP r{dige 340 g en phase normale
(cyclohexane/AcOEt : 95/5, 85/15, puis 80/20) petratiobtenir 7,46 g (17,39 mmol) de 1-
(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-2,2,2-trifluoro-1-éthaneO- (p-tolylsulfonyl)oximel9 (75 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, CDCly) 6 (ppm) : 1,48 (m, 1H, B ; 2,22 (m, 1H, W) ; 2,48 (s, 3H,
His) ; 4,0 (td,2) = 12,4 Hz2) = 2,4 Hz, 2H, H et Hy) ; 4,29 (dd2J = 11,6 Hz*J = 4,8 Hz,
2H, Hg et Hyo); 5,54 (s, 1H, B ; 7,38 (d,Jas = 8,0 Hz, 2H, Hou Hs); 7,39 (d,Jas =
8,0 Hz, 2H, Hou H) ; 7,60 (d Jag = 8,4 Hz, 2H, Hb ou Hia) ; 7,87 (dJas = 8,4 Hz, 2H, Hb
ou Hig)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 9,63 min, m/z : 430 ([M+H)

138



3-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-3-(trifluorométhyl)diaziridine * 20

Ha
N\
F3C_'NH,
()
3

4 Formule brute : C]2H1302N2F3
s PM:274,09 g.mol’!

2|’ Rf : 0,4 (cyclohexane/AcOEt : 1/3)

Huile translucide l1égérement jaunatre
8 I\) 10

Protocole:

7,28 g (16,97 mmol) de 1-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phig+;2,2-trifluoro-1-éthanoneO-(p-
tolylsulfonyl)oxime 19 sont solubilisés dans du dichlorométhane (10 ntldeel’ammoniac
condensé a -80 °C (20 mL) dans un tube en verrduhe est fermé (bouchon a vis), le
mélange laissé revenir a température ambianteitét gy h.

La solution est refroidie a nouveau a -80 °C, ladbmn remplacé par un septum piqué d’'une
aiguille et la solution dégazée en revenant pregresient a température ambiante. Du
dichlorométhane (90 mlét de I'eau distillée (100 mL) sont ajoutés. Lag#harganique est
séchée (N&B5Qy), filtrée sur coton et le solvant évaporé poureabt4,55 g (16,60 mmol) de
3-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-3-(trifluorométhyliakziridine 20 (98 %). Le produit est
suffisamment pur pour étre engagé dans la réastimante sans autre purification.

Données spectrales

RMN H (400 MHz, CDCls) é (ppm) : 1,47 (m, 1H, §) ; 1,55 (s.e., 1H, Nilou NH,) ; 2,23
(m, 1H, Hy) : 2,78 (s.e., 1H, Nkou NH,) ; 4,0 (td,2J = 12,4 Hz2) = 2,4 Hz, 2H, H et Hy) ;
4,28 (dd,2J = 11,6 Hz2J = 5,2 Hz, 2H, i3 et Hy) ; 5,52 (s, 1H, B ; 7,55 (d,Jas = 8,0 Hz,
2H, Hyou H) ; 7,63 (dJag = 8,4 Hz, 2H, Hou H)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 6,93 min, m/z : 275 ([M+H)
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3-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phényl)-3-(trifluorométhyl)diazirine* 21

Formule brute : C{,H;{O,N,F;
PM : 272,08 g.mol"!

Rf : 0,48 (cyclohexane/AcOEt : 1/5)
Solide beige

Protocole (a réaliser en limitant 'exposition ditea la lumiére)

4,45 g (16,24 mmol) de 3-(4-(2-(1,3-dioxanyl))ph@+8¢(trifluorométhyl)diaziridine20 et
6,8 mL (48,72 mmol, 3 éq) de triethylamine sontubdisés dans du méthanol (36 mL).
53,6 mL (21,12 mmol, 1,3 éq) d’'une solution d’icdldl0 % dans le méthanol sont ajoutés
goutte a goutte au moyen d’'une ampoule a bromendlange est agité 2 h 30 sous argon a
température ambiante.

Apres évaporation du solvant, le résidu est regaiss du dichlorométhane (100 mL). Il est
lavé a I'eau distillée (100 mL), avec du4Sz0; 1 M (100 puis 50 mL) puis a nouveau a l'eau
distillée (50 mL). La phase organique est séchéeS®,), filtrée sur coton et le solvant
évaporé. Une purification par chromatographie flash colonne Biotage SNAP Cartridge
100 g en phase normale (cyclohexane/AcOEt : 108806, puis 90/10) permet d’obtenir
3,77 g (13,86 mmol) de 3-(4-(2-(1,3-dioxanyl))phg+8¢(trifluorométhyl)diazirine 21
(85 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, CDCl) é (ppm) : 1,46 (m, 1H, §); 2,22 (m, 1H, i) ; 3,93 (td,2J =
12,4 Hz,*) = 2,4 Hz, 2H, Het Hyo) ; 4,13 (dd2) = 11,6 Hz,® = 4,8 Hz, 2H, 4 et Hy) ;
5,54 (s, 1H, H) ; 7,20 (d,Jag = 8,4 Hz, 2H, Hou H) ; 7,52 (d Jas = 8,4 Hz, 2H, Hou H)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 8,90 min, m/z : 273 ([M+H)
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Succinimido biotinate® 23

o Ol SSQQNH Formule brute : C{,H;gN3;05S
.2& YO 2l a PM : 341,10 g.mol"!

o o) Solide blanc

Protocole:

1,12 g (4,59 mmol) de Biotine sont solubilisés ddngiméthylformamide (30 mL) et agités
sous argon. 945,18 mg (4,58 mmol, 1 éq) de dicWglkarbodiimide préalablement
solubilisés dans du diméthylformamide (12 mL) sajdutés puis aprés une dizaine de
minutes 531,87 mg (4,62 mmol, 1 éq) Médrydroxysuccinimide également solubilisés dans
du diméthylformamide (13 mL). Le mélange est lags@iter 5 jours a température ambiante
et sous argon.

Le mélange est filtré sur fritté n°3 et le filtr&vaporé sous pression réduite a 60 °C pour
obtenir du succinimido biotinat®23 avec un rendement quantitatif. Le produit est
suffisamment pur pour étre engagé dans la réastimante sans autre purification.

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds)  (ppm) : 1,38-1,69 (m, 6H, ¢1H; et H) ; 2,56 (d,2J =

12,4 Hz, 1H, H) ; 2,66 (t,°J = 8,0 Hz, 2H, H) ; 2,80 (s, 4H, hb) ; 2,82 (dd2) = 12,4 Hz,
%)= 4,8 Hz, 1H, K) ; 3,09 (ddd>J = 8,4 Hz,*J = 6,0 Hz,%J = 4,4 Hz, 1H, H) ; 4,13 (ddd,
3)=72Hz%0=4,4Hz,"3=2,0Hz, 1H, H) ; 4,29 (dd2I = 7,6 Hz,°J = 5,2 Hz, 1H, H) ;

6,34 (s.e., 1H, NKHou NH,) ; 6,40 (s.e., 1H, Nkou NH,)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tr = 5,37 min, m/z : 342 ([M+H)

141



Acide 6-(biotinylamino)caproique? 24

e, st\NH Formule brute : C;¢H,7N30,S
HO™ 16 15 13 1 \n/\s/\e\\ ! j&c PM: 357,17 g.mol'l

O Solide blanc

Protocole:

1,56 g (4,57 mmol) de succinimido biotint8 et 614,80 mg (4,69 mmol, 1 éq) d'acide
amino-n-caproique sont solubilisés dans du dimggthylamide (45 mL). 75QL (5,38 mmol,

1,2 éq) de triéthylamine sont ajoutés et le mélasjagité a température ambiante 17 h.

Le précipité formé est filtré sur fritté n°3, laa¥ec de I'éther diéthylique et séché sous
pression réduite pour obtenir 1,01 g (2,83 mmoBcile 6-(biotinylamino)caproiqu4

(62 %). Le produit est suffisamment pur pour étrgagé dans la réaction suivante sans autre
purification.

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 1,21-1,63 (m, 12H, ddHy, Hg, Hio, His et Hy) ;
2,02 (t,%3=7,6 Hz, 2H, H) ; 2,17 (3 = 7,6 Hz, 2H, Hk) ; 2,56 (d,2J = 13,2 Hz, 1H, &) ;
2,80 (dd,2J = 12,4 Hz3) = 5,2 Hz, 1H, &) ; 2,99 (dt,) = 7,2 Hz,*J = 5,6 Hz, 2H, H) ;
3,08 (ddd?1=8,8 Hz21=6,4 Hz3)= 4,4 Hz, 1H, H) ; 4,11 (ddd3J = 7,8 Hz,*J = 4,4 Hz,
43 =2,0Hz, 1H, H) ; 4,29 (dd,*J = 7,6 Hz,*J = 5,2 Hz, 1H, H) ; 6,34 (s.e., 1H, Nflou
NH,) ; 6,40 (s.e., 1H, NfbuNH,) ; 7,71 (t.e.2J= 5,6 Hz, 1H, NH) ; 11,85 (s.e., 1H, OH)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tr = 4,92 min, m/z : 358 ([M+H)
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2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-nitrophénol (ITBs)

Formule brute : C;3H;(N,O;CIF

Cl LA PM : 296,04 g.mol"!
3 | Rf : 0,54 (CH,Cl, 100 %)
F 2 Poudre jaune vif
Protocole:

3,02 g (18,08 mmol) de 2-hydroxy-5-nitrobenzaldehgd 3,21 g (22,14 mmol, 1,2 éq) de 3-
chloro-4-fluoroaniline sont solubilisés dans duhtiicométhane (250 mL). 1,2 mL d’acide
acétique sont ajoutés au goutte a goutte puissdfranin d’agitation, 7,62 g (35,97 mmaol,
2 €q) de triacétoxyborohydrure de sodium. Le médarg) agité a température ambiante 3 h.
La réaction est quenchée par ajout d’une solutibBli€dl M (150 mL). La phase aqueuse est
extraite par du dichlorométhane (75 mL). Les phasagniqgues réunies sont séchées
(NaSOy), filtrées sur coton et le solvant est évaporée parification par chromatographie
flash sur colonne Redisep 330 g en phase normal(PleOH : 98/2) permet d’obtenir
4,2 g (14,19 mmol) de 2-((3-chloro-4-fluorophényiaa)méthyl)-4-nitrophénol ITB s)

(78 %).

Données spectrales

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 4,21 (s, 2H, § ; 6,44 (s.e., 1H, NH) ; 6,51 (ddd,
3)=8,8 Hz,"J = 4,0 Hz*J = 2,8 Hz, 1H, H) ; 6,66 (dd.*J = 6,0 Hz,*J = 2,8 Hz, 1H, H) ;
6,99 (d,%J = 8,9 Hz, 1H, Ho) ; 7,08 (t,%J = 9,2 Hz, 1H, H); 8,02 (dd,*J = 8,8 Hz,*J =
2,8 Hz, 1H, Hy) ; 8,06 (d.*J = 2,8 Hz, 1H, Hs) ; 11,33 (s.e., 1H, OH)

RMN **C (100 MHz, DMSO-t) § (ppm) : 49,0 (@) ; 112,2 (d2J =6 Hz, G) ; 112,8 () ;
115,6 (Go) ; 117,4 (d2J =21 Hz, G) ; 119,8 (d2J = 18 Hz, G) ; 124,2 (Gy) ; 124,8 (G) ;
127,2 (G) ; 140,0 (G,) ; 146,2 (d’J =2 Hz, G) ; 149,6 (dJ = 234 Hz, G) ; 162 (G)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tg = 7,98 min, m/z : 297 (100), 299 (36) ([M¥H
Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 297 (100), 299 (36) ([M+H)

IR (pastille KBr) v (cm?) : 3270 (N-Hv) ; 3077-2562 (O-H)) ; 1616, 1592 (N-H) ; 1525,
1342 (NQv) ; 1456, 1402 (C=@) ; 1269 (=C-Nv) ; 872, 842, 821, 753 (=C-H)

UV A (nm) : 224, 315

HRMS : calculée pour GH11N,OzCIF ([M+H] ) : 297,0442, mesurée : 297,0445
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N-boc-2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4nitrophénoxy)éthylamine 25

NO,
12
5 H, 13 1 Formule brute : C,,H,;N;05CIF
Clu o N2 N o ® PM : 439,13 g.mol’!
7
- 3 ] 0o \/IS\N J]IG\O J]7< Rf : 0,42 (cyclohexane/AcOEt : 1/2)
2 4 H, Solide jaune

Protocolé :

Dans un ballon bicol, 500,0 mg (1,69 mmol) de 2¢}iBro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-
nitrophénollTB 5 sont solubilisés dans de I'acétonitrile (100 mtLpgités sous argon. 1,10 g
(3,38 mmol, 2 éq) de carbonate de césium sontégatutcontre courant d’argon puis apres
10 min, 1,89 g (8,47 mmol, 5 éq) tkBoc-2-bromoéthylamine. Le mélange est agité 4 h a
reflux et sous argon.

La solution est filtrée sur coton et le solvant gor@. Le résidu est repris dans du
dichlorométhane (50 mL) et de l'eau distillée (5@)mLa phase organique est séchée
(Na:SQy), filtrée sur coton et le solvant est évaporé. \poefication par chromatographie
flash sur colonne Redisep 80 g en phase normatdofwxane/AcOEt : 95/5, 80/20, 70/30
puis 0/100) permet d'obtenir 614,78 mg (1,40 mmaole N-boc-2-(2-((3-chloro-4-
fluorophénylamino)méthyl)-4-nitrophénoxy)éthylamize (83 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) : 1,35 (s, 9H, H) ; 3,40 (dt3J = 5,2 Hz, 2H, H) ;
4,15 (t,°) = 4,8 Hz, 2H, Hy) ; 4,28 (d,°J = 6,0 Hz, 2H, H) ; 6,44 (t.e.?] = 6,0 Hz, 1H,
NH,) ; 6,52 (dt,*J = 8,8 Hz,*J = 3,6 Hz, 1H, H) ; 6,66 (dd,*J = 6,4 Hz,*J = 2,4 Hz, 1H,
Hs) ; 7,08 (t°J=9,2 Hz, 1H, H) ; 7,12 (t.e.3J=5,6 Hz, 1H, NH) ; 7,21 (d2J = 9,2 Hz, 1H,
Hio) ; 8,09 (d,*J= 2,8 Hz, 1H, Hk) ; 8,13 (dd3J = 8,8 Hz,*J = 2,8 Hz, 1H, Hh)

RMN *°C (100 MHz, DMSO-t) & (ppm) : 28,6 (G, Cio et Go) ; 40,6 (Gs) ; 41,4 (G) ;
68,7 (G) ; 78,2 (G7) ; 112,10 (Go) ; 112,3 (d,*J = 7 Hz, G); 112,9 (G) ; 117,4 (d,J =
21 Hz, G); 119,8 (d,) = 18 Hz, G) ; 123,3 (Gy) ; 124,9 (Gy) ; 129,3 (G) ; 141,0 (G)) ;
146,1 (d,J =2 Hz, G) ; 149,6 (d}J = 233 Hz, G), 156,2 (Ge) ; 161,9 (Q)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 9,27 min, m/z : 440 (100), 442 (27) ((M¥H
Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 440 (100), 442 (27) ((M+H)

IR (pastille KBr) v (cm?) : 3408, 3371 (N-H/) ; 2981, 2933 (C-H) ; 1681 (C=0Ov) ; 1613,
1596 (N-HS8) ; 1526, 1339 (N@v) ; 1489, 1456, 1399, 1368 (C3(; 1263 (=C-Nv) ; 1221
(C-O-Cv) ; 1172 (N-C(=0)-Ov) ; 1138 (C-Nv) ; 1067 (C-O-Cv) ; 1050 (O-C-Cv) ; 933,
818, 804, 761, 748 (=C-B)

UV A (nm) : 204, 242, 308

HRMS : calculée pour &H.3NsOsCIFNa ([M+N&]) : 462,1208, mesurée : 462,1219
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2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-nitrophénoxy)éthylamine 26

NO,
B AN Formule brute : C,sH,5N;0;CIF
Ol AN & 0 PM : 339,08 g.mol’!
D/ PN Rf : 0,26 (DCM/MeOH : 9/1)
Fo | \14/\NH2 Huile jaune
Protocole:

1,56 g (3,55 mmol) d&-boc-2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)rtrophénoxy)
éthylamine25 sont solubilisés & 0 °C dans une solution d’'H®™ dans le dioxane (75 mL) et
agités sous argon pendant 45 min.

La solution est dégazée a température ambianéeselant évaporé sous pression réduite. Le
résidu est repris dans du dichlorométhane (150ehlgvé avec une solution de NaH{®%
(150 mL). La phase organique est séchée3Ng, filtrée sur coton et le solvant évaporé
pour obtenir 967,22 mg (2,85 mmol) de 2-(2-((3-ctid-fluorophénylamino)meéthyl)-4-
nitrophénoxy)éthylamin@6 (80 %). Le produit est engagé tel quel dans latiga suivante
mais 100 mg ont été purifies par chromatograplashflsur colonne Redisep 12 g en phase
normale (DCM/MeOH : 100/0, 95/5 puis 90/10) poualgees. 79,30 mg (0,23 mmol) de 2-
(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-nitropioxy)éthylamine26 ont été obtenus
suite a cette purification.

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) d (ppm) : 2,95 (31 = 5,2 Hz, 2H, Hk) ; 4,13 (1,2 = 5,6 Hz,
2H, Hu) ; 4,30 (d,%3 = 5,2 Hz, 2H, H) ; 6,47 (t.e.?J = 5,6 Hz, 1H, NH) ; 6,53 (ddd) =
9,2 Hz,"J= 4,0 Hz,"J = 3,2 Hz, 1H, H)) ; 6,69 (dd*J = 6,4 Hz,*J = 3,2 Hz, 1H, H) ; 7,08 (t,
3J=9,2 Hz, 1H, H) ; 7,21 (d3J = 9,2 Hz, 1H, Hp) ; 8,09 (d*J = 3,2 Hz, 1H, H) ; 8,15 (dd,
3)=9,2 Hz,J= 3,2 Hz, 1H, Hk)

RMN *°C (100 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 41,1 (&) ; 41,5 (G) ; 71,9 (GJ) ; 112,2 (Go) ;
112,3 (G) ; 112,8 (G) ; 117,4 (d2J = 21 Hz, G) ; 119,8 (dJ = 18 Hz, G) ; 123,4 (Gs) ;
124,9 (Gy) ; 129,3 (G) ; 140,9 (G») ; 146,3 (d*J = 2 Hz, Q) ; 149,6 (dJ = 234 Hz, G) ;
162,2 (G)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 5,73 min, m/z : 340 (100), 342 (26) ((MHH
Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 340 (100), 342 (26) ([M+H)

IR (pastille KBr) v (cmi?) : 3380, 3318 (N-H) ; 3085 (=C-Hv) ; 2958, 2927 (C-H) ; 1612,
1591 (N-H$) ; 1503, 1333 (N@v) ; 1458 (C=Cv) ; 1262 (=C-Nv) ; 1217 (C-O-Cv) ; 1109
(C-Nv) ; 1078 (C-O-Gv) ; 1005 (C-Hb) ; 930, 896, 856, 811, 765, 749 (=Cs8H

UV A (nm) : 204, 242, 308

HRMS : calculée pour GH1eN3OsCIF ([M+H']) : 340,0864, mesurée : 340,0861
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3-chloro-4-fluoro-N-(5-nitro-2-(2-(4-(3-(trifluorométhyl)diazirinyl)be nzylamino)éthoxy)
benzyl)aniline 27

NO,
12

. Ha 13 11 Formule brute : C24H20N503CIF4

CIUN ° <0 PM : 537,12 g.mol!
7 15 16 18 . .
. 3 | O\/\N 17 o Rf : 0,5 (DCM/MeOH : 95/5)
2 14 H, N¢N Huile jaune brun
20 21
CF;

22

Protocole (a réaliser en limitant 'exposition ditea la lumiére)

530,1 mg (1,95 mmol) de 3-(4-(2-(1,3-dioxanyl))pyig+3-(trifluorométhyl)diazirine21 sont
solubilisés dans du tétrahydrofurane (9,5 mL) etl'dau distillée (0,5 mL). 535,3 mg
d’Amberlyst 15 sont ajoutés. Le mélange est agi® aC une nuit puis filtré sur coton. Le
solvant est évaporé (B 150 mbar, température ambiante), le résidu regass du
dichlorométhane (20 mL) et lavé avec une solutienNAHCQ 5 % (10 mL). La phase
organique est séchée @I$&)), filtrée sur coton et le solvant évaporé X¥P150 mbar,
température ambiante) pour donner une huile jaerfatélange aldéhyde/acétal : 50/50).
L’huile obtenue (0,98 mmol daldéhyde) et 399,38 mde 2-(2-((3-chloro-4-
fluorophénylamino)meéthyl)-4-nitrophénoxy)éthylamin2é (1,18 mmol, 1,2 éq) sont
solubilisés dans du dichlorométhane (15 mL). 10 pius tard, 417,36 mg de NaBH(OACc)
(1,97 mmol, 2 éq) sont ajoutés et le mélange e4é 49 h a température ambiante. Du
dichlorométhan€25 mL) et une solution de NaHG®G % (25 mL) sont ajoutés au mélange.
La phase organique est séchée ,8@), filtrée sur coton et le solvant évaporé. Une
chromatographie flash sur colonne Redisep 12 ghase normale (DCM/MeOH : 100/0,
98/2, 95/5 puis 90/10) permet d’obtenir 333,5 m@Z0mmol) de 3-chloro-4-fluord-(5-
nitro-2-(2-(4-(3-trifluorométhyl)diazirinyl)benzytaino)éthoxy)benzyl)anilin@7 (32 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 2,90 (t3 = 5,2 Hz, 2H, Hk) ; 3,80 (s, 2H, Hk) ;
4,22 (t,°3=5,6 Hz, 2H, H.) ; 4,28 (d3J=6,4 Hz, 2H, H) : 6,41 (t3 = 6,4 Hz, 1H, NH) ;
6,51 (ddd?J = 8,8 Hz,"J = 3,6 Hz,*J = 2,8 Hz, 1H, H) ; 6,65 (dd*J = 6,0 Hz,"J = 2,8 Hz,
1H, Hs) ; 7,04 (t33= 9,2 Hz, 1H, H) ; 7,15 (d Jag = 7,6 Hz, 2H, He) ; 7,45 (d,Jas = 8,4 Hz,
2H, Hg) ; 7,19 (d,%) = 8,8 Hz, 1H, Hy) ; 8,10 (d,J = 2,8 Hz, 1H, Hk) ; 8,13 (dd,*J =
9,2 Hz,*J = 3,2 Hz, 1H, H))

RMN **C (100 MHz, DMSO-a) ¢ (ppm) : 28,4 (92) = 39 Hz, G1) ; 41,6 (G) ; 47,4 (Gs) ;
52,3 (Go) ; 69,2 (Ga) ; 112,2 (Go) ; 112,3 (31 =7 Hz, G); 112,8 (G) ; 117,4 (d,2) =
22 Hz, G) ; 119,8 (d2) = 18 Hz, G) ; 122,3 (q 0 = 273 Hz, G,) ; 123,5 (G3) ; 125,0 (GY) ;
126,1 (Go) ; 126,5 (Go) ; 129,0 (G) ; 129,2 (G) ; 140,9 (Go) ; 143,9 (G7) ; 146,3 (d,J =
2 Hz, G) ; 149,6 (d/J =233 Hz, G) ; 162,1 (G)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 7,38 min, m/z : 538 (100), 540 (25) ([MHH
Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 538 (100), 540 (25) ([M+H)

IR (pastille KBr) v (cm?) : 3411 (N-Hv) ; 3082 (=C-Hv) ; 2929, 2852 (C-H) ; 1714
(bande harmonique) ; 1612, 1593 (N6H; 1513, 1341 (N@v) ; 1458 (C=Cv) ; 1266 (=C-N
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v) ; 1230 (C-O-Cv) ; 1184, 1155 (C-F) ; 1095 (C-Nv) ; 1069 (C-O-Cv) ; 1050 (C-H3) :
938, 908, 807, 750 (=C-H)

UV & (nm) : 205, 243, 309

HRMS : calculée pour &H21NsOsCIF, ([M+H™]) : 538,1269, mesurée : 538,1251
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N-(2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-nirophénoxy)éthyl)-N-(4-(3-
(trifluorométhyl)diazirinyl)benzyl)-6-biotinylamino hexanamide (ITBs-Py)

NO,
12
13 11
H
Cl s AN & 10
f o)
1 A
F 2 N™ 2 24 26 28 \ﬂ/\/\m
16
17
NN LA, Formule brute : C,oH,sNgOCIF,S
2l o, © PM : 876,28 g.mol"!
3
2 Rf : 0,27 (DCM/MeOH : 95/5)

Huile jaune

Protocole (a réaliser en limitant I'exposition di a la lumiére)

437,27 mg (1,22 mmol) d’acide 6-(biotinylamino)aagijgue 24 et 464,98 mg (1,22 mmol,
1 éq) d’hexafluorophosphate de-(7-azabenzotriazol-1-yiN,N,N’,N-tétraméthyluronium
sont solubilisés dans du diméthylsulfoxyde (14 mApres 5 min, 329,0 mg (0,61 mmaol,
0,5 éq) de 3-chloro-4-fluorb-(5-nitro-2-(2-(4-(3-(trifluorométhyl)diazirinyl) b@zylamino)
éthoxy)benzyl)aniline27 préalablement solubilisés dans du diméthylsulfexy@ mL) et
200 pL (1,15 mmol, 0,9 éq) dé&l,N-diisopropyléthylamine sont ajoutés et le mélange e
laissé a agiter 40 h a température ambiante.

Du dichlorométhane (100 mL) et une solution de N&sG % (100 mL) sont ajoutés au
mélange. La phase organique est lavée avec de IH@I(2 x 100 mL), séchée (hBOy),
filtrée sur coton et le solvant évaporé. Une chrmgpaphie flash sur colonne Redisep 12 g en
phase normale (DCM/MeOH : 100/0, 98/2, 95/5, 92%/pguis 90/10) permet d’obtenir
30000 mg (0,34 mmol) de N-(2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-
nitrophénoxy)éthylN-(4-(3-trifluorométhyl)diazirinyl)benzyl)-6-biotingminohexanamide
(ITB5-P1) (55 %).

Données spectrales

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm)* : 1,05-1,59 (m, 12H, b, Hos Ha7, Ha, Hao et
Has) ; 2,0, 2,01 (263 = 7,2 Hz, 2H, Ho) ; 2,22, 2,53 (2] = 7,2 Hz, 2H, Hy) ; 2,55 (d2J =
12,4 Hz, 1H, Hg) ; 2,79 (dd,%J = 12,4 Hz,%) = 4,8 Hz, 1H, Hg) ; 2,92, 2,95 (2dt3J =
6,8 Hz,%J = 6,0 Hz, 2H, Hg) ; 3,06 (M, 1H, Ky ; 3,74, 3,79 (28J = 4,8 Hz, 2H, Hk) ; 4,1
(m, 1H, Hs) ; 4,17, 4,19 (2% = 6,0 Hz, 2H, H) ; 4,22, 4,27 (283 = 5,2 Hz, 2H, Hy) ; 4,27
(dd,%J = 7,6 Hz,%) = 4,8 Hz, 1H, H)) ; 4,64, 4,74 (2s, 2H, 1J ; 6,35 (s.e., 1H, NHou
NHg) ; 6,38, 6,42 (2t.e3) = 6,4 Hz, 1H, NH) ; 6,41 (s.e., 1H, NHou NHy) ; 6,51 (m, 1H,
H,) ; 6,63, 6,66 (2dd"J = 6,0 Hz,"J = 2,8 Hz, 1H, H) ; 7,05, 7,09 (2£J = 9,2 Hz, 1H, H) ;
7,09, 7,17 (2d33 = 9,2 Hz, 1H, Ho) ; 7,08, 7,21 (2dJas = 8,0 Hz, 2H, Hb) ; 7,27, 7,29 (2d,
Jag = 8,4 Hz, 2H, Hg) ; 7,66, 7,69 (2t.e3J = 6,0 Hz, 1H, NH) ; 8,06, 8,10 (2d%J = 2,8 Hz,
1H, His) ; 8,11, 8,13 (2dfJ = 9,2 Hz,"J = 2,8 Hz, 1H, Hh)

RMN *3C (100 MHz, DMSO-d;) é (ppm)* : 24,8, 25,0, 25,7, 26,5, 26,6, 28,4, 28,6, 29,4,
29,5 (Gs, Cos, Co7, Ca1, Caz €t Gig) 5 28,3 (9,3 = 36 Hz, Gy) ; 32,7, 32,8 (&) ; 35,6 (Go) ;
38,5, 38,6 (@s) ; 40,3 (Gg) ; 41,7, 41,8 (§ ; 45,4, 46,8 (&) ; 48,3, 51,3 (&) ; 55,8 (Gy) ;
59,6 (Gy) ; 61,4 (Gs) ; 67,2 (Gs) ; 112,0, 112,1 (§) ; 112,2, 112,3 (9 ; 112,7, 112,8 (§ ;
117,3,117,5 et 117,4, 117,6 (2d= 22 Hz, G) ; 119,5 (q}J = 274 Hz, G,) ; 119,7, 119,9 et
119,8, 120,0 (2dJ = 18 Hz, G) ; 123,3, 123,6 (Q) ; 124,9, 125,0 (G) ; 126,3, 126,8 (&) ;

148



126,7, 127,2 (&) ; 127,5, 128,4 (&) ; 128,8, 128,9 (¢} ; 140,9, 141,0 (©) ; 141,2, 141,6
(C17) ; 146,2, 146,3 () ; 148,5, 150,8 et 148,6, 150,9 (2d,= 230 Hz, G) ; 161,5, 161,8
(Co) ; 163,1 (GQe) ; 172,1, 172,2 (&3 0u Gy) ; 173,2, 173,4 (& 0u Gpo)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 8,82 min, m/z : 877 (100), 879 (36) ([M¥H

Spectrométrie de masse (ESI/TOF) m/z : 877 (67), 879 (32) ((M+H) ; 899 (100), 901
(44) (IM+Na')

IR (pastille KBr) v (cm?) : 3309 (N-Hv) ; 3083 (=C-Hv) ; 2932, 2861 (C-H) ; 1703,1643
(C=0v) ; 1614, 1593 (N-H) ; 1515, 1341 (N@v) ; 1462 (C=Cv) ; 1266 (=C-Nv) ; 1229
(C-O-Cv) ; 1182, 1154 (C-F) ; 1095 (C-Nv) ; 1069 (C-O-Cv) ; 1050 (C-H3) ; 938, 806,
750 (=C-HJ)

UV A (nm) :¢(202 nm) = 1,32.210.mol™.cm™ ; (308 nm) = 5,81.10..mol™*.cm*

HRMS : calculée pour gHsNsOsCIF,SNa ([M+N4]) : 899,2705, mesurée : 899,2690

* Le produit est obtenu sous la forme de deux conéves, d’'ou le dédoublement de presque
tous les signaux.

149



Succinimido desthiobiotinaté 28

-

o) N,o\l[o]/g\/7\/5/,l (‘\2 Formule brute : C{,H,;N50;5
” I o 8 6 HN4 3 NHp PM: 311,15 g.mol']
(@] a .
o Solide blanc
Protocole:

479,50 mg (2,24 mmol) de Desthiobiotine sont sdikds dans du diméthylformamide
(20 mL) et agités sous argon. 48525 mg (2,35 mmbJl éq) de N,N-
dicyclohexylcarbodiimide préalablement solubilis#ens du diméthylformamide (2,5 mL)
sont ajoutés puis apres 10 min, 268,602y (mmol, 1,1 éq) d&-hydroxysuccinimide
également solubilisés dans du diméthylformamidg (@l.). Le mélange est laissé a agiter 5
jours a température ambiante et sous argon.

Le mélange est filtré sur fritté n°3 et le filtr&vaporé sous pression réduite a 60 °C pour
obtenir du succinimido desthiobiotina®8 avec un rendement quantitatif. Le produit est
suffisamment pur pour étre engagé dans la réastimante sans autre purification.

Données spectrales

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 0,93 (d3J = 6,4 Hz, 3H, H) ; 1,13-1,35 (m, 8H,
Hs, He, Hy €t H) ; 2,65 (t.3) = 7,6 Hz, 2H, H) ; 2,79 (s, 4H, hb) : 3,46 (m, 1H, H) ; 3,59 (q,
3J=6,4 Hz, 1H, H) ; 6,10 (s, 1H, Niou NHy) ; 6,29 (s, 1H, NEou NH,)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 5,05 min, m/z : 312 ([M+H)
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Acide 6-(desthiobiotinylamino)caproiqué 29

5 =

N o 7,4 A2 Formule brute : C;¢H,gN;0,
HO™ 1 15 131 \n/\s/\é/ (\NHC PM : 327,22 g.mol"
O Solide blanc

Protocole:

697,10 mg (2,24 mmol) de succinimido desthiobidgna8 sont solubilisés dans du
diméthylformamide (20 mL). 309,8 mg (2,36 mmol, ¥4) d'acide 6-amino caproique
préalablement solubilisés dans du diméthylformangfslenL) sont ajoutés puis 390 pL de
triéthylamine (2,80 mmol, 1,3 €q). Le mélange asié a agiter 15 h a température ambiante
et sous argon.

Le mélange est filtré sur fritté n°3 et le filt@tapore sous pression réduite a 60 °C. Le résidu
est repris dans du dichlorométhane (50 mL) et whatien de NHCI saturée (50 mL). Le
solide qui se forme entre les deux phases est éé€lgvec la phase aqueuse qui est ensuite
filtrée sur fritté n°3. Le solide obtenu est séshés pression réduite pour obtenir 254, 66 mg
(0,78 mmol) d’acide 6-(desthiobiotinylamino)capnad@9 (35 %).

Données spectrales

RMN H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 0,93 (d3J = 7,6 Hz, 3H, H), 1,13-1,50 (m, 14H,
Hs, He, Hz, Hg, Hio, Hizet Hi) ; 2,01 (1% = 7,6 Hz, 2H, W) ; 2,16 (t,°J = 7,2 Hz, 2H, H) ;
2,98 (dt,%) = 6,8 Hz,%) = 6,4 Hz, 2H, Hh) ; 3,46 (m, 1H, H) ; 3,58 (quint’J = 6,4 Hz, 1H,
H,) ; 6,11 (s.e., 1H, NKouNH,) ; 6,29 (s.e., 1H, NouNH,) ; 7,71 (t.e.3J = 5,6 Hz, 1H,
NH,) ; 11,98 (s.e., 1H, OH)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 4,50 min, m/z : 328 ([M+H)

151



N-(2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4-nirophénoxy)éthyl)-N-(4-(3-
(trifluorométhyl)diazirinyl)benzyl)-6-desthiobiotin ylaminohexanamide (ITBs-Py)

) it Formule brute : C4H,,NgO(CIF,
CF3 PM : 846,32 g.mol!
Rf : 0,8 (DCM/MeOH : 95/5)
Solide jaune

Protocole (a réaliser en limitant I'exposition di a la lumiére)

120,70 mg (0,37 mmol) d’acide 6-(desthiobiotinylanj)caproique29 et 141,08 mg
(0,37 mmol, 1 éq) dhexafluorophosphate de-(7-azabenzotriazol-1-yIN,N,N’,N*-
tétrameéthyluronium sont solubilisés dans du diméthfoxyde (2,4 mL). 45.L (0,26 mmol,
0,7 éq) deN,N-diisopropyléthylamine sont ajoutés au mélange f0i3,16 mg (0,19 mmol,
0,5 éq) de 3-chloro-4-fluorbl-(5-nitro-2-(2-(4-(3-(trifluoromethyl)diazirinyl)b&zylamino)
ethoxy)benzyl) anilin@7 préalablement solubilisés dans du diméthylsulfexgti4 mL). Le
mélange est laissé a agiter 18 h a températureaatabi

Du dichlorométhane (25 mL) est ajouté au mélangessjuensuite lavé avec une solution de
NaHCO; 5 % (2 x 12,5 mLet de 'HCI 1 M(2 x 12,5 mL). La phase organique séthée
(NaSQy), filtrée sur coton et le solvant évapoténe chromatographie flash sur colonne
Redisep 4 g en phase norm@fl2CM/MeOH: 100/0,99/1, 98,5/1,5,97,5/2,5, 97/3, 96/4,
95/5, 94/6 puis 93/7permet d’obtenir 126,95 mg (0,15 mmale N-(2-(2-((3-chloro-4-
fluorophénylamino)meéthyl)-4-nitrophénoxy)éthyH{4-(3-trifluorométhyl)diazirinyl)benzyl)
-6-desthiobiotinylaminohexanamidd B s-P,) (79 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm)* : 0,91, 0,92 (23] = 6,4 Hz, 3H, Hg) ; 1,12-1,52
(m, 14H, |‘b5, H26, H27, H31, H32, H33 et H34) X 1,98, 1,99 (213,\] = 7,2 HZ, 2H, Ho) X 2,21, 2,50
(2t,%3 = 7,2 Hz, 2H, Hy) ; 2,91, 2,95 (2dJ = 7,2 Hz,3) = 6,0 Hz, 2H, Hy) ; 3,44 (m, 1H,
Has) ; 3,56 (M, 1H, k) ; 3,73, 3,78 (2t3J = 4,8 Hz, 2H, Hs) ; 4,16, 4,18 (2d°J = 5,6 Hz,
2H, Hy) ; 4,21, 4,27 (2833 = 4,8 Hz, 2H, Hy) ; 4,63, 4,74 (2s, 2H, 1) ; 6,11 (s.e., 1H, NH
ou NHy) ; 6,29 (s.e., 1H, NHou NHy) ; 6,39, 6,42 (2t.e3) = 6,4 Hz, 1H, NH) ; 6,51 (m, 1H,
H,) ; 6,63, 6,66 (2dd"J = 6,0 Hz,"J = 2,4 Hz, 1H, H) ; 7,05, 7,09 (263 = 9,2 Hz, 1H, H) ;
7,09, 7,17 (2d33 = 9,2 Hz, 1H, Ho) ; 7,07, 7,21 (2dJas = 8,0 Hz, 2H, He) ; 7,27, 7,29 (2d,
Jas = 8,4 Hz, 2H, Hg) ; 7,65, 7,68 (263 = 6,0 Hz, 1H, NH) ; 8,05, 8,09 (2d'J = 2,8 Hz, 1H,
His) ; 8,11, 8,13 (2ddJ = 9,2 Hz,"J = 2,8 Hz, 1H, H))

RMN °C (100 MHz, DMSO-d;) & (ppm)* : 15,8 (Gg) ; 24,8, 24,9, 25,6, 25,9, 26,4, 26,6,
29,1, 29,4, 29,5, 29,9 QE; Cze, C27, C31, C32, C33 et Q,4) X 28,3 (q,zJ =36 Hz, Q]_) X 32,6, 32,7
(C24) 5 35,7 (Go) ; 38,5, 38,6 (€g) ; 41,8 (G) ; 45,4, 46,8 (&) ; 48,3, 51,3 (&) ; 50,5 (Ge) ;
55,3 (Gs) ; 67,2 (Gg) ; 112,0, 112,1 (§) ; 112,2, 112,3 (@ ; 112,7, 112,8 (¢ ; 117,3,
117,5 et 117,4, 117,6 (28] = 21 Hz, G) ; 119,7, 119,9 et 119,8, 120,0 (3d= 18 Hz, G) ;
123,3, 123,6 (@) ; 124,9, 125,0 (@) ; 126,3, 126,7 (@) ; 126,7, 127,2 (@) ; 127,5, 128,4
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(Cig) ; 128,8, 128,9 (§ ; 140,9, 141,0 (©) ; 141,2, 141,6 (§) ; 146,2, 146,3 (¢ ; 148,5,
150,9 et 148,6, 151,0 (2] = 240 Hz, G) ; 161,5, 161,8 (6) ; 163,2 (G) ; 172,2 (Gs ou
Coo) ; 173,1, 173,4 (& ou G)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 8,63 min, m/z : 847 (100), 849 (37) ([MiP

Spectrométrie de masse (ESI/TOF) m/z (%) : 847 (56), 849 (21) (M+H) ; 869 (100),
871 (46) ([M+N4))

IR (pastille KBr) v (cmi?) : 3309 (N-Hv) ; 3083 (=C-Hv) ; 2936, 2861 (C-H) ; 1701,1643
(C=0v) ; 1593 (N-H3) ; 1516, 1341 (N@v) ; 1463 (C=Cv) ; 1266 (=C-Nv) ; 1229 (C-O-C
v) ; 1183, 1155 (C-F) ; 1096 (C-Nv) ; 1070 (C-O-Cv) ; 1050 (C-HJ) ; 937, 844, 806, 750
(=C-H )

UV A (nm) :¢(309 nm) =1,17.14 L. mor*.cm*

HRMS : calculée pour gH4sNgOsCIF4 ((M+H™]) : 847,3321, mesurée : 847,3304

* Le produit est obtenu sous la forme de deux conéves, d’ou le dédoublement de presque
tous les signaux.
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Acide 4-((E)-(2-hydroxy-5-((N-biotinyl)-2-aminoéthyl)phenyl)diazényl)benzoique 8

10
5_Na s 1 N l/8193
NI Nji\ls/\{ “>N,  Formule brute : CysHyN5O5S
amtl PM: 511,19 g.mol’!

HN
o) ° \ﬁz/ NH, Solide jaune orangé
0

T
O
-

Protocolé :

972,0 mg (7,09 mmol) d’acide 4-aminobenzoique sis®ous dans de 'HCI 6 M (14 mL) et
refroidis a 4 °C. 1,22 g (17,68 mmol, 2,5 éq) deiteide sodium préalablement dissous dans
de l'eau (3 mL) sont ajoutés goutte a goutte. A8smin, le mélange est lentement
additionné, a 4 °C, a une solution de 619,0 mgs(&#ol, 0,5 €q) de tyramine chlorhydratée
dans du NaHC@®saturé (9 mL). Une solution de NaHg®aturée est ajoutée au fur et a
mesure de I'addition afin de maintenir le mélanggctionnel & un pH basique. Apres 10 min,
le bain de glace est retiré et le mélange laissgtar 16 h a température ambiante.

Une solution de 1,33 g (3,90 mmol, 0,5 éq) de suido biotinate 23 dans du
diméthylsulfoxyde (20 mL) est ajoutée au mélangeetiénnel qui est encore laissé a agiter
3 h a température ambiante. De I'HCI 12 M est @qgusqu’a obtention d’un pH acide. Aprés
ajout d’acetate d’éthyle (200 mL), le solide forewst filtré sur fritté n°4, lavé avec de I'éther
diéthylique (2 x 100 mL) puis séché sous vide. ésdu est repris dans du diméthylsulfoxyde
(15 mL) et de I'éthanol absolu (70 mL) puis filtséir fritté n°3. Le précipité est lavé a
I'éthanol absolu (3 x 10 mL) et les lavages addiiés au filtrat, lequel est lyophilisé pour
obtenir 1,73 g (3,38 mmol) dacide Z}¢(2-hydroxy-5-((-biotinyl)-2-aminoéthyl)
phényl)diazényl)benzoiquso (95 %).

Le produit est engagé tel quel dans la réactiomaste mais 100 mg ont été purifiés par
HPLC pour analyses. La purification a été réalsdeune colonne Waters X-Bridge Phényl
5 um, 19 x 150 mm avec un débit de 17 mL/min e€luant constitué du mélange entre une
solution A (HO + 0,1 % d’acide formique) et une solution B (aodtile + 0,1 % d’acide
formique). Les proportions de solutions A/B sont98é a t = 0 min et de 50/50 a t = 24 min.
6,33 mg d’acide 4-§)-(2-hydroxy-5-((-biotinyl)-2-aminoéthyl)phényl)diazényl)benzoique
30 purs a plus de 95 % ont ainsi été obtenus.

Données spectrales

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) : 1,21-1,58 (m, 6H, I, Hizet Hg) ; 2,01 (t,%) =

7,6 Hz, 2H, Hs) ; 2,54 (d2) = 12,4 Hz, 1H, K) ; 2,69 (30 = 6,8 Hz, 2H, H,) ; 2,77 (dd2J

= 12,4 Hz,*J = 5,2 Hz, 1H, Hy) ; 3,01 (m, 1H, kb) ; 3,26 (dt3J = 7,2 Hz,%J = 6,0 Hz, 2H,
Hig) ; 4,06 (M, 1H, k) ; 4,25 (m, 1H, k) ; 6,33 (s.e., 1H, Nflou NH,) ; 6,38 (s.e., 1H,
NH, ou NH) ; 7,0 (d,°J = 8,4 Hz, 1H, Hy) ; 7,28 (dd3J = 8,4 Hz,*J = 2,4 Hz, 1H, K) ; 7,56

(d,"J=2,0 Hz, 1H, H) ; 7,83 (t.e.2J = 5,6 Hz, 1H, NH) ; 8,03 (d,Jas = 8,4 Hz, 2H, Hou

Hs) ; 8,10 (d,Jas = 8,8 Hz,2H, Hs ou Hs) ; 10,88 (s.e., 1H, OH)

RMN C (100 MHz, DMSO-d;) é (ppm): 25,7, 28,4, 28,5 (6, Ci7 et Gg) ; 34,5 (G) ;
35,6 (Gs) ; 40,3 (Go) ; 40,6 (G3); 55,8 (Gg); 59,6 (Gy) ; 61,4 (Gg); 118,6 (Go) ; 122,2
(Cr); 122,9 (G); 130,9 (G); 131,4 (G) ; 135,3 (G) ; 138,8 (G et Gg) ; 154,0 (Giou G) ;
154,3 (G1ou G) ; 163,1 (G) ; 167,3 (GQ) ; 172,4 (Gs)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 5,82 min, m/z : 512 ([M+H)
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Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 534 ([M+N4])

IR (pastille KBr) v (cm™®) : 3283 (N-Hv) ; 3074 (=C-Hv) ; 2927, 2859 (C-H) ; 2670-2361
(O-Hv) ; 1700,1641(C=0Vv) ; 1549 (N-H3) ; 1497, 1425 (C=@) ; 1277 (=C-Nv) ; 1141
(C-Nv) ; 864, 778 (=C-H)

UV A (nm) : 251, 329

HRMS : calculée pour &H-oNsOsSNa ([M+Na]) : 534,1787, mesurée : 534,1791
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tert-butyl 2-(4-((E)-(2-hydroxy-5-((N-biotinyl)-2-aminoéthyl)phényl)diazényl)benzamido)
acétate 31

14
R 12 17 20 22 .
L5 ’ 9N‘N ” NJIIS\/\//,,B S y Formule brute : C311H40N6O6S
)(J]\/Nas . ol Hy PM : 624,27 g.mol
ARED HN G Ny, RE £ 0,38 (DCM/MeOH : 90/10)

Solide jaune orangé

Protocole:

896,3 mg (1,75 mmol) dacide 4K)Y-(2-hydroxy-5-(N-biotinyl)-2-aminoéthyl)phényl)
diazényl)benzoiqud0 sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (10 mLD g& (4,88 mmol,
2,8 éq) deN,N-diisopropyléthylamine sont ajoutés puis 501,16 (@2 mmol, 0,8 éq)
d’hexafluorophosphate deO-(7-azabenzotriazol-1-yIN,N,N’,N*-tétraméthyluronium et
146,8 mg (0,88 mmol, 0,5 éq) de glycitet-butyl ester, tous deux solubilisés dans du
diméthylsulfoxyde (3,5 mL). Le mélange est laiss@iier 16 h & température ambiante.

Du dichlorométhane (200 mL) et une solution de N&sG % (200 mL) sont ajoutés au
mélange. La phase organique est lavée avec du NaBCQ® (100 mL) puis avec de I'HCI
1 M (200 puis 100 mL). Elle est séchée {81@,), filtrée sur coton et le solvant évaporeé. Une
chromatographie flash sur colontgerchim 12 g en phase normg@CM/MeOH: 100/0,
98/2,97/3,95,5/4,5, 96/4, 92,5/7,5 puis 9148rmet d’obtenir 75,0 mg (0,12 mmalé tert-
butyl 2-(4-(€)-(2-hydroxy-5-({N-biotinyl)-2-aminoéthyl)phényl)diazényl)benzamidogtate
31 (14 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm) : 1,21-1,56 (M, 6H, bb, Ha1 et Hy) ; 1,42 (s, 9H,
Hy) ; 2,01 (13 = 7,2 Hz, 2H, He) ; 2,54 (d2 = 12,4 Hz, 1H, k) ; 2,68 (t,°J = 6,8 Hz, 2H,
Hie) ; 2,77 (dd2J = 12,4 Hz3J = 5,2 Hz, 1H, Hy) : 3,01 (m, 1H, k) ; 3,26 (dt3J = 7,2 Hz,
3)=6,0 Hz, 2H, Hy) ; 3,92 (d2) = 6,0 Hz, 2H, H) ; 4,06 (m, 1H, H) ; 4,26 (M, 1H, k) ;

6,34 (s.e., 1H, NHou NHy) ; 6,40 (s.e., 1H, NHou NHy) ; 7,0 (d,3J = 8,4 Hz, 1H, H,) ;

7,28 (dd,*J = 8,4 Hz,*J = 2,0 Hz, 1H, Hk) ; 7,56 (d,*J = 2,4 Hz, 1H, Hy) ; 7,84 (t.e.2J =

5,6 Hz, 1H, NH) ; 8,05 (2dJag = 8,8 Hz,Jag = 8,8 Hz, 4H, Het H) ; 9,02 (t.e.?J = 6,0 Hz,
1H, NH,) ; 10,85 (s.e., 1H, OH)

RMN *C (100 MHz, DMSO-d) & (ppm): 25,7, 28,4, 28,5 (&, Co1 et Gy) ; 28,1 (G) ;
34,5 (Ge) ; 35,6 (Go) ; 40,3 (G4) ; 40,6 (G7) ; 42,4 (G) ; 55,8 (G3) ; 59,6 (Cx) ; 61,4 (Gy) ;
81,1 (G); 118,6 (G4) ; 122,1 (Gy) ; 122,9 (G) ; 128,9 (G) ; 131,3 (Go) ; 135,2 (Gg) ; 135,9
(Ce) ; 138,7 (Go) ; 153,6 (G ou Gs); 154,0 (G ou Gs) ; 163,1 (Ge) ; 166,2 (G) ; 169,3
(Cs) ; 172,4 (Gy)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 6,32 min, m/z : 625 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 625 ([M+H]) ; 647 ((M+Na])

IR (pastille KBr) v (cmi?) : 3292 (N-Hv) ; 3075 (=C-Hv) ; 2975, 2930 (C-H) ; 1703,1647
(C=0v) ; 1542 (N-H9) ; 1493, 1458, 1425, 1368 (Ca; 1228 (=C-Nv) ; 1154(C-Nv) ;
856, 755 (=C-Hb)

UV A (nm) : 220, 332

HRMS : calculée pour §&H41NsOeS ([M+H']) : 625,2808, mesurée : 625,2798
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Acide 2-(4-(E)-(2-hydroxy-5-((N-biotinyl)-2-aminoéthyl)phényl)diazényl)benzamido)
acétique 32

HO " o
0 N°NmNWB/'2‘ S Formule brute : C,;H3;N4O4S
)l\/ﬂa3 Z S Hy T 2 PM: 568,21 g.mol’!
HO

1Y 47 HN o4 pros Solide rouge

o ?]iNHd
o)
Protocole:

12860 mg (0,21 mmol) de tert-butyl 2-(4-(€)-(2-hydroxy-5-({N-biotinyl)-2-
aminoéthyl)phényl) diazényl)benzamido)acétdte sont dissous dans du tétrahydrofurane
(4,8 mL) et du méthanol (2,4 mL). Une solution &12mg (1,17 mmol, 5,5 éq) d’hydroxyde
de lithium dans de l'eau distillée (1,2 mL) estudge et le mélange laissé a agiter 6 h a
température ambiante.

Apres évaporation d’'un maximum de solvants, duldrcdméthane (2,5 mL) et de 'HCI 2 M
(2,5 mL) sont ajoutés au mélange. Le précipité sguforme est filtré puis séché sous vide
pour obtenir l'acide 2-(4-B)-(2-hydroxy-5-((-biotinyl)-2-aminoéthyl)phényl)diazényl)
benzamido)acétiqud2 avec un rendement quantitatif. Le produit estisafiment pur pour
étre engagé dans la réaction suivante sans autfiegion.

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds)  (ppm) : 1,19-1,60 (m, 6H, kb, Higet Hy) ; 2,01 (t,3) =
7,2 Hz, 2H, Hy) ; 2,54 (d,2) = 12,4 Hz, 1H, k) ; 2,68 (1,2 = 7,2 Hz, 2H, Hy) ; 2,77 (dd,
2)=12,4 HzJ = 5,2 Hz, 1H, H,) ; 3,01 (m, 1H, Hy) ; 3,26 (dt,%J = 6,8 Hz,°J = 5,6 Hz,
2H, His) ; 3,94 (d,3) = 5,6 Hz, 2H, H) ; 4,06 (dd2J = 7,6 Hz,J = 4,0 Hz, 1H, k) ; 4,26
(dd,3J = 7,6 Hz,J = 4,8 Hz, 1H, Hy) ; 6,34 (s.e., 1H, NHou NHy) ; 6,40 (s.e., 1H, NHou
NHg) ; 7,01 (d,°J = 8,4 Hz, 1H, H,) ; 7,28 (dd2J = 8,8 Hz,*J = 2,4 Hz, 1H, Hy) ; 7,56 (d,
“3=2,4 Hz, 1H, H) ; 7,90 (t.e.21=5,2 Hz, 1H, NK) ; 8,06 (2dJag = 9,6 Hz,Jag = 9,6 Hz,
4H, Hs et H) ; 9,08 (t.e.2J=5,6 Hz, 1H, NH) ; 10,85 (s.e., 1H, OH)

RMN C (100 MHz, DMSO-d) é (ppm): 25,7, 28,4, 28,5 (5, Cio et Go) ; 34,5 (Ga) ;
35,6 (G7); 40,3 (Go) ; 40,6 (Gs); 41,7 (G); 55,8 (G1) ; 59,6 (Gg); 61,4 (Gs); 118,6
(Ci); 121,8 (©); 122,9 (@) ; 128,9 (@) ; 131,3 (G); 135,1 (Ga); 1359 (Q); 138,7
(Ci0) ; 153,6 (G et Gg) ; 163,1 (G4) ; 166,1 (Q) ; 171,2(G) ; 172,4 (Go)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 5,15 min, m/z : 569 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 567 ([M-H])

IR (pastille KBr) v (cmi?) : 3397 (O-Hv) ; 3287 (N-Hv) ; 2932, 2861 (C-H) ; 1701,1643
(C=0v) ; 1546 (N-HJ) ; 1495, 1425, 1357 (C=Q ; 1265 (=C-Nv) ; 1145, 1109C-Nv) ;
862, 773 (=C-Hb)

UV A (nm) : 251, 332

HRMS : calculée pour &H33NgO6S ([M+H']) : 569,2182, mesurée : 569,2172
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N-(2-((2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)méthyl)-4nitrophénoxy)éthyl)-N-(4-(3-
(trifluorométhyl)diazirinyl)benzyl)-2-(4-((E)-2-hyd roxy-5-((N-biotinyl)-2-aminoéthyl)
phenyl)diazényl)benzamido)acétamide (ITB-P3)

NO,
12 34
H HOWGs i, o
6 Na N A J\/‘m\/%,lu S
29 N 30 e 32 Pyt N 38 > )Y a4
H
O\M/\N N 23 28 ¢ )~ 45
i o dHN?}‘ﬁNHe
—N 17 O
N’ 18
al P Formule brute : C5;HsoN;;O4SCIF,
oFs PM : 1087,32 g.mol’!

Rf : 0,39 (DCM/MeOH : 97/3)
Solide orange

Protocole (a réaliser en limitant 'exposition dite a la lumiére)

105,75 mg (0,19 mmol) d'acide 2-(4=j¢(2-hydroxy-5-(N-biotinyl)-2-aminoéthyl)phenyl)
diazényl)benzamido)acétiqué2 sont dissous dans du diméthylsulfoxyde (2 mL). pd0
(0,40 mmol, 2,1 éq) dal,N-diisopropyléthylamine sont ajoutés puis 84,51 ®@Z mmol,
1,2 éq) d’hexafluorophosphate @e(7-azabenzotriazol-1-yIN,N,N’,N-tétraméthyluronium
et 121,63 mg (0,23 mmol, 1,2 éq) de 3-chloro-4+iul-(5-nitro-2-(2-(4-(3-(trifluorométhyl)
diazirinyl)benzylamino)éthoxy)benzyl)anilirgy, tous deux préalablement solubilisés dans du
diméthylsulfoxyde (750 uL). Le mélange est laiss@ider 16 h a température ambiante.

Du dichlorométhane (50 mL) et une solution de NaHGO% (2,5 mL) sont ajoutés au
mélange. La phase organique est lavée avec de UHEI (2 x 50 mL), séchée (MaQy),
filtrée sur coton et le solvant est évaporée. Un@rctatographie flash sur colonne Interchim
12 g en phase normale (DCM/MeOH.00/0,98,6/1,4,96/4, puis 90/10permet d’obtenir
76,95 mg (0,07 mmol) de N-(2-((2-(2-((3-chloro-4-fluorophénylamino)meéthyl}-4
nitrophénoxy)éthylN-(4-(3-(trifluorométhyl)diazirinyl)benzyl)-2-(4-((E2-hydroxy-5-({(\-
biotinyl)-2-aminoéthyl)phényl)diazényl)benzamidodtamide (TB 5-P3) (37 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm)* : 1,20-1,56 (m, 6H, kb, Ha1, Hao) ; 2,01 (t,3) =
7,6 Hz, 2H, Hy) ; 2,54 (d2J = 12,4 Hz, 1H, H) ; 2,69 (£ = 7,2 Hz, 2H, He) ; 2,77 (dd2J
= 12,4 Hz2) = 5,2 Hz, 1H, Hy) ; 3,02 (m, 1H, k) ; 3,26 (dt3) = 6,8 Hz,J = 6,4 Hz, 2H,
Hs7) ; 3,78, 3,91 (23] = 5,2 Hz, 2H, Hk) ; 4,06 (ddd*J = 1,6 Hz%J = 4,4 Hz,*) = 7,6 Hz,
1H, Hyy) ; 4,11-4,42 (d, m, £ = 5,6 Hz,%J = 5,2 Hz, 7H, H, Hu4, Hos et His) ; 4,70, 4,85
(2s, 2H, He) ; 6,33 (s.e., 1H, Nidou NH) ; 6,39 (s.e., 1H, Nidou NH) ; 6,38, 6,42 (2] =
6,4 Hz, 1H, NH) ; 6,52 (m, 1H, H) ; 6,68 (m, 1H, ) ; 7,0 (d,J = 8,4 Hz, 1H, Hy) ; 7,05,
7,08 (2t,3) = 9,2 Hz, 1H, H) ; 7,09, 7,16 (2d%J = 9,2 Hz, 1H, Ho) ; 7,11, 7,22 (2dJag =
7,6 Hz, 2H, Ho) ; 7,36, 7,41 (2dJas = 8,4 Hz, 2H, Hy) ; 7,28 (dd2J = 8,4 Hz,*J = 2,4 Hz,
1H, Hs) ; 7,57 (s, 1H, Kh) ; 7,84 (t.e.’J = 5,6 Hz, 1H, NH) ; 8,0 (d,Jas = 6,0 Hz, 2H, H;
ou ) ; 8,03 (S, 2H, bk ou Hpg) ; 8,09 (2d*J = 2,8 Hz, 1H, Hy) ; 8,14 (2dd/J = 3,2 Hz,
3)=9,2 Hz, 1H, k) ; 8,83, 8,85 (2t.e>) = 5,6 Hz, 1H, NiJ) ; 10,87,10,88 (2s.e., 1H, OH)

RMN *°C (100 MHz, DMSO-d) é (ppm)* : 25,7, 28,4, 28,5 (£, Ca1 et Cp) ; 34,5 (Go) ;
35,6 (Go) ; 40,3 (G4) ; 40,6 (G7); 41,6, 41,7 (@ ; 41,8 (G4) ; 46,1, 46,4 (&) ; 48,9, 51,1
(Cie) ; 55,8 (G3) ; 59,6 (Gs) ; 61,4 (G7) ; 67,5 (Ga) ; 111,9, 112,1 () ; 112,3, 112,4 (9 ;
112,8, 112,9 (§) ; 117,4 (d2J = 22 Hz, G) ; 118,6 (G4 ; 119,9 (d2J = 18 Hz, G) ; 122,2
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(Cs1) ; 122,8 (Gs) ; 123,3, 123,6 (Q) ; 124,8, 125,0 (Q) ; 126,5, 126,9 (&) ; 126,7, 127,1
(Ci) ; 127,7, 1285 (§) ; 128,8, 128,9 (§ ; 129,1, 129,2 () ; 131,3 (Go) ; 135,2 (G9) ;
136,1 (Ge) ; 138,7 (Go) ; 140,5, 141,06 (G ou Gy) ; 141,06, 141,3 (G ou Gy) ; 146,3
(Co) ; 149,6 (X = 232 Hz, G) ; 153,5 (Go 0 Gsg) ; 153,9 (Gs OU Gs) ; 161,6, 161,8 (§ ;
163,0 (Ge) ; 166,1, 166,2 (&) ; 169,6, 169,8 (&) ; 172,4 (Ge)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tg = 10,08 min, m/z : 1088 (100), 1090 (40) ([MHH

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 1088 (17), 1090 (7) ((M+H) ; 1110 (100), 1112
(53) ([M+Na])

IR (pastille KBr) v (cm™) : 3339 (N-Hv) ; 3078 (=C-Hv) ; 2929 (C-Hv) ; 1701,1644(C=0
v) ; 1516, 1341 (N@v) ; 1465, 1427 (C=@) ; 1265 (=C-Nv) ; 1186, 1148C-Fv) ; 1101 (C-
N v) ; 1049 (C-O-G)) ; 936, 804, 749 (=C-H)
UV A (nm) :¢(321 nm) = 2,24.10L. mol*.cm™

HRMS : calculée pour §HsiN1,0sSCIF, ([M+H™]) : 1088,3267, mesurée : 1088,3247

* Le produit est obtenu sous la forme de deux conéwes, d’ou le dédoublement de
nombreux signaux.
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1-(3-nitrophényl)-2,3,4,9-tétrahydro-H-pyrido[3,4-bjindole (ITB )

Formule brute : C{;H,5N50,
PM : 293,12 g.mol"!

Rf : 0,25 (DCM/MeOH : 97/3)
Poudre orangée

Protocolé :

1,23 g (7,68 mmol) de tryptamine et 926,3 mg (6yI8Bol, 0,8 €q) de 3-nitrobenzaldéhyde
sont solubilisés dans du dichlorométhane (23 mi90 pL (7,66 mmol, 1 éq) d'acide
trifluoroacétique sont ajoutés et le mélange essdaa agiter 15 h sous argon a 40 °C.

Le précipité obtenu est filtré sur fritté n°3, laadec du dichlorométhane puis séché sous vide.
Il est repris dans une solution de NaHCO® % (200 mL) qui est extraite avec du
dichlorométhane (2 x 100 mL). Les phases organigéasies sont séchées ¢S&), filtrées

sur coton et le solvant est évaporé sous pressauite pour obtenir 1,63 g (5,56 mmol) de 1-
(3-nitrophényl)-2,3,4,9-tétrahydrd-tpyrido[3,4-bjindole (TB ) (91 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 2,71 (m, 2H, ) ; 3,0 (m, 2H, H) ; 5,25 (s, 1H,
Hio) ; 6,95 (ddd?J = 7,6 Hz,J = 6,9 Hz,J = 0,8 Hz, 1H, H) ; 7,01 (ddd>J = 8,0 Hz,*J =

6,9 Hz,J = 1,2 Hz, 1H, H) ; 7,21 (d,33 = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,42 (d,*J = 7,7 Hz, 1H, H) ;

7,63 (dd,®) = 7,8 Hz,3 = 8,0 Hz, 1H, He) ; 7,77 (d,%3) = 7,7 Hz, 1H, H) ; 8,13 (s, 1H,
Hig) ; 8,15 (d,J = 8,8 Hz, 1H, Hk) ; 10,56 (s.e., 1H, N

RMN C (100 MHz, DMSO-a;) J (ppm) : 22,4 (§) ; 41,6 (G) ; 56,1 (Go) ; 109,0 (G);
111,5 (G) ; 118,1 (G) ; 118,8 (G) ; 121,2 (G) ; 122,6 (Gs) ; 123,3 (G3) ; 127,1 (G) ; 130,1
(Ci6) ; 134,7 (G1) ; 135,7 (G7) ; 136,4 (G) ; 146,0 (Go) ; 148,0 (Ga)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tz = 5,62 min, m/z : 294 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 294 ([M+H))

IR (pastille KBr) v (cm-1) : 3398 (N-H/) ; 3057 (=C-Hv) ; 2917, 2843 (C-H) ; 1527, 1349
(NO; v) ; 1450 (C=Qv) ; 807, 737 (=C-H)

UV A (nm) : 219, 266

HRMS : calculée pour GH1gN3O, ([M+H™]) : 294,1243, mesurée : 294,1240
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1-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-bjindol-2(9H)-yl)éthanone 33

Formule brute : C;gH7N303
PM : 335,13 g.mol"!

Rf : 0,43 (DCM/MeOH : 98/2)
Solide jaune

Protocolé :

257,9 mg (0,88 mmol) de 1-(3-nitrophényl)-2,3,4&8dhydro-H-pyrido[3,4blindole (TB 7)
sont solubilisés dans du dichlorométhane (10,5 mQuL (0,74 mmol, 0,8 €q) d’anhydride
acétique et 21QL (1,56 mmol, 1,8 €q) de triéthylamine sont ajowtéde mélange laissé a
agiter 3 h a température ambiante.

Le solvant est évaporé sous pression réduite e¢édelu repris dans du dichlorométhane
(20 mL) et de I'eau distillée (20 mL). La phase anigue est lavée avec de I'HCI 0,1 M
(10 mL), séchée (N8Qy), filtrée sur coton et le solvant est évaporé. Wdhematographie
flash sur colonne Redisep 4 g en phase normale (IMeKaH : 100/0, 99/1, 98/2 puis 97/3)
permet d’obtenir 202 mg (0,60 mmol) de 1-(1-(3gptnényl)-3,4-dihydro-#-pyrido[3,4-
blindol-2(9H)-yl)éthanone33 (81 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-d) 6 (ppm) : 2,17 (s, 3H, H) ; 2,85 (m, 2H, ) ; 3,22 (ddd,
2)=14,4 Hz®) = 11,6 Hz,®J = 4,8 Hz, 1H, H) ; 4,01 (dd2) = 13,6 Hz,*J = 4,8 Hz, 1H,
Ho) : 6,91 (s, 1H, k) ; 7,02 (ddd3J = 8,0 Hz,*J = 7,2 Hz,*J = 0,8 Hz, 1H, H) ; 7,10 (ddd,
31=8,0Hz,3J=7,2Hz%=1,2 Hz, 1H, H); 7,33 (d,3) = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,49 (d,*] =

8,0 Hz, 1H, H) ; 7,66 (m, 2H, Hset Hi7) : 8,02 (d,*J = 1,2 Hz, 1H, Hb) ; 8,18 (m, 1H, H) ;

11,0 (s.e., 1H, NH)

RMN **C (100 MHz, DMSO-d) § (ppm) : 21,8 (§) ; 21,9 (Go) ; 40,9 (G) ; 50,8 (Go) ;
109,4 (G) ; 111,8 (G) ; 118,5 (G) ; 119,2 (G) ; 122,0 (Q) ; 122,8 (G3) ; 123,2 (Gs) ; 126,5

(Ce) ; 130,5 (Ge); 131,1 (Gy) ; 134,9 (G7); 136,7 (G); 143,1 (Gy) ; 148,2 (G4) ; 169,6
(C19)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tr = 8,15 min, m/z : 336 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 358 ([M+N4])

IR (pastille KBr) v (cm-1): 3261 (N-Hv) ; 3114, 3019 (=C-Hv) ; 2981, 2929, 2858
(C-Hv) ; 1707 (bande harmonique) ; 1614 (C¥Q 1524, 1352 (N@v) ; 1470, 1439, 1326,
1301 (C=Cv) ; 1282,1253 (=C-Nv) ; 1230, 1192 (C-N) ; 1158, 1143, 1099, 1027 (Cd};
994, 909, 824, 812, 759, 745, 708 (=GH

UV A (nm) : 203, 222, 268

HRMS : calculée pour GH17NsO3Na ([M+Na']) : 358,1168, mesurée : 358,1183
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N-boc-3-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-bjindol-2(9H)-yl)-3-oxopropyl
amine 34

Formule brute : C,5H,¢N,O5

PM : 464,21 g.mol’!

Rf : 0,47 (cyclohexane/AcOEt : 1/1)
Poudre jaune

Protocole:

1,22 g (4,16 mmol) de 1-(3-nitrophényl)-2,3,4,9dédro-H-pyrido[3,4b]indole (TB )
sont solubilisés dans du tétrahydrofurane anhy@@ L) et placés sous argon. 1,18 g
(6,24 mmol, 1,5 éq) deN-bocf-alanine et 1,28 g (6,20 mmol, 1,5 éq) #EN'’-
dicyclohexylcarbodiimide préalablement solubilisé&ns du tétrahydrofurane anhydre
(10 mL) sont ajoutés et le mélange laissé a afjidr & température ambiante et sous argon.
Le mélange est filtré sur coton et le solvant dtuati évaporé sous pression réduite. Le résidu
est repris dans du dichlorométhane (50 mL) et whetien de NaHC®@5 % (50 mL). La
phase organique est lavée avec du Nakl&@ (25 mL), séchée (MNaQy), filtrée sur coton
puis le solvant est évaporé. Une chromatographghfeur colonne Redisep 40 g en phase
normale (cyclohexane/AcOEt : 95/5, 75/25, 70/3036%uis 55/45) permet d’obtenir 1,29 g
(2,78 mmol) deN-boc-3-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydroH:pyrido[3,4-blindol-2(H)-yl)-3-
oxopropylamine34 (67 %).

Données spectrales

RMN H (400 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm) : 1,33 (s, 9H, &) ; 2,63 (1,°J = 6,8 Hz, 2H, Ho) ;
2,87 (m, 2H, H) ; 3,20 (dt®) = 6,4 Hz,*J = 6,0 Hz, 3H, K et Hy) ; 4,04 (dd*J = 3,2 Hz,
2)= 13,6 Hz, 1H, i) ; 6,73 (t.e.?J = 5,2 Hz, 1H, NH) ; 6,92 (s, 1H, ht) ; 7,02 (ddd3J =
8,0 Hz,3J = 6,8 Hz,"J = 1,2 Hz, 1H, H) ; 7,10 (ddd?J = 8,0 Hz,*J = 6,8 Hz,*J = 1,2 Hz,
1H, Hy) ; 7,33 (d,%3 = 8,0 Hz, 1H, H); 7,49 (d,J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,65 (M, 2H, Hset
Hi7) ;8,02 (m, 1H, Hb) ; 8,18 (dt2J = 6,8 Hz,"J = 2,4 Hz, 1H, Hk) ; 11,0 (s.e., 1H, N}

RMN C (100 MHz, DMSO-d) 5 (ppm) : 21,9 (@ ; 28,6 (G3) ; 33,3 (Go) ; 36,7 (Go) ;
40,3 (G) ; 51,0 (Gg) ; 78,0 (Go); 109,3 (G); 111,8 (G); 118,5 (G) ; 119,2 (@) ; 122,0
(Co); 122,8 (Ga); 123,2 (Gs) ; 126,5 (G) ; 130,6 (Ge) ; 131,1 (Ga) ; 134,9 (Gy) ; 136,7
(Cs) ; 143,0 (Go) ; 148,2 (Ga) ; 155,8 (Gy) ; 170,5 (Gy)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): t = 8,63 min, m/z : 465 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 487 ([M+N4])

IR (pastille KBr) v (cm-1) : 3441, 3302 (N-H) ; 3054 (=C-Hv) ; 2977, 2931 (C-H)) ;
1715, 1628 (C=Q) ; 1531, 1347 (N@v) ; 1467, 1446, 1406, 1366 (Cag ; 1279, 1248
(=C-Nv) ; 1226, 1203 (C-N) ; 1164 (N-C(=0)-Ov) ; 1064 (O-C-Cv) ; 999, 979, 894, 852,
805, 780, 749, 725 (=C-B)

UV X (nm) : 204, 222, 268

HRMS : calculée pour &H.gN4OsNa ([M+Na']) : 487,1957, mesurée : 487,1976
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3-amino-1-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-bjindol-2(9H)-yl)propan-1-one
35

Formule brute : C,,H,,N,O4
PM : 364,15 g.mol’!

Rf : 0,39 (DCM/MeOH : 90/10)
Solide jaune orangé

Protocole:

1,50 g (3,23 mmol) d&l-boc-3-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydroHtpyrido[3,4-blindol-2(9H)-
yl)-3-oxopropyl amine34 sont solubilisés a 0 °C dans du dioxane (5 mLplatés sous
argon. Une solution d’'HCI 4 M dans le dioxane (50)rast ajoutée et le mélange laissé a
agiter 2h 30a0 °C.

La solution est dégazée a température ambianéeselant évaporé sous pression réduite. Le
résidu est repris dans du dichlorométhane (50 ehlune solution de NaHG® % (50 mL).

La phase organique est séchée .8@), filtrée sur coton et le solvant évaporé. Une
chromatographie flash sur colonne Redisep 24 ghasg normale (DCM/MeOH : 100/0,
97,5/2,5, 95/5, 92/8 puis 90/10) permet d’obtertié Ing (2,63 mmol) de 3-amino-1-(1-(3-
nitrophényl)-3,4-dihydro-#i-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)propan-1-one5 (81 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm) : 2,57 (dt3J = 6,8 Hz,2J = 6,4 Hz, 2H, Hy) ; 2,80
(t, %3 =6,8 Hz, 2H, Ho) ; 2,82 (m, 2H, K ; 3,19 (ddd?J = 14 Hz,%J = 10,8 Hz>J = 5,6 Hz,
1H, Ho) ; 4,08 (dd?J = 13,6 Hz3) = 4,4 Hz, 1H, K) ; 6,94 (s, 1H, k) ; 7,02 (ddd?J =
8,0 Hz,3 = 7,2 Hz,"J= 1,2 Hz, 1H, H) ; 7,10 (ddd?J = 8,4 Hz,J = 7,2 Hz,*J = 1,2 Hz,
1H, Hy) ; 7,33 (d,°J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,49 (d,°J = 8,0 Hz, 1H, H) ; 7,65 (M, 2H, H et
Hi7) : 8,01 (m, 1H, Hb) ; 8,17 (dt2J=7,2 Hz,"J = 2,4 Hz, 1H, Hk) ; 11,03 (s.e., 1H, NH)

RMN C (100 MHz, DMSO-d) § (ppm) : 21,9 (@ ; 36,9 (Go) ; 38,4 (Go) ; 40,3 (G) ;
50,9 (Go) ; 109,3 (G) ; 111,8 (G) ; 118,5 (G) ; 119,2 (G) ; 122,0 (G) ; 122,8 (G3) ; 123,2
(Cis) ; 126,5 (G) ; 130,6 (Go) ; 131,1 (@) ; 134,9 (Gy) ; 136,7 (Gy) ; 143,1 (Go) ; 148,2
(C14) ; 171,4 (Go)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): tg = 5,85 min, m/z : 365 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 365 ([M+H))

IR (pastille KBr) v (cm-1) : 3372, 3289 (N-K) ; 3061 (=C-Hv) ; 2930, 2851 (C-H) ; 1636
(C=0v) ; 1528, 1349 (N@v) ; 1439, 1303 (C=@) ; 1278, 1255 (=C-N) ; 1217, 1193 (C-N
v) ; 1158, 1143, 1094, 1048 (CHi; 987, 924, 894, 825, 807, 744, 700 (=GH

UV A (nm) : 204, 222, 269

HRMS : calculée pour gH2:N4Os ([M+H™]) : 365,1614, mesurée : 365,1629
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1-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-bjindol-2(9H)-yl)-3-(4-(3-trifluorométhyl)
-3H-diazirin-3-yl)benzylamino)propan-1-one 36

Formule brute : C,oH,sN¢O3F;
PM : 562,19 g.mol’!

Rf : 0,45 (DCM/MeOH : 95/5)
Solide jaune

Protocole (a réaliser en limitant 'exposition ditea la lumiére)

503,45 mg (1,85 mmol) de 3-(4-(2-(1,3-dioxanyl))pyig-3-(trifluorométhyl)diazirine21 et
522,61 mg d’Amberlyst 15 sont solubilisés dans é@wahydrofurane (9,5 mL) et de l'eau
distillée (0,5 mL). Le mélange est agité 16 h a°80puis filtré sur coton. Le solvant est
évaporé (P> 150 mbar, température ambiante), le résidu regaiss du dichlorométhane
(10 mL) et une solution de NaHGG % (5 mL). La phase organique est séchéeSN3,
filtrée sur coton et le solvant évaporé{R50 mbar, température ambiante) pour donner une
huile transparente incolore (mélange aldéhyde/brgti30).

L’huile obtenue (1,30 mmol d’aldéhyde) et 468,16 (©@9 mmol, 1 éq) de 3-amino-1-(1-(3-
nitrophényl)-3,4-dihydro-#i-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)propan-1-one 35 sont solubilisés
dans du dichlorométhane (15 mL). 10 min plus t&®82,90 mg (3,93 mmol, 3 éq) de
NaBH(OAc) et 100 uL d’acide acétique (1,80 mmol, 1,4 éq) sgoutés et le mélange est
agité 20 h a température ambiante sous argon. Uange est filtré sur coton, puis du
dichlorométhan€30 mL) et une solution de NaHG® % (30 mL) sont ajoutés. La phase
agueuse est extraite au dichlorométhane (15 mls).pbases organiques réunies sont séchées
(NaSQy), filtrées sur coton et le solvant est évaporée Onromatographie flash sur colonne
Redisep 12 g en phase normale (DCM/MeOH 100/0, @®/i8 96/4) permet d’obtenir
370,0 mg (0,66 mmol) de 1-(1-(3-nitrophényl)-3,4ndiro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)-
3-(4-(3-trifluorométhyl) -B-diazirin-3-yl)benzylamino)propan-1-or36 (36 %).

Données spectrales

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) § (ppm) : 2,65 (t2J = 5,2 Hz, 2H, Hg) ; 2,73 (dt,*J =

6,8 Hz,3J = 6,4 Hz, 2H, H) ; 2,82 (m, 2H, K) ; 3,18 (ddd?J = 14,4 HzJ = 10,4 Hz3) =

5,6 Hz, 1H, H) ; 3,72 (s, 2H, bt) ; 4,06 (dd?) = 12,8 Hz3J = 4,0 Hz, 1H, i) ; 6,92 (s, 1H,
Hio) ; 7,02 (ddd3) = 7,6 Hz,*J = 7,2 Hz,*J = 0,8 Hz, 1H, H) ; 7,10 (ddd3J = 8,0 Hz,%J =

6,8 Hz,J = 1,2 Hz, 1H, H) ; 7,15 (d,Jas = 8,0 Hz, 2H, H,) ; 7,41 (d,Jag = 8,4 Hz, 2H,
Ho3) ; 7,32 (d23=8,0 Hz, 1H, H) ; 7,48 (d3J = 7,6 Hz, 1H, H) ; 7,64 (M, 2H, H et H7) ;

8,0 (M, 1H, Hs) ; 8,17 (dt2J=7,2 Hz,*J= 2,4 Hz, 1H, Hk) ; 11,01 (s.e., 1H, N}

RMN **C (100 MHz, DMSO-a) ¢ (ppm) : 21,9 (@) ; 28,4 (q,2J = 39 Hz, Ge) ; 33,5 (Go) ;
40,3 (G) ; 45,1 (Go) ; 51,0 (Go); 52,6 (Ga); 109,3 (G); 111,8 (G) ; 118,5 (Q); 119,2
(Cs) ; 122,0 (G) ; 122,3 (9,0 = 273 Hz, G;) ; 122,8 (Gs) ; 123,1 (Gs) ; 126,0 (Gs) ; 126,5
(Caa et G) ; 129,0 (Gg) ; 130,5 (Ge) ; 131,1 (G) ; 134,9 (Gy) ; 136,7 (G1) ; 1431 (Go) ;
144,0 (G2) ; 148,2 (G4) ; 171,3 (Ge)

LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): t = 7,38 min, m/z : 563 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 563 ([M+H)])
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IR (pastille KBr) v (cm-1) : 3396, 3298 (N-H) ; 3064 (=C-Hv) ; 2931, 2850 (C-H)) ;
1636, 1618 (C=Q@) ; 1531, 1349 (N©v) ; 1452, 1439, 1303 (C=Q) ; 1232 (=C-Nv) ; 1185,
1155 (C-Fv) ; 1097, 1050 (C-H) ; 938, 898, 808, 743, 700 (=C3)

UV A (nm) : 202, 222, 268
HRMS : calculée pour &HosNsOsF3 ((M+H]) : 563,2018, mesurée : 563,2020
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N-(3-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydro-1H-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)-3-oxopropyl)-N-(4-
(3-trifluorométhyl)-3 H-diazirin-3-yl)benzyl)-6-biotinylaminohexanamide (ITB2-P;)

Formule brute : CsH;)NgOgF3S
PM : 901,36 g.mol"!

Rf : 0,31 (DCM/MeOH : 95/5)
Solide jaune

Protocole (a réaliser en limitant I'exposition di a la lumiére)

254,25 mg (0,71 mmol) d’acide 6-(biotinylamino)aaijgue24 et 269,9 mg (0,71 mmol, 1 €q)
d’hexafluorophosphate deD-(7-azabenzotriazol-1-yIN,N,N’,N*-tétraméthyluronium sont
dissous dans du diméthylsulfoxyde (7,5 mL). 20093 (0,36 mmol, 0,5 éq) de 1-(1-(3-
nitrophényl)-3,4-dihydro-i-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)-3-(4-(3-trifluorométhyl)-3H-
diazirin-3-yl)benzylamino)propan-1-one 36 préalablement solubilisés dans du
diméthylsulfoxyde (2,5 mL) puis 200 pL (1,48 mmaléq) deN,N-diisopropyléthylamine
sont ajoutés. Le mélange est laissé a agiter 1&mperature ambiante et sous argon.

Du dichlorométhane (70 mL) et une solution de NaH®0O% (70 mL) sont ajoutés au
mélange. La phase organique est lavée avec ungosotliHCI 1 M (2 x 70 mL), séchée
(NaSQy), filtrée sur coton et le solvant évaporé. Uneoatatographie flash sur colonne
Redisep 12 g en phase normale (DCM/MeOH : 100/01,998/2) permet d’obtenir 179,64
mg (0,2 mmol)de N-(3-(1-(3-nitrophényl)-3,4-dihydroH-pyrido[3,4-b]indol-2(9H)-yl)-3-
oxopropyl)N-(4-(3-trifluorométhyl)-3H-diazirin-3-yl)benzyl)-6-biotinylaminohexanamide
(ITB 2-P,) (56 %).

Données spectrales

RMN *H (400 MHz, DMSO-dy)* & (ppm) : 1,15-1,68 (M, 12H, 4 Ha1, Hsp, Has, Ha7 et
Hag) ; 2,02 (2,33 = 7,2 Hz, 2H, Hs) ; 2,20, 2,44 (2t3J = 7,2 Hz, 2H, Hq) ; 2,55 (d,%] =
12,4 Hz, 1H, Ho) ; 2,68 (M, 2H, H) ; 2,78 (ddJ = 12,8 Hz,3J = 5,2 Hz, 1H, Hy) ; 2,82
(m, 2H, H) ; 2,94, 2,99 (2dtJ = 6,4 Hz,%J = 6,0 Hz, 2H, Hy) ; 3,06 (M, 1H, Hy) ; 3,14 (m,
1H, Ho) ; 3,55 (M, 2H, K ; 3,99 (M, 1H, i3) ; 4,09 (M, 1H, k) ; 4,27 (m, 1H, Hy) ; 4,59,
4,65 (2s, 2H, bt) ; 6,35 (s.e., 1H, NEou NHy) ; 6,42 (s.e., 1H, NiHou NHy) ; 6,88 (2s, 1H,
Hio) ; 7,02 (t,°) = 7,6 Hz, 1H, H) ; 7,10 (td,*J = 8,4 Hz,*J = 1,2 Hz, 1H, H) ; 7,14, 7,25
(2d, Jag = 8,0 Hz, 2H, H,) ; 7,28 (d,Jas = 8,4 Hz, 2H, Hy) ; 7,32 (d,3J = 8,0 Hz, 1H, H) ;
7,49 (d23=7,6 Hz, 1H, H) ; 7,65 (3= 6,8 Hz, 1H, He) ; 7,65 (d,3) = 7,2 Hz, 1H, Hy) ;
7,70 (2t.e.2J=5,2 Hz, 1H, NK) ; 7,99 (s, 1H, k) ; 8,18 (m, 1H, H) ; 10,97, 10,99 (2s.e.,
1H, NH,)

RMN *3C (100 MHz, DMSO-d)* § (ppm) : 21,69 (@ ; 24,8, 25,0, 25,7, 26,5, 26,6, 28,4,
28,6, 29,4, 29,5 (§, Cs1, Csz, Css, Ca7 et Gg) ; 31,4, 32,0 (@) ; 32,2, 32,7 (&) ; 35,6 (Gs) ;
38,6, 38,7 (Gg) ; 40,0 (G) ; 40,3 (Go) ; 43,7 (Go) ; 47,7 (G1) ; 51,1 (Go) ; 55,8 (G9) ; 59,6
(Cs1) ; 61,3, 61,4 (Gy) ; 109,3, 109,4 (¢ ; 111,8 (G) ; 118,5 (G) ; 119,2 (G) ; 120,9 (G) ;
122,0 (Gs) ; 122,8, 122,9 (@) ; 123,2, 123,7 (&) ; 126,4, 126,5 (6 ; 126,8, 127,2 () ;
127,8, 128,5 (&) ; 130,6 (Ge) ; 130,9 (G) ; 134,9, 135,0 (G) ; 136,7 (Gy) ; 141,0, 141,6
(Cxo) ; 142, 8 (Gy) ; 148,2 (G4) ; 163,0, 163,1 (£) ; 170,2, 170,4 (§) ; 172,1 (Ggou Gy) ;
172,8 (Ggou Gg)
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LC/MS (X-bridge 100 x 4,6 mm): t = 8,38 min, m/z : 902 ([M+H)

Spectrométrie de masse (ESI/TOF)m/z : 924 ([M+N4])

IR (pastille KBr) v (cm-1) : 3287 (N-H/) ; 3085 (=C-Hv) ; 2931, 2860 (C-H) ; 1701, 1640
(C=0v) ; 1530, 1348 (N@v) ; 1452, 1304 (C=@) ; 1232, 1213 (=C-N) ; 1187, 1155 (C-F
v) ; 1096, 1050 (C-H) ; 938, 895, 808, 733, 700 (=C &l

UV A (nm) :&(202) = 5,10.10L.mol*.cmi*; £(222 nm) = 4,57.10..mol™.cm™ ; £(267 nm) =
1,07.16 L.mol™*.cm™

HRMS : calculée pour GHsoNgOsFsSNa ([M+N4&]) : 924,3455, mesurée : 924,3468

* Le produit est obtenu sous la forme de conforméediou le dédoublement de nombreux
signaux.
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Biologie, biochimie et spectrométrie de masse

169



170



Appareillage

- Systéme de purification d’eau :

L’eau du réseau potable est d’abord traitée ad'aldin appareil ELIX 35 (Millipore).
Cela fournit une eau déminéralisée de type Il qiiensuite traitée a I'aide d’'un appareil
SYNERGY UV (Millipore). Ce dernier est équipé d’'ulmmpe UV pour diminuer la teneur
en molécules organiques, d’'une cartouche filtrgpaer éliminer les ions et d'un filtre
permettant d’éliminer les particules telles quelastéries. Toutes les expériences décrites ici
ont été réalisées en utilisant une eau traitéeetle facon (eau milli Q).

- Hotte a flux laminaire Hera Safe HS (Heraeus) :

Dans la hotte a flux laminaire, I'air circule duutaers le bas aprés étre passé au travers
d’un filtre HEPA de 0,2 micron afin d’éviter la camination des cellules et du matériel par
des micro-organismes. La hotte doit néanmoinsrétmyée avec de I'éthanol 70 % avant et
aprés chaque utilisation et par irradiation UV fwmie par semaine. L'opérateur doit en outre
porter une blouse propre, des gants nettoyés esguaient a I'éthanol 70 % et éviter au
maximum de perturber le flux laminaire au cours deérations de culture. Sous cette hotte
sont réalisées les différentes opérations de eutteliulaire.

- Centrifugeuse 5810 R (Eppendorf) :

Cette centrifugeuse comporte 4 nacelles permefsacentrifugation de tubes Falcon de
15 et 50 mL, a raison de 400 mL maximum par nacdiiée permet de moduler la
température (de -9 a + 40 °C), la vitesse de migjusqu’a 14 000 RPM) ainsi que le temps
de centrifugation.

- Incubateur a CO, Hera Cell (Heraeus) :

Cet appareil permet de maintenir les conditionessaires a la culture de cellules et de
tissus grace a la régulation de la températurég teneur en C@et du taux d’humidité. Il est
également équipé d’'une fonction de désinfectiooraatique.

- Microscope inversé DMIL (Leica)

Le microscope est un binoculaire permettant I'exa routine de cellules, de tissus, de
liquides ou de sédiments grace a difféerents gressgisnts : x 4, x 10, x 20 et x 40. Le
microscope a été utilisé pour la culture de cedlHRTL-5 et pour le comptage de ces cellules
en cellule de Malassez.

- Autoclave Prater (Subtil Crépieux)

Cet appareil permet la stérilisation a 100 °C 88har du matériel nécessaire a la culture
cellulaire. Avant la stérilisation, le matériel estveloppé dans du papier aluminium et la
vanne d'eau ouverte jusqu'a ce que le bac situé saugrille soit rempli. Lorsque la
stérilisation est terminée, I'appareil est étahta vanne d’eau ouverte pour que I'eau soit
évacuée dans un réservoir situé a l'arriere depdegil. Une fois I'évacuation terminée et la
pression revenue a pression atmosphérique, la vasheefermée et la porte ouverte.
L’autoclave a surtout été utilisé pour stérilisernhatériel nécessaire a I'ensemencement de
plaques 96 puits, le reste du matériel de culttart@cheté directement stérile.
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- Laveur de plaques Power Washer 384 (Tecan) :

L’'appareil sert a laver des microplaques : il eetle surnageant des puits et peut
remplacer la solution aspirée par une autre. It pee équipé de tétes de lavage adaptées soit
a des microplaques 384 puits, soit a des micropa®@6é puits, avec dans les deux cas, une
aiguille d’aspiration et une aiguille de distrilmrti par puit. 5 vitesses de distribution sont
utilisables et le positionnement de la téte dedavpar rapport a la microplague modulable
afin d’éviter de trop forts remous qui décrochemties cellules.

- Liguidator 96

Le Liguidator est un systeme manuel de pipetaggéqu
d'une « téte a 96 canaux ». Il permet de transiémée 1 et
200 pL de solutions d'une plaque 96 puits a unecaoit
d’un réservoir a une microplaque. Il comporte dplaques
coulissantes permettant ['utilisation simultanée de
contenants : 1 boite de cones spécifiques au latpidl a
3 microplaque(s) et/ou 1 a 2 réservoir(s).

- Distributeur automatique Multidrop 384 (Thermolab systems)

Le Multidrop est une pompe péristaltique a 8 candlugermet de distribuer jusqu’'a 8
réactifs différents dans les 96 ou 384 puits d'omeroplaque. Pour un volume de 20 pL/puit,
5 s sont nécessaires pour remplir une microplagueu@s et 20 s pour une microplaque 384
puits. L'appareil permet également de sélectiommeombre de colonnes a remplir (de 1 a 12
pour une microplaque 96 puits, de 1 a 24 pour ui@oplague 384 puits). Les cassettes
distributrices, comportant 8 canules, sont amositdé autoclavables. Une cassette a été
réservée a la distribution des suspensions celglaet une a la distribution des solutions
chimiques.

- Spectrophotométre UV-Vis SPECTRAmaX GEMINI XS (Molecular devices)

Le spectrophotometre permet de mesurer simultandegeabsorbances dans les 96 puits
d’'une microplaque a un instant t ou de suivre unéticue d’absorbance dans chaque puit a
une longueur d’onde comprise entre 250 et 850 riappareil utilise un monochromateur et
la source est une lampe au Xénon. Les résultatstisiiés aprés exportation dans un fichier
Excel.

- Lampe UV Black-Ray® B100OAP

La lampe délivre une lumiére ultraviolette de hauigensité de longueur d’onde
L ~ 365 nm. Equipée d’'une ampoule au mercure de \WQCelle permet d’obtenir une
puissance de 21,7 pW/ém une distance de 5 cm et une puissance de 8,8ngf\il/ une
distance de 25 cm. Elle nous a permis de réaksphbtomarquage de proteines sur cellules
entiéres et sur lysats en présence de sondes ptioatdes.

- Centrifugeuse 5417 R (Eppendorf) :

Cette centrifugeuse permet la centrifugation desutoniques de type « Eppendorf » de
2, 1,5 et 0,5 mL. Sa température est modulableq@e40 °C), ainsi que sa vitesse de rotation
(entre 500 et 16 400 RPM) et la durée de centrifoga

172



- Etuve d’incubation de type B 20 (Heraeus) :

L’étuve permet le traitement thermique d’échantiica des températures allant de 5 a
70 °C. Elle a permis de maintenir les microplaquelésées pour les dosages protéiques a
37 °C pendant 30 min.

- pH meétre inoLab pH Level 1:

Le pH metre permet de mesurer des pH compris e@itret +16 pour des solutions
aqueuses ayant des températures comprises ermte-190 °C. Il a permis la préparation de
différents tampons nécessaires a la lyse celluddieela préparation des gels d’électrophorése.

- Systéme d’électrophorése Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad)

Le systéme d’électrophorése Mini-PROTEAN Il perrdet couler un ou deux gels de
polyacrylamide 7 cm x 8 cm de 0,5 ou 1 mm d’épaiss¢ de faire migrer simultanément 5,
10 ou 20 échantillons. Il est constitué d’'une culen couvercle avec cables, d’un support de
coulée, de deux supports a vis pour la réalisales sandwichs plaque de verre-espaceurs-
plaqgue de verre, d’'un support a électrodes en fodmeU, de peignes 5 et 10 puits,
d’espaceurs de 0,5 mm d’épaisseur et de plaguesroe8,3 x 10,2 cm et 7,3 x 10,2 cm.

- Systéme de transfert sur membrane Mini Trans-Bldt (Bio-Rad)

Le systéme de transfert Mini Trans-Blot permetrénsfert de protéines depuis 1 ou 2
mini-gel(s) vers 1ou 2 membrane(s) PVDF, dans l&ealgja utilisée pour I'électrophorése.
Le systeme est constitué d’'une cuve et d'un coleveawec cables mais aussi de deux
cassettes ou sont réalisés les sandwichs gel — raeebt d’'un module a électrodes.

- Thermomixeur (Eppendorf)

Le thermomixeur permet entre autres d’agiter déeguEppendorf de 1,5 mL a une
fréquence comprise entre 300 et 1500 RPM et unpdeature comprise entre 13 °C de moins
que la température ambiante et +99 °C. Il sertieeatitres, a effectuer les trypsinolyses a
37 °C.

- Spectromeétre de masse MALDI-TOF/TOF, série 4800 Applied Biosystems/MDS
SCIEX)

Le spectromeétre de masse, propriété du Servicgéhierie Moléculaire des Protéines, a
été utilisé selon les conseils de Robert Thai eGdah Bregant. Il permet d’analyser en
guelques secondes des biomolécules dont la massenegrise entre 1 et 500 kDa avec une
sensibilité de I'ordre du subnanomolaire et unelté®on de 1000 en mode linéaire et de 15 a
20 000 en mode réflecteur. Il est équipé d’'une @MALDI (Désorption lonisation Laser
Assistée par Matrice), permettant d’ioniser desamgés échantillon-matricéa un laser UV,
et d’un analyseur TOF (Time of Flight), mesurantipohaque ion produit le temps mis pour
traverser I'analyseur. L'analyseur étant sous wtlaucun champ n'y étant appliqué, les ions
conservent durant toute la traversée de l'analy$éoergie cinétique qu’ils avaient en y
entrant. Or, les ions sont accélérés dans la salgcsorte a pénétrer tous dans I'analyseur
avec une méme énergie cinétique. La vitesse dmidlams cet analyseur est donc inversement
proportionnelle a la racine carré de son rappogse@harge (ou m/z). Et par conséquent, le
temps de traversée est directement reliable awrappz par la relation suivante :
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m z : charge de l'ion

e : charge de I'électron (1,602%D)
2zeV V : différence de potentiel entre ilale et la grille d’extraction
m : masse de I'ion (kg)

t=L

Les ions parviennent ainsi au détecteur dans kocdoissant de leur masse.

Deux modalités disponibles sur cet appareil onsgséématiquement utilisées lors de nos
analyses pour augmenter la résolution des speaitesius : I'extraction retardée qui permet
aux ions formés dans la source de partir d'unegimesimilaire avant d’étre accélérés et le
mode réflectron qui refocalise les ions en éneagant leur arrivée sur le détecteur.

Plusieurs techniques sont utilisables avec un aealyTOF pour réaliser des expériences
de fragmentation de peptides (ou MS-MS). Dans tkecde nos analyses seul le mode PSD
(Post Source Decay) a été utilisé. Il est basdasdissociation dans le tube de vol des ions
ayant accumulé trop d’énergie lors de I'ionisatidra fragmentation produit des ions appelés
métastables qui conservent dans un premier tempgtae vitesse que I'ion parent puisque la
fragmentation se fait dans une zone sous videnst aacun champ électrique. L'ion parent et
ses ions fils sont sélectionnés en se basant somatse de l'ion parent puis le réflectron
sépare ces ions par une refocalisation en énefigig@’ils parviennent au détecteur dans
I'ordre croissant de leur masse.
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Liste et conservation des produits

Certains produits sont aliquotés et conservés dimss conditions particulieres. Pour ces
produits, les conditions de stockage sont indiquées autres sont conservés a température
ambiante dans leur flacon original.

Culture et tests cellulaires :

- Acétate de L-Glycine-L-Histidine-L-Lysine (Sigm&7387) : -20 °C

- Hormone thyrotropique ou TSH bovine (Sigma : TBR30 °C

- Insuline de pancréas de veau (Sigma : 15500) °€2

- Transferrine humaine (Sigma : T8158) : -20 °C

- Hydrocortisone 98 % (Sigma : H0888) : -20 °C

- L-Glutamine (Sigma : G7513) : aliquotée par 5 rlQ °C

- Pénicilline/Streptomycine (Sigma : P4333) : atitupar 5 mL, -20 °C

- Sérum de veau fecetal inactivé (Thermo Fisher : 8V88) : aliquoté par 25 mL, -20 °C
- Coon’s modified Ham’s F12 medium (Biochrom : FBB50 °C

- Trypsine-EDTA 0,25 % (Sigma : T4049) : aliquofise 3, 6 ou 9 mL, -20 °C
- Bleu trypan 0,4 % (Sigma : T8154)

- Dubelcco’s Phosphate Buffered Saline ou PBS (8igi8537) : 0 °C

- Hépes Buffer 1 M (Sigma : H0887) : 0 °C

- Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) avec rouggldénol (Sigma : H9269) : 0 °C
- Nal a 99,999 % (Aldrich : 409286-1G)

- Perchlorate de sodium > 98 % (Sigma : S1513)

- Diméthylsulfoxyde ou DMSO stérile (Sigma : D8418)

Photomarquage, lyse, dosage protéique, gel SDS-PAGEolorations, Western-blot et
chromatographies d’affinité :

- Hans’ Balance Salt Solution (HBSS) sans rougphiol (Sigma : H8264) : 0 °C

- Chlorure de sodium (Pro labo : 27810.295)

- Triton X-100 (Produits Touzard & Matignon)

- Acide éthylenediaminetétraacétique (EDTA) (Prola20302.180)

- Trizm&® hydrochloride ou Tris-HCI (Sigma : T3253)

- Cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma : RB34liquote par 200 uL, -20 °C
- Solution d’acide bicinchoninique (Sigma : B9648)°C

- Solution de sulfate de cuivre (Sigma : C2284fC0

- Solution d’alboumine bovine (BSA) (Sigma : P09148)°C

- Tris(hydroxymeéthyl)aminométhane ou TrisBase (Sigr@52859)

- Sodium dodécylsulfate ou SDS (Sigma : L3771)

- Acrylamide/Bis-acrylamide 30 % (Sigma : A3699) °C

- N,N,N’,N-tétraméthyléthylenediamine ou TEMED (Sigma : 879689

- Persulfate d’ammonium ou APS (Sigma : A3678)

- Glycérol (Prolabo : 24387.292)

- Bleu de bromophénol (Aldrich : 114391)

- 2-mercaptoéthanol (Sigma : M7154) : 0 °C

- Marqueur de poids moléculaire (Sigma : C3312iquaté par 100 pL, -20 °C
- Marqueur de poids moléculaire biotinylé (Sign&2787) : aliquoté par 100 pL, -20 °C
- Trypsine de pancréas bovin (Sigma : T9201) :°Q0
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- Glycine (Sigma : G7126)

- Brilliant Blue R-250 (Fluka : 27816)

- Thiosulfate de sodium pentahydraté (Prolabo 087362)
- Nitrate d’argent (Prolabo : 21572.188)

- Carbonate de sodium (Prolabo : 27771.290)

- Formaldéhyde 37 % (Aldrich : 252549)

- Sulfate d’ammonium (Prolabo : 21333.296)

- Acide orthophosphorique 85 % (Merck : B855652)

- Brilliant Blue G (Sigma : B0770)

- Albumine bovine (Sigma : A3912) : 0 °C

- Tween-20 (Sigma : P7949)

- Streptavidine-HRP (Thermo Scientific : 21126)iqaotée par 100 pL, -20 °C
- Substrats pour révélation ECL (Thermo Scientifs2209) : 0 °C

- Révélateur photo Kodak (VWR : KODK5158621)

- Fixateur photo Kodak (VWR : KODK5158639)

- Streptavidine immobilisée sur agarose CL-48 (Sig@&881) : 0 °C
- Résine d’'agarose-Streptavidine (Thermo Scienti#0347). 0 °C

- Résine d’agarose-Avidine (Thermo Scientific : 20P: 0 °C

- Dithiothréitol (DTT) (Sigma : D0632) : 0 °C

- Biotine (Sigma : B4501) : 0 °C

- Urée (Aldrich : U2709)

- Thiourée (Sigma : T7875)

- Trypsine (Promega : V5111) : -20 °C

- Résine C18:0 °C
- Acide a-cyano-4-hydroxycinnamique ou matrice HCCA (Sign@2020) : 0 °C
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Préparation de milieu de culture pour cellules FRTI-5

Les cellules FRTL-5 (Fisher Rat Thyroid Low serun ont été obtenues a partir d'une
glande normale de thyroide de rat Fisher de 5arames. Ces cellules présentent les mémes
caractéristiques de différentiation que les cedluleyroidiennes originales, excepté qu’elles
ne forment pas de follicules, et possédent les n@nmariétés de transport d’'iodure que des
cultures primaires : inhibition par le perchloraiépendance au sodium, sensibilité a la TSH
(Thyroid-Stimulating Hormone). La préparation duieu de culture de ces cellules nécessite
la préparation préalable de solutions d‘hormones :

Préparation des solutions d’hormonésous hotte a flux laminaire) :

- Solution de TSH 1000x Reconstituer un flacon de TSH lyophilisée (10) dvec
10 mL de tampon HBSS stérile. Aliquoter par échlams de 3 mL, congeler dans
I'azote liquide et stocker a -20°c.

- Solution d’Insuline 1000% Dissoudre 100 mg d’insuline dans 10 mL de tampon
HBSS stérile et ajouter quelques gouttes de Na®H(Q,4 g dans 10 mL d’eau) pour
aider a la solubilisation de l'insuline. Aliquotpar échantillons de 3 mL, congeler
dans l'azote liquide et stocker a -20°c.

- Solution de Transferrine humaine 1000Rissoudre 50 mg de transferrine humaine
98 % dans 10 mL de tampon HBSS stérile. Aliquotar @chantillons de 3 mL,
congeler dans I'azote liquide et stocker a -20°c.

- Solution d’Hydrocortisone 1000xDissoudre 3,62 mg d’hydrocortisone 98 % dans
2 mL d’éthanol absolu et 8 mL de tampon HBSS wéfiransférer 1QuL de cette
solution dans 10 mL de tampon HBSS stérile. Aligugiar échantillons de 3 mL,
congeler dans I'azote liquide et stocker a -20°c.

- Solution d’acétate de L-Glycine-L-Histidine-L-Lyg&in1000x: Dissoudre 0,5 mg
d’acétate de L-Glycine-L-Histidine-L-Lysine dan6QnL de tampon HBSS stérile.
Transférer 2QUL de cette solution dans 10 mL de tampon HBSSIsté&liquoter par
échantillons de 3 mL, congeler dans I'azote liquetistocker a -20°c.

Préparation du cocktail d’hormones 5H (100%3ous hotte a flux laminaire) :

Dans 15 mL de tampon HBSS stérile (avec rouge dagih ajouter 3 mL de solution 1000x
de TSH, 3 mL de solution 1000x d'insuline, 3 mL selution 1000x de Transferrine
humaine, 3 mL de solution 1000x d’hydrocortison8 atL de solution 1000x d’'acétate de L-
Glycine-L-Histidine-L-Lysine. Aliquoter par échaliins de 5 mL et stocker a -20°c.

Préparation de milieu complgisous hotte a flux laminaire) :

Dans 500 mL de Coon’s modified Ham’'s F12 mediunguggr 5 mL de L-Glutamine
(concentration finale : 2 mM), 5 mL de PénicilliB&keptomycine (concentration finale :
1 mg/mL), 5 mL de cocktail d’hormones 5H 100x (émlént dans le milieu a 10g/mL
d’Insuline, 10 nM d’Hydrocortisone, 10 ng/mL d’aatd de L-Glycine-L-Histidine-L-Lysine,
1 mU/mL de TSH et ig/mL de Transferrine), puis 25 mL de sérum de Vfeatal inactivé
(milieu & 5 %). Ajouter 5 mL de cocktail d’hormones5 mL de L-Glutamine une fois par
semaine et conserver 2 semaines maximum a 0 °C.
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Décongélation de cellules

A réaliser sous hotte a flux laminaire

Produits : du milieu complet et du tampon HBSS (avec rougeplénol) préalablement
chauffés au bain-marie & 37 °C, un lot de cellotemelées (4 & 10 x 16ellules).

Protocole :

- Préparer 10 mL de milieu dans un tube Falcon dal50

- Préparer une flasque de 25%d@orning 734-1712, VWR) : inscrire la date, le ndela
lignée et le nombre de passages et ajouter 3 nmhilgku

- Sortir 1 lot de cellules de I'azote liquide, Ikatiffer dans ses mains jusqu’a ce que le
glagon se détache des parois

- Verser le glagon dans le tube Falcon de 50 mL sarcher les bords

- Apreés disparition du glacon, centrifuger les el a 1500 RPM a température ambiante
pendant 5 min

- Retirer le surnageant

- Resuspendre doucement le culot dans 2 mL deungdsr des « allers-retours » a la

micropipette

- Ajouter la suspension cellulaire a la flasquepprée précédemment

- Placer la flasque dans l'incubateur a 37 °C %t 60,

Procéder le lendemain a un changement de milieplsifisans lavage a I'HBSS) et 2 jours
plus tard a un changement de milieu complet (axegde) :

- Retirer le milieu

- Ajouter 5 mL d’HBSS stérile

- Faire passer doucement sur les cellules pangisthns de la flasque
- Retirer le tampon

- Ajouter 5 mL de milieu

Trypsinolyser les cellules lorsqu’elles arrivent@nfluence et ensemencer ces cellules dans

une nouvelle flasque plus grande (cf. protocolepdssage). En attendant, effectuer un
changement de milieu complet tous les 3 a 4 jours.
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Passage de cellules FRTL-5

A réaliser sous hotte a flux laminaire avec desdpits et du matériel stérile, a I'exception du
comptage en cellule de Malassez

Produits : de la trypsine-EDTA (0,25 %), du tampon HBSS (ax@ege de phénol) et du
milieu complet préalablement chauffés au bain-mari@7 °C, du PBS (non stérile) et une
solution de bleu Trypan a 0,4 % (non stérile)

Protocole :

- Préparer des flasques de 75°qi@orning 734-1713, VWR) ou des boites de Pétri de
55 cnf (Corning 734-1705, VWRStériles : inscrire le nom de la lignée, la datdeet
nombre de passages et ajouter 10 mL de milieuéogrient

- Aspirer le milieu de la flasque sortie de I'inatbur a I'aide d’'une pipette sérologique

- Ajouter 5 mL de tampon HBSS sur la paroi oppoaéeelle des cellules, faire passer
doucement sur les cellules par inclinaisons diakxjtie puis retirer le tampon

- Ajouter de la trypsine-EDTA (0,25 %) directemenir le tapis cellulaire (1,5 mL pour
une flasque de 25 &3 mL pour une de 75 én

- Placer la flasque dans l'incubateur a 37 °C & €0, jusqu’au décollement des cellules
(5 & 10 min pour une flasque de 25°c&5 & 20 min pour une de 759m

- Ajouter rapidement du milieu (3 x le volume dgpsine-EDTA utilisé)

- Prélever la suspension et la reverser sur lai pE® cellules 3-4 fois pour entrainer les
derniéres cellules encore accrochées

- Transférer la suspension dans un tube Falcoi® ael5

- Centrifuger les cellules a 1500 RPM pendant 5 aniempérature ambiante

- Retirer le surnageant

- Resuspendre doucement le culot dans 4 mL deuraiiec une micropipette

- Ajouter 6 mL de milieu avec une pipette et homger par plusieurs « allers-retours »

- Procéder au comptage en cellule de Malassez :

- Prélever 2QuL de suspension cellulaire et les ajouter
dans un tube Eppendorf 0,5 mL & RQ de Bleu
Trypan 0,4 % et 160L de tampon PBS

1 carreau, - Homogénéiser par des allers-retours a la microfgipet
V =0,01uL - Faire couler 2QiL de cette solution entre une lamelle
de verre et la plage de lecture de la cellule dadéaz

- Attendre 1 min que les cellules sédimentent

- Compter au microscope le nombre de cellules ptése
dans chaque carreau

- Calculer la moyenne n de cellules par carreaux

Cellule de Malasst

Nombre de cellules pal dans la solution de comptage : n"’=n /0,01
Nombre de cellules pal. dans la suspension cellulaire : n” =n’x 10

- Connaissant la concentration cellulaire de lgension, ajouter le nombre de cellules
nécessaire dans chaque flasque ou boite de Réiti4 x 10 de cellules par flasque et
6 x 1¢ par boite de Pétri pour obtenir 80 % de confluec® et 5 jours, respectivement

- Placer les flasques et/ou les boites de Péts tacubateur a 37 °C et 5 % GO
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Congélation de cellules

A réaliser sous hotte a flux laminaire avec desdpits et du matériel stérile, a I'exception du
comptage en cellule de Malassez.

Produits : du milieu complet et du tampon HBSS (avec rougeliénol) préchauffés au
bain-marie a 37 °C, de la trypsine-EDTA (0,25 %) ,RBS (non stérile), une solution de bleu
Trypan a 0,4 % (non stérile), du DMSO (> 99,7 %Jesérum de veau feetal inactivé

Protocole (pour 4 flasques 75 cia confluence) :

- Aspirer le milieu des flasques a I'aide d’'unesttp sérologique

- Ajouter 5 mL de tampon HBSS sur la paroi oppoaéeelle des cellules, faire passer
doucement sur les cellules par inclinaisons deakxjtie puis retirer le tampon

- Ajouter 3 mL de trypsine-EDTA (0,25 %) par flagqulirectement sur le tapis cellulaire

- Placer les flasques dans I'incubateur a 37 “€%tCQ 15 a 20 minutes

- Ajouter rapidement 9 mL de milieu par flasque

- Récupérer un maximum de cellules encore accrgcb@des entrainant au moyen de la
suspension

- Transférer les suspensions dans un tube Falcéf de-

- Centrifuger les cellules a 1500 RPM pendant 5 aniempérature ambiante

- Retirer le surnageant

- Resuspendre doucement le culot dans 2 mL de s#euwreau foetal par plusieurs « allers-
retours » a la micropipette

- Ajouter 3 mL de sérum de veau fcetal et homogeéngiar plusieurs « allers-retours » a la
pipette

- Déterminer la concentration de la suspensionulegle obtenue par comptage en cellule
de Malassez (cf. protocole de passage)

- Diluer, si nécessaire, la suspension cellulawrecadu sérum de veau foetal de sorte a
obtenir une concentration comprise entre 4 et 10°xle cellules / mL

- Préparer des vials cryogéniques de 2 mL (Nal§&9€-0020) : dater, indiquer le nom de
la lignée et le nombre de passages, remplir aveq20de DMSO et 800 pL de sérum de
veau foetal

- Ajouter 1 mL de suspension cellulaire par vial

- Mettre les vials dans une boite a isopropanolg&i®), placer le tout dans une boite en
polystyrene contenant de la carboglace, placerunde carboglace sur le couvercle de la
boite a isopropanol, fermer la boite en polystyraisser refroidir 1 h 30

- Plonger les vials quelques secondes dans undhetimanol et de carboglace (-80 °C) puis
transférer rapidement dans 'azote liquide

Le lendemain, décongeler I'un des aliquots selgoréeocole de décongélation et cultiver les

cellules deux a trois semaines pour voir si ellgshoen supporté le processus de congélation.
Si ce n'est pas le cas, jeter 'ensemble des algcmngelés.
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Ensemencement de cellules dans des microplaguesgs

A réaliser sous hotte a flux laminaire avec desdpits et du matériel stérile, 3 jours avant
les tests d’accumulation d’iodure. Le distributeautomatique est nettoyé a I'éthanol avant
d’étre introduit sous la hotte. La cassette digitiice, une pince métallique et une bouteille
en verre munie d’'un barreau aimanté sont stérilidaéss I'autoclave.

Produits : du milieu complet et du tampon HBSS (avec rougepldénol) préchauffés au
bain-marie a 37 °C, de la trypsine-EDTA (0,25 %),RBS (non stérile) et une solution de
bleu Trypan a 0,4 % (non stérile).

Protocole :

Les cellules sont trypsinolysées, resuspendues dansL de milieu complet et comptées en
cellule de Malassez comme indiqué dans le protai®lgassage.

Le nombre de cellules a ensemencer dans les macpops (Costar 3628, VWR) pour étre a
environ 80 % de confluence le jour du test est@O@ cellules par puit pour un volume de
200 pL. La suspension cellulaire obtenue précéderhrest donc diluée dans du milieu

complet de sorte a obtenir une concentration de @BD cellules/mL. Cette dilution est

effectuée dans la bouteille en verre munie d’'umdaar aimante.

La bouteille est placée sur un agitateur magnétiguda suspension cellulaire agitée
doucement. La suspension est distribuée dans lesdms colonnes 2 a 11 des microplaques
au moyen du distributeur automatique (Multidrop 384 raison de 20QuL/puit. Les
microplagues sont ensuite placées dans I'incub@@ir°C et 5 % COpendant 3 jours.

Remarque Manipuler les canaux de la cassette de distabué plus possible au moyen de
la pince métallique pour limiter les contaminatioiviter le contact des canaux avec la
paillasse au cours de I'ensemencement et lavecdraux a I'eau et a I'éthanol une fois
I'ensemencement terminé.
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Dosage des ions iodures par détection spectrophotétrique

Cette méthode de dosage est basée sur la réatiyddréduction qui a lieu entre des sels

cériques et de l'acide arsénieux. Cette réactiods tente en conditions normales, est
catalysée par les ions iodures et la vitesse dealetion est proportionnelle a la concentration
de ces ions quand ils sont a des concentratios$atitgles.

Les sels cériques étant jaunes et les sels cémniores, la réaction est suivie par

spectrophotométrie. Les dosages se font dans aeeptaiques 96 puits (stériles ou non) dans
lesquelles on peut doser jusqu’a 80 échantillons.

Solutions :
Solution d’arsénite de sodium 4x (96 mM)

Dissoudre 4,75 g d’A®; (M = 197,8 g.mdf) dans 50 mL d’une solution d’hydroxyde de
sodium 2 M dans une fiole jaugée de 500 mL, sugydachauffante (~40 °C) et sous agitation
magnétique (attendre la dissolution compléte, arfdusieurs heures). Laisser refroidir,
ajouter 24 g de NaCl, attendre la dissolution catgppuis compléter la solution a 500 mL
avec de I'eau. Conserver a température ambiardd’abri de la lumiére (6 mois maximum)

et diluer par 4 avant d’effectuer les dosages.

Solution de sulfate de cérium (1V) et d’ammonium 442 mM)

Dissoudre 12,53 g de Ce(9@ANH.)., 2 HO (M = 632,6 g.mat) dans 200 mL d’eau, dans
une fiole jaugée de 500 mL et sous agitation magmet Placer la fiole dans un bain de
glace, ajouter 50 mL d’acide sulfurique 98 % et¢radre une dizaine de minutes. Laisser la
solution revenir a température ambiante puis ateeta dissolution complete. Compléter la
solution & 500 mL avec de l'eau. Conserver a 4 tG d'abri de la lumiére (6 mois
maximum). Laisser la solution reposer a 4 °C penhdare semaine avant la premiére
utilisation et diluer par 4 avant d’effectuer lexsdges.

Solutions étalons d’iodure de sodium Nal

Solution mére & 2 mM :
Dissoudre 29,95 mg d’iodure de sodium avec de l@ans une fiole jaugée de 100 mL et
ajuster le volume.

Solution intermédiaire a 2GM :
Prélever 1 mL de solution mere a 2 mM et ajusteolame a 100 mL dans une fiole jaugée.

Gamme étalon (ajustements a la fiole jaugée avédeald :

Etalon| Etalon| Etalon| Etalon| Etalon | Etalon| Etalon | Etalon
E]_ E2 E3 E4 ES E6 E7 E8

Concentration (nM) 0 100 200 30( 400 500 600 700

Volume de solution| 0 250 500 750| 1000 1250 1500 17h0
intermédiaire (L)
Volume total (mL) 50 50 50 50 50 50 50 50

Ces solutions sont conservées a température amb@&nd I'abri de la lumiere (6 mois
environ).
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Protocole :

Utilisation de microplaques 96 puits transparedesss le domaine de longueur d’onde utilisé
(Costar 3628, VWR ou Greiner 736-0119, VWR) et eaant les échantillons a doser dans
les colonnes 2 a 11 (1Qd/puit).

Dosage (1 microplaque 96 puits)

- Placer les solutions étalons par ordre croisgdardoncentration dans les colonnes 1 et 12
des microplaques comme indiqué ci-dessous ((LO0uit)

- Ajouter, avec le Multidrop 384, 1Q0./puit de solution de C&1x (colonnes 1 & 12)

- Laver les canaux de la cassette distributriceaul(environ 10 mL en fonction ringage)

- Ajouter, avec le Multidrop 384, 1Q@./puit de solution d’A¥ 1x (colonnes 1 & 12)

- Incuber pendant 30 min a I'abri de la lumiére

- Mesurer I'absorbance & 420 nm (spectrophoton8RECTRAMaX GEMINI XS)

SO O0O000000O0 B\
EEOO0OO0OO0OO0O0O0O0O00 B
O 00000000 B
BHDHOOO0OO0O0O0O0O00 &
sEDO0O 00000000 B
sEDO0O 00000000 B
MBHOO0OO0OO0O0O00O00 FE

\_ B 000000000 B/
T <1

~

Gamme étalc Echantillons a test Gamme étalc

Courbe d’étalonnage

- Tracer la droite d’étalonnage : log DO = f]j[lgrace a la fonction de régression linéaire
du logiciel Microsoft Excel en moyennant les vakeut'absorbance obtenues pour
chacune des solutions étalons (colonnes 1 et 12)

- Déterminer, grace a I'équation de la droite, émaentration en iodures de chaque
échantillon inconnu (colonnes 2 a 11)

Régression linéaire 4 30 min

0 200 400 GO0 800

] @m)
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Criblage d'analogues d'ITBs

Lors de ce criblage, qui a duré 2 semaines, 183poeés ont été testés sur des cellules
FRTL-5. Ces cellules sont ensemencées 3 jours deateist dans les colonnes 2 a 11 de
microplaques 96 puits stériles de sorte a étrevei@n80 % de confluence le jour du test. Les
mesures des Hgdu perchlorate et d'ITservent de contrle dans chague microplaque.

Stock pour une campagne de criblage (2 semaines, @&roplaques) :

- 16 flasques de 75 cénde cellules FRTL-5

-1 L de Coon’s modified Ham’s F12 medium, 10 mLLdglutamine 200 mM, 10 mL de
Pénicilline/Streptomycine 100 mg/mL, 10 mL de cadki’hormones 5H 100x et 50 mL
de sérum de veau feetal inactivé

- 50 mL de trypsine-EDTA (0,25 %), 120 mL d'HBSE&rde, 700 puL de PBS et 1QQ de
Bleu Trypan 0,4 %

- 23 microplaques 96 puits (Costar 3628, VWR)

- 500 pL de NaClp20 mM et d’'ITB 20 mM

- 8 L de tampon HBSS (avec rouge de phénol), 80dmltampon Hépés 1 M, 5 mL de
solution Nal a 2 mM, 5 mL de solutions étalons dd (¢f. protocole de dosage des ions
iodures), 100 mL de solution de'€dx (42 mM) et de solution d’A54x (96 mM)

Description de la chimiotheque :

La chimiotheque est composée de 183 analogues fd'pr&parés au laboratoire. Ces
composés sont purs a plus de 90 % (RMNeHLC/MS) et sont stockés dans des piluliers a
-20 °C a une concentration de 20 mM dans le DMSO.

Solutions (pour une semaine de criblage) :

- 4 L d'Hépes 10 mM dans du tampon HBSS

- 50 mL de Nal & 100M dans du tampon HBSS/Hépés 10 mM
- 200 mL de C¥ 1x (10,5 mM)

- 200 mL d’As" 1x (24 mM)

Préparation des plaques jumelles de composés 10x :

Les composés sont sortis du congélateur la veilleseplaques préparées le matin méme a
partir des solutions a 20 mM. Les dilutions sorfe@fiées dans du tampon HBSS /Hépés
10 mM avec une pipette a 8 canaux :

0000000000 0@¥—A2mM
Plaque jumelle 0000000000 0O0O® 4« —B:01ImM
- vide 00000000000 ®4—C:5uM
- perchlorate Q00O 0000 O0ODODODO® v —D:025 M
, 0000000000 0@®<«—E:125M
- composes [ N  NONONONONONONONONON I el =R N R0,
L N NONONONONONONONONON I N eRRchRE Y
\@0@O0 00000000 ®F—H:16pM

Protocole de criblage (pour une microplaque, colores 2 a 11) :

- Sortir la microplague de l'incubateur
- Remplacer le milieu nutritif par 80L de tampon HBSS/Hépés 10 mM a température
ambiante grace au laveur de plaques
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- Transférer 1QuL de composés depuis la plague jumelle grace auidador 96
- Ajouter 10puL de Nal 100uM grace au Liquidator 96
- Laisser incuber 1 h a I'abri de la lumiére

- Remplacer les surnageants pary®0de tampon HBSS/Hépes 10 mM_a 4 §€ace au
laveur de plaques
- Eliminer immédiatement le tampon en renversamitaoplaque sur du papier absorbant

- Ajouter 100uL d'eau grace au Multidrop 384

Lors d’'une journée de criblage, I'ensemble de pesations est effectué sur 6 microplagues
avec un décalage de 5 min entre chaque plaqueorigentration en iodure dans les 100

d'eau est ensuite déterminée pour les 6 microptapae dosage spectrophotométrique (cf.
protocole de dosage des ions iodures) et les denmaiées dans un classeur Excel. Le
graphique : [l = f (log [inhibiteur]) est enfin tracé pour chaguomposeé afin de déterminer

son 1Gg.

Courbe dose réponse

500

400 +

300 A

[I'] (M)

200 1

100 -

Log [inhibiteur]

Les IGo sont calculées en utilisant une méthode de réagressn-linéaire. Pour chaque
inhibiteur, les données expérimentales sont ajasaékéquation de Hill (1) théorique par la
méthode des moindres carrés. Le calcul est rgadisan classeur Excel "maison”.

- [I'] : concentration d’'iodure expérimentale

171 = min+ max—min - max : concentration maximale d’l
(1) : Equation de Hili[ ] =min 10%» \" awecmin : concentration minimale @'l
1 [og[le - [X] : concentration en inhibiteur X
10 - n: nombre de Hill (= 1 dans notre cas)
Une semaine de criblage :
Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendredi
- Préparation de - Passage de cellules - Préparation de - Criblage sur - Criblage sur
500 mL de milieu FRTL-5 et de tampon HBSS/Hépés 6 plaques 6 plaques
pour la semaine ensemencement de mMOd'As" 24 mM,
6 plaques de C€10,5 mM et - Changement Changement
- Passage de cellules de Nal 100 uM de milieu darss le de milieu dans les
FRTL-5 et flasques du lundi flasques dudia
ensemencement de
6 plagues
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Photomarquage sur cellules et lyse cellulaire

Les expériences de photomarquage sont réalisées des boftes de Pétri de 55 “cm
ensemencées 5 jours auparavant avec 6 xid@ellules FRTL-5 de sorte & atteindre environ
80 % de confluence le jour de I'expérience. Lesitsmhs de composés sont préparées le jour
méme dans du tampon HBSS (sans rouge de phénailitia ge solutions méres a 20 mM
dans le DMSO. Les conditions d’incubation et detphmarquage indiquées ici sont celles qui
ont été déterminées pour les sonddss-P; etITB s5-P,. L'exposition directe des échantillons
(solutions de composés, cellules photomarquéeatslya la lumiére est limitée au maximum.

Montage :
lampe UV § ~365 nm)
boite de Pétri ventilateur
poche d agitateur ‘_*I: O. '3
glace (4 °C) orbitalaire [r—

)

Vue de face Vue du dessus

La lampe UV est allumée ~5 min avant que les erepéds ne débutent. La boite de Pétri est
placée sur une poche de glace et immobilisée desradeux barres en caoutchouc d'un
agitateur orbitalaire. Un ventilateur d’ordinateast placé a proximité pour éviter
I'échauffement excessif des cellules. La lampepestée sur les barres de l'agitateur, au-
dessus de la boite de Pétri, afin d’amener le eetdr 'ampoule a une distance d’environ
5 c¢m de la solution. Pour un temps t de photomaygula lampe est tournée d’'un % de tour
tous les ¥ t (cf. vue du dessus) pour que la ddd¥ decue par les cellules soit aussi
homogene que possible sur 'ensemble de la sudade boite de Pétri.

Photomarquage contrble en absence de composé (1ltbale Pétri) :

e Solutions :
- tampon HBSS (sans rouge de phénol) : 10 mL
- tampon PBS a 4 °C : 10 mL

* Protocole :
- Retirer le milieu de culture avec une pipett@ksgique
- Ajouter délicatement 10 mL de tampon HBSS en s'gpptsur le rebord de la boite
- Immobiliser la boite de Pétri sur la poche de gleicmettre en route I'agitateur
- Placer la lampe et déclencher le chronometre
- Photomarquer les cellules 4 min
- Retirer le tampon avec une pipette sérologique
- Ajouter 5 mL de PBS a 4 °C directement sur lekitzd
- Détacher les cellules au moyen d’un grattoir &uted stérile 2 x
- Transférer les cellules dans un tube Falcon dallavec une pipette sérologique
- Conserver le tube Falcon dans de la glace

Photomarquage en présence de sonde seule (1 bokeRdtri) :

* Solutions:
- solution de sonde a 5 uM : 10 mL
-tampon PBS a4 °C: 10 mL
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* Protocole :
- Retirer le milieu de culture avec une pipett@kiique
- Ajouter délicatement 10 mL de sonde a 5 uM en sigapt sur le rebord de la boite
- Incuber 10 min a I'abri de la lumiére et a tempé@ambiante
- Placer la boite de Pétri sur I'agitateur puisatape, déclencher le chronométre
- Photomarquer les cellules 4 min
- Retirer la solution avec une pipette sérologique
- Gratter les cellules et les transférer dans ua fddcon de 15 mL grace a 2 x 5 mL de
PBS a 4 °C (comme ci-dessus)
- Conserver le tube Falcon dans de la glace

Photomarguage en présence de sonde et de compétit€liboite de Pétri) :

* Solutions:
- solution de sonde a 10 uM : 5 mL
- solution de compétiteur a 500 uM : 5 mL
- tampon PBS a 4 °C : 10 mL

* Protocole :
- Retirer le milieu de culture avec une pipett@kdique
- Ajouter délicatement 5 mL de compétiteur a 500 uM
- Incuber 10 min a I'abri de la lumiére et a tempé@ambiante
- Ajouter délicatement 5 mL de sonde a 10 uM
- Incuber 10 min supplémentaires a I'abri de la Bnamiet a température ambiante
- Placer la boite de Pétri sur I'agitateur puisalape, déclencher le chronométre
- Photomarquer les cellules 4 min
- Retirer la solution de sonde et de compétiteuc ave pipette sérologique
- Gratter les cellules et les transférer dans ua fddcon de 15 mL grace a 2 x 5 mL de
PBS a 4 °C (comme ci-dessus)
- Conserver le tube Falcon dans de la glace

Lyse cellulaire (3 tubes Falcon) :

Réaliser I'ensemble de la procédure a 4 °C.

e Solutions :
-tampon PBS a4°C:3mL
- tampon de lyse : 1 mL (10 pL de Tris-HCI 1 M a pH,4, 20 uL dEDTA 0,25 M a
pH = 8, 42 pL de NaCl 3 M, 100 pL de Triton X-10A@ %, 10 uL de SDS 10 %,
818 uL d’eau, 20 pL de cocktail d’'inhibiteurs det@ases)

* Protocole :
- Centrifuger les tubes Falcon de 15 mL pendanirband °C et 1500 RPM
- Retirer les surnageants
- Resuspendre les culots dans 1 mL de PBS a 4 °C
- Transférer dans des tubes Eppendorf d’1,5 mlnd mnique
- Centrifuger 5 min a 4 °C et 1500 RPM
- Retirer les surnageants avec une micropipette
- Resuspendre les culots dans 200 pL de tampoysde |
- Incuber 1 h & 4 °C en vortexant les échantilkmoges les 20 min
- Centrifuger 5 min a 4 °C et 1500 RPM
- Transférer les surnageants dans des tubes Eppeiedd mL
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Dosage protéique a l'acide bicinchoninique

Le dosage de protéines est réalisé en micropla§uauids (Greiner 736-0119, VWR). Il est
basé sur la réduction des ions’Cpar les liaisons peptidiques des protéines & 3A°Eette
température, la réduction est proportionnelle amime de liaisons peptidiques. La réduction
est suivie de la chélation de chaque iod @umé par 2 molécules d’acide bicinchoninique,
les complexes produits absorbant a 562 nm. La cdraten protéique des échantillons est
déterminée par mesure de l'absorbance a 562 nmm eeeréférant a une gamme étalon
d’albumine bovine.

Solutions :

- solution étalon d’albumine bovine a 1 mg/mL
- solution R: 20 mL d’acide bicinchoninique + 4QQ de sulfate de cuivre (solutions
Sigma, voir références p.175)

Protocole (1 microplaque, 1 échantillon) :

- Préparer la microplaque de la maniére suivante :

colonne 1: colonnes 2 et 3 : gamme BSA colonnes 4 et 5 : échantillon en

eau en duplicat (concentration en pg/mL) duplicat (facteur de dilution)
A 100 pL 16 pL a 1 mg/mL + 184 pL d’eau (80) 2 uL98 L d’eau (100)
B 100 pL 100 pL de A + 100 puL d'eau (40) 100 pL de AOO pL d'eau (200)
C 100 pL 100 pL de B + 100 pL d’eau (20) 100 pL de BOO pL d’eau (400)
D 100 pL 100 pL de C + 100 pL d’eau (10)
E 100 pL 100 pL de D + 100 L d'eau (5)
F 100 pL 100 pL de E + 100 pL d’eau (2,5)

Remarque 100 pL de solution sont éliminés dans la ligneeB dolonnes 2 et 3 et dans la
ligne C des colonnes 4 et 5 afin d’avoir dans teaguits le méme volume final de 100 pL.

- Ajouter 100 pL/puit de solution R avec une pipett8 canaux

- Incuber 30 min a 37 °C

- Mesurer I'absorbance & 562 nm (spectrophoton8RECTRAMaX GEMINI XS)

- Tracer la droite d’étalonnage : DO = f ([BSA]) mmyennant les valeurs de DO obtenues

- Déterminer la concentration en protéines de kédtitlon : prendre la moyenne des deux
valeurs de DO les plus élevées encore compriseslda@yamme d’étalonnage

Etalonnage BSA

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

0,25 | y = 0,0072x - 0,0081
R? = 0,9994

Concentration en BSA (microg/mL)
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Capture sur billes d’agarose-Streptavidine

Les expériences de capture sur billes d’agarosptatridine reposent sur la forte affinité de
la Biotine et de la Desthiobiotine pour la Streplane. Les constantes de dissociation sont de
10 M pour un complexe Biotine - Streptavidine et d&’4 M pour un complexe
Desthiobiotine - Streptavidine. Cette différenceaffihité impligue que le traitement des
échantillons soit adapté a la sonde utilisée lessakpériences de photomarquage.

Solutions :

-PBS 4°C

- PBS-SDS (0,1 %)

-NaCl 1 M et NaCl 2 M

- Laemmli 5x (400 mg de SDS, 2,4 g de glycérol, B64lep-mercaptoéthanol, 9,8 mg de
bleu de bromophénol, 1 mL de Tris-HCI 1 M a pH 8,607 pL d’eau) : a diluer avec de
I'eau pour obtenir du Laemmli 1x

- Solution de Biotine 3 mM dans du Laemmli 1x

Protocole :

Incubation :

- Prélever le volume nécessaire de billes (voirldalp ci-dessous)
- Transférer dans un contenant approprié (voir dalki-dessous)
- Ajouter du PBS a 4 °C et vortexer 10 s

- Centrifuger 5 min a 4 °C et 3000 RPM 3 x

- Retirer le surnageant avec une micropipette

- Diluer le lysat cellulaire a une concentrationldgg/pL avec du PBS-SDS (0,1 %) a 4 °C
- Déposer la quantité de protéines souhaitée subilles d’agarose-Streptavidine
- Faire tourner sur roue 1 nuita 4 °C

ITB 5-P2 ITB 5'P3
. 15 pL 120 pL
volume de billes (15 4 45 pg de BSA (120 & 360 g de BSA
(capacité de liaison) B SO
biotinylée) biotinylée)
contenant tube Eppendorf d’1,5 mL tube Falcon de 15 mL
volume des lavages
au PBS 200 pL 500 pL
quant[te qle protéines 1mg 4 mg
a déposer
Lavages :
ITB 5-P2 ITB 5'P3

- Centrifuger 5 min a 10 °C et 3000 RPM - Centrifuger 5 min a 10 °C et 3000 RPM
- Retirer le surnageant - Retirer le surnageant
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- Transférer les billes dans un tube Falcon déAjouter 2,4 mL de PBS-SDS (0,1 %)
15 mL avec 5 x 1 mL de PBS-SDS (0,1 %)- Vortexer 10 s o
- Incuber 10 min a température ambiante - Centrifuger 5 min a 10 °C et 3000 R I\;T
en vortexant I'échantillon toutes les 2 min  puis retirer le surnageant
- Centrifuger 5 min a 10 °C et 3000 RPM
puis retirer le surnageant - Transférer les billes dans un tube
Eppendorf d'1,5 mL avec 4 x 250 pL de
- Ajouter 5 mL de PBS-SDS (0,1 %) ox PBS-SDS (0,1 %)
- Incuber et centrifuger comme ci-degsus - Vortexer et centrifuger comme ci-dessus
- Ajouter 2 mL de NaCl 1 M
- Incuber et centrifuger comme ci-dessus - Ajouter 300 pL de Laemmli 1x
- Ajouter 2 mL de NaCl 2 M - Fermer 'Eppendorf avec du parafilm
- Incuber et centrifuger comme ci-dessus - Incuber 15 min a 40 °C
- Centrifuger 5 min a 20 °C et 3000 RPM
- Transférer les billes dans un tube Retirer le surnageant
Eppendorf d'1,5 mL avec 4 x 200 pL de
PBS-SDS (0,1 %)
- Incuber et centrifuger comme ci-dessus
- Ajouter 400 pL de PBS-SDS (0,1 %)
- Incuber et centrifuger comme ci-dessus
- Ajouter 200 pL de PBS-SDS (0,1 %)
- Incuber et centrifuger comme ci-dessus

- Ajouter 100 pL de Laemmli 1x

- Fermer 'Eppendorf avec du parafilm

- Incuber 15 min & 40 °C

- Centrifuger 5 min a 20 °C et 3000 RPM
puis retirer le surnageant

- Ajouter 100 pL de Laemmli 1x

- Fermer I'Eppendorf avec du parafilm
- Incuber 15 min & 60 °C

- Centrifuger comme ci-dessus

- Ajouter 100 pL de Laemmli 1x

- Fermer 'Eppendorf avec du parafilm
- Incuber 15 min & 80 °C

- Centrifuger comme ci-dessus

Elution :
ITB 5-P2 ITB 5'P3
- Ajouter 70 pL de Biotine 3 mM dans du - Ajouter 210 pL de Biotine 3 mM dans du
Laemmli 1x Laemmli 1x
- Incuber 15 min a 95 °C - Incuber 15 min a 95 °C

- Laisser revenir a température ambiante - Laisser revenir a température ambiante

Remarque les contrbles sans sonde et avec sonde + cdmpésiont traités de la méme
maniere que la sonde a la laquelle ils se rapporten
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Electrophoréses

La préparation des gels ainsi que la migration édsantillons ont été réalisées grace au
systeme Miniprotean Il de Bio-Rad. Les protocolésrils ici sont adaptés aux expériences au
cours desquelles 1 ou 4 mg de protéines ont étésmavec des billes d’agarose-Streptavidine.
La hauteur du gel de concentration est d’1,9 cnr pesl expériences portant sur 1 mg de
protéines et de 3,8 cm pour celles portant sur 4lmag échantillons devant étre colorés au
nitrate d’argent ou au bleu de Coomassie sont @8pssr des gels de 0,5 mm d’épaisseur,
ceux devant étre transférés sur une membrane 8posés sur des gels d'l mm d’épaisseur.

Remarqgue si les échantillons sont destinés a étre anabsé&pectrométrie de masse, réaliser
ces différentes étapes en portant des gants athamtte et ne travailler qu'avec du matériel
parfaitement propre (nettoyé a I'éthanol ou n’ayantais été manipulé a mains nues)

Préparation d’'un gel SDS-PAGE :

Montage

- Nettoyer le matériel avec du savon, rincer au’qaiis a I'éthanol (plaques de verre,
espaceurs, peignes)
- Réaliser un sandwich grande plaque - espaceutge plque de la maniere suivante :

1,9 cmi l 3,8cm Superposer 2 espaceurs de 0,5 mm d’épaisseur
pour obtenir un gel d’1 ndfdpaisseur

- Placer le sandwich dans l'un des supports a visMiui-Protean Il, poser le tout
perpendiculairement a la paillasse pour alignebde des plaques et des espaceurs puis
serrer les vis

- Clipper le montage sur le support de coulée duifrotean Il

- Faire une marque a 1,9 ou 3,8 cm du haut detig pgaque selon les échantillons a déposer

Solutions (doubler les volumes pour un gel d’1 mnéphisseur)

Gel de concentration (5 %)| Gel de séparation (12 %
H,0 milli Q 2,885 mL 1,675 mL
Tris-HCI 0,5 M pH = 6,8 1,25 mL
Tris-HCI 1,5 M pH = 8,8 1,25 mL
Acrylamide-Bisacrylamide 30 % 830 pL 2 mL
SDS 10 % 50 pL 50 pL
APS 10 % 50 pL 50 pL
TEMED 10 pL 10 puL
Coulée

- Préparer les solutions décrites ci-dessus, sans HEMED
- Ajouter I'APS et le TEMED dans le gel de sépamatiuis vortexer fortement
- Verser la solution entre les deux plagues de \aree une pipette pasteur jusqu’a la marque
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- Recouvrir d’'isopropanol et laisser polymériser 1id m

- Retirer I'isopropanol en retournant le montage Eaide de papier absorbant

- Ajouter de I'eau jusqu’en haut a I'aide d’une pitpegouis retirer (3%)

- Absorber I'eau résiduelle insérée dans I'espatptaque avec du papier Whatmann

- Ajouter I'APS et le TEMED dans le gel de concetra puis vortexer fortement

- Verser entre les deux plaques de verre jusqu’ah ha

- Insérer délicatement le ou les peigne(s) soulrigi(tre les deux plaques (1 peigne pour les
gels a colorer, 2 peignes superposés pour lesierpés de Western-Blot)

- Faire glisser le ou les peigne(s) jusqu’a ce qumaltie en T se pose sur les espaceurs

- Laisser polymériser 5 min

- Ajouter de la solution de gel de concentrati@mi{ique celle-ci est suffisamment liquide) au
fur et a mesure que le gel se rétracte entre lets de ou des peigne(s)

Migration des échantillons :

Solutions

- Tampon de migration 10x (TrisBase : 15 g, glycifi@ g, SDS : 5 g, eau : 500 mL)
- Laemmli 5x (cf. protocole de capture sur billésgarose-Streptavidine)

Montage

- Retirer délicatement le ou les peigne(s)

- Remplir les puits d’eau puis retirer I'eau erotehant le support

- Sécher les puits avec du papier Whatmann

- Retirer le montage du support de coulée et legplaur le support a électrodes

- Placer de l'autre c6té du support a électrodésusodeuxiéme montage avec gel, soit un
support a vis ne contenant gu’une petite plagueede

- Placer le tout dans la cuve de migration

- Préparer 350 mL de tampon de migration 1x (dilaesolution 10x avec de I'eau)

- Remplir la chambre haute formée par les deux @ip@ vis jusqu’a ce que le tampon
dépasse les petites plaques de verre de 1 a 2ismgrger le reste du tampon dans la cuve

- Retirer les bulles d’air du bas des plaques deeyar des mouvements de balancier

Dépbt des échantillons

- échantillons destinés a étre transférés sur mamslr
* Additionner 10 pL de Laemmli 5% & la quantitaibaitée d’échantillon (40 pL max.)
* Compléter si nécessaire a 50 pL avec du tampdysgeou du PBS-SDS (0,1 %)
* Chauffer 5 min a 95 °C puis laisser revenir apénature ambiante
* Déposer dans les puits du gel avec des cOndsayr
- échantillons provenant du traitement sur billdsndg de protéines (Miution = 70 pL) :
* Vortexer et déposer les échantillons (surnageditles) avec des cénes gel loader
- échantillons provenant du traitement sur billestdng de protéines {Mution= 210 uL) :
* Déposer en plusieurs fois et faire migrer chadéeot entre 1 et 5 min a 15 mA jusqu’a
ce que I'échantillon effleure les billes déja dépess(vortexer avant chaque dépot)

Conditions de migration pour 1 gel (doubler 'ampage pour 2 gels)

épaisseur du gel : 0,5 mm
gel de concentration : 1,9 cm

épaisseur du gel : 0,5 mm
gel de concentration : 3,8 cm

épaisseur du gel : 1 mm
gel de concentration : 1,9 cm

15 min a 15 mA +
~ 30 min a 25 mA

25 mina 15 mA +
20 a 25 min a 25 mA

30 mina 15 mA +
~1ha25mA
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Transfert de protéines sur membrane PVDF
et révélation par chimiluminescence

Transfert de protéines :

Les expériences de transfert ont été réaliséeg gudsysteme Mini Trans-Blot de Bio-Rad.
Solutions

- Tampon de transfert 1x (TrisBase : 5,82 g, glgci@,93 g,eau:1L) a4 °C
- Ethanol absolu

Protocole (pour 1 gel)

- Plonger 1 membrane PVDF (Bio-Rad 162-0174) dan&thanol absolu quelques secondes
- Immerger la membrane dans une cuve contenatangipon de transfert 1x (~300 mL)
- Ajouter dans la cuve le gel d’électrophorese epant les échantillons a transférer
(éliminer au préalable les dents du gel de conatiatr au moyen d’un espaceur)
- Ajouter deux papiers filtres (Bio-Rad 170-3932)leux feuillets en mousse noire
- Equilibrer 20 min
- Pendant ce temps, préparer le montage :
* placer la cuve de migration sur un agitateur nédigue et y ajouter un barreau aimanté
* placer le module a électrodes dans la cuve (boégative au centre)
* remplir la cuve avec du tampon de transfert ¥x°&
- Ouvrir une cassette face grise sur la paillasséadiser le sandwich suivant :

s <«—— Feuillet en mousse
———— <«— Papier filtre
_ <«—— Membrane
<«—— Gel
————— <«—— Papier filtre
s <—— Feuillet en mous:

Remarques la membrane doit étre découpée aux dimensionstesxat gel, le gel est
recouvert de tampon avant que la membrane ne &pitséée et une fois la membrane posée,
une pipette pasteur est utilisée comme un roulgatigserie pour éliminer les bulles d’air

- Fermer la cassette en veillant a ne rien faitgyeo

- Placer la cassette dans la cuve (face grise dudedla borne négative, joint plastique en bas)
- Fermer la cuve et la relier a un générateur

- Transférer 1 h a 100 V sous agitation

Révélation par chimiluminescence :

Solutions

- PBS-Tween 0,1 % : 350 mL

- PBS-Tween 0,1 % contenant 5 % de BSA : 40 mL
- Streptavidine-HRP 1 mg/mL
- Luminol : 2 mL

- Peroxyde d’hydrogene : 2 mL
- Révélateur photo dilué par 5 : 500 mL

Solutions du kit Pierce (voir références p.:

193



- Fixateur photo dilué par 5 : 500 mL
Protocole (pour 1 membrane)

- Laver la membrane 5 min dans 40 mL de PBS-Twet&0

- Incuber dans 40 mL de PBS-Tween 0,1 % a 5 % de BBuit a 4 °C

- Laver 3 x 10 min dans 40 mL de PBS-Tween 0,1 %

- Incuber 1 h dans une solution de Streptavidind2HReparée de la maniére suivante :

PBS-Tween 0.1 % BSA Streptavidine-HRP
1 mg/mL
Echantillons photomarqués
avec [TBs-P, 40 mL 400 mg 10 pL
Echantillons photomarqués
avec [TBs-Ps 40 mL 400 mg 40 pL

- Laver 3 x 10 min (échantillons photomarqués aMeé®s-P,) ou 2 x 5 min (échantillons
photomarqués avec I'E8?;) avec 40 mL de PBS-Tween 0,1 %

Chambre noire :

- Préparer dans une boite 4 mL d’une solution petexi’hydrogene/luminol 50/50
- Transférer la membrane dans la boite et I'imbd®esolution a I'aide d’'une micropipette
- Egoutter la membrane sur du papier absorbant

- Envelopper la membrane dans une feuille de p&aesn

- Lisser la feuille a la main de sorte a élimiresy bulles d’air

- Placer le tout dans une cassette de révélation

- Eteindre la lumiére et allumer la lumiéere rouge

- Sortir les films photo de leur emballage

- Recouvrir la membrane d’'un film photographiqué&-{(<Posure Film, Pierce)

- Fermer la cassette et compter entre 25 et 40 s

- Récupérer le film en faisant attention a ne pdaire glisser

- Immerger dans le révélateur et agiter doucemesafj'a apparition des bandes

- Rincer a I'eau

- Immerger dans le fixateur quelques minutes

- Ranger les films photographiques avant de ralldemkimiére

- Suspendre le film et laisser sécher ~24 h
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Colorations de gels SDS-PAGE

Plusieurs protocoles de coloration de gel ont @& au cours du projet. La coloration au
nitrate d'argent détaillée ici a permis de viswglide photomarquage spécifique d’'une
protéine palTB s-P; et la coloration au bleu de Coomassie est cellagermis d’identifier
cette protéine aprés son photomarquageTizg-Ps.

Remarqgue si les échantillons sont destinés a étre anabs&pectrométrie de masse, réaliser
ces différentes étapes en portant gants, chadbtteasque et ne travailler qu’avec du matériel
parfaitement propre (nettoyé a I'éthanol ou n'ayjantais été manipulé a mains nues) afin
d’éviter les contaminations par des protéines hoesai

Coloration au nitrate d’'argent :

Solutions (préparées avec de I'eau)

- Solution k : EtOH 50 %, Acide acétique 5 % (100 mL)

- Solution k : EtOH 50 % (100 mL)

- Solution TS : Ng5,03 0,02 % (100 mL)

- Solution Ag : AgNQ 0,1 % (100 mL)

- Solution cNa : NgCO; 2 %, Formaldéhyde 0,04 % (200 mL)
- Solution Ag : acide acétique 5 % (100 mL)

- Solution Ag : acide acétique 1 % (50 mL)

Les solutions E F,, Acs et Ag peuvent étre conservées 3 semaines a températbiarde.
Les solutions TS, Ag et cNa sont préparées lerjuéme.

Protocole (pour un gel)

- Eliminer les dents du gel de concentration auenayun espaceur

- Fixer les protéines 20 min danspuis 10 min danszF

- Laver le gel 10 min dans de I'eau

- Immerger le gel 1 min dans TS

- Laver 2 x 1 min dans de I'eau

- Colorer 20 min dans Ag

- Laver rapidement dans de I'eau (2 x5 s)

- Immerger une premiére fois le gel dans cNa

- Eliminer la solution lorsqu’elle devient jauneu@iques secondes)

- Terminer la révélation dans une nouvelle solutlerctNa (quelques minutes)
- Stopper la coloration par incubation 30 min dans

- Conserver le gel dans Aa 0 °C (conservation possible jusqu’a 3 mois)

Remarque Lors de la coloration, toucher le gel au minimuntoejours au méme endroit afin
de ne pas laisser trop de traces de doigts.

Coloration au Blue Silver :

Solutions (préparées avec de I'eau)

- Solution de fixation : EtOH 40 %, acide acétique% (100 mL)
- Solution de coloration : sulfate d'ammonium 10 &6ide orthophosphorique 10 %, EtOH
20 %, Brilliant Blue G 0,12 % (100 mL)
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- Solution destain | : EtOH 25 %, acide acétiqué&d QL00 mL)
- Solution destain Il : EtOH 25 % (300 mL)
- Solution de conservation : sulfate d’ammoniun?2%0 mL)

Toutes ces solutions peuvent étre conservées 3rssreatempérature ambiante. La solution
de coloration est conservée a 'abri de la lumétnee peut étre utilisée qu’une seule fois.

Protocole (pour un gel)

- Eliminer les dents du gel de concentration auenayun espaceur
- Fixer les protéines 30 min dans la solution datfon

- Incuber le gel 2 h dans la solution de coloration

- Décolorer 1 min avec la solution destain |

- Laver 1 min avec la solution destain Il

- Décolorer 30 min dans la solution destain Il

- Immerger le gel dans la solution de conservation

- Conserver a 0 °C (quelques jours)
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Préparation des échantillons a 'analyse par speaimeétrie de masse

Une fois colorés, les gels sont déposés sur urgu@lae verre nettoyée au savon et a
I'éthanol. Les bandes d’intérét sont excisées ayemal’un scalpel, découpées en morceaux
et transférées dans des tubes Eppendorf d’1,5 mapdé réaliser impérativement avec des
gants, une charlotte et un masque et en changeastalpel pour chaque bande a exciser).
Etant donné les intensités observées, I'utilisatiim dispositif d’éclairage, placé sous la
plague de verre, peut étre nécessaire. Les moragaugel récupérés sont traités selon les
protocoles décrits ci-dessous.

Trypsinolyse in-gel :

Solutions (préparées avec de I'eau)

- Solution de NEFHCO; 100 mM

- Solution de NEHHCO;50 mM / acétonitrile 50 %

- Acétonitrile 100 %

- Solution de trypsine a 400 ng/pL dans de 'H@W a 0 °C

Préparation des échantillons a la trypsinolyse

gels colorés au nitrate d’argent gels colorés au Blue Silver

- Ajouter dans les tubes Eppendorf 200|uL - Ajouter dans les tubes Eppendorf 20Q pL
de NHJHCO; 100 mM 3x de NHHHCO;50 mM / acétonitrile 50 ¢ 3x

- Vortexer fortement 10 s - Vortexer puis centrifuger 10 s

- Centrifuger 10 s puis retirer le surnageant - Incuber 10 min puis retirer le surnageant

- Ajouter 200 pL de NEFHCO350 mM / - Recommencer 1x avec 200 pL
acétonitrile 50 % ox d’acétonitrile 100 %
- Vortexer fortement 10s

- Centrifuger 10 s puis retirer le surnaggant - Ajouter 200 pL de NEHCO; 100 mM
- Vortexer puis centrifuger 10 s

- Fermer les tubes Eppendorf avec les - Incuber 10 min
couvercles d’autres tubes - Ajouter 200 pL d’acétonitrile 100 %
- Percer ces couvercles avec une aiguille - Vortexer puis centrifuger 10 s
- Lyophiliser les bouts de gels 1 h puis - Incuber 10 min puis retirer le surnageant

retirer les couvercles percés
- Fermer les tubes Eppendorf avec les

couvercles d’autres tubes

- Percer ces couvercles avec une aiguille

- Lyophiliser les bouts de gels 5 min puis
retirer les couvercles percés

Trypsinolyse (3 échantillons)

- Additionner 3,6 pL de trypsine a 0,4 pg/pL a 120de NHHCO; 100 mM refroidi a 0 °C
- Recouvrir rapidement les bouts de gel avec 20 jal4de cette solution

- Fermer les tubes « Eppendorf » et entourer lastmns de parafilm

- Agiter dans le thermomixeur Eppendorf a 37 °@58 RPM pendant une nuit

- Laisser revenir a température ambiante

- Utiliser tel quel pour une extraction de peptides

- Ajouter 2 uL de TFA 50 % pour un dessalage dest@t sur colonne ZIP-TIP
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Extraction de peptides :

Solutions (préparées avec de I'eau)

- Solution de NEHHCGO; 100 mM
- Acétonitrile 100 %
- Acide formique 5 %

Protocole (pour un échantillon)

- Transférer le digestat dans un tube EppendorbdiiL
- Conserver le cone et le réutiliser pour chagaestiert de surnageant

- Immerger les bouts de gel dans 100 pL d’acéitmitf0 %
- Incuber 10 min puis centrifuger 10 s
- Transférer le surnageant dans I'Eppendorf d’1L5 m

- Immerger les bouts de gel dans 100 pL dgHNEOD; 100 mM

- Incuber 10 min

- Ajouter a la solution 100 pL d’acétonitrile 100 %

- Incuber 10 min puis centrifuger 10 s

- Transférer le surnageant dans I'Eppendorf d'1L5 m

- Réitérer I'opération 2 fois en remplacant la §olude NHHCO; 100 mM
par de I'acide formique 5 %

- Congeler le tube contenant la solution de pepti#ns de I'azote liquide

- Fermer le tube Eppendorf avec le couvercle dutneaube

- Percer ce couvercle avec une aiguille

- Lyophiliser completement la solution de peptides

- Reprendre dans 40 pL de TFA 0,1 % pour un degsala conserver a -20 °C

Dessalage sur colonne ZIP-TIP C18:

Solutions (préparées avec de I'eau milli Q)

- Acétonitrile 100 %
-TFA 0,1 %
- Solution d’acétonitrile/TFA 0,1 % 70/30

Protocole (pour un échantillon)

- Plier a angle droit I'extrémité d’'un céne epT.BR5ELoader de 20 pL (Eppendorf)

- Vortexer fortement la résine C18 en solution ddm$acétonitrile et en prélever 1 pL

- Déposer la résine dans le cone et ajouter 40'adétbnitrile

- Pousser la suspension jusqu’a la pliure par sagiwn grace a une seringue au bout de
laquelle un cone tronqué a été adapté.

- Recommencer jusqu’a avoir environ 0,3 cm de awdon

- Equilibrer la colonne avec 40 pL de TFA 0,1 %

- Déposer I'échantillon sur la colonne et récupé&émat dans un tube Eppendorf de 0,5 mL

- Ajouter 40 pL de TFA 0,1 % dans I'Eppendorf dipnie de I'échantillon

- Vortexer fortement puis centrifuger 10 s

- Déposer sur la colonne et récupérer I'éluat damséme tube Eppendorf de 0,5 mL

- Laver la colonne avec 40 pL de TFA 0,1 %

- Eluer les peptides directement sur une cible MABRec 2 x 0,5 pL d’acétonitrile/TFA
0,1 % 70/30, ajouter sur le spot 0,5 uL de matd€A puis laisser sécher
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Spectrométrie de masse MALDI-TOF
et interrogation des bases de données

Génération des spectres MS et MS-MS

Les échantillons sont déposés sur une cible MALE)brs la méthode de la goutte séche.
Cette méthode consiste a mélanger 0,5 uL d’analyaé pL de matrice ; dans notre cas de
I'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique a 10 mg/mL dans un nydagau / acétonitrile / TFA :
50/50/0,1. Cette matrice est ionisée puis sublipgee a un laser UV. Elle permet de
désorber puis de protoner les molécules de I'analyt

Les analyses sont toutes réalisées en mode réfteddms une gamme de masse allant de
m/z = 800 a m/z = 4000 en fixant la Focus Mass ¢maslaquelle on désire avoir la meilleure
résolution) a 2000 et les analyses MS-MS sont effers en mode PSD. Les différents
parametres utilisés pour géeneérés les spectregisénide la maniere suivante :

* Intensité du laser : entre 2800 et 3000 (MS), e3M@0 et 4000 (MS-MS)
* Nombre de tirs : 1000 (MS), entre 2500 et 10 008{MS)

» Voltage d'accélération : 25 kV

» Détection des ions en mode positif

Les spectres sont générés manuellement & l'aidéogigiel 4000 Series ExplorBf
(Applied Biosystems) puis analysés grace au logRaa Explore? (Applied Biosystems).
La calibration des spectres est réalisée gracecalibrants internes que représentent les pics
d’autolyse de la trypsine, pics systématiquemestnkes dans cette étude du fait de la faible
quantité de protéine d’intérét.

Interrogation des bases de données

L’identification des protéines a été réalisée parflontation des données MS et MS-MS
aux entréedAll entries et Rattusde la base de données Swissprot en utilisantdeiéd
Mascot et en autorisant un clivage omis par lasing L’'oxydation des méthionines et des
tryptophanes a parfois été entrée comme modificatariable et une tolérance de masse de
50 ppm a été permise pour l'identification. Lesmbgations ont été realisées selon les cas
sur les 50 plus grands pics, les 100 plus grarcisqi sur la liste compléte des pics présents
dans les spectres. Pour chacune de ces listesmmdsses correspondant aux peptides
d’autoprotéolyse de la trypsine ont été retirésnaw® lancer l'interrogation ainsi que les
masses reconnues comme appartenant a des kératines.

Chacune des protéines suggérées par le logiciel GSsuite a l'interrogation des bases
de données est associée a un score qui repréagmtebhbilité que cette protéine corresponde
effectivement a la protéine présente dans I'échamt&tudié. Si I'interrogation a été effectuée
avec des données MS, le score doit étre supérigdimpaur étre considéré comme significatif.
Si elle a été effectuée avec des données MS-MiSitiEtre supérieur a 20.
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A nonradioactive iodide uptake assay for sodium iade
symporter function

Fanny Waltz, Lucie Pillette, Yves Ambroise
Commissariat a 'Energie Atomique (CEA), Institug 8iologie et Technologies de Saclay
(iBiTecS), Service de Chimie Bioorganique et de ddage, Gif-sur-Yvette F-91191, France

Keywords :

Sodium iodide symporter
Colorimetric assay
Sandell-Kolthoff
Cell-based assay

lodide uptake

FRTLS cells

Abstract :

The standard assay for sodium iodide symporter Ri&ction is based on the measurement
of radioiodide uptake (125I) in NIS-expressing seHowever, cost and safety issues have
limited the method from being used widely. Here aescribe a simple spectrophotometric
assay for the determination of iodide accumulatiorat thyroid-derived cells (FRTL5) based
on the catalytic effect of iodide on the reductadryellow cerium(lV) to colorless cerium(lil)

in the presence of arsenious acid (Sandell-Kolthediction). The assay is fast and highly
reproducible with a Z0 factor of 0.70. This procexlallows the screening of more than 800
samples per day and can easily be adapted to catystiems for high-throughput screening of
NIS function modulators. Using this method, thegpaly of several known inhibitors of NIS
function was evaluated in a single day with higleuracy and reliability. Measured IC50
values were essentially identical to those deteethinsing Nal125I.

Analytical Biochemistry201Q 396, 91-95.
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Synthesis and Structure—Activity Relationships of &lass of
Sodium lodide Symporter Function Inhibitors

Fanny Waltz, Lucie Pillette, Elodie Verhaeghe, Y¥esbroise
Commissariat a 'Energie Atomique (CEA), Institug 8iologie et Technologies de Saclay
(iBiTecS), Service de Chimie Bioorganique et de ddage, Gif-sur-Yvette F-91191, France

Keywords :

biological activity

drug designs

sodium iodide symporteur
structure—activity relationships
thyroid

Abstract :

lodide capture plays a central role in many thyneadhophysiological conditions. Here, we
report the synthesis and biological evaluation 84 N-benzylanilines as iodide transport
inhibitors in thyroid-derived cells. Important stture—activity relationships were elucidated,
and two compounds with enhanced potency were fiEthtiThese new bioactive molecules
are valuable pharmacological tools to further us@erd how iodide is captured in the
thyroid, and the SAR data may prove useful fordbeelopment of novel antithyroid agents.

ChemMedChen2011 6, 1775-1777.
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