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La maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus fréquente et est devenue un véritable enjeu
de santé publique. Deuxtypes de Iésions sontdétectés chezles malades : des enchevétrements intracellulaires
de protéine Tau et des plaques séniles extracellulaires, constituées principalement de peptides amyloides-
(Ap) dans un état agrégé. Dans la mesure ou les plaques amyloides se retrouvent principalement chez les
malades, le passage du peptide soluble au peptide agrégé est donc une étape clé dans le développement de
la pathologie, comme le propose I'hypothése de la cascade amyloide. Les ions métalliques Cu(l/1l), Zn(ll) et
Fe(lI/11) sont impliqués dans ce processus d’agrégation et dans le mécanisme de stress oxydant. Nous avons
étudié dans notre équipe de quelle(s) fagon(s) ces ions métalliques se lient au peptide AB, pré-requis pour
comprendre comment ils en influencent I'agrégation et induisent le stress oxydant, et en particulier comment
la nature de 'ion métallique central et la séquence du peptide influencent le site de coordination. La maitrise
de ces données fondamentales est nécessaire a la conception et au développement de molécules a visée
thérapeutique. Quelques-unes des stratégies thérapeutiques envisagées sont présentées dans cet article.
Maladie d’Alzheimer, ions métalliques, peptide amyloide, spectroscopies, chimie bio-inorganique,
coordination.

Metallic ions, amyloid cascade and Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease, characterized by a global deterioration of mental, cognitive and physical abilities, is the
most common cause of dementia in the elderly population and represents a global public health problem. Two
hallmarks are detected in patients brains: the intracellular neurofibrillary tangles of Tau protein (the protein
involved in the “neuronal skeleton”), and the extracellular amyloid plaques (also known as senile plaques)
made of aggregated forms of the amyloid-3 (AB) peptide. These peptides are present in soluble (monomeric)
form in healthy brains. Hence the route to the formation of the aggregated forms of the AB peptide is a key in
the etiology of the disease; such phenomenon is known as the amyloid cascade. Arole in the amyloid cascade
have been proposed for the metallic ions copper(l/Il), zinc(ll) and iron(l1/111), also implicated in oxidative stress
production, i.e. in the formation of highly toxic reactive oxygen species. We have studied in our group how such
metallic ions are bound to the A peptide, which is a prerequisite to understand how they can interfere in the
Ap aggregation process as well as in the reactive oxygen species production, and in particular how the nature
of the metallic ion and the peptide sequence impact the coordination site. The good knowledge of these data
is crucial for designing new kind of therapeutic tools; some therapeutic strategies are presented on this article.
Alzheimer’s disease, metallic ions, amyloid peptide, spectroscopies, bio-inorganic chemistry,
coordination.

e nombreux ions métalliques jouent un réle clé dans
les systemes biologiques. lls occupent des fonctions
structurales et catalytiques essentielles au sein d’enzymes et
de protéines. C’est pourquoi il existe des systémes com-
plexes permettant de contréler de maniére extrémement fine
leur métabolisme :détection,transport,stockage, sélectivité...
Par ailleurs, le cerveau représente un systéeme biologique
unique, en particulier en ce qui concerne ’homéostasie des
ions métalliques, dont le dysfonctionnement est lié aux mala-
dies neurodégénératives, telles que la maladie d’Alzheimer.
Cette maladie, qui se caractérise par un déclin des capa-
cités mentales, cognitives et physiques, est la cause
la plus fréquente de démence dans la population agée (50
a 80 % des cas [1]), et au niveau mondial, on estime qu’envi-
ron 30 millions de personnes sont atteintes, un chiffre qui
devrait quadrupler dans les quarante prochaines années [2].
Un symptdme précoce de la maladie est la difficulté a
se souvenir des informations récemment acquises. Ensuite,
des symptomes plus séveéres tels que des changements
d’humeur et de comportement, de la confusion, de sérieuses
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pertes de mémoire, des difficultés d’élocution, etc. sont ren-
contrés. Avec le vieillissement annoncé de la population, le
nombre de malades ne va cesser de croitre dans les pro-
chaines années. Les enjeux sanitaires et sociétaux sont donc
trés importants, d’ou la nécessité de trouver rapidement des
thérapeutiques curatives. Le développement de telles théra-
peutiques repose entre autres sur une bonne connaissance
des différents phénoménes moléculaires liés a la maladie.

Deux types de lésions morphologiques sont observées
post mortem chez les malades : des dégénérescences neu-
rofibrillaires intracellulaires de protéines Tau (protéine qui
constitue le « squelette du neurone ») et des plaques amy-
loides (ou plaques séniles) extracellulaires, constituées prin-
cipalement de peptides amyloides-f (AB) dans un état agrégé
(figures 1 et 2). Ces peptides, composés majoritairement de
40 a 42 acides aminés (AB40 et AB42, figure 3) sont issus de
la dégradation d’une protéine membranaire (APP, figures 1 et
2) et sont présents sous forme monomere soluble dans les
cerveaux sains. Il a été montré que les plaques séniles conte-
naient des concentrations anormalement élevées (de I'ordre
du mM) en ions zinc, fer et cuivre, et que ces métaux étaient
impligués dans les processus d’agrégation des peptides AB.
De plus, les ions Cu et Fe peuvent jouer un réle important
dans la production d’espéces réactives de I'oxygene (ROS,
pour « reactive oxygen species ») telles que H,0, et HO" [3-4]
tres nocives pour la cellule. Bien que la disponibilité des ions
Cu et Zn dans la fente synaptique soit relativement faibles
(<uM, etde 'ordre du mM, respectivement) [5], les constantes
d’affinité du peptide pour ces ions sont suffisamment éle-
vées pour que les interactions Cu-AB et Zn(ll)-AB soient
physiologiquement pertinentes (voir plus loin « La coordina-
tion des ions Cu, Zn et Fe »).

post-synapse

plaque sénile

fibre de peptides AR

Figure 1 - Schéma de la fente synaptique ou les ions Cu, Zn et les
peptides AB sont trouvés en concentrations anormalement élevées.

Le peptide AB sous sa forme monomére soluble est obtenu par coupure de
I’« amyloid precursor protein » (APP), les ions Cu et Zn sont relachés lors de
I’excitation neuronale et sont impliqués dans le processus d’agrégation du
peptide AB, qui conduit a la formation des plaques séniles détectées chez
les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (d’apres [6]).

La cascade amyloide

L'apparition des plaques séniles est un événement
précoce dans le développement de la maladie et précede
I’apparition des dégénérescences neurofibrillaires de pro-
téines Tau, associées a la dégénération neuronale [2]. Ceci
est en accord avec I'hypothése de la cascade amyloide
(figure 2) selon laquelle I'agrégation du peptide AB est liée a
I'étiologie de la maladie, puisque les peptides AR mono-
meéres et solubles sont présents dans les cerveaux sains
alors que les plaques amyloides/séniles sont détectées dans
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Figure 2 - Schéma de la cascade amyloide faisant figurer le réle des
ions métalliques.

Le peptide AB est obtenu sous sa forme monomere soluble par coupure de I’APP
(« amyloid precursor protein ») par les B- et y-secrétases. Sous cette forme, le
peptide AR n’est pas neurotoxique (fleches vertes) et est retrouvé dans les
cerveaux sains. Les plaques séniles sont des marqueurs histopathologiques
détectés post mortem chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer. Les
espéces intermédiaires entre le peptide A monomére et les plaques séniles sont
désormais considérées comme plus toxiques (fleches rouges) que les plaques
elles-mémes (fleche orange). Les ions métalliques (ronds bleus et ovales gris) sont
impliqués dans la cascade amyloide via divers processus : accélération de
I’agrégation, formation d’agrégats plus toxiques, etc. Par souci de simplicité, les
réactions sont notées de fagon unidirectionnelle, bien qu’elles soient toutes
équilibrées (d’apres [7]).

13 16 40

Humain [*H;N-DAEFRHDSGYEVHHQK-LVFFAEDVGSNK-GAIIGLMVGGV' -IAT-COO‘]

Murin [*H;N-[ AEFGHDSGFEVRHQK-LVFFAEDVGSNK-GAIIGLMVGGV' -IAT-COO']
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Figure 3 - Séquence des peptides A humain (hAB), murin (mAp) et des
formes tronquées du peptide humain : peptide tronqué en position 3
(tAB) et forme pyroglutamate correspondante (pAf).

les cerveaux des malades. En réalité, '’hypothese la plus
communément acceptée actuellement propose un role clé
pour les espéces intermédiaires du processus d’agrégation,
a savoir les formes oligoméres solubles, et ce via différents
phénomenes, tels que des effets sur l'intégrité des mem-
branes, la perturbation des fonctions synaptiques, la pro-
duction de ROS, etc. [7].

Le peptide AB ou plutét les peptides AB sont constitués
de 39 a 43 acides aminés avec deux formes majoritaires en
contenant 40 et 42 (figure 3). lls contiennent une partie N-ter-
minale hydrophile s’étendant des résidus 1 a 16 et une partie
C-terminale hydrophobe. La partie N-terminale est impliquée
dans la coordination des ions métalliques et la partie C-ter-
minale dans le processus d’agrégation. Par ailleurs, il a été
montré que le peptide AB42, bien que présent en moindre
quantité que le peptide AB40, est davantage toxique, ce qui
est imputé a sa plus grande capacité a s’agréger et donc
en accord avec I’hypothese de la cascade amyloide.

Le réle des ions métalliques est double : ils peuvent soit
intervenir dans I’agrégation du peptide, soit dans la produc-
tion des ROS. En effet, le coeur hydrophobe du peptide,
impliqué dans le processus de dimérisation, premiere étape
de I'agrégation, se situe au niveau des résidus 17 a 21. La
coordination des ions métalliques s’effectue quant a elle par
la partie N-terminale (résidus 1 a 16) adjacente au cceur



Recherche et développement

Asc Asc’ Asc Asc’  Asc

L

Cu*-Ap Cu?*-Ap Cu*-Ap Cu?*-Ap

;A. 202 A—A»Hoo ¥ HO

+ 2H*

Cu*-Ap CuZ*-Ap

0, S A

A1 o n_y
o o
Aspt Aspt
Ala2 HN_\( ° \»N
® O—Cu?* _N/\NH Ala2 N’—Cuf'—N\’/jH
o’ ot ‘/ﬁ_ <
HN—/ or His14 G'”3H
His6
K~10"m"

Figure 4 - Production des especes réactives de I'oxygéne catalysée
par le complexe Cu-AB.

hydrophobe. Par conséquent, la coordination des ions
métalliques peut moduler les propriétés d’agrégation du
peptide, par exemple en favorisant la formation d’espéces
dimeres via le pontage entre deux peptides ou en modifiant
la structure secondaire du peptide. Par ailleurs, en ce qui
concerne la production de ROS, les ions a activité redox ont
la capacité de catalyser la réduction du dioxygene et donc la
formation des espéeces oxygénées toxiques (figure 4).

En conséquence, la premiere étape pour comprendre
comment les ions métalliques peuvent intervenir dans ces
deux processus est de déterminer comment ils se lient au
peptide AB et donc leur sphére de coordination. Par ailleurs,
cette donnée sera également importante pour le développe-
ment raisonné de nouveaux agents a visée thérapeutique.

Les études spectroscopiques de coordination des ions
métalliques sont réalisées sur le peptide AB16 qui contient
les 16 premiers acides aminés, seuls résidus impliqués dans
la coordination. En effet, les complexes métalliques obtenus
a partir de ce peptide restent solubles a des concentrations
pouvant atteindre 10 mM, ce qui facilite significativement
I’étude par différentes spectroscopies. Comme la flexibilité
des peptides ne permet pas d’obtenir de structure par cris-
tallographie des rayons X, il est nécessaire d’avoir recours a
plusieurs techniques afin de proposer des modeéles de coor-
dination. Outre les données structurales, il est également
important de déterminer la valeur de la constante d’affinité,
valeur qui traduit la force de I'interaction ion métallique-pep-
tide. Cette donnée est nécessaire pour évaluer la possibilité
de rencontrer les complexes ions métalliques-peptides
in vivo.

La coordination des ions Cu, Zn et Fe

L’ion Cu(ll)

Gréace a des études, en fonction du pH, menées a I'aide
de techniques spectroscopiques avancées — RPE pulsée,
ENDOR et RMN paramagnétique 'H, °C et 2D — couplées a
I'utilisationdepeptides marqués™C et >N [9-10], nous avons :
- montré la coexistence a pH 7,4 de deux complexes
Cu(ll)-AB en équilibre acido-basique (espece notée | majori-
taire a pH 6,6 et espece notée Il majoritaire a pH 8,7 — voir
figures 5 et 6) ;

- identifié sans ambiguité les acides aminés impliqués dans
la coordination de I'ion Cu(ll) pour les deux complexes pré-
sents a pH physiologique (figure 5). Dans les deux formes,
I'ion Cu(ll) est pentacoordiné, occupant un site de géométrie
pyramide a base carrée. Dans la forme [, I'ion Cu(ll) est lie
dans le plan équatorial par la fonction amine terminale, la
fonction carbonyle de I’Asp1 adjacente, le noyau imidazole
de I’'His6 et le noyau imidazole de I’His13 ou 14, la position
apicale étant occupée par une fonction carboxylate. Dans la
forme I, ion Cu(ll) est lié dans le plan équatorial par la fonc-
tion amine terminale, la fonction amide déprotonée de la liai-
son Asp1-Ala2 adjacente, la fonction carbonyle de I'Ala2 et
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Figure 5 - Modéles de coordination avec le peptide AB des différents
ions impliqués dans la maladie d’Alzheimer. Pour les ions Cu(ll) et Zn(ll),
deux formes coexistent a pH 7,4, la forme | étant majoritaire. Les
constantes d’affinité traduisant I'importance de linteraction ions
métalliques-peptides AB sont données a titre indicatif (d’apres [3]).
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Figure 6 - Comparaison des modes de coordination de I'ion Cu(ll) par
les peptides humain et murin.

A pH physiologique (~ 7,4), les formes prédominantes sont respectivement
letll (d’aprés [11]).

un noyau imidazole d’une des trois His, la position apicale
étant occupée par la fonction carboxylate de I'’Asp1 ;

- mis en évidence la présence d’équilibres entre plusieurs
ligands équivalents pour une position de coordination (par
exemple les fonctions carboxylates des deux aspartates et
des deux glutamates pour la position apicale de la forme I ;
- et enfin montré que la fonction amide de la liaison pepti-
dique Asp1-Ala2 se déprotone pour ensuite se lier a Cu(ll)
vers pH 7,8, permettant le passage de I'espéce | a I'espée-
ce Il (figures 5 et 6).

En particulier, la présence de deux espéces coexistant
autour du pH physiologique est détectée par RPE
conventionnelle (figure 7). Ces deux espéces sont diffé-
renciées par leurs paramétres RPE :

- pour I'espece | : g = 2,06 ; g, = 2,26 ; A, (*Cu)
180 x 10*cm™;
- et pour I'espéce Il : g, =
160 x 10 cm™.

Par ailleurs, par spectroscopie RMN, il est possible d’at-
tribuer les pics 'H et '*C de chacun des acides aminés com-
posant la séquence peptidique. De plus, dans le cas d’un
équilibre rapide entre les formes apo- et métallées du pep-
tide, la présence d’'une quantité sub-stcechiométrique
de Cu(ll) élargit les pics associés aux atomes situés a proxi-
mité du centre paramagnétique. Il est ainsi possible de

2,07 ; g, =223; A/[(Cu)
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métallique. Dans le cas présent, la signature XANES
montre que Cu(l) est lié a deux ligands dans une géo-
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meétrie linéaire [3, 14-15].

Par ailleurs, en spectroscopie RMN 1D 'H, les
déplacements chimiques des protons aromatiques
des trois His sont impactés par la présence de Cu(l)
(figure 7), mettant en évidence le rble des trois His
dans la coordination du Cu(l). Deux modéles sont
compatibles avec ces données : soit les troiscouples
d’histidine — (His6, His13), (His6, His14) et (His13,
His14) — sont en équilibre, avec une plus forte contri-
bution du couple (His13, His14), soit I'His6 est transi-
toirement présente pour former un complexe ou Cu(l)
est tricoordiné [15].

Enfin, une étude par calculs (modélisation de type
Car Parinello) a conforté les résultats obtenus expéri-
mentalement, montrant par ailleurs que la configura-
tion His13-Cu-His14 était favorisée par des effets a
longue distance et non simplement par effet chélate

260 280 300 320 340
B (mT)

6082 80 78 76 74 72
3 (ppm)

1 comme initialement envisagé [16].

En ce qui concerne I'affinité de Cu(l) pour le pep-
tide AB, nous avons entrepris une étude par compé-
tition suivie par spectroscopie UV-visible avec un

Figure 7 - Signatures spectroscopiques en résonance paramagnétique électronique
(RPE) des complexes Cu(ll)-AB (A) et en RMN des complexes Cu(l)-AB (B) autour de

pH physiologique.

cartographier les atomes les plus affectés par la présence
du centre paramagnétique et d’en déduire les positions les
plus probables de Cu(ll) au sein du peptide, et finalement de
proposer des modeles structuraux pour les espéces | et Il
(figures 5 et 6).

Ces études ont été complétées par des mesures en
dichroisme circulaire, en spectroscopie d’absorption des
rayons X [9, 12], en RPE impulsionelle et ENDOR [10], et le
modele proposé sur les figures 5 et 6 est celui qui répond au
mieux aux différents éléments structuraux déduits de ces
techniques.

Enfin, des études par spectroscopie de fluorescence de
la tyrosine (résidu 10 de la séquence du peptide AB) ont per-
mis d’évaluer que l'affinité du peptide pour Cu(ll) est de
I'ordre de 10" M-, ce qui, étant données les concentrations
en Cu dans la fente synaptique sous certaines conditions,
valide la possibilit¢ de formation du complexe Cu(ll)-AB
in vivo [13].

L’ion Cu(l)

Ce degré d’oxydation du cuivre est pertinent d’un point
de vue biologique. En effet, le cerveau est un environnement
relativement réducteur, a la fois dans les milieux intracellu-
laires (potentiel d’environ - 300 mV vs. NHE) et extracellu-
laires (concentration en ascorbate de plusieurs centaines de
uM). Néanmoins, les techniques disponibles pour I'étude
d’un tel ion (configuration électronique d'°) se résument prin-
cipalement a la RMN et a la spectroscopie d’absorption X.
Par I'utilisation conjointe de ces deux spectroscopies, nous
avons montré i) que I'ion Cu(l) est lié par les noyaux imida-
zoles de deux résidus histidine (His) dans une géométrie
linéaire (figure 5), et ii) que les trois His sont impliquées dans
la coordination de Cu(l) (équilibre entre les trois couples
possibles : (His6, His13), (His6, His14) et (His13, His14)).

En particulier, la signature par spectroscopie XANES
(« X-ray absorption near-edge structure ») est trés sensible a
la coordinence de Cu(l) et a la géométrie autour du centre
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chromophore de Cu(l) : la ferrozine (Fz, 5,6-diphényl-
3-(2-pyridyl)-1,2,4-triazine-4,4"-acide disulfonique),
et déterminé que la constante d’affinité de Cu(l) pour
ces peptides est de I'ordre de 107 M [13]. Laffinité
des peptides AP pour Cu(l) est donc assez faible
comparativement a d’autres ligands biologiques, laissant
envisager que le peptide AB est lié¢ a Cu(ll) plutét qu’a Cu(l)
dans les conditions physiologiques.

Aspect dynamique de la coordination

L’aspect dynamique de la coordination des ions Cu(l) et
Cu(ll) (et également Fe(ll) et Zn(ll)) au peptide AR est apparu
lors des études par spectroscopie RMN. Par exemple, en ce
qui concerne Cu(ll), plusieurs ligands équivalents, comme
les quatre fonctions carboxylates d’une part et les trois fonc-
tions imidazoles d’autre part, étaient affectés de la méme
fagon dans I'espéce |, alors que pour I'espéce I, seule la
fonction carboxylate de I’Asp1 est affectée et les équilibres
ne concernent plus que les trois fonctions His. La présence
d’équilibres entre fonctions équivalentes pour une méme
position de coordination a ainsi pu étre mise en évidence. De
méme, pour Cu(l), les trois résidus imidazoles des His sont
affectés en RMN, mais seuls deux d’entre eux se lient simul-
tanément a Cu(l), d’ou la présence d’équilibre entre les trois
différents couples d’histidine. La présence de ces différents
équilibres et de la dynamique de coordination qui en résulte
est liée d’une part a la flexibilité du peptide et donc a I'ab-
sence de contraintes stériques imposant un ligand plutot
qu’un autre, et d’autre part aux affinités relativement faibles
conduisant a I’échange rapide des ions métalliques entre
peptides™.

Les propriétés redox du couple Cu(l)/Cu(ll)-AB

Comme nous I'avons vu précédemment, les géométries
respectives des complexes de Cu(ll) et de Cu(l) sont sous
forme de pyramide a base carrée et linéaire (figure 5). Dans
ce contexte, il est relativement difficile d’envisager un trans-
fert électronique direct rapide, car il est associé a une forte
réorganisation autour du centre métallique. Les données
obtenues par électrochimie (voltamétrie cyclique) peuvent
s’expliquer en considérant le mécanisme présenté sur la



figure 8, qui fait intervenir un état intermédiaire dans lequel la
géométrie du centre métallique dépend peu du degré d’oxy-
dation. Dans I’état d’oxydation + | (resp. + ll), cette espece
intermédiaire est en équilibre avec le complexe Cu(l)-AB
(resp. Cu(ll)-Ap). Cet état représente 1/1 000 des espéces en
solution et ne peut donc étre caractérisé spectroscopique-
ment. Par ailleurs, puisque sa géométrie dépend peu du
degré d’oxydation, le transfert électronique y est extréme-
ment rapide. Le complexe Cu(l)-AB peut donc étre oxydé et
le complexe Cu(ll)-AB réduit via cette espéce intermédiaire,
dont la nature reste encore a élucider [17]. Il faut noter que
I’existence de cet intermédiaire tout comme la possibilité
d’équilibre avec les espéces « stables » (Cu(l)-Ap et Cu(ll)-AB)
est imputable a la dynamique de coordination des systemes
Cu-Ap.

N, wHisg /
"Cu? | Hisq3——Cu*—His,|
/0/ A \His13,14

' ¢

E’(Cu**/Cu*)=0.300 V ys NHE

—
-+
-e
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Figure 8 - Mécanisme proposé pour expliquer les propriétés redox
du systeme Cu-Ap (d’apres [17]).

Fe(ll)

La coordination des ions Fe au peptide AP est envisagée
car une tres forte quantité en Fe est retrouvée dans les
plagues amyloides. Néanmoins, le fer s’y trouve principale-
ment sous forme de ferritine. Il est donc question de savoir
si I'interaction des ions Fe (Fe(ll) et Fe(lll)) avec le peptide Ap
peut avoir une pertinence biologique.

Nous avons montré par spectroscopie RMN qu’a pH
physiologique, Fe(ll) est capable d’interagir avec le peptide
AB. En effet, tout comme pour Cu(ll), le paramagnétisme de
Fe(ll) (Fe(ll) haut spin) induit un élargissement des signaux
RMN du peptide. L’analyse de ces élargissements nous a
conduits a proposer le modele de coordination reproduit sur
la figure 5 (p. 33). L’ion Fe(ll) est lié par 'amine N-terminale,
la fonction carbonyle adjacente, le noyau imidazole de I'His6
et la fonction carbonyle adjacente, un noyau imidazole
de I'His13 ou de I'His14, et une fonction carboxylate de
I’Asp1 ou de Glu3 [18].

Nous avons donc réussi a démontrer la possibilité d’une
interaction Fe(ll)-AB en conditions proches des conditions
physiologiques. L’enjeu est maintenant de déterminer
I’affinité de Fe(ll) pour le peptide AB. Par ailleurs, il n’existe
pas d’interaction avec Fe(lll), ce qui est dU a la tres grande
stabilité de I’hydroxyde de Fe(lll) a pH physiologique.

Zn(ll)

En ce qui concerne la coordination de I'ion Zn(ll), de
configuration d'°, tout comme le Cu(l), des études par spec-
troscopies d’absorption X et de RMN et qui ne seront pas
détaillées ici (études par d’autres groupes [19-20] et études
en cours dans notre équipe) aboutissent actuellement au
modele de coordination présenté sur la figure 5. Deux
espéces sont rencontrées autour de pH physiologique. Dans
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I’espéce |, prédominante, I'ion Zn(ll) est pentacoordiné et lié
par les trois groupements imidazoles des His et les fonctions
carboxylates de I'’Asp1 et du Glu11. Dans I'’espéce I, la fonc-
tion amine terminale remplace le groupement imidazole de
I'His13.

En ce qui concerne I'affinité du peptide pour Zn(ll), une
valeur de I'ordre de 10 M a été proposée dans la littérature
[21].

Remarque conclusive

Il apparait donc que la nature de I'ion central joue un réle
prépondérant dans la structure du systéme ion métallique-AB
(figure 5), ce qui est un phénomene directement lié : (i) a la
flexibilité du peptide, qui n’impose pas de contraintes struc-
turales, contrairement a la majorité des métalloprotéines qui
sont structurées tridimensionnellement, et (i) aux multiples
possibilités de ligands disponibles dans la séquence du
peptide (dans le cas du peptide AR, trois His, la fonction
amine terminale, quatre fonctions carboxylates, les fonctions
amides, etc.).

La coordination des ions Cu(ll)
a d’autres peptides amyloides

Deux cas nous ont plus particulierement intéressés, a
savoir la coordination de Cu(ll) au (i) peptide murin (rat et
souris) et (i) au peptide tronqué en position N-terminale,
commencant par le Glu3, ainsi qu’a la forme pyroglutamate
correspondante (figure 3 p. 32).

(i) Le peptide murin posséde trois mutations par rapport
au peptide humain, a savoir R5G (mutation de I'arginine en
position 5 en glycine), Y10F (mutation de la tyrosine en posi-
tion 10 en phénylalanine) et H13R (mutation de I'histidine en
position 13 en arginine). De plus, contrairement a I’Homme,
les souris et les rats ne développent pas la maladie d’Alzhei-
mer. Il est donc intéressant d’envisager une corrélation entre
une possible différence de coordination des ions métalliques
(due a la différence de séquence peptidique) et un compor-
tement différent vis-a-vis du développement de la maladie.
Pour cela, il faut comparer I’environnement de Cu(ll) lorsqu’il
se lie aux peptides humain ou murin. A noter également que,
puisque ne développant pas la maladie et ne possédant pas
le peptide humain, les souris utilisées comme modeéles sont
transgéniques, i.e. elles sont modifiées pour produire en
grande quantité le peptide humain.

(i) Les peptides modifiés en position N-terminale sont
retrouvés en grande quantité dans les plaques séniles et sont
davantage toxiques que le peptide A complet car ils sont
capables de déclencher I'agrégation. La encore, il faut com-
parer I'environnement de Cu(ll) lorsqu’il se lie au peptide
humain entier ou a ses formes tronquées, pour pouvoir relier
des modifications de la sphere de coordination a des capa-
cités d’agrégation différentes.

Dans le paragraphe suivant, pour plus de clarté, le pep-
tide humain sera noté hAB, le peptide murin mAR, le peptide
tronqué en position N-terminale tAp, et la forme pyrogluta-
mate correspondante pA (figure 3 p. 32).

Peptide amyloide murin

L’objectif est de comprendre I'origine de la différence de
toxicité entre les peptides humain et murin en relation avec
I'influence de ces trois mutations sur la complexation de
Cu(ll). Par des techniques similaires a celles développées
pour I’étude de la coordination de Cu(ll) a hAp et réalisées sur
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différents mutants (R5G, Y10F, H13R, R5GH13R et peptide
mAp), nous avons montré que :
- la coordination des ions Cu(ll) differe sensiblement entre
hAB et mAB, comme cela avait déja était montré par des
études en potentiométrie [22] ;
- dans le cas du peptide mAp, les deux espéces | et Il, dont
les premieres spheéres de coordination de Cu(ll) sont proches
de celles rencontrées dans le cas du peptide hAB, présentent
un pKa(l/ll) tres inférieur a celui rencontré dans le cas du
peptide hAB (pKa = 6,2 vs. 7,8) ;
- la mutation a l'origine de cette différence est R5G : en
effet, lorsque la position 5 est occupée par une glycine (mAp),
il est plus facile de déprotoner la liaison Gly5-His6 que la
liaison Asp1-Ala2. Au contraire, lorsque la position 5 est
occupée par une arginine (hAB), il est plus facile de déproto-
ner la liaison Asp1-Ala2 que la liaison Arg5-His6. Ceci est d0
principalement a ’'encombrement et/ou a la charge de I'argi-
nine qui empéche la déprotonation de la liaison Arg5-His6
rencontrée dans le peptide humain [11].

Cette différence de coordination de Cu(ll) entre les deux
peptides (figure 6 p. 33) a plusieurs conséquences :
- ApH physiologique, I'affinité de Cu(ll) est environ trois fois
plus grande pour le peptide mAB que pour le peptide hAB.
Ceci correle avec le fait qu’une plus forte concentration en
Cu-hAp est détectée dans les plagues extraites de cerveaux
humains plutét que de souris transgéniques [23]. En effet,
chez les souris transgéniques, la présence de peptide mAf
(en plus du peptide hAB) contribue a appauvrir la concentra-
tion en Cu disponible pour se lier au peptide hAB.
- La réduction de Cu(ll) en Cu(l) par I'ascorbate est plus
lente dans le cas du peptide murin (environ trois fois). Cette
étape étant la premiére du cycle de formation des ROS, le
complexe Cu-mAR produirait plus lentement des ROS que
son homologue Cu-hAp.
- Il n’est pas possible d’induire la formation des formes
tronquées (toxiques, voir ci-apres) en position 3. En effet,
dans le cas du peptide humain, I’hydrolyse de la liaison pep-
tidiqgue CO(Ala2)-NH(Glu3) serait facilitée par la coordination
de Cu(ll) a la fonction carbonyle CO(Ala2) et a la déstabilisa-
tion de la liaison peptidique. Or, dans le cas du peptide mAR,
cette fonction carbonyle n’est pas impliquée dans la coordi-
nation de Cu(ll).

Peptides tronqués en position N-terminale

L'objectif est de mettre en évidence un lien entre des
coordinations différentes de Cu(ll) avec le peptide humain
entier (hAp) et ses formes tronquées (tAB) et le réle particu-
lierement délétere des peptides tAB au niveau de I'agréga-
tion.

Par une étude spectroscopique compléte (RPE, RMN et
dichroisme circulaire), nous avons montré que la coordina-
tion de Cu(ll) au peptide tAB différait de celle du peptide hAp,
en particulier par la présence de trois formes autour du pH
physiologique (figure 9), dont une espéce Il majoritaire, et par
la nature des métallacycles présents dans les formes Il (deux
métallacycles adjacents pour hAB et deux métallacycles
indépendants pour tAB). Ceci est principalement di a la
nature des chaines latérales qui modifient les pKa de dépro-
tonation des fonctions peptidiques adjacentes [24].

En ce qui concerne la coordination de Cu(ll) au peptide
pAB, elle differe significativement de celle observée pour
hAB, ce qui est principalement di a I'impossibilité de lier
I'amine N-terminale & Cu(ll. A pH physiologique, deux
especes prédominent, ou Cu(ll) est lié par un imidazole d’un
résidu His et une ou deux fonctions amides déprotonées
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adjacentes. Les plans équatoriaux sont complétés soit par
des noyaux imidazole des His, soit par des fonctions carbo-
nyles.

L’affinité pour Cu(ll) de ces trois peptides suit la tendance
hAB > tAB >> pAR. L'étude de I'impact de ces différences de
coordination sur la réactivité des complexes de Cu(ll) vis-a-
vis de I'agrégation des peptides hAP et tAp est actuellement
en cours.

—Cuz‘-N NH/
His13/14
H~Jv¢
His6

I

6.0 (70

Figure 9 - Modes de coordination de I'ion Cu(ll) par le peptide tAB,
a comparer avec ceux du peptide hA (figure 6) (d’aprés [24]).

Coordination = fonction de la séquence

Par ces deux exemples, il apparait que la nature des
chaines latérales des acides aminés a une importance
prépondérante sur la coordination de Cu(ll), et ce méme
lorsque ces chaines latérales ne sont pas directement
impliquées dans la liaison avec le centre métallique. Autre-
ment dit, des effets de seconde sphére impactent le site
de coordination de ion Cu(ll).

Conclusions et perspectives

Au cours de ces premiéres recherches, nous avons mon-
tré que le site de coordination des centres métalliques a des
peptides flexibles du type AP est gouverné par la nature de
I’ion métallique (contrairement a ce qui est rencontré dans
des métalloprotéines possédant une structure 3D), par des
effets de premiére sphére (natures des acides aminés impli-
qués dans la liaison avec le centre métallique) et également
des effets de seconde sphere (natures des acides aminés
non impliqués dans la liaison avec le centre métallique).
Nous avons également déterminé I'affinité de ces différents
ions pour le peptide AB. En liaison avec des affinités assez
faibles, nous avons mis en évidence que ces ions sont labiles
et gu’ils s’échangent rapidement entre peptides. La flexibilité
du peptide ainsi que I’'aspect dynamique de la coordination
impactent de fagon néfaste les propriétés redox du systéme
Cu-AB. La labilité des ions métalliques joue quant a elle un
role important sur I'induction de I’'agrégation du peptide AB,
phénomeéne qui n’a pas été détaillé ici.

Ces données fondamentales ont conduit au développe-
ment d’une nouvelle thématique de recherche basée sur
I'interaction de complexes de Pt(ll) et de Ru(ll), plus inertes
cinétiquement que les ions Cu(//ll), Zn(ll) et Fe(ll) mais tout
aussi aptes a se lier aux résidus histidine de la chaine pepti-
dique. Il est donc envisagé d’empécher la coordination des
ions « toxiques » par des complexes d’ions platinoides [8,
25]. Dans ce contexte, nous avons récemment obtenu des
premiers résultats tres encourageants a I'aide d’'un com-
plexe de Pt(ll) [26-27]. Nous avons montré en effet sa capa-
cité a se lier au peptide AB, a en inhiber I’agrégation induite
par le zinc mais pas la production de ROS par le complexe



Cu-AB. Ceci est di au fait que le complexe de Pt(ll) étudié se
lie au peptide via Glu11 et His13, deux résidus essentiels a la
coordination du zinc mais pas du cuivre. Il faut noter ici que
I’effet obtenu est donc spécifique de I'ion métallique (Cu ou
Zn). Néanmoins, la cytotoxicité des complexes de platine
met en cause une utilisation thérapeutique ultérieure. Nous
avons donc initié I'étude de complexes de Ru(ll) moins cyto-
toxiques.

Une autre stratégie envisagée repose sur le développe-
ment de ligands du cuivre (Cu(ll) [28-29] et Cu(l)) et du zinc
capables d’empécher la coordination de ces ions aux pep-
tides Ap.

Par ailleurs, des molécules de ciblage des agrégats amy-
loides sont développées dans I'équipe depuis plusieurs
années [30]. Apres liaison avec les composés décrits préce-
demment (complexes de ruthénium et ligands des ions Cu et
Zn), elles devront en augmenter la sélectivité pour les formes
oligoméres des peptides AP, formes considérées comme
les plus toxiques, et également diminuer leurs interactions
avec d’autres molécules biologiques, responsables d’ef-
fets secondaires non désirés.
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