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Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

I. La maladie d'Alzheimer

I.1 Historique : une maladie déja centenaire ...

A la fin du XIX®™ siccle, I'état de démence du sujet 4gé était considéré par la
grande majorité des psychiatres comme habituel et li¢ & 1'usure normale du temps. Ce
sont les travaux de I'école de Miinich, autour de Kraepelin, un des deux psychiatres
allemands a croire a l'intérét de 1'étude histologique du cerveau dans les maladies
mentales, qui ont conduit & mieux comprendre ces maladies. Plusieurs médecins
rejoignent alors son groupe dont Alois ALZHEIMER qui s'était initi¢é a I'étude

microscopique du cerveau.

% 3 o Ty

Alois Alzheimer 1864-1915

C'est en 1906, lors d'une réunion de psychiatres allemands, a Tiibingen que

Alzheimer décrit 1'observation d'une femme de 51 ans qui a présenté un délire de jalousie

suivi d'une " désintégration " des fonctions intellectuelles. Grace a des techniques de
coloration, 1'examen au microscope du cerveau de la patiente a révélé la présence, dans le
cortex cérébral, de 1ésions analogues a celles de la démence sénile, les plaques séniles,
associées a des lésions jusque-la inconnues, caractérisées par des amas anormaux de
fibrilles dans les neurones, les dégénérescences neurofibrillaires (figure 1.1).

Peu de temps aprés ces observations, la communauté médicale de 1’époque donna

a cette nouvelle maladie le nom de son « découvreur », la maladie d'Alzheimer.
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Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

A B

Figure 1.1. Les lésions neuropathologiques de la maladie d’Alzheimer. A) Schémas originaux
des études histologiques du docteur Alois Alzheimer démontrant la présence de lésions
(obscurcissement) intracellulaires (enchevétrements). B) Enchevétrements neurofibrillaires
visualisés avec des nouvelles techniques de coloration et d’observation. C) Schémas originaux
des études histologiques du docteur Alois Alzheimer démontrant la présence de corps circulaires
a allure fibrillaire avec un noyau dense (plaques). D) Visualisation contemporaine, par technique
de coloration au Rouge Congo (« Congo Red »), d’'une plaque amyloide (sénile). La région dense
centrale (et sa périphérie) est principalement constituée de peptides Ap42 insolubles. (Images du
site internet www.alzheimer-montpellier.org).

Il faudra ensuite attendre le dernier tiers du XX™ siécle pour voir les
connaissances sur cette maladie évoluer sensiblement. La définition actuelle de la
maladie d'Alzheimer différe légérement de sa description initiale. C’est une démence
dégénérative du cerveau par opposition aux autres causes de démences (vasculaires,
toxiques ou carentielles). Elle associe des troubles de la mémoire, des troubles cognitifs
et/ou du comportement ayant un retentissement sur la vie quotidienne des patients. Elle
est caractérisée par deux types de lésions cérébrales : plaques séniles et dégénérescences
neurofibrillaires. C'est une maladie de personnes agées qui peut aussi, mais plus
rarement, survenir a un age plus jeune. Mais c'est une seule et méme maladie qui est
présente dans tous les pays, tout au moins dans ceux ou des études épidémiologiques ont

été menées.
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Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

1.2 Impacts sociaux économiques

L'étude des maladies neurodégénératives montre que la maladie d'Alzheimer est la
forme la plus commune de démence sénile. Actuellement, en France, elle touche environ
860 000 personnes. Elle se déclare le plus souvent chez les personnes agées. Environ
11% de la population agée de plus de 65 ans répondent aux critéres diagnostiques
validant une «maladie d'Alzheimer probable» en fonction d'échelles d'évaluation

neuropsychologique (www.alzforum.com). Cependant, des formes précoces existent ;

elles concernent 32 000 cas avant 60 ans et 10 000 cas avant 50 ans. Pour cette situation,
il s’agit le plus souvent de cas liés a des mutations génétiques.
Au niveau mondial, elle affecte entre 12 et 15 millions d’individus dans le monde

(Alzheimer International, www.alz.co.uk). Dans les pays occidentaux, elle constitue la

quatrieme cause de déces, précédée par les maladies cardiaques, le cancer et les accidents

vasculaires cérébraux.

Au dela de 85 ans, la prévalence s’accroit de maniere exponentielle pour atteindre
une proportion de 35% de sujets atteints. L’incidence s’¢leve actuellement a 225 000
nouveaux cas par an en France et va encore augmenter avec le vieillissement de la
population.

Les perspectives pour les années a venir sont inquiétantes. Si rien ne vient enrayer
cette tendance, les statistiques estiment qu’il y aura environ 1 200 000 cas en 2020 et
environ 2 100 000 cas (soit 3 malades pour 100 habitants) en 2050. En effet, avec
I’augmentation et le vieillissement de la population, aussi bien dans les pays développés
que dans les pays en voie de développement, le nombre de cas de maladie d’Alzheimer
va continuer a s’accroitre. Les bilans démographiques annuels ont montré, dés les années
1920, une forte augmentation de la natalité et une baisse importante de la mortalité
néonatale et infantile. Ces données, associées a une augmentation importante de
l'espérance de vie, promettent un avenir explosif aux problémes du vieillissement. En
1966, le pourcentage de la population agée de plus de 60 ans était de 17,6% et de 3%
pour celle de plus de 80 ans (Données Insee). En 2015, le pourcentage de la population
agée de plus 60 ans sera alors de 25%, et celui de plus de 80 ans sera de 6%.

Ce phénomeéne de vieillissement de la population n’est pas propre a la France.
Ainsi, d’aprés I’OMS, le nombre de personnes de plus de 60 ans atteignait 600 millions

en 2001, et les prévisions annoncent 1,2 milliards en 2025 et 2 milliards en 2050. En
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Europe, I’'une des régions du monde ou la tendance au vieillissement est la plus marquée,
la proportion des plus de 60 ans devrait passer de 20 a 35 % d’ici 2050 (Organisation

Mondiale de la Santé, www.who.int/fr).

Tranches d'age 1966 1993 2005 2015
0-19 ans 34,2% 26,8% 25,1% 23,4%
20-59 ans 48,2% 53,5% 54,2% 51,6%
60 ans et plus 17,6% 19,7% 20,8% 25,0%

Tableau 1.1. Evolution de la population frangaise (INSEE 2005)

Dramatique pour le malade, cette maladie afflige également tout l'environnement
familial, le plongeant dans la détresse morale, 1'épuisement et une solitude extréme,
surtout dans les phases tardives ou le malade nécessite une surveillance 24 heures sur 24.
A ces épreuves s'ajoutent des frais notamment de tierce personne a domicile, de
protection sanitaire et d'hébergement. Le colit moyen annuel de la prise en charge d’un
malade est estimé a 22 000 euros. Cela représente un budget de 10 milliards d’euros par
an pour la France (pour moitié pris en charge par 1’état et moitié pour les familles) pour
cette démence. Ces dépenses représentent actuellement 0.6% du PIB mais passeront a
0.8% des 2020 et atteindront 1.8% en 2040. A ce colt direct, qu'il soit médical
(consultations, hospitalisations, médicaments, examens complémentaires) ou non médical
(transports, institutions spécialisées, habitations adaptées au handicap, aides sociales
diverses) doit étre ajouté le colt indirect plus difficilement évaluable (perte de

productivité de I'entourage suite au handicap du patient).

Cette maladie est devenue un probléme majeur de santé publique et un véritable
fléau social. La société toute entiére est donc sollicitée, et la construction de structures
d'accueil adaptées devient indispensable. La démence de type Alzheimer affectant au
moins une personne sur 20 a l'age de la retraite et au moins un octogénaire sur 4,
I’évolution démographique promet a cette affection une prévalence importante. Il semble
important d'investir au niveau de la recherche, pour trouver rapidement de médicaments
efficaces. La maladie d’Alzheimer constitue un enjeu majeur pour les laboratoires de

recherches de I’industrie pharmaceutique.
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Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

I.3 Origines et facteurs de risque de la maladie

Les plaques séniles et la dégénérescence des neurofibrilles ont été considérées des
le début comme les 1ésions cérébrales étroitement liées a la maladie. Cependant a ce jour,
les causes exactes de 1’apparition de ces 1ésions demeurent encore inconnues. En quéte de
réponses, les chercheurs étudient les facteurs qui semblent avoir une influence

quelconque sur la progression de la maladie. Ce sont les «facteurs de risque».

[.3.a Facteurs génétiques

Dans environ 5 % des cas, la maladie d’Alzheimer est li¢ a un facteur héréditaire
et se déclenche précocement, avant 60 ans. Cette forme de maladie est appelée "maladie
d’Alzheimer familiale". A ce jour, plus de 150 mutations sur trois geénes ont été
identifiées et sont responsables de la transmission génétique de la maladie. Les trois
genes susceptibles de porter ces mutations sont : (i) un géne du chromosome 21 codant
pour la protéine APP (Amyloid Precursor Protein), précurseur du peptide P-amyloide
(AP) impliqué dans la maladie, (i1) deux genes situés sur les chromosomes 14 et 1, codant
respectivement pour les protéines présénilines 1 et 2 (ces protéines s’associent aux y-
sécrétases pour conduire a la génération de AP a partir de ’APP). C’est ainsi que la
plupart des personnes atteintes du syndrome de Down (trisomie 21) expriment 1,5 fois

plus d’APP que les individus sains et souffrent de démence de type Alzheimer des I’age

de 40 ans (Selkoe, 2001).

Pour les formes de la maladie apparaissant au-dela de 60 ans, appelées "formes
sporadiques", il existe également des facteurs de susceptibilité génétique.

Ainsi, il semble que des variations du géne APOE (sur le chromosome 19), codant
pour la production de I’apolipoprotéine E (ApoE) impliquée dans le transport du
cholestérol, puissent constituer un facteur de risque important. Ce géne possede trois
variants alléliques : APOE2, APOE3 et APOE4. Les personnes possédant deux copies de
APOE4 ont un risque plus élevé que la moyenne de développer la maladie d’ Alzheimer,
tandis que les porteurs de APOE2 ont un risque plus faible comparé a I’ensemble de la

population (Corder ef al., 1993).
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Par ailleurs, un geéne du chromosome 12 codant pour I’a,-macroglobuline,
impliquée dans la dégradation de AP, ainsi qu’un locus sur le chromosome 10 ont été

identifiés comme des facteurs de risque (Selkoe, 2001).

1.3.b Facteurs biologiques et environnementaux

Les 90 a 95% des cas de la maladie restants sont sporadiques, sans antécédents
familiaux et a étiologie inconnue (Rocchi ef al., 2003). Comme dans le cas des autres
maladies liées a 1’age (maladies cardiovasculaires, diabéte, maladie de Parkinson, ...), il
existe aussi des facteurs biologiques, comportementaux ou d’autres facteurs liés a

I’environnement qui peuvent augmenter le risque de développer la maladie d’ Alzheimer.

Age et sexe :

L’age est un important facteur de risque pour la maladie d’Alzheimer. En effet, la
prédominance de la pathologie double tous les 5 ans apres 65 ans (Ling et al, 2003)
Toutefois, contrairement a la croyance populaire, la démence de type Alzheimer n’est pas
un processus normal de vieillissement.

L’affection touche plus les femmes que les hommes puisqu’au dela de 75 ans, les
proportions sont de 13,2% pour les hommes et de 20,5% pour les femmes. (Andersen et
al., 1999), la premiére cause étant leur plus longue espérance de vie. D’autres facteurs ont
également ¢été évoqués pour expliquer cette observation: la diminution des taux
d’cestrogenes suite a la ménopause mais également une dérégulation des systémes de
transport des métaux plus importante chez les femmes pourraient favoriser le

développement de la maladie (Henderson, 1997).

Carences alimentaires :

Chez les personnes atteintes de la maladie, il semble acquis que la production de
radicaux libres a proximité des neurones soit supérieure a la normale, conduisant ainsi a
leur mort. Les carences nutritionnelles des personnes agées, limitant les apports en
vitamines (notamment C et E), pourraient étre considérées comme des facteurs
aggravants. Des études épidémiologiques ont montré que l’utilisation de compléments
vitaminés dans |’alimentation pouvait réduire le risque de développer la maladie

d’Alzheimer (Zandi et al., 2004).
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Cholestérol :

Le cholestérol est un constituant essentiel des membranes cellulaires, et joue un
role fondamental dans le développement, le maintien de la plasticité et le fonctionnement
des neurones (Shobab et al., 2005). Son transport est altéré dans le cas de la maladie

d’Alzheimer. Il y aurait donc une relation entre cholestérol et la maladie d’ Alzheimer.

Des ¢études épidémiologiques ont montré qu’un niveau élevé de cholestérol
pouvait étre corrélé avec un risque plus élevé de développement de la maladie
d’Alzheimer (Kivipelto et al., 2001). Chez des souris transgéniques nourries selon un
régime riche en cholestérol, le nombre de plaques amyloides est nettement plus élevé que
chez les souris de contrdle (Refolo et al., 2000).

De plus, un traitement par des statines (inhibiteurs de la biosynthése du
cholestérol prescrits aux personnes présentant des taux plasmatiques de cholestérol trop
¢levé) réduit fortement les taux de AP40 et AP42 intracellulaires et sécrétés in vitro
(cultures neuronales). Leur utilisation pourrait réduire considérablement le risque

d’Alzheimer (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000)

[.3.c Implication des métaux dans la maladie d’ Alzheimer

Parmi tous les facteurs biologiques en relation avec la maladie d’Alzheimer, les
métaux tiennent une place essentielle. A ce stade disons simplement qu’ils sont impliqués
dans de nombreuses autres maladies neurodégénératives telles que la maladie de
Parkinson, la maladie de Huntington, la maladie de Creutzfeldt-Jacob, la maladie de
Wilson, la sclérose latérale amyotrophique ou la maladie du prion. Dans le cas de la
maladie d’Alzheimer, de nombreuses ¢tudes ont montré que le métabolisme des ions
métalliques est altéré. Les concentrations de cuivre, de zinc et de fer sont plus €élevées que
la normale, et plus particuliecrement dans les Iésions caractéristiques de la maladie

(plaques amyloides) et a proximité de celles-ci. (Atwood et al., 1999; Lovell et al., 1998).

Les métaux jouent donc certainement un réle non négligeable dans la Maladie
d’Alzheimer. L’intérét pour 1’étude des ions métalliques en relation avec la pathologie est
donc croissant. Il est d’ailleurs au coeur de notre sujet et fera 1’objet d’une partie détaillée

a lui seul (chapitre 1, partie V).
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I.4 Le diagnostic

Poser le diagnostic, c'est offrir au malade l'accés aux premiéres possibilités
thérapeutiques. C'est aussi permettre a la famille de s'organiser pour s'adapter a
I'évolution. Pendant longtemps, 1’absence de diagnostic fiable a constitué un probléme.
Une fois le diagnostic établi, I’espérance de vie peut atteindre 20 ans, méme si la durée
moyenne de survie se situe autour de 8,5 ans.

De nombreux progrés ont été réalisés dans ce domaine. A I’heure actuelle, il
repose sur la combinaison de signes cliniques, de tests neuropsychologiques et de
techniques d’imagerie cérébrale (IRM, tomographie a émission de positrons (TEP)).
Cependant, aucune de ces techniques n’est capable de déceler les troubles ou les 1ésions a
des stades précoces. Aujourd’hui encore, le seul diagnostic définitif ne peut étre établi

que lors d’un examen post mortem.

I.4.a Les manifestations cliniques

L’aggravation des troubles liés a la maladie est progressive et inexorable. Elle
s’étend sur plusieurs années (figure 1.2). L’étape asymptomatique passe inapergue car
elle ne s’accompagne d’aucun signe clinique manifeste. Elle peut évoluer sur de
nombreuses années. Mais I’étape de pré-maladie, qui dure en moyenne 3 a 4 ans, fait
apparaitre les premiéres manifestations cliniques de la maladie d’Alzheimer que sont les
troubles de la mémoire ¢épisodique, liés a une incapacité de retenir des
informations récentes; les faits anciens restant en mémoire jusqu’a un stade avancé de la
maladie. Cependant, ces troubles sont compensés par la personne elle-méme et I’aide de
I’entourage car les autres fonctions intellectuelles sont globalement préservées et le

retentissement sur la vie quotidienne est peu important.

Etape
.. asymptomatique
=0 Etape
Toee.. pré-maladie
o Maladie d'Alzheimer
égeare

modéerse

Figure 1.2. Evolution des symptomes de la Maladie d’Alzheimer
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Mais a ces premiers signes cliniques, les plus classiques et les plus évocateurs,
vont s’ajouter ensuite des troubles du langage, de la motricité et de la reconnaissance (des
objets, des lieux et des sons), facteurs de désorientation. La maladie conduit a une perte
de cohérence dans le discours et une inintelligibilité de 1’expression écrite, ainsi qu’a des
détériorations dans d’autres domaines cognitifs interférant avec 1’humeur, la raison ou le
jugement. Il en découle une altération de la personnalité, des troubles neurologiques
(aphasie, crises épileptiques) et une démence forte. Au stade final, méme les taches
simples comme le maintien de I’hygiéne ne peuvent plus étre accomplies et le patient
devient totalement dépendant. En plus de ’attention de tous les instants que nécessite
I’état du patient, I’agitation et des comportements délirants compliquent la prise en
charge du malade par son entourage. Cela rend la phase terminale de la maladie
particulierement difficile pour le patient et son entourage et nécessite, le plus souvent, un

placement dans un établissement spécialisé.

Les troubles de la mémoire sont constants et s'associent de facon variable aux
autres signes ce qui explique la grande variété des tableaux cliniques méme a une phase
avancée de la maladie. Le trouble de la mémoire est en outre le signe le plus précoce ce
qui explique les difficultés du diagnostic précoce devant un " trou de mémoire ", somme
toute banal et fréquent. Devant un tel signe isolé, seul le recours a des consultations
spécialisées pour les troubles de la mémoire ou l'on recherchera des signes non apparents,
permettra le diagnostic. C'est 1a que les tests neuropsychologiques prennent toute leur

place.

I.4b Les tests neuropsychologiques

Ils sont basés sur des grilles standardisées permettant une analyse de la mémoire
par une approche qualitative et quantitative. Leur réalisation peut prendre jusqu'a une
heure. Ils doivent étre pratiqués par des personnels entrainés et spécialisés que sont les
neuropsychologues.

Le diagnostic de maladie d'Alzheimer est aussi un diagnostic d'exclusion au sens
ou il faut éliminer d'autres affections qui réalisent des tableaux proches et qui seraient
susceptibles de bénéficier de traitements spécifiques (tumeurs, hématome ou accident

vasculaire cérébral).
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I.4.c L’imagerie cérébrale

Au niveau histologique, des études montrent la présence de 1ésions cérébrales
(plaques amyloides et neurofibrilles) et la perte de neurones, dans un premier temps dans
la partie la plus interne du lobe temporal du cerveau (cortex entorhinal et hippocampe),
région vers laquelle convergent les informations pour étre mises en mémoire. Les 1ésions
se développent ensuite vers les lobes pariétaux, occipitaux et frontaux, pour envahir
presque tout le cerveau, sans toutefois atteindre les centres de commande de la motricité.

En plus de ces lésions, le cerveau des malades présente d’autres altérations
neuropathologiques (Figure 1.3) incluant 1’atrophie du cerveau, la perte de synapses, la
réduction sélective de certains systemes de neurotransmetteurs tels que 1’acétylcholine,
une diminution du métabolisme énergétique et un niveau élevé d’inflammation (Mattson,

2004).

Cervean atteint
d'Alzheimer

Cervean sain

Figure 1.3. Comparaison de cerveaux de personnes saines et d’individus atteints de la maladie
d’Alzheimer (d’apres (Mattson, 2004). (a) Volume global du cerveau (rétrécissement marqué du
lobe temporal (partie basse) et des lobes frontaux (partie gauche)). (b) Imagerie TEP révélant le
glucose : le patient atteint d’Alzheimer montre une forte diminution du métabolisme énergétique
dans le cortex frontal (haut du cerveau) et dans les lobes temporaux (sur les cotés).

L'imagerie (scanner cérébral et résonance magnétique) contribue non seulement
au diagnostic différentiel mais, dans des mains expertes, elle peut apporter des arguments
diagnostiques de poids tels les images d'atrophie de l'amygdale hippocampique,
caractéristique de la maladie d'Alzheimer. En outre, les techniques les plus récentes
d'imagerie fonctionnelle permettent de mettre en évidence dans le cerveau des zones
atrophiées et non fonctionnelles qui plaident en faveur du diagnostic de la maladie

d'Alzheimer. L’utilisation de 1’imagerie pour la détection précoce de la maladie n’en est

20



Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

cependant qu’au stade de recherche. Il n’y a pas encore d’analyse de routine pour la

détection de la maladie d’ Alzheimer.

Par ailleurs, il n’existe pas actuellement de marqueurs permettant un diagnostic
précoce en visualisant les plaques amyloides elle-méme par TEP ou par IRM. Cela fait
cruellement défaut. La mise au point et le développement de tels composés est d’ailleurs

I’un des principaux défis dans le cadre de la lutte contre la maladie.

I1. Plaques amyloides et neurofibrilles

Dés 1906, Alois Alzheimer, avait caractérisé deux principaux types de 1ésions
cérébrales qui sont toujours considérées aujourd’hui comme le diagnostic définitif de la
maladie : des enchevétrements intra neuronaux de neurofibrilles intracellulaires (ou
neurodégénérescence neurofibrillaire) et les plaques séniles extracellulaires accumulées
principalement dans le cortex (figure 1.4) (Selkoe, 2001). Ces plaques sont

principalement constituées d’un peptide, le peptide amyloide (AP), sous forme agrégé.

ta)
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Figure 1.4. Plaques et enchevétrements dans un cerveau de patient atteint de la maladie
d’Alzheimer post-mortem (d’apreés (LaFerla et Oddo, 2005). (a) Microphotographie de plaques

amyloides marquées par des anticorps spéecifiques anti-Afi42. (b) Microphotographie de
neurofibrilles marquées par des anticorps spécifiques anti-PHF .

La principale hypothese du développement de la maladie, expliquant le passage de
I’APB soluble aux plaques séniles, appelée cascade amyloide, est la suivante (figure 1.5).
Le peptide AP, composant des plaques amyloides de la maladie d’Alzheimer, est un
peptide de 39 a 43 acides aminés (4 kDa) issu de la protéolyse de la protéine APP (de
I’anglais "Amyloid Precursor Protein") par deux enzymes la béta et la gamma sécrétase

(figure 1.8). Il est présent dans tous les cerveaux sains sous forme soluble. Cependant son
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accumulation conduit, dans un premiers temps, a la formation d’oligoméres puis des
plaques. Les plaques ne sont présentes que dans les cerveaux de patients de la maladie.
L’agrégation de ce peptide est donc une étape clé. Cette partie décrit le réle joué par
chacun des composants intervenant dans le processus permettant le passage de I’APP, a

I’origine de I’ A jusqu’a I’agrégation de celui-ci.
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Figure 1.5. Principale hypothése concernant le développement de la Maladie d’Alzheimer.
II.1 Le peptide B-amyloide et son implication dans les plaques

amyloides

Les plaques séniles sont des lésions extracellulaires, sous la forme d’agrégats
sphériques denses de protéines organisées en fibrilles. Le peptide 3-amyloide (AB) en est
le composant principal. Ces lésions sont présentes principalement dans les régions
limbiques du cerveau telles que I"’hippocampe et le complexe amygdalien, ainsi que dans

des régions corticales et subcorticales spécifiques.

Il est important de noter que des agrégats de type amyloide impliquant d’autres
protéines se retrouvent ¢galement dans des maladies aussi différentes que le diabéte de
type 2, la maladie de Huntington ou les maladies liées aux prions. De plus, il existe
différents types de plaques comme le montre la figure 1.6. Seules les plaques ou les
agrégats organisés en type fibres seraient toxiques (Morgan et al., 2004 ; Walsh et al.,

1999).
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Figure 1.6. Agrégats amorphes et fibres (Morgan et al., 2004)

II.1.a La protéine APP

Le géne des protéines APP est situé¢ sur le chromosome 21 et code pour plusieurs
glycoprotéines transmembranaires (3 isoformes principales) ayant une longue partie N-
terminale située dans la partie extracellulaire, une partie transmembranaire (acides aminés
597 a 639 pour I’isoforme en contenant 695) et une courte région C-terminale située dans
le cytoplasme. Le nombre d’acides aminés de ces protéines est variable (entre 695 et
770). Elles sont exprimées dans tous les tissus, mais les neurones expriment plus
particulierement la protéine APPgs que I’on trouve en forte quantité dans le cerveau

(Clippingdale et al., 2001).

Role de PAPP

Le role de ces protéines n’est quasiment pas connu. Plusieurs rdles ont été
proposés. Une hypothése fréquemment rencontrée dans la littérature est leur implication

dans la régulation de ’homéostasie du cuivre dans les neurones (Maynard et al., 2002;

White et al., 1999).
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Figure 1.7. Régions fonctionnelles de I’APP (Checler et Vincent, 2002) CuBD :
domaine de fixation du cuivre, ZnBD : site de fixation du zinc. HBD : site de fixation de
[’héparine.

Cuivre et APP

L’APP fixe le cuivre, dans une région différente de I’Ap, avec une constante de
dissociation Kp = 10 nM (Hesse ef al., 1994). Des études RMN mettent par ailleurs en

7 et His"™', de la Tyr'® et de la Met'” dans une sphére de

évidence le role des His
coordination tétraédrique pouvant favoriser la coordination du Cu' (Barnham et al., 2003;
Multhaup et al., 1996). Les 6 cystéines du domaine sont impliquées dans 3 ponts
disulfides Cys'*-Cys'", Cys'**-Cys'™, Cys'**-Cys'*®.

Il a été également reporté que I’APP était capable de réduire le Cu" en Cu' par les
thiols des cystéines, qui forment des ponts disulfides (Multhaup et al., 1996). Il semble
que I’APP existe sous au moins deux états d’oxydation, avec ces cystéines partiellement

ou completement oxydées. Dans chaque cas, il est quand méme capable de lier le

cuivre(Il) et de le réduire.

Zinc et APP

Bush ef al., 1993 ont montré que I’ APP est capable de lier le Zn" assez fortement
avec une constante de dissociation de 765 nM. Les Cys en position 186 et 187 sont
indispensables pour la liaison du Zn". Des études complémentaires sur un peptide modéle
(Ciuculescu et al., 2005) ont démontré que le Zn pourrait induire la dimérisation de
I’APP in vivo. Ceci pourrait étre important pour la fonction de I’APP ou influencer la

production d’Ap.
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De ’APP aI’AB

La protéine APP est métabolisée via deux voies biologiques.: la voie non-
amyloidogénique (qui ne produit pas de peptides amyloides) et la voie amyloidogénique.
Ces deux voies se distinguent par les enzymes de clivage et par les métabolites
(fragments) produits.

Ces protéines APP sont dégradées par des protéases appelées sécrétases (figure
1.8) (Selkoe, 2001). L’ APP est coupée dans un premier temps par 1’a- ou la B-sécrétase.
Dans la voie non amyloide, I’a-sécrétase coupe pres du domaine transmembranaire, au
milieu de la région AP de I’APP, pour générer un large ectodomaine soluble (a-APP;) et
laisser un fragment de 83 acides aminés (C83) dans la membrane. La voie
amyloidogénique fait intervenir la B-sécrétase, qui coupe plus loin de la membrane,
produisant I’ectodomaine soluble B-APP; et un fragment C-terminal de 99 résidus (C99)
contenant le peptide AP en partie N-terminale. C83 et C99 sont tous deux substrats d’une
troisieme protéase, la y-sécrétase. Cette enzyme est constituée d’un complexe multi-
protéique, comprenant la préséniline, la nicrastine, Aph-1 et Pen-2 (De Strooper, 2003) et
catalyse une hydrolyse inhabituelle au sein de la région transmembranaire. La protéolyse
de C99 par la y-sécrétase produit le peptide AP, alors que C83 est clivée pour donner p3,
une forme de AP tronquée au niveau de la partie N-terminale (A17-40/42). Dans les
deux cas, le fragment AICD (domaine intracellulaire de I’APP) est libéré. Bien que la
fonction de I’ensemble de ces fragments ne soit pas précisément établie, il a été suggéré
que le domaine AICD jouait un role dans la transmission des signaux de la membrane

vers le noyau (signalisation cellulaire).

Le fragment AP contient de 39 a 43 acides aminés. Les formes les plus
abondantes sont celles avec 40 et 42 acides aminés (AB40 et AP42). Ces deux formes
jouent un réle important dans la maladie d’Alzheimer mais I’ AB42 est considéré comme
le plus neurotoxique par sa propriété hautement insoluble et oligomérisante (Jarett et al.,

1993).
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Figure 1.8. Métabolisme de la protéine APP et génération des peptides AP (d’apres Citron,
2004a).

Les cas d’Alzheimer génétiques sont dus a une protéolyse altérée de I’APP
conduisant a une surproduction de AP, que ce soit chez les souris transgéniques ou chez
I’homme. En effet, les mutations mises en cause sur le géne codant pour APP favorisent
les voies PB- et y-sécrétases, tandis que les mutations des geénes codant pour les
présénilines PS1 et PS2 accentuent 1’activité y-sécrétase (Hardy, 1997; Selkoe, 2001).

Dans les cas sporadiques, les modifications du métabolisme de 1’ APP (notamment
I’augmentation de D’activit¢ de la P-sécrétase) conduisant a la surproduction de AP
peuvent étre dues a des augmentations de stress oxydant, une diminution du métabolisme

énergétique ou une perturbation de I’homéostasie des métaux.

Le cholestérol influence les taux de AP via I’activité des sécrétases impliquées
dans le métabolisme de I’APP, en dirigeant celles-ci vers la voie amyloidogénique. L’ AR
est issu du clivage de I’APP. Or celui-ci peut étre clivé par les sécrétases a et B, mais seul
le clivage par la B-sécrétase peut ensuite donner de 1I’Ap (figure 1.8).

L’activité des sécrétases a et B qui sont en compétition pour le méme pool d’APP,
semblent modulées par le cholestérol. Des études sur cultures cellulaires ou sur des souris
transgéniques montrent que des environnements riches en cholestérol réduisent la voie a-
sécrétase lors de la protéolyse de I’ APP, conduisant ainsi a un taux ¢élevé de AP (Bodovitz

et Klein, 1996; Refolo ef al., 2000). A I’opposé, une diminution des taux de cholestérol
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(via des agents réalisant I’extraction du cholestérol ou des statines) a pour conséquence
une augmentation de la voie de 1’a-sécrétase et une diminution de la sécrétion de
AB (Kojro et al., 2001), ou une diminution de la voie de la B-sécrétase (Simons et al.,
1998). Par ailleurs, 1’¢limination du cholestérol dans les membranes inhibe I’activité de la

y-sécrétase de fagon totale mais réversible (Wabhrle ef al., 2002).

Le mécanisme d’action n’est pas encore totalement compris, mais il est possible
que la modification de la fluidité des membranes en fonction des taux de cholestérol (une
diminution du taux de cholestérol augmente la fluidit¢ de la membrane) affecte les
sécrétases associ¢es a celles-ci en favorisant (ou en défavorisant) le contact entre les
enzymes et leur substrat APP, ou en modifiant P’activité intrinséque des enzymes,
notamment dans le cas de la y-sécrétase dont le site actif se situe au sein de la membrane

(Bodovitz et Klein, 1996; Wahrle et al., 2002).

II.1.b Le peptide B-amyloide (AB)

Le peptide A est produit a partir de I’APP via les voies - puis y-sécrétases. Le
clivage par cette seconde enzyme est hétérogeéne. Il conduit principalement a un peptide
AP de 40 acides aminés not¢ AP40. Cependant, d’autres formes plus courtes ou plus
longues sont également produites (entre 39 et 43 acides aminés), en particulier la forme
AB42 (figure 1.9), qui représente environ 10 % des especes de AP. Les deux peptides
AP40 (majoritaire) et AB42 (minoritaire) sont présents en tant qu’especes solubles dans
les fluides biologiques de tous les individus. Cependant une augmentation de la
production d’AB42 et de son accumulation conduit a des dépdts amyloides dans le
cerveau des malades d’Alzheimer (Iwatsubo ef al., 1994). C’est le constituant principal
des plaques séniles. Il est supposé jouer un role plus important que AP40 dans la

pathologie.

Asp'-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr'*-Glu-Val-His'*-His' *-
GIn-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gly-
Ala-Tle-Tle-Gly-Leu-Met**-Val-Gly-Gly-Val-Val*’-1le*'-Ala**

Figure 1.9. Séquence du peptide AP42, écrite du N-terminal vers le C-terminal. La partie en
gras correspond au domaine intramembranaire (d’apres (Clippingdale et al., 2001)). Les acides
aminés en bleu soulignent la différence entre AP40 et AP42, ceux en rouge ont été évoqués
comme impliqués dans la chélation des ions métalliques et/ou dans la production de ROS.
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L’accumulation du peptide AP dépend de la balance entre sa production et sa
dégradation. En plus de sa surproduction lors de la maladie d’Alzheimer, il semblerait
que sa dégradation par des peptidases « spécifiques » soit elle aussi altérée. Ainsi, la
variabilité génétique concernant la protéine a,-macroglobuline ou encore une diminution
de Dactivit¢ de la néprilysine dans I’hippocampe suite au vieillissement, ces deux
protéines ¢tant impliquées dans la dégradation de A, favorisent son accumulation (Iwata
et al., 2002; Selkoe, 2001). L’IDE (Insulin Degrading Enzyme), qui intervient dans son

¢limination, semble elle aussi avoir une activité réduite chez les patients d’ Alzheimer.

Les mutations des génes codant pour I’APP et la PS1 augmentent non seulement
la production et la sécrétion de AP mais favorisent également I’espece AB42 parmi les
différentes formes de AP (Hardy, 1997; Selkoe, 2001). Cela explique en partie les cas

génétiques de la maladie.

Oligomérisation :

Les peptides AP ont tendance a agréger. C’est ainsi que la majorité du Ap dans le
cerveau des patients d’Alzheimer est agrégé sous forme de fibrilles qui elles-mémes ont
tendance a former les plaques amyloides en présence d’autres ¢léments (métaux,

protéines, ...) (Clippingdale et al., 2001).

Le peptide APB42 est plus hydrophobe que ses analogues plus courts. Sa solubilité
est par conséquent plus faible, et sa capacité a s’agréger tres forte (environ 70 fois plus
rapide que AB40). Ce phénomene d’agrégation dépend non seulement de la nature de AP
(40/42), mais aussi du temps, du solvant, du pH, de la concentration en peptide ou encore
de la présence d’ions métalliques (Atwood et al., 1998; Bitan et al., 2003; Clippingdale et
al., 2001; Huang et al., 1997; Jarrett et al., 1993).

La capacité¢ d’AP a former des structures organisées (fibrilles) est principalement
gouvernée par des interactions hydrophobes, et peut étre directement corrélée a la
proportion de structures secondaires en feuillets-p adoptée par le peptide. En effet, une
étape clé dans ’agrégation d’AP est le passage d’une structure secondaire composée
principalement « random coil » pour le monomére natif a une structure en feuillets-f3,
éventuellement via un intermédiaire contenant des portions en hélice-a (Clements et al.,

1996; Soto et al., 1995). Ces structures en feuillets-f tendent ensuite a former des
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oligomeres de type protofibrille par des interactions entre les différents feuillets-f qui
s’associent par la suite en fibrilles "torsadées" (Clippingdale et al., 2001; Walsh et al.,
1997). D’autres intermédiaires favorisant la formation d’hélice-o (Walsh et al., 1999) ont
¢galement été trouvés.

Des études cinétiques ont par ailleurs indiqué que la fibrillation comporte deux
étapes : une étape lente de nucléation suivie d’une étape rapide de polymérisation (Jarrett
et al., 1993). 11 a ét¢ montré in vitro que ces deux €tapes sont plus rapides dans le cas de
AB42 que d’AP40. Un mécanisme proposé passe par la formation de paranuclei
pentameriques ou hexameériques de APB42 qui s’associent ensuite entre eux pour former

des protofibrilles puis des fibrilles (Bitan et al., 2003).

Une étude récente couplant la RMN, la RMN du solide et des études de
mutagenése a pu mettre en évidence ces structures tridimensionnelles pour AB42 agrégé
sous forme de fibrilles (figure 1.10), avec les résidus 1-17 désordonnés et les résidus 18-
42 formant deux brins . Cette étude souligne entre autres la nature intermoléculaire des
interactions entre les feuillets-f paralleles, ainsi qu’une interaction ionique
intermoléculaire forte entre les résidus Lys™ et Asp® de deux peptides (figure 1.10, A et
B) (Liihrs et al., 2005).

A P

-
“odd"

"35\1 G371 o) L/
Aﬁl Axis vas - y

“odd"end 1

Figure 1.10. Structure tridimensionnelle d’une fibrille de Af42 (oxydé sur Met35) d’apres
(Liihrs et al., 2005). La direction de [l'axe de la fibrille est indiquée par les fleches. (A et
B) Structure en rubans des résidus 17-42 illustrant la nature intermoléculaire des interactions
entre les feuillets p. (C) Polarité de la surface de van der Waals (code couleur des résidus :
Jjaune : hydrophobe, vert : polaire , rouge : chargé négativement et bleu : chargé positivement).
(D) Simulation d’une fibrille constituée de 4 protofibrilles. (E) Exemples de micrographies de
fibrilles de AB42 (oxydé sur Met35), échelle de la barre : 50 nm.
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Des structures RMN ont également été publié¢es pour AB40, proposant 1’existence
de structures en feuillets-p paralléles dans la partie 12-40 avec des liaisons inter-brins
intramoléculaires et des liaisons intermoléculaires ponctuelles, telles que I’interaction
électrostatique entre Lys™ et Asp™ qui favorisent la formation des fibrilles (Petkova et
al., 2002; Petkova et al., 2006) (figure 1.11). Les différences existant entre les modeles
structuraux pour AP40 et AB42 peuvent s’expliquer, au moins en partie, par le fait que
ces deux peptides adoptent des structures différentes en solution et ne s’agrégent pas

selon le méme mécanisme (Bitan et al., 2003).

Val40 Lys28
v

Tyrl0 Lysl6 Asp23

Figure 1.11. Représentation schématique de la structure coudée du peptide amyloide Af40.
Toxicité :

L’agrégation d’AP est généralement considérée comme un événement critique
dans la maladie d’Alzheimer ; les plaques amyloides étant caractéristiques des cerveaux
des malades d’Alzheimer lors d’examens post-mortem.

Cependant, la forme d’AP responsable de la toxicité (c'est-a-dire oligomérique ou
fibrillaire, extracellulaire ou intracellulaire) est toujours débattue actuellement (Hardy et
Selkoe, 2002; Klein et al., 2001). De nombreux indices tendent a prouver que ce sont les
taux de AP soluble, et non les plaques, qui correlent le mieux avec les
dysfonctionnements cognitifs dans la maladie d’Alzheimer (McLean et al., 1999). De
plus, chez les souris transgéniques, les peptides AP peuvent commencer a exercer leur
toxicité avant méme la formation de plaques (Moechars et al., 1999; Mucke et al., 2000).

L’une des hypothéses les plus répandues actuellement est que les espeéces
responsables de la neurotoxicité de AP ne seraient pas les plaques amyloides mais plutot
des formes plus petites, intermédiaires de 1’agrégation (oligomeéres). Ainsi, des structures
agrégées sphériques de petite taille (amylosphéroides) sont également toxiques sur
cultures cellulaires (Hoshi et al., 2003). Par ailleurs, de petits oligomeres globulaires (des
trimeres aux 24-meres) d’AB42 solubles (ADDLs en anglais pour "AB-derived diffusible
ligands"), et les protofibrilles, également solubles, sont proposés comme d’autres formes

d’agrégation d’AP pouvant générer de la toxicité, notamment en inhibant in vivo la
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plasticité synaptique et le mécanisme de potentialisation a long terme associé¢ a la
mémoire (Gong et al., 2003; Lambert ef al., 1998; Walsh et al., 2002).

Enfin, des accumulations intraneuronales de AP, événements précoces de
I’agrégation de AP, sont également neurotoxiques et responsables de dysfonctionnements

synaptiques in vivo (Mucke et al., 2000; Oddo et al., 2003).

Des modifications chimiques et structurales associées a la polymérisation de AP
ont également été relevées in vitro et in vivo suite au "vieillissement" du peptide. Elles
incluent par exemple la formation de formes tronquées (via la formation de
pyroglutamates N-terminaux en positions 3 et 11 par exemple), I’isomérisation
(notamment au niveau des aspartates), la racémisation, 1’oxydation (en particulier la
sulfoxydation des méthionines), des "cross-links" via les tyrosines (figure 1.12) et la
formation de polyméres de AP40 et de AP42 résistants au SDS (Piccini et al., 2005;
Roher et al., 1993; Zirah et al., 2006). Ces diverses modifications entrainent une

résistance aux protéases, rendant ainsi plus difficile la métabolisation et I’¢limination des

peptides.
Os ./ OH
oH S OH  OH
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Wy I8, 200 OC
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Figure 1.12. Modifications chimiques observées sur le peptide AP suite au "'vieillissement"

II.1.c Interaction de AP avec les ions métalliques

Il est difficile d’attribuer I’initiation de ’amyloidogenése a la seule présence des
peptides AP40 et AP42, alors que ce sont des constituants normaux du fluide
cérébrospinal et que les porteurs de la maladie d’Alzheimer familiale, qui surexpriment
APB42 des la naissance, ne présentent pas de dépdts amyloides dans leur enfance. D’autre
part, il est difficile d’expliquer que les dépdts formés soient localisés a des endroits bien
précis (au niveau des synapses par exemple) et que leur distribution ne soit pas uniforme
puisque I’AP est exprimé de fagon ubiquitaire. Il est donc raisonnable d’évoquer, en plus
de la surproduction d’AP (liée a des causes génétiques ou a 1’age), d’autres facteurs

permettant I’initiation des dépots amyloides avec I’age.
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Il a ét¢ proposé que les ions métalliques participent a ce phénomene (Atwood et
al., 1999). Leur homéostasie est perturbée lors de la maladie d’Alzheimer (voir chapitre
IIT). Les ions métalliques sont retrouvés a des concentrations tres élevées dans le cerveau
des malades d’Alzheimer, a proximité ou au sein des plaques amyloides (Atwood et al.,
1999; Lovell et al., 1998). L’interaction entre I’AP et les métaux (cuivre, zinc et fer) est
donc de plus en plus étudiée. Comme elle est au cceur de notre sujet, elle fera 1’objet
d’une bibliographie détaillée dans la partie IV. Disons pour le moment qu’il est

désormais admis que les métaux sont des acteurs majeurs de la maladie d’Alzheimer.

II.1.d Interaction de AP avec les membranes

Plusieurs facteurs jouent un réle important dans 1’interaction entre le peptide AP
et la membrane des lipides : la concentration et la nature du métal li¢ a I’AP, 1’état
d’oxydation de la Met35, le pH, la charge des lipides dans la membrane, le ratio avec le
cholestérol sont autant de paramétres qui varient et influent sur le mode d’interaction

entre I’ AB(40 ou4?2) et la bicouche lipidique.

AP est un peptide avec une partie hydrophobe issu de la région transmembranaire
de I’APP. Il est supposé¢ étre partiellement extracellulaire (région 1 a 16) et partiellement
structuré en hélice alpha dans la région transmembranaire (29 a 42). La localisation
contenant les acides aminés 17 a 28 n’est pas trés claire. Le caractére hydrophobe de la
partie 28 a 41 favorise son interaction avec les membranes et sa conformation en hélice

alpha.

La structure supramoléculaire de AP associé¢ aux membranes est relativement peu
connue et controversée. Des études de RMN du solide et de dichroisme circulaire
montrent 1’affinité de AP pour les phospholipides chargés négativement. D’autres études
RMN ont montré que le peptide adoptait une conformation en hélice-o dans un
environnement de type membranaire. On suppose donc que le peptide est capable de
s’insérer dans les membranes suite a la formation d’hélices-a, alors que les peptides non
insérés forment des structures en feuillets-f3 a la surface des lipides (Bokvist et al., 2004).
Cela entraine une diminution de la fluidit¢ des membranes. (Kremer et al., 2000). Il en
résulte une altération de leurs propriétés, conduisant par exemple a leur dépolarisation

(Hartley et al., 1999) ou a I’augmentation de leur perméabilité. (Arispe et al. 1996). Les
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ions Ca”" peuvent passer. Ce mécanisme explique la toxicité de I’AB par la formation de
canaux 4 Ca", aboutissant & une accumulation de calcium (connu pour étre toxique) dans
la cellule. Cependant ce mécanisme est indépendant de la conformation en feuillet-3 de
I’AP et par voie de conséquence indépendant de I’agrégation (voir le lien entre feuillet-3
et agrégation décrit précédemment). Il a aussi été montré que I’hélice-a de I’ AP s’insere
dans la membrane et forme des canaux cations monovalents (Arispe et al., 1993). Des
¢tudes de microscopie a force atomique ont montré la présence de structures
multimériques (tétramériques ou hexamériques) de AB42 en forme de canaux au sein de

bicouches lipidiques, favorisant I’afflux de Ca®" dans les cellules (Lin et al., 2001).

Une autre voie possible est que I’AP quitte la membrane et commence a agréger
en adoptant une conformation en feuillet béta dans le domaine extracellulaire et/ou a la
surface de la membrane. La conformation en feuillet béta est supposée étre liée a la
toxicité de I’AP (puisqu’en relation avec la structuration des agrégats en fibrilles), mais le
mécanisme, n’est pas encore bien compris. Il a cependant été démontré que I’agrégation

de I’AP était plus rapide a la surface des membranes qu’en solution.

Plusieurs études indiquent que la charge des lipides dans la membrane joue un
réle important dans I’interaction avec 1I’AB. Ainsi, le cholestérol, composant essentiel des
membranes, semble participer car il contribue a la fois a la structure des membranes et est
associ¢ a la régulation des sécrétases a et B clivant I’APP (partie 1.3.b). Sa présence dans
les membranes neuronales (en forte concentration dans la MA) est connue pour induire

des modifications importantes dans la fluidit¢ des membranes.

Role des métaux

Peu d’¢études font état du role des ions métalliques sur 1’interaction de I’AP avec
les membranes. La coordination de Cu" ou Zn" 4 AB dans un environnement lipidique
chargé négativement provoque également un changement conformationnel de feuillet-f3 a
hélice-a, accompagné de la structuration du peptide en "oligomeres allostériquement
organisés" qui pénétrent dans la membrane (Curtain et al., 2001). Par ailleurs, 1’absence
de Cu" et/ou de Zn" inhibe I’insertion de AB40 et AP42 dans des bicouches lipidiques
(pour un pH = 5,5-7,5) indiquant I’importance des ces ions métalliques dans I’interaction

de AP avec la membrane cellulaire (Curtain et al., 2003).
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La proximité de ces complexes Cu"-Ap avec le cholestérol présent dans les
membranes pourrait par ailleurs faciliter la formation d’espéces réactives de I’oxygeéne
(ROS), le cholestérol servant de réducteur. Des espéces oxydées du cholestérol (telles que
le 4-cholesten-3-one) sont ainsi produites en présence de tels complexes et ont été
retrouvées in vivo chez des souris transgéniques modélisant la maladie d’Alzheimer et

dans des cerveaux humains post-mortem (Puglielli et al., 2005).

L’agrégation de AP en structures fortement hydrophobes et leur pénétration au
sein des structures lipidiques ont plusieurs conséquences sur leur intégrité, que ce soit
selon un mécanisme direct ou via ’oxydation des membranes suite a la libération des
ROS par I’AB a proximité ou au sein de celles-ci (Murray et al., 2005), comme il sera
décrit au paragraphe I11.4. La conséquence principale de ces phénomeénes est une
augmentation de la perméabilité membranaire. Il en résulte la dérégulation de
I’homéostasie des ions et des déreglements de la signalisation cellulaire pouvant conduire

a la mort cellulaire, phénomenes qui seront décrits plus longuement au paragraphe 11.4.

I1.2 La protéine tau et son implication dans les neurofibrilles

En plus des dépots extracellulaires de peptides B-amyloides (plaques séniles), les
neurones des zones du cerveau touchées par la maladie d’Alzheimer présentent des
enchevétrements intracellulaires de neurofibrilles qui affectent leur cytosquelette. Ce type
de Iésions impliquant la protéine tau n’est pas spécifique a la maladie d’Alzheimer, il est
¢galement retrouvé dans d’autres maladies neurodégénératives regroupées sous le terme
"taupathies", incluant le syndrome de Down, la démence fronto-temporale avec
Parkinsonisme liée au chromosome 17 (FTDP-17), la maladie de Pick ou encore la

paralysie supranucléaire progressive (LaFerla et Oddo, 2005).

Ces enchevétrements de neurofibrilles sont constitués d’agrégats de protéines tau
sous forme hyperphosphorylée (Grundke-Igbal et al., 1986).

La protéine tau est responsable de I1’assemblage et de la stabilisation des
microtubules, composants essentiels du cytosquelette des neurones. Dans son état natif,
tau est une protéine comprenant entre 352 et 441 acides aminés (de masse 55 a 62 kDa) et
existe sous six isoformes produites a partir d’un géne unique situé sur le chromosome 17.

Des mutations génétiques sur ce chromosome conduisent a la démence frontale temporale
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avec Parkinsonisme (FTDP-17), mais aucune mutation conduisant a la maladie
d’Alzheimer n’a été répertoriée a ce jour (LaFerla et Oddo, 2005). Ces protéines ont la
particularité de posséder dans leur séquence trois a quatre répétitions d’un méme domaine
qui permet la liaison aux microtubules. Cette liaison est par ailleurs fortement régulée par

la phosphorylation de la protéine au niveau de résidus sérine et thréonine.

La protéine tau pathologique est hyperphosphorylée. Suite a cette
hyperphosphorylation, tau se dissocie des microtubules (Bramblett et al., 1993),
compromettant ainsi leur stabilisation et leur fonctionnement. Cela conduit a une
altération des transports axonaux et dendritiques ainsi qu’a une dégénérescence des
neurones. De plus, la protéine hyperphosphorylée libérée montre une solubilité nettement
plus faible. Elle est aussi plus sensible aux modifications chimiques induites par le stress
oxydant et subit des changements conformationnels suite a ces oxydations. Elle s’agrége
alors, selon un processus de polymérisation avec une étape de nucléation (Barghorn et
Mandelkow, 2002), sous forme de paires hélicoidales de filaments (PHFs, "paired helical
filaments" en anglais). Ces derniéres s’associent ensuite en structures plus grandes : les

I .
, retrouves

neurofibrilles. Par ailleurs, il est également suggéré que les ions Al"™ et Fe
liés a tau dans des cerveaux de patients post mortem, soient impliqués dans la

polymérisation des protéines tau hyperphosphorylées (Shin et al., 2003).

Ces structures en filaments hélicoidaux présentes dans le cytoplasme sont
responsables de neurodégénérescence. Des modeles de protéines tau hyperphosphorylées
sont toxiques sur cultures cellulaires (Fath er al.,, 2002). De plus, le nombre et la
localisation des enchevétrements de neurofibrilles dans le cerveau post-mortem a pu étre
corrélé avec le niveau de démence, alors qu’une telle relation n’existe pas dans le cas des

plaques amyloides (Arriagada et al., 1992).

I1.3 Relations existant entre AP et tau

Le lien entre les Iésions de la maladie d’ Alzheimer (plaques et enchevétrements de
neurofibrilles) et les composants qui leur sont associés (AP et tau), ainsi que leurs
relations avec la mort neuronale qui caractérise la maladie ont longtemps été
controversés. Pendant de nombreuses années, deux hypothéses majeures ont été

proposées sur les causes de la maladie d’Alzheimer (Suh et Checler, 2002) : "I’hypothése
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de la cascade amyloide", qui postule que le processus neurodégénératif est une série
d’éveénements causés par une production anormale de AP (Hardy et Higgins, 1992), et
"I’hypothése de la dégénération du cytosquelette neuronal" proposant que les
modifications du cytosquelette associées a tau sont les évenements déclencheurs de la

maladie.

Des travaux sur les kinases ont apporté les premiers éléments de réponse. De
nombreuses kinases, dont GSK-3 (kinase glycogeéne-synthase 3 ou PTK I pour "Tau
protein kinase I") et cdk5 (kinase cycline-dépendante 5), sont capables de phosphoryler
tau in vitro. Elles sont activées en réponse a I’agrégation de AP et conduisent a la mort
neuronale (Alvarez et al., 1999; Takashima et al., 1993).

Par ailleurs, des études récentes réalisées sur des souris triplement transgéniques
APP x PS1 x tau montrent le lien hiérarchique entre A et tau, en faveur de 1’hypothése
de la cascade amyloide (LaFerla et Oddo, 2005). Ces souris développent les pathologies
associées a AP et a tau, mais de fagon non synchrone : A intracellulaire (3 mois), dépots
amyloides extracellulaires (6 mois), premiers changements conformationnels de tau (10 -
12 mois) et hyperphosphorylation de tau (12 - 15 mois) (Oddo et al., 2003). Dans une
seconde ¢tude, Oddo et al. ont montré que la suppression de AP par immunothérapie (ou
via a un inhibiteur de y-sécrétase) conduit a un retrait de la pathologie associée a tau a un
stade précoce (avant qu’il y ait hyperphosphorylation) : la disparition de AP précédant
celle de tau et la réapparition de la pathologie associée a AP précéde celle associée a tau
(Oddo et al., 2004). Enfin, ces travaux suggérent que AP peut moduler la progression de
la pathologie associée a tau. En effet, des souris transgéniques PS1 x tau (dépourvues
d’APP et donc ne développant pas de pathologie associée a AP), développent des
taupathies plus tardivement et moins sévérement (en particulier, les dysfonctionnements
synaptiques sont moins prononce€s) par comparaison aux souris triplement transgéniques

APP x PSI x tau (Oddo et al., 2003).

Ainsi, ces résultats confirment I’hypothése de la cascade amyloide selon laquelle
AP est I’¢lément déclencheur de la pathologie associée a tau. Il faut toutefois noter que
tau lui-méme est essentiel pour la neurotoxicité associée a AP (dégénérescence des
neurones en présence de fibrilles amyloides). Ainsi, dans un modele cellulaire en
présence de AP fibrillaire, on observe une dégénérescence des neurones isolés de souris

transgéniques exprimant tau (humain ou de souris), alors que les cellules issues
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d’animaux knock-out pour tau ne dégénerent pas. De plus, la dégénérescence est rétablie

suite a la réexpression de tau (Rapoport et al., 2002).

I1.4 Hypothése de la cascade amyloide

L’hypothese de la cascade amyloide (figure 1.13) fait intervenir I’Af comme le
déclencheur de tous les cas d’Alzheimer, plagant les pathologies associées a tau, ainsi que
d’autres modifications dégénératives, en aval de celui-ci (Hardy et Higgins, 1992; Hardy

et Selkoe, 2002).

Mutations des génes APP,PS1 et PS2

l

Augmentation de la production et de
I’accumulation de AP42 (et AB40)

!

Oligomérisation et dépot de AP42 (et
AB40) en plaques

Réponse inflammatoire

v

Dommages synaptiques et neuritiques progressifs

1

Perturbation du métabolisme neuronal et de
I’homéostasie ionique : dommages oxydants

Perturbation de I’activité des kinases et phosphatases

N

Hyperphophorylation de tau
Neurofibrilles

Dysfonctionnements neuronaux étendus et mort
cellulaire dans le cortex et I’hippocampe

Déficit progressif en neurotransmetteur

l

DEMENCE

Figure 1.13. Hypothése de la cascade amyloide pour les formes familiales de la maladie
d’Alzheimer (adaptée a partir de (Hardy et Selkoe, 2002; Selkoe, 2001)). Pour les formes
sporadiques, le schéma est assez similaire mais les causes de I’augmentation de la production et
de 'accumulation de AP sont moins bien définies.

A ce schéma centré sur le peptide f-amyloide peuvent se greffer certains facteurs
supplémentaires en relation avec la maladie d’Alzheimer, qui seront détaillés dans les
paragraphes suivants.

La neurotoxicité exercée par AP (oligomeres) peut 1’étre via divers mécanismes

tels que la génération de stress oxydant, la dérégulation des systémes de
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neurotransmetteurs ou de ’homéostasie du calcium, une réponse inflammatoire forte et
’activation de diverses voies de signalisation conduisant a la mort cellulaire (Suh et
Checler, 2002). Les dysfonctionnements engendrés sont en interconnexion, c'est-a-dire
qu’un déréglement quelque part, en induit un autre ailleurs et ainsi de suite (d’ou le nom

de cascade).

Stress oxydant :

AP est capable de produire des especes réactives de 1’oxygeéne (en particulier
H,0,) qui ont été détectées sur cultures cellulaires mais également in vivo (Behl et al.,
1994; McLellan et al., 2003). La protection de l’organisme vis-a-vis des dommages
oxydants est réalisée par un grand nombre d’antioxydants, enzymatiques ou non. Par
exemple, les superoxyde dismutases Mn-SOD et Cu/Zn-SOD sont responsables de la
conversion de 1’anion superoxyde en H,O, et O,. L’H,0, est quant a lui détoxifi¢ en O, et
H,O par la catalase et les peroxydases. Cependant, lorsque les taux de ROS dépassent la
capacit¢ anti-oxydante de la cellule, les phénomenes déléteres de stress oxydant

apparaissent au niveau des lipides, des protéines ou encore de I’ADN de celle-ci.

L’attaque de radicaux sur une double liaison d’acides gras insaturés (acide
arachidonique, acide docosohenénoique, ...) initie des réactions en chaine sur d’autres
acides gras. Les produits formés incluent le 4-hydroxy-2-nonén-1-al (HNE), le 2-propén-
1-al (acroléine) (figure 1.14), le malondialdéhyde et les isoprostanes. Toutes ces especes,
ainsi que des formes oxydées du cholestérol (4-cholesten-3-one par exemple) ont été
retrouvées a des niveaux élevés dans les cerveaux atteints d’Alzheimer, a proximité des

plaques et des neurofibrilles (Butterfield ez al., 2001; Puglielli et al., 2005).

OH
=
(@] (@]
HNE acroléine

Figure 1.14. Structures du 4-hydroxy-2-nonén-1-al (HNE) et du 2-propén-1-al
(acroléine)

La présence de dommages sur les acides nucléiques (en particulier la formation de
la 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OHdG)) et de modifications des protéines
(carbonylation et nitration, adduits covalents avec I’HNE ou 1’acroléine via des additions

¢lectrophiles de Michael, ...) est également observée dans les régions présentant des
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neurofibrilles ou des dépots amyloides, ainsi que sur les protéines AP et tau elles-mémes
(Butterfield et al., 2001; Smith et al., 1997b).

Enfin, les marques de stress oxydant (catalase, superoxyde dismutase (SOD),
glutathionne peroxydase et glutathionne réductase) sont augmentées dans I’hippocampe

et le complexe amygdalien des malades d’Alzheimer (Suh et Checler, 2002).

Toutes ces observations sont en faveur d’un niveau élevé de stress oxydant dans la
maladie d’Alzheimer. Les modifications engendrées (oxydation des lipides, oxydations
des protéines et de I’ADN) conduisent a une toxicité générale dans le cerveau. Par
exemple, les especes réactives formées lors du stress oxydant peuvent déclencher des
évenements conduisant a I’apoptose (Tamagano et al., 2003). D’autre part, la perte de
I’intégrit¢é des membranes suite a 1’oxydation des lipides peut conduire a des
dysfonctionnements cellulaires, tels que I’inhibition des ATPases et la perte de
I’homéostasie du calcium, rendant les neurones vulnérables a 1’excitotoxicité et a
I’apoptose. La conséquence ultime de tous ces dysfonctionnements cellulaires est la mort

neuronale (Suh et Checler, 2002).

Dysfonctionnement des systémes de neurotransmetteurs :

Dans les parties endommagées du cerveau des malades atteints par la maladie
d’Alzheimer, on observe une perte importante de neurones cholinergiques avec de faibles
niveaux d’acétylcholine (ACh). L’acétylcholine est un neurotransmetteur libéré dans
I’espace intersynaptique. Son taux est régulé¢ par deux enzymes : elle est synthétisée a
partir de la choline par la ChAT (choline acétyltransférase) et hydrolysée par I’AChE

(acétylcholine estérase) localisée dans la membrane post-synaptique (figure 1.15).

\ o) AChE \ o)
+
/N\/\O /N\/\OH + )J\O_ + H
ACh ChAT Ch

Figure 1.15. Libération de la choline a partir de ’acétylcholine

Chez les malades, 1’origine du faible niveau d’ACh dans 1’espace intersynaptique
peut étre reliée a I’activité de I’AChE, puisque celle-ci diminue lors de la progression de
la maladie, et a un excés d’activité d’une enzyme de la méme famille que I’AChE, la
butylcholine estérase, qui reconnait également I’ACh comme substrat (Scarpini et al.,

2003) et dont I’activité croit au cours de la maladie. Le déficit en acétylcholine se traduit
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par une diminution des fonctions cognitives suite a une diminution de I’activation des

récepteurs cholinergiques muscariniques (type M) et nicotiniques (type N) (figure 1.16).
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Figure 1.16. Représentation schématique du systéme cholinergique (d’apres (Scarpini et al.,
2003). ChAT : choline acétyltransférase, ACh : acétylcholine, AChE : acétylcholine estérase,
BuChE : butylcholine estérase.

Excitotoxicité (toxicité induite par le glutamate) :

Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur majeur du systéme nerveux
central. Les neurones a glutamate sont impliqués dans les processus cognitifs du cortex
tels que I’apprentissage et la mémoire, incluant le processus de potentialisation a long
terme. Il existe trois types de récepteurs ionotropiques du glutamate, dont les récepteurs
du N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA). Activés par le glutamate, ils permettent I’entrée de

2+ . . . . .7
Ca“" dans la cellule via des canaux ioniques qui leur sont associés.

Une des conséquences de la production des ROS est la suractivation des
récepteurs du glutamate, en particulier ceux du NMDA (Bachurin, 2003). De plus, des
dysfonctionnements du métabolisme énergétique et des systémes de transport du
glutamate lors de la maladie d’Alzheimer conduisent a 1’accumulation de ce
neurotransmetteur dans les synapses. Or le glutamate endogeéne induit un effet
neurotoxique (appelé excitotoxicité) via I’activation excessive des récepteurs qui lui sont
associés, conduisant a la mort des cellules neuronales (Lipton, 2006).

En effet, ’hyperactivation des récepteurs du NMDA est accompagnée d’une
augmentation de I’entrée des ions calcium dans la cellule et par conséquent d’une

augmentation de la concentration de ces ions dans le cytosol. Ce phénoméne entraine
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I’activation de certains systémes enzymatiques intracellulaires (protéases, nucléases,
lipases), déclenchant une cascade de processus dégénératifs et, finalement, 1’apoptose

(Bachurin, 2003) (processus décrits au paragraphe suivant).

Toxicité générée par le déreglement de I’homéostasie du calcium :

L’ion calcium est le messager intracellulaire le plus important du cerveau. Il joue
un role fondamental dans les processus d’apprentissage et de mémoire. Il est également
impliqué dans la survie et la mort neuronale. L’incapacité des neurones a réguler
I’homéostasie du calcium est un aspect de la MA impliqué dans le dysfonctionnement des
neurones et de leur mort.

Ce déreglement de ’homéostasie du calcium est une conséquence de la maladie
d’Alzheimer. Des expériences sur cultures cellulaires ont démontré la capacité¢ de I’Ap a
déstabiliser I’homéostasie du calcium dans la cellule et a favoriser la neurotoxicité
(Bachurin, 2003). Par ailleurs, nous avons déja vu que le peptide AP peut induire des
variations de perméabilité de différents types de membranes cellulaires, notamment en
formant des canaux perméables aux cations dans ces membranes, favorisant alors 1’afflux
de calcium vers la cellule. De plus, AP provoque du stress oxydant qui altére les pompes
a calcium membranaires et augmente I’afflux de calcium via les canaux voltage-
dépendants et les récepteurs ionotropiques du glutamate (NMDA ou AMPA), comme

cela a été décrit au paragraphe précédent (Mattson, 2004).

Des taux élevés de calcium intracellulaire ont de nombreuses conséquences
délétéres. Une concentration élevée de Ca®" génére du stress oxydant via la
surconcentration de calcium dans les mitochondries, I’activation de 1’oxyde nitrique
synthase neuronale (nNOS) qui conduit a la production d’oxyde nitrique NO" et a la
formation du péroxynitrite toxique ONOO™ avec O,". De plus, une dérégulation de
I’homéostasie du calcium a un impact sur les fonctions neuronales dépendantes du
calcium telles que la libération de neurotransmetteurs et la plasticité synaptique. Le stress
oxydant et le Ca*" en excés conduisent également & ’activation de kinases dont GSK-3
ou encore les MAPs (Mitogen-activated proteins) kinases capables de phosphoryler la
protéine tau et donc d’induire sa toxicité. Ainsi, les neurones affectés par les
enchevétrements de neurofibrilles présentent des taux de calcium élevés et des signes
d’hyperactivation des protéases et des kinases Ca’'-dépendantes (Mattson, 2004).

L’activation de ces kinases par le Ca*" conduit également a I’activation de facteurs de
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transcription pouvant déclencher Iapoptose. Hormis les kinases, I’excés de Ca®’
intracellulaire cause 1’activation des caspases et d’autres facteurs d’induction d’apoptose,

conduisant également a la perte des neurones (Lipton, 2006; Suh et Checler, 2002).

Inflammation :

La neurodégénérescence du tissu cérébral dans la maladie d’Alzheimer est
accompagnée de phénomenes inflammatoires (Suh et Checler, 2002). Les marques de
cette inflammation sont significativement plus élevées dans le cerveau des malades
d’Alzheimer que chez les personnes saines (Suh et Checler, 2002). La formation des
plaques amyloides et les modifications oxydantes sur AP entrainent 1’activation
microgliale et ’apparition d’astrocytes en réponse a ces éléments "étrangers" non
reconnus. Cellules microgliales et astrocytes sont alors a ’origine de la libération de
médiateurs inflammatoires (cytokines, chémokines, facteur de croissance TGF, facteur de
transmission NF«B,...) et d’une production supplémentaire de peroxyde d’hydrogéne et

de péroxynitrite qui peuvent induire 1’apoptose ou faciliter les réactions de stress oxydant.

En conclusion, I’Af joue un role central dans la maladie d’Alzheimer. I semble
étre a ’origine de nombreux mécanismes délétéres en interaction les uns avec les autres
qui contribuent ainsi a sa toxicité. Les effets ultimes des phénomeénes inflammatoires,
ioniques et du stress oxydant sont la dystrophie neuritique, la perte des synapses et une

perte sélective de neurones suite a la neurodégénérescence et I’apoptose.

I1.5 Différentes approches thérapeutiques

Il n’existe malheureusement encore aucun traitement efficace contre la maladie
d’Alzheimer. L’avancée relativement lente dans ce domaine bénéficie cependant de
quelques excuses. Pendant de nombreuses années, 1’absence d’un modele animal de la
maladie a constitué un lourd handicap pour la compréhension de la maladie et
I’exploration de nouveaux axes thérapeutiques. L’évaluation au stade préclinique de
nouvelles molécules (ou vaccins) est facilitée lorsqu’il existe des modéles cellulaires ou
animaux fiables.

Il est désormais possible d’utiliser des souris transgéniques pour tester des
hypothéses biologiques et des molécules ayant une activité thérapeutique potentielle. Ces

souris transgéniques sont produites par surexpression de un a deux (voire trois) genes
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humains, le plus souvent mutés, impliqués dans le développement de la maladie
d’Alzheimer. Les geénes utilisés a cette fin sont les génes codant pour la protéine APP
(précurseur du peptide B-amyloide), pour les présénilines 1 et 2 (PS1 et PS2) - protéines
permettant 1’activation des y-sécrétases - et pour la protéine tau, impliquée dans la
dégénérescence neurofibrillaire. Les souris transgéniques résultantes, bien que ne
développant pas tous les aspects de la maladie d’ Alzheimer, sont des mod¢les intéressants
pour 1’étude des I¢ésions caractéristiques de la maladie et des déficits cognitifs associés
(Higgins et Jacobsen, 2003).

Par ailleurs, le développement de la maladie est assez lent et toute amélioration est

essentiellement évaluée par des tests comportementaux de fiabilité limitée.

Plusieurs revues permettent de faire le point sur les différentes approches
thérapeutiques actuellement envisagées (Bachurin, 2003; Suh et Checler, 2002). Elles
peuvent étre regroupées en deux classes selon qu’elles agissent sur les symptomes ou les

causes de la maladie.

II.5.a Approches symptomatiques et traitements utilisés

Il n’y a actuellement aucun traitement curatif pour la maladie d’Alzheimer. Mis a
part les neuroleptiques et les antidépresseurs utilisés pour lutter contre les troubles
comportementaux des malades, les seuls traitements utilisés a ce jour sont des inhibiteurs
des choline estérases ou des antagonistes des récepteurs du NMDA. D’autres axes
thérapeutiques, incluant les antioxydants ou des anti-inflammatoires, sont actuellement en

cours d’évaluation clinique quand a leur efficacité sur la maladie d’Alzheimer.

Les Inhibiteurs des choline estérases

Une perte importante de neurones cholinergiques avec de faibles niveaux
d’acétylcholine et de choline acétyltransférase a ¢été observée chez les malades
d’Alzheimer. Cela se traduit par une diminution des fonctions cognitives. Afin de
compenser ce déficit du neurotransmetteur acétylcholine, une voie thérapeutique
intéressante consiste a utiliser des inhibiteurs des choline estérases. Leur rdle est
d’augmenter la concentration et la durée d’action de 1’acétylcholine dans la fente
synaptique et donc d’améliorer 1’activation des récepteurs cholinergiques (muscariniques

et nicotiniques), améliorant ainsi les fonctions cognitives.
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Ces composés ont été parmi les premieres molécules essayées pour traiter les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer a un stade précoce ou modéré, et représentent

I’une des deux seules classes de traitements utilisés actuellement (Bachurin, 2003).

La tacrine (Cognex®), inhibiteur des acétylcholine (AChE) et butylcholine
estérases (BuChE), a été une des premiéres molécules employées (figure 1.17).
Cependant, sa faible organospécificité et ses effets secondaires toxiques (inhibition des
canaux a sodium et potassium) font qu’elle a été abandonnée en faveur d’inhibiteurs de
seconde génération tels que le donepezil (Aricept®) et la galantamine (Reminyl®). Ces
composés présentent une sélectivité prononcée pour I’AChE par rapport a la BuChE, et
semblent avoir également une fonction agoniste sur les récepteurs nicotiniques de
I’acétylcholine (Arias et al., 2005). Enfin, une derniére catégorie de composés, dont la
rivastigmine (Exelon®), inhibe les deux formes acétylcholine et butylcholine estérases.
Elle est particulicrement intéressante pour sa régiosélectivité permettant une inhibition
sélective des choline estérases du cerveau par rapport aux formes périphériques. De plus,
ce composé s’avere plus efficace que les autres pour augmenter les taux d’acétylcholine,

ce qui peut s’expliquer par sa capacité a inhiber la butylcholine estérase de maniére

pseudo-irréversible (Bar-On et al., 2002).

NH,

AN

Pz N
N

Tacrine

o
/
o
0

Donezepil

i O
Galantamine AN Rivastigmine

Figure 1.17. Structure des inhibiteurs de choline estérases utilisés (ou ayant été utilisés) dans
le traitement de la maladie d’Alzheimer

Les inhibiteurs de 1’activité cholinestérase induisent malheureusement aussi des
états dépressifs. Les voies de recherches actuelles consistent donc a trouver des molécules
capables de stimuler la synthése et/ou le relargage de [’acétylcholine au niveau
présynaptique (Bachurin, 2003), de stimuler les récepteurs cholinergiques muscariniques

ou nicotiniques post-synaptiques ou d’utiliser des agents possédant des propriétés
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cholinomimétiques (Suh et Checler, 2002). Ces stratégies pourraient par ailleurs avoir des
effets directs sur la cascade amyloide, dans la mesure ou la voie a-sécrétase de protéolyse
de T’APP pourrait étre régulée par [’activation des récepteurs cholinergiques

muscariniques, via 1’activation de protéines kinases.

Régulation du Ca®" : Antagonistes des récepteurs du glutamate de la famille NMIDA

Les récepteurs du N-M¢éthyl-D-Aspartate (NMDA) sont des récepteurs
ionotropiques du glutamate. Activés par le glutamate, ils permettent I’influx des ions
calcium dans la cellule via les canaux ioniques qui leur sont associés. Une conséquence
d’un stress oxydatif élevé (comme dans la MA) est leur hyperactivation qui
s’accompagne d’une augmentation de I’influx des ions calcium dans la cellule. De plus le
transport du glutamate est altéré dans la maladie d’Alzheimer. L’exces de calcium
résultant entraine alors une cascade de processus dégénératifs et aboutit finalement a
I’apoptose (cf. paragraphe I1.4.b). Sur la base de cette hypothése, il a été proposé que des
antagonistes des récepteurs du NMDA qui bloqueraient I’influx de calcium induit par le

glutamate puissent empécher la neurotoxicité causée par Ap.

C’est le cas de la mémantine (Namenda®, figure 1.18), antagoniste non compétitif
du récepteur du NMDA. Elle posseéde une affinité modérée pour ce récepteur et bloque
transitoirement 1’ouverture des canaux a calcium. Ainsi, elle diminue la mort cellulaire
engendrée par excitotoxicité sans altérer les fonctions normales de ce récepteur impliqué
entre autres dans la transmission neuronale et dans la mémorisation (Lipton, 2006). Ce
compos¢ améliore les performances lors de tests d’apprentissage chez des souris
transgéniques modélisant la maladie d’Alzheimer (Minkeviciene ef al., 2004). Lors de la
la phase III d’essais cliniques chez des patients atteints d’Alzheimer modéré a grave, la
mémantine a permis de réduire les détériorations cliniques (Reisberg et al., 2003). En
combinaison avec le donezepil, elle a permis d’améliorer les fonctions cognitives (Tariot
et al., 2004).

La mémantine est actuellement utilisée en tant que traitement neuroprotecteur

ralentissant le développement de la maladie d’ Alzheimer pour des cas modérés a graves.
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Figure 1.18. Structure de la mémantine, inhibiteur des récepteurs du NMDA utilisé dans le
traitement de la maladie d’Alzheimer.

Une approche alternative consisterait a utiliser des composés capables de bloquer
la toxicité du calcium induite par AP, en bloquant par exemple certains canaux calciques
ou en modulant P’activité de récepteurs chargés de réguler I’homéostasie du calcium

(Bachurin, 2003).

Les Anti-inflammatoires non stéroidiens

La maladie d’Alzheimer se traduisant par un état inflammatoire chronique du

cerveau, il a été trés vite suggéré d’utiliser des anti-inflammatoires dans son traitement.

Des anti-inflammatoires non  stéroidiens (NSAIDs), inhibiteurs des
cyclooxygénases (enzymes de la biosynthése des dérivés de type prostaglandines
intervenant dans les processus inflammatoires), ont donc été testés (Dannhardt et Kiefer,
2001; Townsend et Pratico, 2005). La cyclooxygénase de type 1 (COX1), constitutive et
exprimée dans presque tous les tissus, assure un grand nombre de fonctions
homéostasiques. La cyclooxygénase de type 2 (COX2), inductible en réponse a
I’inflammation, est également présente constitutivement au niveau des neurones. Son
expression augmente dans la maladie d’Alzheimer suite a une réponse inflammatoire

forte face a la formation des plaques amyloides (Dannhardt et Kiefer, 2001).

L’ibuprofene, le naproxene, le flubiproféne, ou encore I’indométhacine (figure
1.19) sont des inhibiteurs de COX proposés pour réduire 1’inflammation dans la maladie
d’Alzheimer. Les deux premiers sont actuellement évalués sur ce sujet en phase III

d’essais cliniques (www.alzforum.org). Par ailleurs, il a été montré que la prise réguliere

d’anti-inflammatoires non stéroidiens de la méme classe que 1’aspirine ou I’ibuproféne
pourrait réduire le risque d’Alzheimer de prés d’un facteur deux (Stewart et al., 1997).
Une large utilisation de ces médicaments est toutefois limitée a cause des effets

secondaires observés généralement pour les NSAIDs, tels que les ulceres.
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La recherche s’est donc orientée vers des inhibiteurs spécifiques de COX-2,
comme le rofecoxib (Vioxx®) ou le celecoxib (Celebrex®) (figure 1.19). De plus, ils
devraient étre dépourvus des effets secondaires liés a I’inhibition de la synthese
constitutive des prostaglandines (Dannhardt et Kiefer, 2001). Malheureusement, les
premiers essais cliniques dans le cadre de la maladie d’Alzheimer n’ont révélé aucun

effet thérapeutique (Reines ef al., 2004).
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Figure 1.19. Exemples d’anti-inflammatoires non stéroidiens testés dans le cadre de la maladie
d’Alzheimer

Les antioxydants

Le phénomeéne de stress oxydant existe dans tous les cerveaux; cependant il est
particuliérement important a proximité des plaques séniles. On pense que la présence
d’ions métalliques a activité redox (cuivre et fer) a des concentrations élevées dans les
plaques contribue a entretenir cette production d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) a
I’origine d’un stress oxydant provoquant des dommages irréversibles sur les neurones.
L’activation des cellules microgliales associée au phénomeéne inflammatoire et
I’augmentation des taux de calcium intracellulaire sont également a 1’origine de stress
oxydant, notamment suite a ’activation de la NO-synthase (nNOS) par ce dernier (cf.

paragraphe 11.4.b).

Afin de limiter ce stress oxydant, de nombreux antioxydants (dont un certain
nombre d’origine naturelle) ont été testés chez 1’animal et chez ’homme (Bachurin,
2003).

L’a-tocophérol (une des formes prédominantes de la vitamine E) (figure 1.20) a
fait ’objet d’¢études cliniques et s’avere efficace pour ralentir le développement de la

maladie chez des patients atteints d’Alzheimer modéré ou grave (Sano ef al., 1997). Les
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polyphénols tels que la curcumine (présente dans le curry), le resvératol (composant du
vin rouge) ou la catéchine (issue du thé vert) ont montré un effet protecteur sur cultures
cellulaires (Conte et al., 2003). Le défaut majeur de ces composés est leur difficulté a
passer la barriére hémato-méningge.

La mélatonine est une hormone de régulation du sommeil dont le niveau de
production décroit avec 1’age, plus particulierement chez les malades d’Alzheimer. Une
é¢tude sur des souris transgéniques a confirmé D’activité positive de la mélatonine
(réduction du stress oxydant et augmentation de la durée de vie) (Matsubara et al., 2003).
Cette molécule (ainsi que son précurseur, la sérotonine) présente 1’avantage de passer
facilement la barriere hémato-méningée. Approuvée par la FDA, elle est en vente libre
aux Etats-Unis comme molécule facilitant le sommeil des personnes agées. Sa
distribution est contrélée dans de nombreux pays européens (dont la France) car elle

accentuerait les états dépressifs.
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Figure 1.20. Structures de quelques composés ayant montré des propriétés antioxydantes en
relation avec la maladie d’Alzheimer

De méme, les hormones stéroidiennes possédent un effet neuroprotecteur qui a été
associé, au moins en partie, a un fort effet antioxydant (Bachurin, 2003). Ainsi, les
isomeres 17a- et 17B-cestradiol et certains de leurs dérivés synthétiques passent la
barricre hémato-méningée et bloquent efficacement 1’accumulation intracellulaire des
especes réactives de 1’oxygene (ROS) pouvant par conséquent prévenir les neurones du
stress oxydant. Cependant, les cestrogénes ne semblent pas entrainer d’améliorations

probantes sur 1’évolution de la maladie (Suh et Checler, 2002).

L’inconvénient de tous ces traitements est qu’ils agissent uniquement sur les

symptomes de la maladie, et non sur les causes de celle-ci.
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II.5.b Agents thérapeutiques ciblant les causes de la maladie

Modulateurs des sécrétases

Agents réduisant les taux de cholestérol Inhibiteurs de phosphorylation

/ polymérisation de tau
Agents régulateurs de
I’homéostasie du Ca?*
[Protéolyse de I’APP] Neurodégénération
Accumulation et |:> Stress oxydant et
agrégation de AB inflammation
Vaccins

Inhibiteurs de polymérisation
Chélateurs d’ions métalliques

Chélateurs d’ions

e Anti-inflammatoires
Antioxydants

Figure 1.21. Cibles pharmacologiques et approches thérapeutiques pour la maladie
d’Alzheimer. Les agents ciblant les causes directes de la maladie sont notés en jaune (d’apres
Bachurin 2003, Suh et Checler, 2002).

De nombreux efforts de recherche sont menés depuis plusieurs années sur le
développement d’agents affectant les voies responsables de la neurodégénérescence ou
du moins intervenant le plus tot possible dans la cascade amyloide. Ces stratégies,
actuellement a des stades de développement plus ou moins avancés, cherchent
principalement a diminuer la production de AP (modulateurs des sécrétases impliquées
dans la protéolyse de I’APP), augmenter son ¢élimination (vaccins) ou bloquer son
agrégation et ses effets toxiques (inhibiteurs de polymérisation, chélateurs d’ions

métalliques) (figure 1.21).

Les modulateurs de sécrétases

La protéolyse de la protéine APP par les sécrétases B et y conduit a la formation
des peptides AP, principal constituant des plaques amyloides (cf chapitre II). Des efforts
ont donc été portés sur la recherche d’inhibiteurs de ces deux sécrétases (Citron, 2004a,

2004b; Dewachter et Van Leuven, 2002; John et al., 2003).

La B-sécrétase (ou mémapsine 2 ou BACE pour "B-site APP Cleaving Enzyme")
est une protéine transmembranaire de 501 acides aminés de la famille des pepsines. C’est

une protéase a aspartate (c’est-a-dire qu’elle posséde deux résidus aspartate requis pour
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I’activité dans le site actif) générant la coupure de I’APP selon la voie amyloidogénique
(Lin et al., 2000).

La plupart des inhibiteurs de B-sécrétase sont des composés peptidomimétiques
facilement hydrolysables et, de part leur taille, montrent une faible capacité a passer les
membranes biologiques, conduisant & un manque d’activité lors de tests cellulaires. Des
inhibiteurs plus petits et pourvus de meilleures caractéristiques pharmacocinétiques sont

nécessaires pour envisager un candidat médicament.

De plus, il est important de synthétiser des inhibiteurs sélectifs de la B-sécrétase
(BACE-1), afin de ne pas affecter son homologue, la protéine BACE-2, qui intervient
dans la vascularisation des tissus. Il pourrait donc étre risqué d’agir sur la B-sécrétase,
méme si des souris « knock-out » pour cette protéase montrent une réduction marquée de
niveaux de AP dans le cerveau, sans probléme majeur au niveau du développement, de

1’état de santé général ou de la fertilité¢ (Luo et al., 2001).

La vy-sécrétase est un complexe protéique comprenant quatre protéines
transmembranaires : la préséniline (PS1/2) , la nicastrine, Aphl et Pen2 (De Strooper,
2003). Le site actif de ’enzyme est situé¢ dans les présénilines 1 et 2 qui sont, comme la
B-sécrétase, des protéases a aspartate (Wolfe er al., 1999). La y-sécrétase réalise un
clivage inhabituel au sein de la région transmembranaire, dans un environnement

hydrophobe. Contrairement a la B-sécrétase sa structure cristalline n’est pas connue.

Les premiers inhibiteurs de la y-sécrétase étaient des dérivés peptidiques (Suh et
Checler, 2002). Par exemple, le dipeptide DAPT (figure 1.22) pénétre la barriere hémato-
méningée et permet de diminuer de 50 % les taux de AP corticaux dans le cerveau de
souris transgéniques (Dovey et al., 2001). Cependant, 1’utilisation d’inhibiteurs des y-
sécrétases peut conduire a des effets secondaires dus a ’inhibition du clivage de Notch
(impliqué dans la régulation de la différentiation neuronale, de la spermatogené¢se, de
I’ovogenese et de la myogenese) (De Strooper et al., 1999) ou d’autres protéines substrats
de cette enzyme telles que APLP1, ErbB4 ou Irel (Dewachter et Van Leuven, 2002). 11
est donc primordial de trouver des inhibiteurs sélectifs pour le clivage de I’APP par la y-

sécrétase mais n’interférant pas avec la voie de signalisation de Notch.
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C’est le cas de certains anti-inflammatoires non stéroidiens qui modifient
I’activité y-sécrétase sans I’inhiber (Weggen et al., 2001). Par exemple, I’ibuproféne,
I’indométhacine ou le flubiproféne (figure 1.22), peuvent moduler le clivage de I’APP en
déplacant le site de coupure de la y-sécrétase pour libérer des fragments plus courts (tels
que AB38) et beaucoup moins toxiques que AP42. Ainsi, 1’administration de ces
composés réduit la quantité de AB42, les taux de plaques amyloides et I’inflammation du
cerveau chez des souris transgéniques (Eriksen ef al., 2003; Lim et al., 2000; Weggen et
al., 2001). Par ailleurs, cet effet est indépendant de I’inhibition de COX (Townsend et
Pratico, 2005; Weggen et al., 2001). Par conséquent, pour pallier a la toxicité gastro-
intestinale de ces composés, des analogues du flubiproféne inhibant la production de
AP42 et dépourvus de I’activité inhibitrice de COX ont été préparés. C’est la cas du R-
flubiproféene (figure 1.22) actuellement en phase III d’essais cliniques

(www.alzforum.org) ou du composé A (Clso = 20 uM) qui franchit la barriére hémato-

méningée et permet de réduire les taux de AP42 plasmatique sur souris transgéniques

(Peretto et al., 2005).
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Figure 1.22. Structures de quelques inhibiteurs des y-sécrétases

L’a-sécrétase est une métalloprotéase a zinc dont 1’activité est régulée par la
phosphorylation, via la protéine kinase C (PKC) (Dewachter et Van Leuven, 2002).

La stimulation du clivage de I’APP par la voie de I’a-sécrétase pourrait étre un
outil intéressant, dans la mesure ou les sécrétases sont en compétition pour un méme pool
d’APP. La stimulation de I’a-sécrétase diminue la formation de AP, en dirigeant I’APP
vers cette voie au détriment de la voie amyloidogénique (Suh et Checler, 2002).

Cette activation a pu étre réalisée indirectement en en utilisant des ligands de la
PKC (Kozikowski et al., 2003). Des agonistes des récepteurs muscariniques de
I’acétylcholine M; et M3 (cf. paragraphe III.1.a), dont les effets sur I’APP sont également
liés a la PKC, permettent aussi de favoriser la voie a-sécrétase in vitro et in vivo (Nitsch

etal., 1992).
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Les modulateurs de sécrétases, bien qu’étant des stratégies thérapeutiques
intéressantes vis-a-vis de la maladie d’ Alzheimer, risquent cependant d’étre limitées dans
la mesure ou la production de AP est antérieure de plusieurs années a la détection de la
maladie. Une étude récente sur des souris transgéniques dont I’expression de 1’APP peut
étre régulée montre que, suite a I’inhibition de I’expression de I’APP, la production de AB
est supprimée et la charge en plaques stabilisée, mais sans étre réduite. Ainsi, les plaques
amyloides préexistantes ne sont pas ¢liminées dans une échelle de temps équivalente a

celle qui avait permis leur formation (Jankowsky et al., 2005).

Les Composés favorisant la diminution des taux de cholestérol

Le lien entre le cholestérol et la maladie d’Alzheimer a été souligné au paragraphe
[.3.b. Des études épidémiologiques ont montré que I’utilisation de statines (telles que la
simvastatine (Zocor®) ou [’atorvastatine (Lipitor®) (figure 1.23), pourrait réduire le
risque d’Alzheimer (entre 40 et 70%) (Jick et al., 2000; Wolozin et al., 2000). Ces
composés réduisent les taux de cholestérol en inhibant la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-
coenzyme A (HMG-CoA) réductase, qui catalyse la conversion de HMG-CoA en

mévalonate lors de 1’étape limitante de biosyntheése du cholestérol (Shobab et al., 2005).

Ces composés interviennent dans la modulation de la protéolyse de la protéine
APP en agissant sur les trois sécrétases via la diminution des taux de cholestérol, et
réduisent par conséquent la production de A in vitro et in vivo.

Méme si les statines s’averent efficaces pour diminuer le risque d’Alzheimer, des
premiers essais cliniques chez des patients atteints d’Alzheimer faible ou modéré n’ont

montré que de faibles améliorations des symptomes cliniques (Sparks et al., 2005).

Simw astatine Atorvastatine

Figure 1.23. Structures de molécules favorisant la diminution des taux de cholestérol.
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L’approche vaccinale

Une stratégie thérapeutique consiste a améliorer 1’¢limination du peptide A par
immunisation. Celle-ci va en effet stimuler le systéme immunitaire pour combattre les
pathologies anormales associées a AP et accélérer 1’élimination des plaques. Cette
immunisation peut se faire selon deux méthodes : de facon active en utilisant le peptide

AP lui-méme, ou de fagon passive avec des anticorps anti-Ap.

L’immunisation avec AP42 permet ainsi d’empécher la formation de plaques
amyloides chez des souris transgéniques jeunes et a conduit a une réduction de la charge
en plaques et a un recul de la pathologie chez des souris plus agées (Schenk et al., 1999).
Une autre étude a montré sa capacité a réduire les dysfonctionnements cognitifs de souris
transgéniques (Morgan et al., 2000). Il a été proposé que I’immunisation active entraine
une réponse immunitaire spécifique (via des monocytes ou des cellules microgliales)
conduisant a 1’élimination de AP (Schenk et al., 1999).

Des essais cliniques d’immunisation active avec AP42 préagrégé ont eu lieu en
2002. Cependant, 6 % des patients ont développé des encéphalites méningées graves suite
aux essais de vaccination. Ils ont donc été¢ interrompus. La cause probable de ces
inflammations méningées est une réponse auto-immune forte visant I’APP, qui est
présent dans les neurones sains. De plus, dans la mesure ou le peptide peut franchir la
barriere hémato-méningée, il faut également garder a 1’esprit que I’immunisation avec Af3
pourrait en premier lieu étre responsable de I’accélération des processus de formation de

plaques dans le cerveau (Sigurdsson et al., 2002).

L’immunisation passive avec des anticorps anti-Af devrait étre moins toxique que
I’immunisation directe par AP car associée a un risque plus faible de réponse auto-
immune (Sigurdsson et al., 2002). Comme dans le cas de I’immunisation directe,
plusieurs ¢études montrent que les anticorps permettent de réduire les plaques chez des
souris transgéniques (Bard ef al., 2000; DeMattos et al., 2001). Certains de ces anticorps,
dirigés contre des domaines limités de AP, sont actuellement testés cliniquement

(www.alzforum.org).
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Inhibiteurs d’agrégation de AP : agents déstructurant les feuillets-f

La neurotoxicité induite par I’AP est associée a 1’agrégation du peptide, induite
par la formation de fibrilles & partir de structures en feuillets-B. Une approche
thérapeutique consiste donc a utiliser des molécules capables de se lier a AP et de
déstabiliser ces feuillets-P ("B-sheet breakers").

Des peptides courts, analogues modifiés de AP, sont capables de déstructurer les
plaques de AP. C’est le cas des peptides KLVFF (Lys-Val-Leu-Phe-Phe, AB16-20)
(Tjernberg et al., 1996), ou LPFFD (Leu-Pro-Phe-Phe-Asp, noté iAB5), contenant un
résidu proline favorisant 1’effet "p-sheet breaker" (Soto et al., 1998). Ces pentapeptides
présentent une forte affinité pour les formes monomeéres des peptides B-amyloides et
permettent de désagréger les plaques amyloides in vitro et in vivo. Cependant ils
possedent aussi des inconvénients non négligeables : (i) ils sont facilement hydrolysés in
vivo, souvent avant d’atteindre leur cible, (ii) ils passent mal la barriere hémato-
méningée, (iii) ils sont susceptibles d’entrainer des modifications conformationnelles sur
des protéines autres que AP et (iv), ils sont responsables de réactions allergiques en
déclenchant une réponse immunitaire (Suh et Checler, 2002). Des modifications ont été
apportées pour minimiser ces inconvénients. Par exemple, I’analogue iABS5p (Ac-LPFFD-
NH,: protégé en positions N- et C-terminales) posséde des propriétés
pharmacocinétiques améliorées, franchit la barriere hémato-méningée et permet de
réduire le dépdt amyloide et la mort neuronale chez deux modeles de souris transgéniques

(Permanne et al., 2002).

Les recherches s’orientent actuellement vers des dérivés non peptidiques ayant les
mémes capacités a déstructurer les plaques amyloides. Certains de ces composés ont été
sélectionnés par criblage a haut débit, comme le DAPH, qui diminue la proportion de
feuillets-p (Clsp = 15 uM), réduit la quantité de fibrilles et la toxicité in vitro (Blanchard
et al., 2004) ou le composé¢ RS-0406 qui empéche la formation d’oligomeres et de
fibrilles de AP, désagrege des fibrilles préformées et diminue la toxicité de AP in vitro
(Nakagami et al., 2002; Walsh et al., 2005) (figure 1.24).

Par ailleurs, il est actuellement proposé que certains polyphénols, connus pour
leurs propriétés antioxydantes, puissent aussi agir en tant qu’inhibiteurs de fibrillation de
AP (Porat et al., 2006). La curcumine (épice indienne) est capable d’inhiber la formation

des fibrilles de AB40 et de les désagréger (Clso = 0,8 et 1 uM respectivement) et se lie
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aux plaques amyloides, réduisant leur taux in vivo chez la souris transgénique (Yang et
al., 2005). De méme, le NDGA (CEso= 0,14 uM) ou les polyphénols présents dans le vin
permettent d’inhiber la formation de fibrilles de AB40 (CEsp = 0,2 a 3 uM) et de
déstabiliser des fibrilles préexistantes in vitro (Ono et al., 2003).

Enfin, un compos¢ ionique simple, le tramiprosate (Alzhemed™) est en phase III

d’essais cliniques (www.alzforum.org). Il se lie au AP soluble, maintenant celui-ci dans

une structure hélice-a / boucles et réduit les plaques amyloides et les taux de AP soluble

et insoluble sur souris transgéniques (Gervais et al., 2006).
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Figure 1.24. Exemples d’inhibiteurs de fibrillation d’Af
Il existe toutefois une limite a cette stratégie. Dans 1’hypotheése ou les especes de
AP les plus toxiques ne sont pas les plaques mais des oligomeéres, des composés
empéchant la formation de fibrilles in vivo mais pas 1’oligomérisation (ou qui
dissocieraient ces fibrilles en oligoméres) pourraient avoir des effets inverses de ceux

attendus.

Inhibiteurs de 1a phosphorylation ou de la polymérisation de tau

Le blocage de la pathologie associée a tau est une stratégie thérapeutique
intéressante, d’autant que les taupathies interviennent dans plusieurs maladies
neurodégénératives. Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, le nombre et la localisation
des enchevétrements de neurofibrilles ont été corrélés au niveau de démence des patients
(Arriagada et al., 1992). Cependant, les événements conduisant de tau aux neurofibrilles
sont encore mal connus.

Il a toutefois été proposé que les kinases, responsables de la phosphorylation de
tau, participent a ce processus (Johnson et Stoothoff, 2004). Des inhibiteurs des kinases

responsables de cette phosphorylation, telles que la kinase cycline-dépendante 5 (cdk-5)
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et la kinase glycogene-synthase 3 (GSK-3) sont recherchés. Le lithium, utilisé¢ dans le
traitement des maladies bipolaires telles que la maniaco-dépression, est un inhibiteur
réversible de la GSK-3. Sur culture neuronale, il réduit la phosphorylation de tau et
améliore la fixation de tau aux microtubules et la stabilisation de ces derni¢res (Hong et
al., 1997). Malgré ce premier exemple, le développement d’agents bloquant
sélectivement ces kinases n’en est qu’a ses débuts.

Des agents inhibant I’agrégation de tau ou dissociant les neurofibrilles préformées
sont également a I’étude. Un criblage a haut débit a permis d’identifier un certain nombre
de dérivés capables d’inhiber 1’agrégation de tau et de désassembler des agrégats
préformés in vitro (figure 1.25), avec des ICsy de 1’ordre du micromolaire, sans interférer

avec la liaison de tau aux microtubules (Pickhardt et al., 2005).
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Figure 1.25. Structures de quelques composés inhibant la polymérisation de la protéine tau

Chélateurs d’ions métalliques

Il a été montré que les ions métalliques aident a la structuration des peptides
amyloides et a leur agrégation en plaques insolubles, ainsi qu’a la production de stress
oxydant. La mise en évidence d’un niveau élevé d’ions métalliques a activité redox
comme le cuivre ou le fer au niveau des zones du cerveau touchées par la maladie
d’Alzheimer est a I’origine de I’idée d’utiliser des chélateurs de ces ions métalliques pour
empécher leurs effets pathogenes (Bush, 2002; Cuajungco et al., 2005).

Cette stratégie ne vise pas a appauvrir I’organisme en métaux en séquestrant les
métaux périphériques et en les éliminant par excrétion, comme c’est le cas des chélateurs
(TETA, D-pénicillamine, DFO, ...) utilisés par exemple dans le traitement de la maladie
de Wilson (cuivre) ou de la B-thalassémie (forme d’anémie héréditaire) pour le fer
(Sarkar, 1999). Ici, le but est d’entrer en compétition avec le peptide pour ces ions
métalliques et de perturber les interactions métal-protéine délétéres afin de redistribuer ce

métal et de le réexporter dans la circulation sanguine générale. Ces composés ont €té

56



Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

définis par Bush et coll. sous le nom de MPACs ("metal-protein attenuating compounds")
(Barnham et al., 2004a). Ils doivent pouvoir franchir la barriere hémato-méningée et
posséder des propriétés de chélation adaptées, suffisamment fortes pour interagir avec les
métaux fixés sur le peptide AP sans toutefois complexer les métaux des métalloprotéines.
L’utilisation de chélateurs d’ions métalliques tels que ’EDTA et le DTPA permettent de
solubiliser AB40 ou APB42 agrégé en présence d’ions métalliques in vitro (Atwood et al.,
1998; Atwood et al., 2000). Par ailleurs, les chélateurs TPEN, bathocuproine (BC),
bathophénanthroline (BP), EGTA ou clioquinol sont capables de dissoudre les plaques
amyloides issues de cerveaux humains post-mortem. Néanmoins, la plupart d’entre eux

sont trop hydrophiles pour envisager leur utilisation in vivo.

La deferroxamine B (DFO, Desferal®, figure 1.26), chélateur puissant utilis¢
jusque la dans le traitement des exces en fer (Richardson et Ponka, 1998) a fait 1’objet des
premiers essais thérapeutiques de cette stratégie. Ce composé a permis une réduction
significative du déclin associé a la maladie d’Alzheimer, et une analyse post-mortem a
montré une diminution des concentrations en cuivre et en zinc dans le cerveau
(McLachlan et al., 1991). Cependant, il posséde des inconvénients : ¢’est une molécule
chargée qui passe mal la barriére hémato-méningée, est rapidement dégradée et provoque
des effets secondaires importants (anémie par exemple) du fait d’une déplétion
généralisée des ions métalliques (Bush, 2002).

Un chélateur du cuivre et du zinc, le clioquinol (figure 1.26), utilisé en tant
qu’antibiotique jusqu’en 1970, a fait ’objet d’études chez I’homme comme médicament
potentiel contre la maladie d’Alzheimer. Contrairement au DFO, le clioquinol passe la
barriere hémato-méningée. Des souris transgéniques traitées par le clioquinol présentent
une diminution de 49 % de la charge en plaques, une augmentation du taux de AP soluble
et une amélioration de leur état général en comparaison avec les controles (Cherny et al.,
2001). Ces effets s’accompagnent d’une augmentation des taux de Cu" et Zn" solubles,
traduisant une redistribution des ions métalliques par le clioquinol. Ces résultats
encourageants ont permis d’entreprendre des essais de phase II chez des patients
présentant un Alzheimer modérément grave (Ritchie ef al., 2003). L’effet du traitement
sur 24 semaines a été significatif concernant la prévention du déclin cognitif pour les
personnes a un stade avancé de la maladie. Dans tous les cas, le traitement par le

clioquinol a été accompagné d’une diminution du taux d’Ap42 plasmatique. Cependant,
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les essais cliniques sur ce composé ont €été¢ suspendus pour des raisons de toxicité d’un

sous-produit présent dans les lots synthétiques de clioquinol (www.alzforum.org).

Cl
O - 0]
,(CH2)5\ H E 0 CH )J\ A
H2N ’l\l \(CHZ)S/ \H/\)J\N/( 2)5\|}l | N/
o o} o H o
DFO OH
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Figure 1.26. Chélateurs d’ions métalliques évalués cliniquement dans le cadre de la maladie
d’Alzheimer

III. Métaux et maladie neurodégénérative

II1.1 Les métaux, indispensables pour I’organisme

II1.1.a Role des métaux dans le cerveau

Les ions métalliques (cuivre, zinc et fer notamment) sont essentiels pour les
organismes vivants. Ils sont présents dans le cerveau sain a des concentrations
relativement ¢élevées (Atwood et al., 1999). Le zinc est présent dans le néocortex (partie
extérieure latérale du cerveau) a une concentration de I’ordre de 150 a 200 uM (soit dix
fois plus que dans le sang). Libéré dans la fente synaptique lors de la transmission
neuronale, il peut alors atteindre des concentrations supérieures a 300 pM. Le cuivre est
¢galement trés abondant dans le cerveau. Sa concentration est comprise entre 60 et 110
uM. Quand au fer, sa concentration dans 1’hippocampe et le cortex cérébral peut atteindre

400-600 M.

Ces ions métalliques participent a ’activité neuronale au niveau des synapses
(zinc et cuivre) et assurent le fonctionnement des métalloprotéines (cytochrome c
oxydase, Cu/Zn superoxyde dismutase, ...). Le cuivre est notamment nécessaire pour
I’activité d’un certain nombre d’enzymes d’importance physiologique catalysant des

réactions redox (Miranda et al. 2000), figure 1.27.
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Figure 1.27. Fonctions métaboliques essentielles des principales enzymes a cuivre

En tant que cofacteur dans de multiples réactions redox, le Cu est aussi impliqué

dans la production d’especes radicalaires potentiellement toxiques via des réactions de

Fenton ou Haber-Weiss (Miranda et al. 2000). Bien qu’essentiel pour la vie et pour le bon

fonctionnement d’un certains nombres d’enzymes d’intérét neurobiologique (tyrosinase,

ceruloplasmine, cytochrome ¢ oxydase, dopamine-B-hydroxylase ...), le Cu"™ méme li¢ a

certaines molécules peut catalyser la formation de radicaux hydroxyles, les plus

dangereux des espéces réactives de 1’oxygene (ROS).

Ces ROS peuvent oxyder les protéines, ’ADN, entrainer une péroxydation des

lipides (figure 1.28). Le Cu™" est trop réactif pour exister sous forme libre en quantité

importante dans la cellule sans causer de dommages oxydants. Cette remarque vaut

r /11
également pour le Fe™".
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Figure 1.28. Réactivité des ROS
C’est pourquoi, tous les organismes vivants posseédent des mécanismes de
contrdle de la concentration du Cu. Parmi ceux récemment ¢élucidés, la séquestration du
métal et sa libération a des compartiments spécifiques de la cellule semblent trés
importantes.
Des ¢études ont en effet montré que le cuivre, le zinc ne sont pas uniformément

répartis dans le cerveau (Becker et al., 2005) comme le montre la figure 1.29.

()
10 ppim

Sppm | - . o : .

Figure 1.29. Répartition de la concentration en métaux dans le cerveau de zinc (A) et de
cuivre (B) mesurée par LA-ICPMS dans [’hippocampe humain.(d aprés Becker et al. 2005 )
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Il existe donc des protéines qui transportent les métaux et les libérent dans des

zones spécifiques ou ils sont utilisés.

II1.1.b Contrdle de la concentration

Ces concentrations élevées en métaux sont permises par des protéines assurant
leur stockage dans le cerveau (métallothionéines pour le zinc et le cuivre, ferritine pour le
fer) et par des protéines assurant leur transport. Par exemple la famille de protéine ZnT
pour le zinc transporte le zinc a travers les membranes. Les « chaperonnes a cuivre»
assurent le transfert du cuivre vers sa destination (par exemple les enzymes). La
glycoprotéine transferrine est impliquée dans le transport du fer. Par ailleurs, leur
concentration dans le cerveau est strictement régulée par d’autres protéines, afin d’éviter
des phénomenes toxiques associés a un déréglement de I’homéostasie des ions

métalliques.

Un déséquilibre (soit une déficience soit un exces) des concentrations en cuivre
peut avoir de sérieuses conséquences sur I’organisme.

Quand le Cu fait défaut, les cellules ne disposent plus d’assez de cuivre pour les
enzymes. Le Cu, étant nécessaire pour le bon fonctionnement de leur site catalytique,
I’activité de ces enzymes diminue et conduit a un déclin de 1’activité métabolique. Par
exemple, la cytochrome ¢ oxydase (CCO), impliquée dans le métabolisme énergétique,
est fortement affectée par des concentrations anormalement basses en Cu puisque son
centre catalytique ne fonctionne pas sans cuivre. L’activité des enzymes responsables du
renouvellement des radicaux libres dans la cellule est aussi fortement affectée quand la
quantité de cuivre disponible diminue. Le cas le plus parlant est celui de la superoxyde
dismutase (SOD) qui posséde du Cu et du Zn dans son centre catalytique et requiert du
cuivre pour sa catalyse 2 O,” — H,0 + O,.

Un exces de cuivre est associé avec le stress oxydant et peut étre toxique a la fois
au niveau cellulaire et au niveau de I’organisme. Quand Cu" est réduit en Cu', il est
capable de transférer un €lectron et générer des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) tels
que les radicaux hydroxyles (HO") (Halliwell et Gutteridge, 1984). Ces radicaux sont
responsables de dommages tels que 1’oxydation de protéines, la péroxydation des lipides

dans les membranes et endommagement de I’ ADN.
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De I’assimilation aux cellules

Le corps d’un adulte de 70 kg en bonne santé contient moins de 110 mg de Cu
répartis ainsi : dans le foie (10 mg), dans le cerveau (8,8 mg), le sang (6 mg) et le
squelette (46 mg) et I’architecture des muscles (26 mg) (Gaggelli et al., 2006). Le cuivre
est initialement absorbé dans l’intestin. Le foie joue ensuite un rdle central dans la
I’homéostasie du cuivre puisque qu’il permet son entrée dans 1’organisme. La plupart du
cuivre nouvellement absorbé est ensuite incorporé dans la cerruplasmine et sécrété ainsi
dans le sang. S’il y a un excés de cuivre, alors il est excrété dans la bile.

2 protéines ATPase dépendante I’ATP7A et I’ATP7B jouent un rdle

physiologique important dans la régulation du cuivre, comme le montre la figure 1.30.

Ingested

Feces

Figure 1.30. Modele de la régulation du cuivre chez les mammiféres. L’ATP7A et ’ATP7B sont
impliquées dans la régulation et la distribution du cuivre (d’apres Mercer et Llanos, 2003).

Le transport du cuivre jusqu’au cerveau requiert le passage de la barriére hémato-
méningée. Cette étape est bloquée dans le cas de la Maladie de Menkes, ou le geéne
codant pour I’ATP7B est déficient, suggérant que cette protéine est impliquée. Le cuivre

est alors amené jusqu’aux neurones et aux astrocytes par la protéine hCtrl1.
Dans les cellules
Le maintien de I’homéostasie du cuivre dans la cellule requiert des transporteurs

membranaires de cuivre et une famille de protéines, appelées « chaperonnes du cuivre »

qui délivrent le Cu" & une cible spécifique (figure 1.31). Ces transporteurs du cuivre et
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ces protéines chaperonnes ont été identifiés chez les procaryotes mais sont aussi présents
chez les mammiféres, avec une étonnante similarité des systémes de circulation du cuivre

dans les cellules. La figure 1.31 illustre leur role.

Wilson di
] ATPase (WD)
X -]

HAH1

Metallothionein
hGtr

oue, @,;% 1

Figure 1.31. Modéle de circulation du cuivre dans une cellule (hépatocyte) (d’aprés Shim et
Harris, 2003). Le cuivre entre via une protéine membranaire de transport hCtrl. Une fois a
lintérieur, plusieurs possibilités de distribution existe : (i) rejoindre le pool de cuivre des
métallothionéines. (ii) transport par « la chaperonne a cuivre » Coxl7 a la cytochrome c
oxydase. (iii) fixation du cuivre a la CCS pour étre ensuite délivré a la SOD Cu,Zn . (iv)
distribution a I’ATPase de type P de la maladie de Wilson, située dans [’appareil trans-Golgi par
HAHI.

Ceruloplasmin

-

hCtr1l

La hCtrl (de I’anglais « Human Copper Transporter ») est une protéine de 190
acides aminés contenant un domaine N-terminal extracellulaire riche en Histidine et en
Me¢éthionine. Elle se situe dans le plasma membranaire et permet au cuivre de passer a
travers les membranes. Elle participerait aussi a la compartimentation intracellulaire de ce
métal.

Les Métallothionéines

Les métallothionéines (MTs) constituent une famille de polypeptides riches en
cystéine avec de faibles poids moléculaires (4-8 kDa). Elles sont capables de chélater les
ions métalliques tels que le Cd(Il), le Zn(II) et le Cu(I). Elles sont composées de deux
domaines (a et B), chacun présentant des clusters métal-thiolate. Plusieurs roles leurs sont
attribués : (i) détoxification des métaux non essentiels tels que le cadmium et le mercure ;

(i1) détoxification de I’exceés de métaux essentiels tels que le cuivre et le zinc ; (iii)
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séquestration des radicaux et des especes réactives de 1’oxygeéne; (iv) transfert et

transport des métaux lourds.

Les protéines « chaperonnes a cuivre ».

Les protéines chaperonnes du cuivre ont d’abord été mises en évidence dans la
levure de boulanger Saccharomyces cerevisae puis des homologues ont été isolées chez
les souris, le mouton et I’homme. Elles conduisent le Cu' dans le cytoplasme et le

transférent directement jusqu’a des protéines spécifiques.

AtoxI ou HAH1

C’est une petite protéine de 68 acides aminés. Elle fixe le Cu' entré dans la
cellule, et le transfere a des protéines cibles via la chemin de la figure 1.31.

Elle est le prototype méme de la protéine chaperonne jouant le réle de récepteur
soluble du cuivre(I) cytoplasmique en fixant 2 ou 3 ions dans son site actif. Elle adapte sa
structure en fonction de I’échange a effectuer en créant des interactions spécifiques avec
la protéine cible facilitant ainsi le mécanisme de transfert entre les deux sites de fixation

du donneur et de I’accepteur.

cCcs

La protéine chaperonne qui a pour cible la Superoxyde dismutase (SOD) est
appelée CCS (de [D’anglais « copper chaperon superoxide dismutase »). Elle est
responsable de 1’incorporation du cuivre dans la SOD1. La comparaison de la séquence
des acides aminés de la SODI et de la CCS a révélé une homologie remarquable entre

I’enzyme et sa protéine chaperonne.

Cox 17

La troisieme protéine chaperonne classique est la Cox17. C’est une petite protéine
de 8 kDa nécessaire au bon fonctionnement de la CCO. Elle est a la fois présente dans le
cytoplasme et dans ’espace intermembranaire des mitochondries. Elle délivre le cuivre a

la CCO.

Bien entendu, cette liste n’est pas exhaustive. Il existe une multitude d’autres

protéines intervenant dans le transport du cuivre et dans la maintien de sa concentration.

64



Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

III.1.c Dérégulation des métaux et maladies

Une dérégulation (soit déficience soit un exces) entraine des dysfonctionnements
dans I’organisme. Bon nombre de maladies sont d’ailleurs associé¢es a des dérégulations
de I’homéostasie des métaux, comme le montre le tableau 1.2 (Murali Doraiswamy et

Finefrock, 2004)

MNeurod egenerative disorders with possible metal-associated pathology

Disorder implicatad Matal implicated Metalloprotains or ergymes
AL Cioppper, inon, zinc AR, AFR
FO Iran e gyruckein, neurcmeanin,

lactofarin, femitin, melanotrana-
ferin, ceruloplaesmin, ivalent

cation traneporter

Creutzfeldt-Jalob desass Ciopper, iron Frion praten

Familial amyctrophic leteral sclerceie Copper, zinc deficiency Superoxide diemutaes |

Lawy-body dementia Iran e gyruckein

Friedreich's ataxia Iron Frataxin, aconitass, m tochondrial
proteine

Carnotid athercadercais Ciopper, iron Froteire in weessl wall

Tardive dyekinseia Iran Ciopamn ne pattreys

Multiple sclercais Iran It knorwm

Wieon's desaze Ciopper, zinc deficienoy 7] Cerulopleemin deficiency,
Wilson's protsin

Frogresaive supranuckesr paley Iran e gyruckein

Halervorden-Spatz syndrame Iran ‘itamin Bb metabalen 7]

Multieysten atrophy Iron, copper e gyruckein [7), cerulopleamin £7)

Hurtington's diesass Iran, cakzium Huntingtin

Familial bagal genglia degeneration  Iron Feriitin

DOoren's syrdroms Copper, inon, zinc AR

Cataracts Copper, iron e ciyEetallin

Heemochromatose Iran e gyruckein, hasmochromatosia
gene producte

Carebral hasmorrhage, head injury Iren MNans

Tableau 1.2 Maladie neurodégénérative et le role possible des métaux (Murali Doraiswamy et
Finefrock, 2004)

Les cas les plus évocateurs pour le cuivre sont les maladies de Menkes et de Wilson.

La maladie de Menkes est une affection due a un défaut du transport du cuivre de
I’intestin vers le sang. Il en résulte un déficit en cuivre libre, dont découlent des I1ésions
diffuses (des arteres, du squelette, des cheveux, du cerveau...). Cette pathologie affecte
environ 1/300 000 naissances. Elle est liée a une mutation d'un géne localisé¢ en Xq13.3,
codant pour une protéine transporteuse du cuivre, MNK, comportant 6 sites de transport
du cuivre et 6 a 8 domaines transmembranaires, appelée Cu>" Transporting ATPase alpha
polypeptide (ATP7A). Cette protéine circule entre I’appareil de Golgi et la membrane
cytoplasmique ou elle intervient pour le transport du cuivre vers ’extérieur de la cellule.
Des mutations au niveau du géne entrainent un défaut de production de cette protéine, et

donc un défaut d'absorption intestinale du cuivre. La fonction des enzymes cuivre
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dépendante (cytochrome-oxydase, tyrosinase, lysyloxydase, monoamine oxydase |,
ascorbate oxydase) est alors perturbée, expliquant les symptomes de la maladie :
I’hypothermie, la dépigmentation des cheveux et de la peau, les 1ésions de I’intima des
vaisseaux, la tortuosité des cheveux, la déminéralisation du squelette. Le déficit en
dopamine-béta-hydroxylase, enzyme également cuivre dépendante, pourrait également

jouer un role dans les symptomes de cette maladie.

La maladie de Wilson est une maladie génétique autosomique récessive
caractérisée par une accumulation toxique de cuivre essentiellement dans le foie et le
systéme nerveux central. Il s'agit d'une maladie rare, puisque l'incidence estimée en
France est de 1/30 000 a 1/100 000 nouveaux cas par an. Sa prévalence est estimée a 1/25
000. Cette maladie résulte d'une mutation du géne d'un transporteur de métaux lourds,
I'ATP7B porté par le chromosome 13 (analogue de I’ATP7A dans la maladie de Menkes).
Elle se traduit par une insuffisance de fabrication de la cerruplasmine, glycoprotéine qui
intervient dans le transport du cuivre. On assiste a une dégénérescence (modification des
tissus) de certaines zones du cerveau. D'autre part, les scientifiques ont observé des
dépots de cuivre dans le foie (a l'origine d'une cirrhose : dégénérescence du foie), dans la
peau qui devient de coloration grisatre, et dans la cornée. Cette maladie est I'une des rares
affections génétiques a pouvoir étre traitées avec efficacité grace, en particulier, a

I'utilisation de chélateurs de cuivre et de zinc.

III.2 Cuivre et especes réactives de I’oxygéne (ROS)

L’oxygeéne moléculaire peut générer, en présence de métaux de transition tels que
le Cu' ou le Fe", des espéces réactives de ’oxygéne (ROS, figure 1.32, éq. 2-4) parmi
lesquelles I’anion superoxyde O,", le peroxyde d’hydrogeéne (H,O) et le radical
hydroxyle OH" obtenu par des réactions de type Fenton (éq. 4) ou Haber-Weiss (éq. 6).
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M®N*D 4 ¢ — > M\ (éq. 1)
MN + 0, ———> MND+10, (éq.2)
MN+0," +H" — > M®™DiH0, (éq. 3)
MN + H,0, - » MNDLOH +OH (éq.4)
20, +2H" — »  H0,+0, (éq. 5)
H,0,+0," ————>  OH +OH +0, (éq. 6)

Figure 1.32. Principales réactions conduisant a la production des espéces oxygénées réactives
M" = Cu', Fe")

Le Cu", méme li¢ a des protéines, peut étre réduit en Cu' et catalyser la production de
ROS en présence de réducteurs biologiques tels que 1’ascorbate ou de glutathion. Cela
dépend en fait de la liaison entre le Cu" et la protéine. L’enchainement des réactions

aboutissant notamment a la génération de HO" peut alors commencer (figure 1.32).

« A T’état normal » des especes réactives de 1’oxygene sont produites dans les
cellules mais des composants du systeme de défense les prennent en charge et les
transforment. Par exemple, les superoxyde dismutases catalysent la conversion des anions
superoxyde (O,7) en dioxygéne et en peroxyde d’hydrogéne. La catalase catalyse la
conversion du peroxyde d’hydrogéne en dioxygene et en eau. Le probléme intervient
lorsque ces enzymes ne sont plus capables de détoxifier la cellule. Cela arrive lorsque
Iactivité de ces enzymes diminue ou lorsque la quantit¢ de ROS produite est trop

importante.

III.3 Cuivre et MA

Parmi tous les facteurs biologiques en relation avec la maladie d’Alzheimer, les
métaux tiennent une place essentielle.
III.3.a Concentration

Le processus de vieillissement, en relation avec la dérégulation du métabolisme
énergétique, conduit a une diminution du contrdle strict de la teneur et de la distribution

des ions métalliques dans les différents organes. Les concentrations de cuivre et de fer
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augmentent dans de nombreux tissus, et dans le cerveau en particulier, lorsque 1’age de
I’individu augmente (Atwood et al., 1999). Ce fait est particulierement important dans la
mesure ou ces ions métalliques présentent une forte activité redox dans les conditions
physiologiques (a pH = 6-7 et en présence d’oxygeéne moléculaire) lorsqu’ils ne sont plus
intégrés dans le site actif des métalloenzymes ou dans les protéines chargées de les

stocker ou de les transporter et au sein desquelles la réactivité redox est contrdlée.

Suite a cette augmentation des concentrations en métaux dans le cerveau avec
I’age, on retrouve ceux-ci en relation avec la maladie d’ Alzheimer. Ainsi, de nombreuses
¢tudes relatent un métabolisme perturbé des ions métalliques dans le cerveau des malades
d’Alzheimer et indiquent que les concentrations de cuivre, de zinc et de fer sont plus
¢levées que la normale, et plus particulierement dans les Iésions caractéristiques de la
maladie (plaques amyloides) et a proximité de celles-ci (tableau 1.3) (Atwood et al.,

1999; Lovell et al., 1998).

Cuivre (UM) Fer (uM) Zinc (uM)
Plaques séniles 393 940 1055
Neuropile - malade d’Alzheimer 304 695 786
Neuropile - contrdle sain 69 338 346

Tableau 1.3. Concentrations en ions métalliques dans les plaques amyloides et le neuropile de
patients atteints de la maladie d’Alzheimer (d aprés (Atwood et al., 1999)).

II1.3.b Agrégation

Les métaux influencent 1’agrégation du peptide AB; en général, ils 1’accélérent. Le

processus d’agrégation étant I’étape clé de la maladie, cela leur conférant un role central.

L’importance du zinc dans la formation des plaques amyloides a ét¢ montrée en
utilisant par exemple le transporteur de zinc ZnT3, responsable du transport de I’ion
métallique dans les vésicules synaptiques. Ainsi, des souris transgéniques Tg2576
surexprimant APP (et donc développant des plaques amyloides) mais knock-out pour le
gene codant protéine ZnT3 ont un taux de plaques réduit et une quantité¢ de AP soluble
augmentée a la suite de la suppression du pool de Zn" éjecté dans la fente synaptique
(Lee et al., 2002). Une autre étude chez des lapins modélisant la maladie d’Alzheimer a
montré que des traces de cuivre dans 1’alimentation (a une concentration égale a 10 % de

la concentration limite acceptée pour ’eau potable) sont suffisantes pour induire la
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formation de plaques amyloides et générer des problémes d’apprentissage (Sparks et

Schreurs, 2003).

Chez les rongeurs, la faible affinit¢ de AB40 pour les métaux se traduit par le fait
que le AP40 de rat est inaffecté par la présence de zinc ou de cuivre a des concentrations
de I’ordre du micromolaire (Atwood et al., 1998), ce qui permet d’expliquer la rareté
avec laquelle ces animaux forment des plaques amyloides avec 1’dge (Higgins et

Jacobsen, 2003).

Enfin, nous avons vu dans la partie II, que les chélateurs d’ions métalliques tels
que ’EDTA et le DTPA permettent de solubiliser AB40 ou AP42 agrégé en présence
d’ions métalliques in vitro (Atwood et al., 1998; Atwood et al., 2000). Leur utilisation est
I’'une des voies envisagées pour trouver un médicament efficace contre le développement

de la maladie.

Tous ces derniers résultats confirment bien I’implication des ions métalliques

dans la précipitation du peptide Ap.

II1.3.c Toxicité

Le cuivre et le fer, en raison de leurs propriétés redox, peuvent générer des

especes réactives de 1I’oxygene (ROS) comme nous 1’avons vu au chapitre I11.2.

Le peptide AP, en présence d’ions métalliques Fe ou Cu et de réducteurs
biologiques extérieurs tels que I’ascorbate, la dopamine ou le cholestérol (Opazo et al.,
2002), est capable de générer du peroxyde d’hydrogéne H,O, (Huang et al., 1999a;
Opazo et al., 2002). Ces ROS directement produits par les complexes Cu'"-AB pourraient
étre impliquées dans la maladie d’alzheimer, un excés de ROS aboutissant a la mort des

cellules. C’est d’ailleurs une hypothése de plus en plus répandue.
IV. Les complexes Métaux — Ap

Une étude récente de microscopie couplée au Raman sur des plaques amyloides
post-mortem a montré que AP est une protéine liant le cuivre et le zinc in vivo (Dong et

al., 2003). L’interaction métal-AP pourrait étre impliquée dans la maladie d’Alzheimer.
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Les études sur la relation entre I’AB, le Cu, le Zn, I’agrégation et la toxicité se

multiplient. Ce chapitre fait le point sur les dernieres avancées.

IV.1 Sites de fixation et constante de dissociation

I1 a été proposé que le site de fixation des métaux sur le peptide AP se situe sur les
16 premiers acides aminés de la séquence. De nombreuses études sur I’interaction métal-
AP ont donc été réalisées sur des peptides modeles AB16 (16 premiers acides aminés) et
AB28 (28 premiers acides aminés). Ce sont de bons mod¢les étudier la complexation sous
forme soluble. Cependant ces formes tronquées n’agrégent pas (AB16) ou tres lentement
(AB28) comme le font les peptides AP40 et 42 et ne peuvent mimer la liaison métal-Af

dans I’état agrégé.

La notion de constante de fixation du métal sur les peptides ou les protéines est un
paramétre important en biologie. Il renseigne sur la signification physiologique de
I’interaction d’une protéine ou d’un peptide avec un métal. Une constante d’affinité trop
faible indique que le peptide ne sera pas capable de lier le métal in vivo en raison de la
présence d’un certain nombre de ligands plus forts. Il est aussi important de connaitre ce
paramétre dans le but de concevoir des chélateurs capables d’arracher le métal a I’AB. De
tels chélateurs peuvent étre des médicaments puisqu’ en reprenant le métal a I’Ap, ils

devraient ralentir 1’agrégation et diminuer sa toxicité.

La notion de fixation du métal correspond en fait a 1’équilibre entre les formes

libres du métal et de la protéine et le complexe lui méme.

(D
Metal + peptide > Metal-peptide.
)
La constante d’affinit¢ est donnée par la relation Ka = [Métal-

peptide]/([Métal]*[peptide]). Cependant, en biologie, on utilise souvent la constante de
dissociation Kd correspondant a la réaction (2) inverse (c'est-a-dire de la dissociation du
complexe). La relation entre le Ka et le Kd est : Kd = 1/Ka. Le Kd présente 1’avantage

d’exprimer directement une concentration.
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Par ailleurs, les constantes sont déterminées dans des tampons, qui ont eux aussi
une affinité pour le cuivre, a un pH donné. Il y a une compétition pour la fixation du
cuivre entre le tampon et le peptide. Les constantes déterminées sont donc des constantes
apparentes. Pour obtenir la constante absolue, il faut tenir compte de 1’affinité du tampon
pour le métal. En général, les constantes d’affinité métal-protéine son déterminées dans
des conditions expérimentales similaires et les constantes apparentes sont comparées

directement.

IV.l.a Cu'-AB

Bush et al. ont prouvé que I’AP (et ses formes tronquées) €tait capable de fixer 2
équivalents de Cu" avec des constantes de dissociation différentes, faisant ainsi apparaitre
un site de forte affinité et un site de fixation plus faible.

Des études de RPE, de RMN ou encore de spectroscopie Raman ont permis
d’identifier des résidus impliqués dans la chélation des ions métalliques, situés dans le
domaine 1-16 de AP. La coordination est dépendante du pH, mais nous ne développerons

ici que les complexes formés a des pH entre 6 et 8 (proche du pH physiologique).

Garzon-Rodriguez et al. ont mesuré les constantes d’affinité du Cu" pour le
peptide AB40 et 42 sur le site de plus forte affinit¢ en suivant la fluorescence due a la
Tyrosine (en position 10). Les expériences ont révélé des constantes de dissociation de
I’ordre de 2uM dans un tampon Tris. Des expériences similaires, dans le méme tampon,
ont ¢ét¢ menées par Karr et al, révélant des constantes Kd de 11, 28, 47 uM
respectivement pour les peptides AB40, AB28 et AB16. Cependant ces constantes sont des
constantes apparentes car les expériences ont été réalisées dans un tampon qui lui aussi
posséde une affinité pour le cuivre. Il y a donc compétition entre le tampon et le peptide.
Pour s’affranchir de ce paramétre, Syme et al. ont effectué¢ des mesures sans tampon par
compétition avec 2 ligands du cuivre (Histidine et Glycine). Ils ont ainsi encadré le Kd
apparent du A28 entre 1.5 et 500 nM. Si on tient compte du tampon utilisé (et de son
affinité pour le cuivre), les Kd sont similaires. Le peptide AP soluble et les peptides
modeles plus courts exhibent a pH physiologique un Kd apparent de 1’ordre du nM a pH
7,4.
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IV.1.b Zn"-AB

Des ¢études basées sur 1’augmentation du signal en fluorescence de la Tyrosinel0
suite aux ajouts successifs ont révélé des constantes Kd de 300 uM pour I’AB40 et 57 uM
pour I’AB42 (Garzon-Rodriguez et al., 1999). Cependant cette étude a été effectuée dans
un tampon Tris/HCl a pH 7,4 qui a une affinité non négligeable pour le zinc, pouvant
ainsi entrainer une sous-estimation de la constante d’affinité. Enfin une étude récente par
compétition avec un chélatant du zinc, le zincon (2-carboxy-2-hydroxy-5-(sulfoformazyl)
benzéne) a permis de détecter une constante apparente de ~ 10° M (Mekmouche ef al.,
2005). Une fois encore, si on tient compte de 1’affinité du tampon pour le zinc, les

résultats de ces deux études sont en accord.

D’une fagon générale, on peut donc dire que I’AP et ses modeles possedent pour
le zinc une affinité de I’ordre du pM (~ 10uM). L’ AP a donc une affinité plus forte pour
le cuivre que pour le zinc. Cela a d’ailleurs été confirmé par le fait que le cuivre est

capable de déplacer le zinc fixé sur AB a pH 6,6 (Atwood et al., 2000).

IV.l.c Fe-AB

Les seules données sur Daffinité du fer avec I’Af sont avec du Fe'. (Garzon-
Rodriguez et al., 1999). Les expériences ont été réalisées dans un tampon Tris/HCI a pH
7,4 en présence d’ascorbate pour maintenir le fer sous sa forme réduite. Les Kd apparents
reportés sont de 13 uM et 0,33 uM respectivement pour AB40 et AP42.

Aucune référence sur Iaffinité du Fe'"' pour 1’ AP ne figure dans la littérature.

1V.1.d Signification biologique de ces sites de fixation des métaux

La premiere question est de savoir si les concentrations des ions métalliques sont
assez fortes pour que I’AP puisse les lier, c'est-a-dire si les concentrations de ces ions ,
sous forme libre, sont du méme ordre de grandeur que les Kd apparents.

Les analyses en spectroscopie Raman ont mis en évidence que les métaux étaient
liés a I’AP dans ces plaques. Cependant, les plaques amyloides sont riches en Cu, Fe et
Zn, et il faut garder a I’esprit que 1I’AP est certes le principal mais pas le seul composant
des plaques séniles. Ces métaux pourraient donc étre aussi liés a ces autres constituants.

La concentration intracellulaire des ions est parfaitement controlée et les teneurs

en Cu" et Zn" libre sont trés faibles (Finney et O’Halloran, 2003). Il en est certainement
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de méme pour les neurones et les autres cellules du cerveau. Les métallothionéines sont
réparties dans tout le cerveau a des concentrations de plusieurs pM. Leur constante
d’affinité pour le Cu' est estimée comme supérieure a 10'* M et pour Zn-MT3 6 * 10'°
M. Elles sont donc 4 des concentrations proches de celles des ions métalliques et avec
des affinités beaucoup plus €levées que I’AB. Cela signifie donc que dans des conditions
normales, I’ AP n’est pas capable de fixer le zinc ou le cuivre dans le cytosol.

Dans le domaine extracellulaire, les conditions sont différentes. Le Cu et le Zn
peuvent atteindre des concentrations de 1’ordre de 15 pM a 300 uM respectivement dans
certaines régions, leur distribution n’étant pas uniforme. Cela laisse donc supposer que
I’AB a acceés a ces pools de cuivre et de zinc malgré la présence probable d’autres

protéines capables de les fixer avec une affinité plus importante.

IV.2 Chimie de coordination

La coordination des ions métalliques a I’A} a des conséquences majeures sur celui-
ci : les ions métalliques sont responsables de 1’amplification du phénomeéne d’agrégation
de I’AP mais aussi de sa toxicit¢ par le biais de modifications physiques
(conformationnelles) et chimiques dues a la présence de ROS.

De nombreuses ¢tudes ont cherché a déterminer quels étaient les ligands mis en jeu

pour les différents complexes métal-Af3.

IV.2.a Cu’-AB

Des études de RPE, de RMN ou encore de spectroscopie Raman ont permis
d’identifier des résidus impliqués dans la chélation des ions métalliques, situés dans le
domaine 1-16 de AP. La coordination est dépendante du pH, mais nous ne développerons

ici que les complexes formés a des pH entre 6 et 8 (proches du pH physiologique).

A pH 7.4, le complexe formé est hétérogéne, mélange entre 2 formes avec des
environnements 3N/10 ou 4N pour le Cu" (Miura et al., 2000; Syme et al., 2004). La
forme majoritaire est un complexe plan carré légérement déformé avec un environnement

3N/10. La forme minoritaire fait elle intervenir une coordination avec 4N.
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De nombreuses ¢tudes (RMN, remplacement d’une Histidine par un autre acide
aminé ..) ont montré que les 3 His (en positions 6, 13 et 14) de AP participent a la
chélation des ions métalliques Cu et Zn (Atwood et al., 1998; Curtain et al., 2001; Dong
et al., 2003; Liu et al., 1999; Miura et al., 2000; Syme et al., 2004; Yang et al., 2000).
Elles participent a la liaison du cuivre par un atome d’azote. Cependant il y a au moins un
autre ligand. Concernant ce quatriéme résidu impliqué dans la chélation, plusieurs
suggestions ont été proposées : allant de I’oxygéne de la Tyr'® (Miura ez al., 2000), a la
fonction NH, terminale (Syme et al., 2004), aux résidus carboxylates (sur Asp', Glu® ou
Glu'") (Karr ef al., 2005) ou encore des azotes du squelette peptidique a pH basique
(Miura et al., 2000). Dans un premier temps la Tyrl0 avait été proposé¢ comme ligand
potentiel (Miura ef al., 2000) mais des études récentes I’ont exclue (Syme et al., 2004;
Karr et al. 2005). Pour la forme 4N, il semble que ce soit le NH, terminal. Cependant le
ligand oxygene impliqué dans la forme majoritaire, n’a pas été identifié. La détermination

de ce quatrieéme ligand oxygene a constitué¢ une partie de nos travaux (chapitre 2).

L’une des histidines pourrait par ailleurs étre un résidu pontant entre deux atomes
de cuivre (Curtain et al, 2001; Smith et al, 2006). Un schéma de coordination
ressemblant a celui de la superoxyde dismutase et favorisant des structures dimériques ou
multimériques a ainsi été proposé (figure. 1.33). L’histidine pontante pourrait également
favoriser des ratios AP : Cu > 1, des steechiométries pouvant aller jusqu’a 2,5 Cu par A

et une coopérativité forte ayant été rapportées dans la littérature (Atwood et al., 2000).

Figure. 1.33. Exemples de modéles du site de coordination de Cu" lié a A (d’aprés (Curtain et
al., 2001)). (A) Site de coordination monomeérique dans un environnement 3N10. (B) Proposition
de modéle dimérique mettant en jeu une histidine pontante entre deux atomes de Cu", expliquant
la fixation coopérative des ions métalliques et la formation d’especes dimériques. Une structure
dimérique avec une histidine pontante et deux sites de coordination identiques pour les Cu"
(3NI10O) a également été envisagée (Smith et al., 2006). (C) Modeéle proposé par Syme et al. avec
le N-terme comme 4™ ligand.
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IV.2.b Zn"-AB

I1 a été montré que le site de fixation du zinc est dans la méme partie N-terminale
hydrophile composée des acides aminés 1 & 16 (AB16) que pour le Cu". (Kozin et al.,
2001).

Plusieurs études montrent clairement que les 3 His en position 6,13 et 14 sont
impliquées. Le remplacement de 1’His13 par une Arg diminue I’affinité pour le Zn ainsi
que l’induction de I’agrégation. (Liu et al., 1999). Yang et al. ont reporté¢ que le
remplacement des His13 ou His14 par une Ala empéche le Zn de favoriser le changement
de conformation en feuillet-p et ’agrégation du AB28. Comme dans le cas du cuivre, le
4°™ ligand pour Zn" fait débat.

Pour ce site, a haut pH, le 4°™ ligand a été identifié. Il semble s’agir de I’Asp1 qui
lierait le cuivre par sa fonction oxygeéne (Mekmouche ef al., 2004). Cela a été confirmée
par Syme et al., 2006.

Une étude récente a pH 6,5 n’est cependant pas en accord avec ces dernicres et

propose le Glul1 et non I’Aspl comme 4™ ligand. (Zirah et al., 2006).

IV.2.c Fel-A

Peu d’études ont ¢été rapportées sur la coordination du Fe a I’AP et celles qui
existent ont été réalisées exclusivement avec le Fe''. Le Fe'" est fortement insoluble en
solution aqueuse en raison de sa précipitation avec les ions hydroxydes. La constante de

solubilité de [Fe"(OH);] est de 6. 107* M. Cela signifie qu’a pH 7, les concentrations

111

en Fe'" doivent étre inférieure a 10" M pour étre sir qu’il soit soluble. Des ligands tels

que le citrate, I’oxalate ou I’acide nitriloacétique, qui forment des complexes parfaitement

I

caractérisés avec le Fe ™, sont donc souvent utilisés pour le stabiliser.

Des ¢tudes en spectroscopie Raman (Miura et al., 2000) sur I’AB16 et I’AB40 ont
montré que, sous forme soluble, ou précipitée la spheére de coordination du métal était
composée du tyrosinate et de carboxylates provenant de I’ Asp et du Glu. Les His ne sont
pas impliquées. Cependant ces expériences ont été¢ effectuées en excés de Fe (4

111

¢quivalents par rapport a I’APB) et sans stabilisation du Fe™'. La formation de précipités

d’hydroxyde a été observée et géne les interprétations. D’autres études devraient étre

11

réalisées avec un ligand pour stabiliser le Fe™ en solution pour confirmer 1’interaction
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entre le Fe et I’Af. Il semble cependant que le Fe'' puisse lier I’AB puisqu’il influence

I’agrégation de I’AP42 (House et al., 2004).

IV.2.d Autres métaux

Mekmouche et al. ont utilisé le Cd" pour mimer la liaison de I’ AP16 avec le Zn".
En RMN 'H, les résonances les plus affectées par addition de Cd" ou de Zn" sont les
mémes, a savoir les 3 His. et a haut pH (pH ~ 8.7) ’Aspl. Cependant les résonances ne
sont pas affectées de la méme fagon. L’addition de Zn" conduit 4 une diminution du

signal alors que 1’addition de Cd" aboutit a son déplacement (shift de quelques ppm).

Des études avec du Co" , souvent utilisé pour mimer le comportement du zinc, ont
¢galement été réalisées avec les peptides AB16, AB20 en milieu non aqueux, dans du de-
DMSO (Da Silva et al., 2005). L’addition de Co" conduit a un déplacement des
résonances attribuées aux NH des His de 40 a 80 ppm, caractéristique de la formation
d’une liaison His-Co". Par ailleurs, comme les 3 signaux des imidazoles des 3 His sont
observés, il n‘y a pas de pont histidine (et donc pas de formation de cluster via des His
pontées). La Tyrl0 a été exclue comme ligand potentiel et aucune indication n’a été

obtenue a propos du N-terminal.

1V.2.e Dans les plagues amyloides

Une étude en spectroscopie Raman a été effectuée sur des plaques amyloides
issues de patients d’Alzheimer. Elle a montré que le Cu" et le Zn" étaient liés par les His.

T ‘s , . . il 111
Aucune indication n’a été trouvée concernant une liaison Cu~ ou Fe

-tyrosinate. Par
ailleurs, dans le cas du Cu", une compétition avec un ligand tel que ’'EDTA (capable de
«I’arracher » & I’AB) diminue D’intensité de la bande attribuée a la liaison Cu'-His,
confirmant les résultats. De plus une autre bande attribuée a une liaison C=0 (backbone)
ou a un carboxylate (de I’Asp ou Glu) li¢ a I’ion métallique est aussi réduite avec ’EDTA
(Dong et al., 2003). Elle est d’une importance majeure puisque c’est la seule sur la liaison
des métaux aux plaques amyloides in vivo. Cependant 1’attribution des bandes pour de

tels complexes n’est pas aisée et elle doit étre complétée par d’autres pour connaitre

exactement la liaison des métaux aux plaques in vivo.
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IV.3 Agrégation

Des études in vitro ont permis de caractériser ce phénoméne. Ainsi, le Zn" a des
concentrations physiologiques (> 300 nM) induit I’agrégation rapide d’AP40 (par
comparaison a 1’agrégation lente en absence de métal) en structures de type amyloide
résistantes aux protéases (Bush et al., 1994a; Bush ef al., 1994b; Huang et al., 1997). Le
Cu", et dans une moindre mesure le Fe'" induisent également la précipitation de Ap & pH
= 7,4 (Atwood et al., 1998). La précipitation de AP42 est de plus fortement accrue par
rapport a AP40, quelles que soient les conditions. Ainsi, dans le cas du cuivre, des traces
de Cu" (< 0,1 pM) suffisent a induire la précipitation du peptide (Atwood et al., 2000).

Le phénomene de précipitation est d’autre part amplifié¢ a pH acide (pH = 6,6),

11 111
dans le cas du Cu” comme du Fe

(Atwood et al., 1998). Or le pH au sein du cerveau a
tendance a s’acidifier Iégérement lors de la maladie d’Alzheimer suite a un phénoméne

d’inflammation, favorisant ainsi la précipitation de A par le cuivre et le fer.

IV.4 Toxicité

Il est désormais admis que les especes réactives de I’oxygene (ROS) telles que
HO’, 02" générées sous des conditions de stress oxydant jouent un réle clé dans les

maladies neurodégénératives.

Il existe une relation évidente entre les ROS et la toxicit¢ de I’AB pour les
neurones (Bush. 2003). De nombreuses études ont montré qu’AP est toxique in vitro et in
vivo en relation avec la présence d’ions métalliques redox actifs trouvés associés aux
Iésions amyloides dans des cerveaux post-mortem (Sayre et al., 2000; Smith et al.,
1997a) (se reporter a (Ali et al., 2004; Cuajungco et al., 2005; Tabner et al., 2002) pour
différentes revues sur ce sujet). La présence de peptide AP oxydé sur Met®”, retrouvé
associ¢ aux métaux Cu' et Zn" dans les plaques amyloides post mortem, traduit
¢galement un environnement pro-oxydant au niveau de ces plaques (Dong ef al., 2003).

11 11 ’
ou Cu et de réducteurs

Le peptide AP, en présence d’ions métalliques Fe
biologiques extérieurs tels que I’ascorbate, la dopamine ou le cholestérol (Opazo et al.,

2002), est capable de générer du peroxyde d’hydrogéne H,O, (Huang et al., 1999a;
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Opazo et al., 2002). Le peptide AP42 est deux fois plus réactif que I’AP40, lui-méme
étant 5 fois plus actif que I’ APB28.
Il a également été rapporté que le peptide AP42, et dans une moindre mesure

111 .7 1 11
coordinés en Cu et Fe

APB40, sont capables de réduire, par eux méme, le Cu" et le Fe
respectivement, alors que les formes plus courtes (telles que AB28) ou le AB40 de rat ne
le peuvent pas (Huang et al., 1999a). Il est a noter que le potentiel de réduction formel de
Cu" en Cu' par Ap42 reporté dans la littérature est fortement positif (environ + 730-780
mV par rapport 8 ENH) et caractéristique des cuproprotéines réductrices, suggérant que la
forme Cu' est stabilisée par le peptide (Huang et al., 1999b). L origine des électrons lors
de la réduction peut étre aussi due a la présence d’agents réducteurs, ou encore impliquer
directement les résidus Met® ou Tyr'® de AP, oxydables en espéces radicalaires Met-S™
ou Tyr-O" (Barnham et al., 2004b; Varadarajan et al., 1999).

Les complexes de Cu' et Fe" peuvent ensuite réagir avec O,, H,O, ou 0,7, s’il
n’est pas consommé dans le milieu biologique par des mécanismes de défense tels que la
catalase ou la gluthatione peroxydase, pour produire des radicaux hydroxyles via une
réaction de type Fenton. Des études de RPE ont montré in vitro la présence de radicaux

hydroxyles associée aux complexes Cu'-Ap ou Fe'-Ap (Dikalov et al., 2004; Tabner et
al., 2002).

Le caractére neurotoxique du peptide P-amyloide (a des concentrations
micromolaires), varie selon I’ordre suivant AB42 > AB40 >> AP40 rat = 0 (Huang ef al.,
1999b), en accord avec les différentes capacités a réduire les métaux et a produire H,O,

(Huang ef al., 1999a), elles-mémes reliées avec la capacité a chélater les ions métalliques.

La réaction d’Ap avec Cu' conduit par ailleurs a I’auto-oxydation de AB (cf.
paragraphes II.1.b.), favorisant de multiples modifications sur celui-ci (carbonylation,
alkylation des chaines latérales des histidines, oxydation des méthionines, ...). De plus,
les ions métalliques, qui structurent les peptides en favorisant des ponts inter-brins, vont
ensuite générer des liens covalents entre ces différents peptides via des modifications
oxydantes telles que des "crosslinks" radicalaires entre deux tyrosines (figure. 1.34)
(Atwood et al., 2004). Ces différentes modifications oxydantes seraient a I’origine des
formes oligomériques de AP résistantes au SDS (Atwood et al., 2000; Dyrks et al., 1992)
qui sont également retrouvées dans les extraits neurotoxiques issus de cerveaux post-

mortem de malades d’ Alzheimer.
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Figure 1.34. Equation de formation des diméres de tyrosines

M redox

Enfin, nous avons déja vu que I’interaction de AP avec les ions Cu" et Fe
actifs est é¢galement a 1’origine d’un stress oxydant plus général.

Cependant, certains résultats semblent indiquer une relation plus complexe entre
la balance homéostatique des ions métalliques et AB. Une hypothése avancée est qu’APP
et AP seraient des métalloprotéines du cerveau possédant un role neuroprotecteur
(Atwood et al., 2003; Kontush, 2001). Le peptide AP serait synthétisé en réponse a la
présence de métaux libres afin de les piéger (Maynard et al, 2002) via ses sites
d’affinités élevées (notamment pour 1’espece AP,Cu) (Atwood et al., 2000). Il pourrait
alors s’agréger pour séquestrer ces métaux au sein des plaques amyloides et/ou agir
comme un antioxydant, de la méme maniére que la SOD, en complexant le Cu" puis en le
réduisant en Cu', catalysant ainsi la transformation d’O,” toxique en H,O,, ce dernier
¢tant ensuite pris en charge par d’autres systémes de dégradation. Certaines études
montrent en effet que AP sous forme monomérique (a des concentrations nanomolaires)
est non toxique et posséde des propriétés antioxydantes, inhibant la formation de ROS par
le cuivre ou le fer (Zou et al., 2002). Cependant, la perturbation de I’homéostasie des
métaux et 1’augmentation du stress oxydant avec 1’age, ainsi que 1’augmentation de la
production de ’espéce AB42, pourraient corrompre cette fonction biologique. Pour une
steechiométrie métal : ligand élevé, le peptide AP deviendrait hypermétallé, s’agrégerait
davantage et pourrait devenir pro-oxydant, produisant des quantités de H,O, supérieures

aux capacités de détoxification de la cellule.

79



Chapitre 1.  Maladie d’Alzheimer : causes, mécanismes et stratégies thérapeutiques

V. Conclusion

Ce chapitre bibliographique illustre la complexité de la maladie d’Alzheimer. On
comprend mieux pourquoi, & I’heure actuelle, il n’y a aucun traitement curatif sur le
marché. Les traitements existants actuellement (inhibiteurs des choline estérases et un
inhibiteur des récepteurs au NMDA) n’agissent pas directement sur les causes de la
maladie. La conception de nouveaux médicaments nécessite en premier lieu la
compréhension du mécanisme de développement de la maladie pour pouvoir « agir a la

source ». En effet, la distinction entre les causes et les effets est difficile a établir.

L’implication des ions métalliques dans la maladie d’Alzheimer est un point
essentiel, puisque les métaux prennent part a 1’agrégation du peptide amyloide et a sa
toxicité via la génération d’especes réactives de 1’oxygene, déléteres pour un grand
nombre d’espeéces biologiques (lipides, protéines, ADN). L’¢étude du complexe formé

entre les métaux et le peptide peut donc élucider de nombreuses questions.

Le laboratoire est impliqué dans la compréhension du rdle des métaux de
transition dans les maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer. Le
projet détaillé ici se focalise sur I’interaction entre le cuivre (Cu' ou Cu") et le peptide
AB.

Le deuxiéme chapitre rapporte 1’é¢tude structurale et thermodynamique du
complexe Cu'-Ap. Nous décrirons la force de I’interaction entre le peptide et le métal.
L’identification des ligands mis en jeu sera également discutée.

Dans les deux chapitres suivants, nous présenterons les études portant sur la
production de radicaux hydroxyles et sur I’agrégation, les deux phénomenes clés de la
maladie. Nous aborderons ainsi le réle du cuivre dans tous les aspects du développement

de la maladie.
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Avant propos

Il a été proposé que le site de fixation du métal se situe dans les 16 premiers
acides aminés du peptide AP (chapitre 1, partie IV), impliquant notamment les histidines
en position 6, 13 et 14 (figure 2.1). De plus, ce peptide AB16 tronqué n’a pas la tendance
a agréger ou a former des fibres lorsqu’il est a des concentrations modérées,
contrairement aux APB40 ou AP42. Il est donc couramment utilis¢ pour mimer le

comportement du peptide APB42 sous forme soluble vis-a-vis de la fixation des métaux.

HN —[ D-AEFRHD-53G -Y-E_Y-I-I-I-I-Q-K]— COOH Apl6
HN —[ D-AEF-RHD-86-Y-E-V-H-H-Q-K-L-V-F-F-A-ED-V-G-5-N-K }—COOH Af28
HN —[D-.-\-E-F—R-:-:-D-S-G-Y-E-\'—Z{-:{-Q-K-L-\'-F—F-A—E-D-\'-G-S-N-K-G-G-A—I—I—G-L-I\.-I-\'-G-G-\'.T-I ]7 COOH Af42

Figure 2.1. Séquence des peptides Af. Les Histidines (en position 6,13,14) impliquées dans
Iinteraction avec le cuivre sont symbolisées en rouge

De méme, un peptide plus long, I’AB28 (constitué des acides aminés 1 a 28) est
¢galement souvent utilis¢€ comme peptide modele pour la fixation des métaux. Il contient
aussi le site de fixation des métaux, mais présente aussi la particularit¢ d’agréger
lentement, et de pouvoir former des fibres. Il permet donc de mimer le comportement des

peptides AB40 et AB42 pour la liaison cuivre/Af et pour I’agrégation.

L’utilisation des peptides modeles n’exclue évidemment pas la nécessité d’étudier
les complexes formés avec les peptides AB40 et AB42. La stratégie a donc été d’utiliser
dans un premier temps les peptides modeles, AB16 et AB28, car plus faciles a manipuler
et moins chers, puis d’étendre ensuite les études aux peptides AB40 et AB42, directement
impliqués dans la maladie d’Alzheimer. Cela a permis de valider les peptides les plus
courts comme modeles pour la fixation des métaux pour les formes solubles de AB40 et
AB42 mais aussi de trouver des différences pouvant expliquer la toxicité des oligomeres

formés par les peptides AP40 et Ap42.
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I. Nombre de sites de fixation et constantes

d’affinités

Quand on parle d’interaction métal-peptide, les premiéres questions qui viennent a
I’esprit sont « Combien le peptide peut-il fixer d’ions métalliques ? » et « quelle est la

force de ces interactions ? »

La coordination du Cu" au AP a été trés étudiée. Nous avons déja vu que les
peptides AB16 et AB28 peuvent lier spécifiquement 2 équivalents de cuivre (chapitre 1,
paragraphe IV.1): un site de forte affinité et un site avec une affinité plus faible.
Cependant, les constantes de fixation associées sont encore trés discutées. Les valeurs,
rapportées dans la littérature vont de 1.5 nM (Syme et al., 2004; Karr et al., 2005) a 6.3
atoM (Atwood et al., 2000) pour le site de plus grande affinité soit un rapport de grandeur
de 10° ! Or il est important de connaitre cette valeur pour expliquer les échanges d’ions
métalliques entre les protéines in vivo. Cela permet également d’estimer si I’AB est
capable de lier le cuivre in vivo. La constante de fixation du second site n’est pas décrite
dans la littérature.

Notre premicre ¢tude a donc été de déterminer I'ordre de grandeur de ces

interactions.

I.1 Vérification du nombre de sites de fixation

Pour déterminer le nombre de site de fixation du cuivre, sur les peptides, une
technique classique est de faire une compétition avec un chélatant du cuivre.
La résine chelex se présente sous forme de billes a la surface desquelles ont été greffés
des groupes fonctionnels iminodiacétates capables de former des liaisons de coordination
avec les métaux via les atomes d’oxygene et d’azote. Cette spécificité permet de
différencier les fractions de cuivre « libre » et de cuivre lié par une combinaison de
facteurs cinétiques et d’exclusion par la taille (Florence et Batley, 1977). Il a une affinité
faible pour le cuivre et fixe donc uniquement le cuivre libre (ions Cu" en solution non
fixés par ’AB) dans la solution, plus facile d’acceés sans prendre celui li¢ a I’AB. Une

simple centrifugation permet de séparer le chelex du peptide. En ajoutant du chelex a une
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solution d’AP en présence d’un exces de cuivre, on peut donc en déduire la quantité de

cuivre li¢ a I’AP, c'est-a-dire le nombre de site de fixation de cuivre sur I’Ap.

Des ajouts successifs d’une solution de chlorure de cuivre (jusqu’a 4 équivalents
de Cu" par rapport a I’AP) ont été effectués sur une solution de A (100 pM) dans un
tampon Hepes 50mM, NaCl 100 mM pH 7,4. Les spectres UV-visible obtenus avec le
peptide AB16 sont représentés sur la figure 2.2.

1.0+

DO

0.0

T T T T - T 1
250 300 350 400
A (nm)

Figure 2.2. Détermination du nombre de site de fixation de cuivre sur I’Af16 en spectroscopie
UV-Visible. La solution de peptide AB16 (courbe bleue) est de 100uM dans un tampon Hepes
S50mM, NaCl 100 uM a pH=7,4. Des ajouts de successifs de 2 et 4 équivalents de cuivre,
(respectivement courbes rouge et noire), sont effectués. Aprés ajout du chelex (chélatant du
cuivre) et séparation par centrifugation, la courbe verte est observée. Elle est similaire a la
courbe correspondant a Cu"-AB16.

La courbe bleue représente le spectre du peptide seul dans le tampon. On observe
la bande d’absorption de la tyrosine a 276 nm qui permet par ailleurs de déterminer la
concentration du peptide (chapitre 5). L’ajout de cuivre provoque I’apparition de
nouvelles bandes, notamment des bandes dues au transfert de charge Cu-Histidine,

indiquant une interaction du cuivre avec le peptide.

Une solution de chelex est ajoutée, sur un mélange AB16 + 4 équivalents de Cu"
(courbe noire). Le tout est mélangé puis centrifugé. Le spectre obtenu (courbe verte) est
alors similaire a celui obtenu pour I’AP en présence de 2 équivalents de cuivre (courbe

rouge). Sur les 4 équivalents de cuivre initialement introduits, 2 ont été fixés par le
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chelex. 2 équivalents de Cu" seulement avaient donc été réellement fixés par I’AB16. Le
peptide possede donc deux sites de fixations pour le cuivre.
Les résultats obtenus sont similaires pour les 4 peptides AB16, AP28, AB40 et

APB42. Tous ces peptides possédent donc 2 sites de fixation pour le Cu".

Ce résultat concorde avec la littérature (Atwood et al., 2000; Syme et al., 2004). 11
sera ¢également confirmé par des études présentées ultérieurement ayant permis de

déterminer les constantes de fixation associées a ces deux sites.

I.2 Constantes de fixation

Connaitre la force de I’interaction entre le peptide AP et le cuivre est important
pour la compréhension des transferts des métaux in vivo. De plus, la conception de
nouveaux médicaments comme chélateurs des métaux est un axe de recherche
thérapeutique important dans la lutte contre Alzheimer, comme nous 1’avons décrit dans
la premiére partie. Or de tels chélateurs ne doivent pas appauvrir I’organisme en métaux
mais perturber l’interaction métal-AB. Leur affinit¢é pour le cuivre doit donc Etre

légerement supérieure a celle de I’ AP.

Pour déterminer les constantes d’affinité correspondant aux deux sites de fixation
du cuivre, deux techniques ont été utilisées: la titration calorimétrique isotherme et la

spectroscopie de fluorescence.

L’affinité du peptide pour le cuivre pour les différents peptides a été déterminée a
pH physiologique (pH ~ 7,4) en présence de NaCl (50mM). Pour cela nous avons
travaillé en milieu tamponné. Or le tampon a aussi une affinité (plus ou moins forte) pour
le cuivre. Les constantes mesurées sont donc des constantes apparentes a pH 7,4 caril y a
une compétition pour la fixation du cuivre entre le tampon et le peptide. Cependant cela
suffit pour les comparer a d’autres constantes d’affinité cuivre-protéine, souvent

mesurées dans des conditions similaires, et qui sont donc aussi des constantes apparentes.
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[.2.a La Titration Calorimétrique Isotherme (ITC)

La titration calorimétrique isotherme (ITC) est une méthode de choix pour étudier
la force d’interaction entre deux molécules (voir matériel et méthode) (Wiseman et al.,
1989 ; Jelesarov et Bosshard, 1999 ; Leavitt et Freire, 2001). Elle permet de mesurer
directement la chaleur associ¢e a la formation d’un complexe et d’en déduire ainsi la
constante d’affinité. Les expériences sont réalisées a température constante, dans une
enceinte adiabatique par titration d’une solution de peptide par une solution de chlorure
de cuivre. Apres chaque ajout d’une petite quantité¢ de cuivre, la chaleur absorbée ou
fournie pour maintenir la température constante est mesurée. De 1a, 3 paramétres
fondamentaux (la stoechiométrie, les constantes d’affinité, et I’enthalpie) peuvent étre
déduits. L’entropie peut étre ensuite calculée a partir des constantes d’affinité et de

I’enthalpie.

Le choix du tampon

Les concentrations nécessaires pour étudier 1’interaction varient en fonction de la
constante de dissociation. Les valeurs relevées dans la littérature indiquent une constante
de dissociation aux environs de 1 uM. Pour mesurer I’interaction sans difficulté, le
produit de la constante Ka par la concentration en peptide (c) doit étre comprise entre 10
et 200 : 10 <Ka * ¢ <200. Cela se traduit par une concentration d’ A comprise entre 10
uM et 200 uM. Par ailleurs, la concentration en Cu' doit étre une douzaine de fois celle
en peptide. L’enceinte adiabatique, qui contient la solution de peptide, a un volume de 1,3
ml. La seringue d’injection, qui contient la solution de chlorure de cuivre, a un volume de
296 ul. D’apres nos expériences et la littérature, il y a deux sites de fixation pour le
cuivre sur le peptide. Pour les visualiser, il faut donc utiliser une concentration en cuivre
légerement supérieure a (1,3 / 0,296) * 2 * 80 uM soit environ 1 mM. Or, a cette
concentration, le cuivre précipite dans certains tampons. Leur utilisation aboutirait donc a
des valeurs erronées. Des tests de la solubilité du cuivre & ImM dans différents tampons
(Hepes, Tris, Mops, phosphate..) ont donc été réalisés en spectroscopie UV. C’est ainsi
que I’utilisation du tampon phosphate a été¢ exclue.

De plus, le tampon doit également ne pas avoir une affinité trop élevée pour le
cuivre qui doit étre facilement accessible par le peptide. Plus la constante d’affinité du

tampon pour le cuivre est élevée, plus le peptide aura des difficultés a le lui arracher et
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plus la valeur de la constante obtenue apparaitra comme faible. Si I’interaction cuivre-
tampon est trop forte, elle peut méme masquer un site de fixation, la constante d’affinité
peptide-cuivre devenant inférieure a la limite de détection de I'ITC. Comme nous le
verrons, c’est le cas pour le second site de fixation avec le tampon le tampon Tris, qui a
une affinité pour le cuivre de 10*M™ (Martell ez al., 2004).

Le tampon Hepes a une affinité peu élevée pour le cuivre, Ka = 10° M (Martell e
al., 2004). De plus, au pH considéré, la solubilit¢ du cuivre est supérieure au
millimolaire. Il convient donc pour cette étude. Les mesures d’ITC ont été effectuées a

25,0 £ 0.1 °C dans un tampon 50 mM HEPES, 100 mM NaCl, pH = 7.4.

Les titrations

Les mesures d’ITC nécessitent un certain temps (équilibrage préalable de
I’appareil, retour a 1’équilibre aprés chaque ajout de cuivre, etc ..), elles n’ont donc été
effectuées qu’avec les peptides AB16 et AP28. Avec les peptides AB40 et AP42,
I’agrégation risque d’interférer avec la complexation. Il serait alors impossible de
distinguer la chaleur dégagée due a la fixation du cuivre et celle due a 1’agrégation. En
revanche cela serait une expérience intéressante pour étudier 1’agrégation. Les valeurs des
constantes d’affinit¢ pour ces deux peptides seront déterminées par spectroscopie de

fluorescence, ou les mesures sont beaucoup plus rapides (paragraphe II de ce chapitre).

La figure 2.3 illustre les résultats obtenus lors des titrations des solutions d’AB16
et AB28 avec 2,6 équivalents de Cu'. La courbe A représente les résultats bruts, c'est-a-
dire les chaleurs mesurées aprés chaque ajout de cuivre dans la cellule. La courbe B
représente les données traitées, intégration des données brutes (chaleur dégagée par mole
de ligand) avec le programme fourni par le fabricant Origin® pour ITC. Elle est
caractéristique de deux sites de fixation avec deux constantes différentes. Aprés 2
équivalents de cuivre, il n’y a plus d’interaction entre le peptide et le métal et on observe
juste un effet de dilution. La courbe C illustre les données traitées de I’expérience avec le

peptide AB28.
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Figure 2.3. Titration Calorimétrique Isotherme d’une solution de AP par une solution de
chlorure de cuivre. La concentration initiale en peptide de 80uM et celle de cuivre ImM. Toutes
les solutions sont dans un tampon Hepes 50mM, NaCl 100mM a pH 7.4. A) Données brutes d 'une
solution de API6 titrée par une solution de cuivre. B) et C) représentent respectivement les

données traitées pour la titration des solutions de AP16 et AB28. La courbe rouge symbolise la
meilleure simulation pour la détermination des parameétres enthalpiques.

Ces courbes sont ajustées avec une régression utilisant la méthode des moindres
carrés pour obtenir la constante d’association (Ka), le nombre de molécules de peptide
par complexe de Cu" (steechiométrie, n), et I’enthalpie associée a I’interaction (AH). Il a
été¢ décrit que les peptides AP possedent 2 sites de fixation pour le cuivre. Nos
expériences avec le chelex I’ont confirmé (paragraphe 1.1). Le modéle avec 2 sites de
fixation a donc été utilisé. Les meilleures simulations donnent les valeurs reportées dans

le tableau 2.1.

Tous ces parametres sont évalués avec une incertitude inférieure a 10%.

Les meilleures simulations, que ce soit pour le peptide AB16 ou AB28, révelent
des stoechiométries 0.8 +/-0.1 et 0.7 +/-0.1 respectivement pour le premier et le second
site de fixation. Ceci est légerement inférieur a une stoechiométrie totale de 2 sites,
correspondant & la formation des complexes Cu";-AB16/28 et Cu'-AP16/28 comme le

suggere les expériences spectroscopiques effectuées dans les mémes conditions (UV-Vis
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et RPE). Cependant il est décrit dans la littérature, que lors des analyses des courbes
calorimétriques avec 2 sites de fixation sur d’autres systémes, la stoechiométrie obtenue
pour la meilleure simulation différe souvent légérement de 1. (Zhang et Wilcox, 2002).
Des simulations ont donc également été effectuées en fixant les stoechiométries de
chacun des sites a 1,0. Dans ces conditions, les autres parametres (K et AH) n’ont pas été

significativement modifiés.

AP16 AP28
n; 0,82 0,84
K 1,1.10" M 1,4.10" M
AH, -0,42 keal.mol™! -0,53 keal.mol™!
ASq 31 cal.mol K! 31 cal.mol X!
n; 0,73 0,68
K; 1,4.10° M 1,1.10° M™!
AH, - 0,93 kcal.mol™ - 3,60 kcal.mol™
AS, 21 cal.mol ' K 11 cal.mol' K

Tableau 2.1. Valeurs des paramétres obtenus avec la meilleure simulation pour les peptides
API16 et AP28.

Les constantes apparentes de fixation pour le site fort et le site faible sont
similaires pour les deux peptides APB16 et AB28. Pour le site de forte affinité, les
meilleures simulations aboutissent a des valeurs comprises entre 1 * 107 et 1,5 * 10’ M.
Cela revient a des constantes de dissociation apparentes Kd,p, entre 60 et 100 nM.

Pour le site de plus faible affinité, les constantes apparentes obtenues sont environ

100 fois plus faible, c'est-a-dire un Kd,p, aux environs de 10 uM.

Un autre parameétre thermodynamique obtenu est 1’enthalpie. L’enthalpie de la
réaction est relativement faible, -0.42 et -0.53 kcal.mol' respectivement pour les deux
solutions AP16 et AP28. En revanche, la contribution entropique calculée est assez
élevée, environ 31 cal.mol.K ! dans les deux cas.

Des différences notables apparaissent sur le second site de fixation. Dans le cas de
I’AB16, la meilleure simulation indique une enthalpie de réaction de ’ordre de -1
kcal.mol™, alors que pour I’AB28 elle est trois fois plus faible (-3 kcal.mol). En
conséquence, 1’entropie du second site d’affinité est de 21 cal.mol. K™ dans le cas de

AP16 mais seulement de 11 cal.mol™ K™ pour Ap28.
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Le site de faible affinité ne peut pas étre analysé aussi facilement que le site fort
comme nous le verrons tout au long de ce chapitre. Il n’est pas possible de conclure
exactement sur 1’origine des différentes contributions de 1’entropie et de 1’enthalpie.
Cependant le fait que AS, soit de 10 cal.mol K™ plus faible avec AB28 qu’avec AP16
peut étre expliqué par le fait qu'une molécule d’eau n’est pas libérée lors de la formation
de la liaison Cu"-Ap28 (mais libérée avec AB16). La valeur de 9.5 cal.mol’ K™ par
molécule d’eau libérée venant du cuivre a été reportée (Blasie et Berg, 2003) ; en solution
le cuivre est hydraté, sous forme Cu"(H,0),. Cela est en accord avec la présence d’un site
labile sur le site de faible affinité avec AB28 (mais pas AB16). Ce phénomene sera décrit
dans la partie III.2 de ce chapitre 2.

La plus forte contribution entropique dans le cas du premier site de fixation
comparativement au second pourrait étre due a I’un des phénomenes suivants :

(1) libération d’un plus grand nombre de molécules d’eau venant du Cu"

hydraté ou du peptide lors de la formation du complexe Cu'-Ap.

(i1) changements de conformations, correspondant a une plus grande
organisation lors de la fixation du second Cu'", induisant une
diminution du degré de liberté.

(1i1) changements entropiques dus a la protonation du tampon. Des protons
originaires du ligand pourraient étre déplacés lors de la formation de la

liaison entre le Cu" et le peptide.

Des expériences ont également ¢été réalisées dans le tampon Tris qui a une constante
d’affinité pour le cuivre estimée 100 fois supérieure a celle du tampon Hepes (Martell et
al., 2004). Cela influe sur les résultats obtenus (figure 2.4).

La courbe obtenue est tres différente des précédentes, étant caractéristique d’un seul
site de fixation. Cela s’explique par la forte affinité du Tris pour le cuivre (Ka= 10* M™).
Elle est si forte que la fixation du cuivre sur le second site du peptide ne peut pas étre
détectée. En effet, le Kd,,, obtenu dans le Tris est diminué d’environ un facteur 100 par
rapport a celui du tampon Hepes. Ainsi la constante apparente pour le premier site est de
I’ordre de Kayp, = 1,3 .10° M soit un Kdap, ~ 7,2 uM. Pour le second site, le Ka,y, qui
était de 10° M dans I’Hepes, devrait étre de 1’ordre de 10° M. Or la limite de détection
par 'ITC est a 10*M™. Par conséquent, ce second site de fixation n’est pas observable et

la courbe semble indiquer la présence d’un seul et unique site de fixation pour le cuivre.
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Figure 2.4. Titration Calorimétrique Isotherme d’une solution de AP16 par une solution de
chlorure de cuivre dans un tampon Tris 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.4. A) La concentration
initiale de peptide dans la cellule est de 80 uM et celle de cuivre 1 mM. L’interaction Cu-tris est
beaucoup plus forte que celle entre le cuivre et [’Hepes. Le premier site de fixation de I’API6
apparait avec une constante plus faible. Le second site de fixation est quant a lui masqué,
Uinteraction devenant inférieure a la limite de détection de I'ITC. B) Paramétres obtenus avec la
meilleure simulation pour la titration.

Si le Cu" se fixe au ligand protoné (par exemple HisH'), des protons H™ sont
dégagés lors de la formation de la liaison Cu'-Ap, et se fixent au tampon. Connaissant la
différence d’énergie de protonation des tampons Tris et Hepes, et la différence
d’enthalpie des deux réactions, on peut avoir une idée du nombre de protons dégagés lors
de la formation du complexe.

L’enthalpie de protonation de I’'Hepes est de —5,18 kcal.mol” pour une solution a
25°C et ayant une conductivité p = 0,1. Celle du Tris dans les mémes conditions est de —
11,34 kcal.mol™. La différence d’enthalpie entre les réactions effectuées dans le Tris et
dans 1"Hepes (-2,8 kcal.mol™), provient principalement de la différence d’enthalpie de la
protonation entre les tampons (—6,22 kcal.mol™). Le nombre de protons libérés par le
peptide au cours de la réaction est donc égal au rapport de ces différences soit 2,8/6,22 ;
c'est-a-dire 0,42.

En considérant que les His en position 6, 13 et 14 sont des ligands (comme nous
le confirmerons au chapitre II), il est possible de calculer le nombre H' libérés par les His
lors de la fixation du cuivre en se basant sur leur pKa. A pH 7,4 les histidines sont

partiellement protonées.
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His protonée ﬁ His déprotonée + H"

Les pKa des His, 6,13 et 14 sont respectivement 7, 6,9 et 6,8 (+/ 0,1) (Zirah et al.,
2006). La relation entre pH et pKa est la suivante pH = pKa + log ([His déprotonée]/[His
protonée]). On peut donc en déduire que [His protonée]/[His déprotonée] = 10 (pH-pKa).
Le pH est égal a 7,4. A ce pH, les His 6, 13 et 14 sont majoritairement déprotonées, il
reste respectivement 0,28, 0,24 et 0,20 H' fixés. Au total cela fait 0,72 H™ qui seront
libérés lors de la fixation du cuivre. Le résultat est donc 1égérement différent des 0,42
déduits des expériences de calorimétrie. Cependant on ne tenait pas compte de
I’interaction entre le cuivre et le tampon : AHr¢action = AHformation complexe + AHprotonation-tampon

— AHCuH_mnpon — AHippo-peptide- 11 s’avere que celle-ci n’est en fait pas négligeable.

[.2.b La Fluorimétrie

La simulation pour I’analyse de données en ITC requiert 6 paramétres: enthalpie,
constante d’affinité et stoechiométrie pour chaque site de fixation. D’autres méthodes ont
¢été utilisées pour confirmer les résultats de I'ITC.

Les mesures spectroscopiques et la littérature suggerent que les peptides AB16/28
ont deux sites de fixation pour le cuivre avec une stoechiométrie 1:1 pour chaque site. Il
est difficile de déterminer 1’enthalpie autrement que par ITC. Le seul paramétre qui peut
encore étre confirmé est donc la constante de dissociation Kd des deux sites dans les

mémes conditions expérimentales que celles de I'ITC (tampon, pH, température).

La titration du cuivre

Les peptides amyloides possédent des propriétés en fluorescence dues a la présence
de la Tyrosine en position 10 dans la séquence, sensible a la liaison avec le cuivre. En
appliquant une excitation a une longueur d’onde de 270 nm, on observe une réémission
de I’énergie absorbée a 308 nm. Lorsque le peptide fixe le cuivre, I’intensité du signal
réémis diminue (figure 2.5). Ainsi, il est possible de suivre la fixation du cuivre en
fluorescence. Des expériences ont donc été réalisées pour déterminer les constantes de

fixation sur les différents peptides (Ap16/28/40/42).
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Figure 2.5. Titration d’une solution de peptide Af40 par une solution de cuivre suivie en
Fluorescence. (A) Les courbes représentent les spectres d’émission obtenus sur les différentes
solutions apres excitation a A = 270 nm. Plus la concentration en cuivre est importante et plus
Uintensité du signal diminue.(B) Intensité de fluorescence relative au dosage d’une solution de 10
uM de AB16 par additions successives de CuCl,.

La figure 2.5.A représente le dosage d’une solution d’amyloide (10 uM) par une
solution de cuivre. La courbe «kakie» est obtenue avec 1’apo-peptide. Les ajouts

successifs diminuent le signal de fluorescence de la tyrosine.

Ces résultats peuvent étre traduits en fonction du nombre d’équivalent de cuivre
(figure 2.5.B). La courbe ainsi obtenue peut étre décomposée en 2 parties : une premiere
ou la diminution du signal est linéaire et une seconde ou la diminution est logarithmique.

La premiere partie linéaire correspond a la fixation du cuivre sur le site de haute
affinité. Ceci est en accord avec le fait que la constante de dissociation du premier site de
fixation (100 nM) est plus faible que la concentration utilisée (10 uM) d’environ un
facteur 100. Tout le cuivre ajouté jusqu’a un équivalent par rapport au peptide est fixé

entiérement par le premier site de fixation.

Lorsque le premier site de fixation est plein, le second site va se remplir a son
tour. Un point de rupture est d’ailleurs trés nettement observable sur la figure 2.5.B,
correspondant au changement de 1’affinité¢ du peptide pour le cuivre. Les ajouts de cuivre
conduisent a une courbe de type logarithmique. Le cuivre est donc en équilibre entre une

forme liée par le peptide (pour former des complexes Cu,"-AB avec une constante de
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dissociation du méme ordre de grandeur que la concentration de peptide) et une forme
libre. L affinité du second site peut étre estimée en se basant sur 1’équilibre suivant (1):

Cu™-AB+ Cu" <=> Cu"-Ap (1)
La constante apparente de 1’équilibre est donc :
[Cu"-AB] [Cu']

Kdapp = (2)

[Cuy"-AB]

La concentration [Cu,-AP] est estimée par la diminution du signal en
fluorescence aprés formation du complexe Cu,"-Ap. Quand le signal a diminué de moitié
alors on a [Cu,"-AB] = [Cu;"-AB]. La constante apparente Kd,pp est alors égale a la
concentration de cuivre libre [Cu"] qui est la différence entre le cuivre total introduit
moins celui 1ié a VAP (c’est a dire [Cu,"-Ap] plus [CU.zﬂ—AB]).l

La constante apparente Kd,p, ainsi déduite est de 10pM. Ce résultat est en accord

avec celui obtenu en ITC.

L’expérience est réalisée avec tous les peptides, c'est-a-dire AB16, AP28, AB40 et
AP 42. Les résultats pour les constantes de dissociation sont similaires, variant entre 40 et
100 nM pour le premier site de forte affinité et entre 5 et 10 uM pour le site le plus faible.
L’affinité des peptides AB40 et AB42 pour le cuivre semble 1égerement supérieure a celle

des peptides AB16, APB28.

Compétition avec la L-Glycine et I’Histidine

Une méthode efficace pour déterminer une constante de fixation entre un peptide
et un métal est d’effectuer une compétition avec un chélatant de ce métal dont ’affinité
est connue. La L-Glycine et I’Histidine forment avec le cuivre des complexes, de
stoechiométrie 2:1, décrit dans la littérature (Dawson et al., 1986). Quand la Glycine

(Gly) ou la L-Histidine sont introduites, elles entrent en compétition avec le peptide AP

! Dans I’exemple ci-dessus, une diminution de la moitié du signal est observée pour une
concentration totale en Cu" dans la solution [Cu"]y & 25 pM. La concentration initiale en peptide
[AB]o est de 10uM. La concentration de cuivre li¢e a 1’équilibre [Cu,"-AB] + [Cu,"-AP] est donc
de 15 uM. La concentration de cuivre libre est alors égale a [Cu"]o-([Cus"-AB] + [Cu,"-AB]) soit
10 uM.
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pour la fixation du cuivre et le signal de la Tyrosine va réapparaitre. A pH 7.4, les
constantes apparentes sont de 7.5 * 10° M pour Cu"-Gly; et de 2.4 * 10* M pour Cu'-
HiSz.
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Figure 2.6. Intensité de fluorescence relative du dosage d’une solution de 100 uM de Cu"-
AP16 par additions successives de Glycine. Expérience réalisée dans un tampon Hepes 50 mM,
NaCl 100mM, pH 7,4.

Comme nous I’avons montré précédemment, 1’addition du premier équivalent de
cuivre diminue le signal de fluorescence d’environ 70%. L’ajout du second équivalent de
Cu" annihile les 30% restant. La Glycine est ajoutée sur une solution de AB contenant 2
équivalents of Cu" liés, c'est-a-dire a Cu",-AP16. Pour s’assurer que le second équivalent
est quantitativement fixé a I’Ap, les expériences sont réalisées a une concentration plus
¢levée (100 uM). La titration avec la Glycine fait réapparaitre la fluorescence de la

tyrosine (figure 2.6).

Ici encore, deux parties distinctes apparaissent sur la courbe. La premicre
correspond a la réapparition des 30% de fluorescence apreés 1’addition de quelques
équivalents seulement. La Gly est capable de prendre le Cu fixé par le second site de
fixation. Aprés I’addition d’un peu plus de 2 équivalents de Gly, I’intensité de
fluorescence est revenue a plus de 15 % ; c'est-a-dire qu’environ la moitié du Cu est
arraché apres 1’addition d’un peu plus de 2 équivalents de Gly. Cela indique que le Ka de
Cu"-Gly, est au moins aussi fort que le site de faible affinité. Ce résultat est en accord
avec un Ka autour de 10° M déduit des expériences en ITC et par les mesures directes
en fluorescence (paragraphe précédent). Apres I’addition 120 équivalents de Gly

(seconde partie de la figure 2.6), les 70% réapparaissent lentement, en accord avec un Ka
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de Cu"-Gly, plus petit que le site de forte affinité de Ap. Ce résultat corrobore les études
précédentes avec un Ka aux environs de 10’ M. Les résultats sont similaires pour les

peptides AB16/28/40 et 42.

L’¢étude portant sur le premier site de fixation a montré que la moiti¢ du signal
maximal de fluorescence réapparait avec environ 20 équivalents de glycine. Il faut 2
molécules de Glycine pour un ion cuivre pour former le complexe Cu"-Gly,. Cela
implique que 1’affinité de 1’AB pour le Cu" est donc au moins 10 fois supérieure a celle
de la glycine. La constante pour le site fort est donc au moins dans le submicromolaire
(Kd<<0,5 uM)

Des titrations analogues de solutions de Cu'-Ap ont été effectuées avec la L-
Histidine. Dans ce cas, la fluorescence de la tyrosine revient a son maximum apres
I’addition d’un peu moins de 2.5 équivalents de L-Histidine. Deux molécules de L-
Histidine fixent un seul ion cuivre Cu>" avec une constante apparente de 4.2 nM a pH 7.4.
Cela signifie donc que I’affinité pour le cuivre de la L-His est environ 8 fois plus forte

que celle de I’Ap.

Ainsi la constante d’affinité du premier site de fixation du cuivre des peptides AP
a pu étre encadrée. Elle est plus forte que 7,5 * 10° M mais plus faible que 2,4 * 10° M.
Cela confirme donc bien un Kd,,, de ~ 0,1 uM pour le site de forte affinité. Des
expériences de compétitions a un pH de 7,8, figurent déja dans Ia littérature (Syme et al.,

2004) et ont abouti a des conclusions similaires.

Les analyses spectroscopiques vont dans le méme sens que I'ITC. Elles
confirment bien la stoechiométrie : présence de 2 sites de fixation sur tous les peptides

AP avec des constantes de dissociation respectives de 1’ordre de 100 nM et 10 uM.

Ces résultats sont particulierement intéressants car ils nous renseignent sur la
capacité de I’ AP a lier le cuivre in vivo.

La concentration extracellulaire de cuivre est en moyenne de 10 uM dans le
plasma avec des pics atteignant méme 15 uM (Lovell et al., 1998). La constante
déterminée pour le site de fixation le plus fort est entre 100 et 1000 fois plus faible que
ces concentrations. Principalement, I’AP est donc capable de fixer le cuivre in vivo dans

son site de forte affinité.
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La constante apparente du second site est par contre 100 fois inférieure a celui du
premier site; elle est donc du méme ordre de grandeur que la concentration en cuivre dans
le domaine extracellulaire. En théorie, une fixation du cuivre sur le second site de I’Af}
est possible, mais dans la réalité, il y a probablement d’autres protéines avec des
constantes de fixation plus forte. Il n’y aura donc pas de cuivre dans ce second site. On
peut donc s’interroger sur le role effectivement joué in vivo par ce second site.

De plus la « concentration » maximale d’AP sous forme de fibre peut €tre estimée
a 100 mM, en se basant sur le modéle de Tycko et al., 2003 qui est relativement dense.
La densité des fibres dans les plaques est mal connue, mais elle semble aussi dense. Les
concentrations de métaux dans les plaques sont de 1’ordre de 1 mM pour le zinc et le fer
et de 0,4 mM pour le cuivre. Cela laisse donc supposer que les métaux sont en sous
stoechiométrie par rapport a I’AB. Des études récentes ont confirmé cette impression.
L’analyse des plaques séniles a montré que le ratio pour AP/métal était entre 1/1 et 1/200
pour le Fe et le Zn et entre 1/10 et 1/2000 pour le Cu. (Beauchemin et Kisilevsky, 1998).
Les sites de fixation ne sont que partiellement remplis. Dans le cas du cuivre, seul le site
de plus forte affinité devrait étre occupé, puisque le second site a une affinité plus faible.
Cependant on ne peut pas exclure totalement la possibilité de fixation a ce second site
dans le cas de concentrations locales fortes ou quand le premier site de fixation est

endommagé, par exemple par la production d’especes réactives de I’oxygene.
I1. Les ligands mis en jeu

Il a ét¢ mis en évidence que les peptides AP possédent 2 sites de fixation pour le
cuivre. Une question intéressante est la détermination de la coordination du cuivre, de la

nature des ligands mis en jeu dans chacun de ces deux sites.

Le site de forte affinité est déja bien caractérisé. Comme nous l’avons vu au
chapitre 1 paragraphe IV.2, il a été montré que les Histidines en position 6,13 et 14 sont
des ligands du cuivre (Curtain et al., 2001; Syme et al., 2004; Schoneich et Williams
2002; Kowalik-Jankowska et al., 2004; Karr et al., 2004; Karr et al., 2005; Tickler et al.,
2005). Cependant le 4°™ ligand fait toujours débat. Plusieurs acides aminés ont été
proposés. Syme et al. ont montré par des analyses RMN que le NH; terminal peut étre
impliqué. Les 4 ligands du cuivre seraient alors 4 azote (3N d’histidine + NH; terminal).

Cependant, les études RPE ont montré que 1’environnement du Cu" & pH 7 semblait étre

112



Chapitre 2. Caractérisation structurale et thermodynamique du complexe Cu"-Ap

3N/10. Les études suivantes ont pour but de déterminer quel est le 4™ ligand oxygéne et
d’expliquer comment le NH, terminal pourrait lui aussi étre impliqué.

Le site de faible affinité n’est pas décrit dans la littérature. Nous essayerons de
déterminer les ligands mis en jeu ou du moins d’obtenir un maximum d’information sur
ceux-la.

Les complexes peptide-métal ont été caractérisés par des études spectroscopiques

(UV-Vis, RPE, RMN).

II.1 La Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

La premicre information apportée par les spectres RPE est que les deux sites de
fixation du cuivre sur les peptides sont assez ¢loignés I’un de 1’autre. En effet, 1’intensité
des spectres correspondant aux ajouts successifs de cuivre augmente linéairement de 0 a 2
équivalents de cuivre (voir figure 2.7). Dans le cas d’un couplage entre les deux atomes
de cuivre, il y aurait un élargissement des spectres et/ou l’intensité du signal serait
diminuée. Or ce phénomene n’est pas observé. Il n’y a donc pas de couplage magnétique
entre le premier et le second équivalent de cuivre (c'est-a-dire entre les deux sites de
fixation). La distance qui sépare les 2 atomes de cuivre peut donc étre estimée comme

supérieure a 7 A.
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Figure 2.7. Double intégration des spectres RPE. L’intensité augmente linéairement avec le
nombre d’équivalent de cuivre. Les expériences ont été réalisées RPE a 110K a pH=7.5 dans un
tampon Hepes 50mM, NaCl 100mM, Glycérol 10%.
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II.1.a Site de forte affinité

Le spectre RPE du complexe Cu-AB16 a pH 7,4 est un spectre hétérogene (figure
2.8), avec au moins deux especes mises en jeu. Deux espéces distinctes ont été isolées a
pH 6 et pH 9. A pH 7,4 les paramétres des spectres RPE (A, g| et gt) sont intermédiaires
entre ceux obtenus a pH 6 et pH 9. En effectuant une simulation, on remarque que les
spectres obtenus a pH 7.4 sont des mélanges des formes a pH 6 (80%) et a pH 9 (20%).

Les parametres correspondent et les spectres sont superposables.

Le spectre RPE a pH 6 donne un signal caractéristique d’un complexe de cuivre
de type II axial plan carré légerement déformé. Les valeurs de A|, g| et gL sont
respectivement 168G, 2,27 et 2,06. Peisach et Blumberg ont montré que la combinaison
des valeurs des parametres A| et g|| indiquent la nature des ligands impliqués. A ce pH,
ils correspondent préférentiellement a trois atomes azotes et un d’oxygéne (3N/10) bien
qu'une coordination faisant intervenir 2 azotes et 2 oxygenes (2N/20) ne puisse
totalement étre écartée.

Lorsque le pH augmente, les spectres obtenus sont modifiés avec 1’apparition de
nouveaux jeux de parametres. A pH 9, A = 203G, g| = 2,20 et gr = 2,05 sont
caractéristiques d’un environnement avec 4 azotes (4N). A pH 7,4, les valeurs des

parametres sont intermédiaires avec A| = 175G, g| = 2,26 et g1 = 2,06.

U
— T pH=6
pH=74

20 280 33P0 A0 A0 IO

Figure 2.8. Spectres RPE des complexes Cu"-Ap16 aux différents pH. Les courbes représentent
de haut en bas les spectres recueillis a pH 6, 7,4 et 9 respectivement. Il apparait clairement que
la coordination des complexes change en fonction du pH.
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Le complexe est donc hétérogene. Ces résultats sont intéressants mais avaient déja
¢été décrits dans la littérature (Syme et al. 2004 ; Kowalik-Jankowska et a/ 2003; Karr et

al. 2004). Nos spectres, a pH 7,4, sont d’ailleurs trés similaires a ceux de Syme et al. .

La coordination 4N (minoritaire a pH 7,4) peut s’expliquer par la liaison des 3 His
et du NH, terminal au cuivre. De plus en plus de preuves s’accumulent dans ce sens.
Cependant, elle n’explique pas la forme majoritaire a pH 7,4 (3N/10). 1l est donc
important de noter qu’un ligand participant par un oxygene a la liaison du cuivre n’est

toujours pas €lucidé.

Toujours dans I’optique de déterminer I’environnement des sites de fixations, le

second site de fixation du cuivre a été étudié en RPE.

II.1.b Site de faible affinité

Ce second site est intéressant car il n’a été que peu étudié dans la littérature, seul
Syme et al. s’y sont intéressés et uniquement a pH 7,4. L’étude de ce second site se fait
par soustraction des spectres Cu',-Ap - Cu"';-Ap. L’addition du second équivalent de Cu"
aux solutions d’AP16, d’AB28 et d’AP40 a pH 7,4 induit également un spectre RPE
caractéristique d’un mélange hétérogéne. Ce second site de coordination montre des
parametres similaires a ceux du premier site a pH 7,4. Cela signifie qu’il y a la encore au
moins 2 especes, une avec un environnement 3N/10 et une avec un environnement 4N.
Pour améliorer la résolution, les spectres ont été aussi réalisés a pH = 6 et 9, comme pour

le premier site.

A pH 6 les spectres RPE de AB16 et AB28 sont tres similaires et homogenes. Les
parametres obtenus gL = 2,06, g| = 2,27 et A = 157 G indiquent la formation d’un
complexe plan carré légerement déformé dans un environnement 3N/10 (Peisach et
Blumberg, 1974).

A pH 9 les spectres RPE du site de faible affinité¢ de AB16 et AB28 sont différents.
Pour AB28, le spectre est relativement homogene avec des paramétres gL = 2,06, g|| =
2,23 et A| = 172 G en accord avec une coordination 4N. Au contraire, le site de faible

affinit¢ de I’AP16 est plus hétérogéne avec au moins deux composants auxquels
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correspondent deux jeux de paramétres gL = 2,07, g| = 2,28 et A| =154 G (3N/10) et gt
=2,06, g|=2,23 et A =173 G (4N).

AB16 AB28

AB_I1CupH =60

a
S

AP 2CupH = 6.0

AP ICupH=74

AP 2CupH=74

AB_1CupH =90

AP 2CupH =90

s

2800 3200 3600 2800 3200 3600

Figure 2.9. Spectres RPE des complexes Cu"-AB16/28 aux différents pH. Les courbes
représentent de haut en bas les spectres recueillis a pH 6, 7,4 et 9 respectivement. Il apparait
clairement que la coordination des complexes change en fonction du pH. Les spectres A 2Cu
correspondent a la différence entre les spectres obtenus avec 2 équivalents de cuivre et ceux avec
un équivalent (Af_1Cu). 1l s agit en fait de [’effet du second équivalent.

Les résultats obtenus pour AB40 sont proches de ceux obtenus pour AB28. La
coordination du cuivre du second site est similaire pour AB28 et AB40 mais différente
pour AB16. Le peptide AB16 ne peut pas étre utilisé comme modele pour mimer la

fixation du second équivalent de cuivre pour AB40/42.

II.2 Spectroscopie UV

La liaison du cuivre sur le peptide se traduit en UV non seulement par I’apparition
de nouvelles bandes autour de 270 nm dues au transfert de charge cuivre-Histidine mais

aussi par I’apparition de la bande d-d du Cu" aux environs de 600 nm. Cette bande est
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caractéristique de I’environnement du cuivre : sa position dépend du type de ligands

(soufre, azote ou oxygene). (Sigel et Bruce Martin, 1984)

La titration d’une solution de peptide amyloide par une solution de cuivre permet

d’observer les résultats suivants :
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Figure 2.10. Bande d-d du cuivre en UV pour le premier et le second site de fixation du peptide
API6. La courbe bleue représente le spectre obtenu pour le complexe Cu;"-AB16 avec un
maximum a 620 nm. La courbe rouge représente [’effet du second équivalent de cuivre. Elle
correspond a la différence des spectres de Cu,"-AB16 - Cu,"-AB16 et montre un maximum a 600
nm.

Un maximum d’absorption a ~ 620 nm pour les bandes d-d du Cu suggére un site
de fixation préférentiel avec 1'une des configurations suivantes 3N/10 ou 4N. La
configuration 2N/20 ne peut étre totalement exclue. Cependant, nous savons que les His
participent & la fixation du cuivre par 3 N imidazoliques. Le 4°™ ligand est soit un

oxygene soit un azote. Ce résultat est en accord avec les études RPE.

Pour le second site, le maximum a 600 nm implique qu’au moins deux atomes
d’azote sont impliqués c'est-a-dire 2N/20, 3N/10 ou 4N. Cependant on ne peut pas

trancher pour I’une ou I’autre des trois formes.

Dans le cas de AB28, les maxima ont été respectivement obtenus a 610 nm et 600
nm pour les sites de forte et faible affinité avec des coefficients d’extinction molaire
d’environ 60 M'.cm™. La méthode empirique de Sigel et Martin permet de dire qu’au

moins 2 atomes d’azote sont impliqués comme ligands dans chacun des sites de fixation.
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Ces résultats restent trés limités et les expériences n’ont donc pas été réalisées avec

les peptides AP40 et AB42. Cependant, ils vont dans le méme sens que les études RPE.

En conclusion, & pH 7.4 le complexe Cu"-AB est hétérogéne. La forme majoritaire
correspond a une coordination 3N/10. Il a été montré que les 3 Histidines participent a la
liaison du cuivre. Elles apportent donc IN chacune. Quel est ce 4™ ligand oxygéne ?

Pour le déterminer, nous avons utilisé la résonance magnétique nucléaire (RMN).

I1.3 La RMN

Le Cu" est paramagnétique (configuration de la couche externe d°). Lorsqu’il se lie
au peptide, les résonances RMN 'H des protons situés a proximité vont s’élargir a cause
de I’augmentation du temps de relaxation de 'H. Le temps de relaxation est fortement
dépendant de la distance entre le Cu et le proton (1/r°) et les signaux des acides aminés
coordonnés au métal ou les plus proches du centre métallique seront donc beaucoup plus

affectés que les autres.

Des études RMN reportées dans la littérature ont montré que ’addition de Cu" sur
APB16, AP 28 et AP40 (Curtain et al. 2001, Hou et al. 2006) affecte principalement les
résonances des histidines (Syme et al., 2004; Curtain et al., 2001). Elles ont donc été
proposées comme ligands. Cependant, aucune indication sur le ligand oxygéne, mis en

¢vidence par RPE, n’a été obtenue.
La premicre étape a été I’attribution des différentes résonances aux acides aminés

de la séquence. Comme le montre le tableau 2.2, la plupart des signaux ont été attribués.

Ensuite, les titrations avec le cuivre ont été effectuées.
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Residu NH oH pH vH oH eH Autres
. “*H: 7,23
Asp, 4,18 2,72:2,86 S5H 730
Ala, * 436 1,44
Glu; 8,56 4,25 * 2,20; 2,27
Phe, * 4,65 \%
Args * 4,34 1,71 ;1,81 1,57
2
H:7,89
: * . P
Hisg 4,58 3,12; 3,17 708
Aspsy 8,55 4,72 2,70 ;2,82
Serg * 4,45 3,93;3,98
Gly, * 3,94 ;4,02
2,6
SH: 7,13
Tyrio * 4,58 2,99; 3,10 S - 6,85
Gluy,; 8,49 4,28 * 2,27 ;2,34
Val;, 8,15 4,03 2,02 0,85; 0,94
2
. H:7,.87
His3 * 4,65 3,07:3,16 701
2
. H:7.85
His,4 * 4,66 3,07:3,10 700
Glns * 4,33 2,94 ;2,12 2,39
Lysis | 7.99 423 1,78 ;1,89 1,46 1,74 3,07
Leuy; 8,32 4,31 1,52; 1,64 et 1,68 0,91 ;0,98
0,82 ;
Valjg 8,05 4,10 1,98 0,90
Phe,s * * * 724 +7.35
Phey, * * * 7.24 +7.35
Alﬂz] 8,32 4,30 1344
2,23 ;
Glllzz 8,45 4,28 * 2’24
Aspx * 4,81 2,842,093
Valy, 8,22 4,22 2,26 1,03
8,59 ; .
Glyss | g3 4,05
Ser26 8,25 4,53 3,95
7,70 ; "
ASl’l27 7’01 4,68
Lysas * 4,34 1,80 1,88 1,46 1,74 3,04

I1.3.a RMN1H de Cul- AB164 pH=7.4

Tableau 2.2. Attribution RMN "H pour le peptide AB28.

Les figures 2.11 et 2.12 montrent I’apo-AB16 et les additions de 0,05 et 0,2

¢quivalent de cuivre. Comme on peut le constater toutes les résonances sont affectées

mais a des degrés plus ou moins importants. Par ailleurs, contrairement a des dosages

avec le Zn", il n’y a pas de déplacement des résonances (Mekmouche ez al., 2005).
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Le plus grand ¢largissement est observé pour les Histidines 6,13 et 14 (étoile

verte) et I’ Aspartate 1. Alors que I’¢largissement sur les signaux des 3 Histidines a déja

été observé, rien de tel n’a été décrit sur aucun autre acide aminé du peptide AP.

v

AB16 + 0.2 eq. Cu

AB16 + 0.05 eq. Cu

AB16 seul

8.8 8.6 84 8.2 8.0 78 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8

Figure 2.11. RMN "H de apo- et de Cu"-AB16 a pH 7.4. Les spectres ont été effectués d une
concentration de 500 uM en peptide AP16, dans un tampon 50 mM Tris-d;; pH 7,4, 10% D0 a
20 °C. Les résonances des 3 His 6,13 et 14 (étoile verte) sont affectées par 1'addition de Cu",
contrairement a la Phe4 (étoile rouge) ou a la Tyr10 (triangle orange).

L’Ala2, I’Arg5 et la Vall2 sont aussi légerement plus affectées que le reste du
peptide. Ces trois acides aminés ne sont pourtant pas des ligands potentiels. Les chaines
latérales de la Val et de I’Ala sont aliphatiques. La chaine latérale de I’Arg possede une
fonction amine mais son pKa est élevé ~ 12,5. Elle n’est donc pas considérée comme un
ligand potentiel. De plus, a notre connaissance, la chaine latérale arginine n’a jamais été
clairement identifiée comme ligand du métal pour aucune protéine ou peptide. Méme s’il
est concevable qu’une liaison de 1’arginine puisse €tre imposée par une protéine aussi
flexible que le peptide AP, cela semble quand méme peu vraisemblable. Cependant ces
trois acides aminés sont juste a c6té des résidus les plus affectés (Aspl, His 6,13 et 14).
Ils sont donc assez proches eux aussi du centre métallique. Cela peut expliquer le fait que
leurs résonances soient elles aussi un peu plus affectées par I’addition du cuivre que le

autres acides aminés de la séquence.
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APB16 + 0.2 eq.
Cu
0

AP16 + 0.05 eq.

AB16

seul <> L

WAV u

46 44 42 4.0 38 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 1.8 1.6 14 1.2 1.0 0.8

Figure 2.12. RMN "H de ’apo- et de Cu"-AB16 a pH 7,4. Les spectres ont été effectués a une
concentration de 500 uM en peptide Ap16, dans un tampon 50 mM Tris-d;; pH 7,4, 10% D,0 a
20 °C. Les résonances des 3 His6,13 et 14 sont marquées avec un rond rouge et un carré vert, l’
Aspl avec un losange jaune, la Vall2 avec un trapeze turquoise, la Tyrl0 avec un triangle
orange et [’Ala2 par un pentagone marron. Les résonances de I’Aspl (losange jaune) sont tres
affectées par laddition du Cu".

La Tyrl0, qui a été¢ évoquée comme ligand potentiel (Curtain ef al., 2001; Miura
et al., 2000) pour le métal est relativement épargnée par 1’adition du cuivre. Elle ne
semble donc pas étre directement impliquée dans la coordination du cuivre.

Les 4 acides aminés qui semblent &tre les ligands sont donc I’Aspl et les 3 His.
Comme nous 1’avons vu précédemment, la RPE a pH 7,4 a montré que le Cu est li¢ dans

une géométrie plane carrée avec une coordination mixte (3N/10 et 4N).

Pour la forme minoritaire 4N, les 3 His et le N-terme de 1’Asp1 sont les ligands.
Des preuves de la liaison du N-terme ont été reportées. (Syme et al., 2004 ; Kowalik-
Jankowska et al., 2003). La liaison du N-terme pourrait donc expliquer a elle seule
I’influence de 1’addition du Cu" sur la résonance de I’Aspl.

Pour la forme majoritaire 3N/10, le ligand oxygene pourrait étre la fonction
carboxylate de la chaine latérale de I’ Asp1.

Pour s’affranchir de I’existence d’un mélange hétérogene de complexes a pH 7.4,
les expériences ont également été réalisées a pH 6,5 ou seul le complexe avec une
coordination 3N/10 ¢était observé en RPE. Ainsi, il a été possible d’obtenir des

informations sur le ligand oxygeéne.
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I1.3.b RMN 'H de Cu'- AB164 pH=6.5

D’une manicre générale, les résonances sont légerement moins affectées et les
différences moins marquées qu’a pH 7,4. Les acides aminés les plus affectés par
I’addition de Cu" sont les mémes qu’a pH 7,4 c'est-a-dire les 3 His et ’Aspl. Cela
implique que 1’Aspl est aussi un ligand du métal a pH 6,5. Les 3 His contribuent a la
liaison par un atome d’azote chacune. Le ligand oxygéne peut donc venir de I’Aspl et de
sa fonction carboxylique. L’idée de I’importance de 1’Aspl pour la fixation du cuivre est
renforcée par les expériences de Karr ef al. qui ont montré en RPE qu’en 1’absence des 3
premiers acides aminés, alors il n’y plus de la liaison d’un oxygéne avec le Cu".

Cela signifie que la différence entre la forme majoritaire a haut pH 4N et la forme
majoritaire 3N/10 a bas pH est juste un changement entre la fonction amine N-terminale

et le groupement carboxylate de la chaine latérale de 1’Aspl.

I1.3.c RMN H de Cul- AB28 4 pH=7.4

L’addition progressive de Cu' sur une solution de AP28 permet d’obtenir les
spectres représentés par les figures 2.13 et 2.14. On peut répartir les acides aminés en 4

classes en fonction de 1’¢largissement de leur résonances.

(1) Les acides aminés les plus affectés sont les 3 His 6,13 et 14 et I’Aspl en
accord avec le fait qu’ils sont des ligands du cuivre.

(11) L’Ala2, ’Arg5 et la Vall2 sont également touchés mais a un degré
inférieur. Comme nous 1’avons vu précédemment, cela est du a leur
proximité avec le centre Cu'.

(iii) Les 16 premiers acides aminés sont légérement influencés par la
présence de cuivre. Ceci est en accord avec le fait que la portion 1-16
du peptide posséde le site de fixation.

(iv) Les résidus 17 a 28 sont trés peu affectés par les ajouts de cuivre. La

région 17-28 est bien séparée du centre métallique.
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\
AB28 + 0.2 eq. Cu v "
MM
\
\
AB28 + 0.05 eq. Cu *

AP28 seul

88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66

Figure 2.13. RMN "H de I’apo- et de Cu"-AB28 a pH 7.4. Les spectres ont été enregistrés a une
concentration de 500 uM en peptide AB28, dans un tampon 50 mM Tris-d;; pH 7,4, 10% D,0 a
20 °C. Les résonances des 3 His6,13 et 14 sont marquées avec une étoile verte, la Phe4 avec une
étoile rouge et la Tyrl0 avec un triangle orange. Les résonances de la Tyrl0 sont relativement
peu affectées par I’addition de Cu" contrairement aux 3 His.

@
AP28 + 0.2 eq, [

v
m O & W
AB28+ 0.05 eq o
Cu 0 W

AP28 seul v
0 o, @

44 42 40 38 3.6 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08
Figure 2.14. RMN "H de ’apo- et de Cu"-Ap28 a pH 7,4. Les spectres ont été réalisés a une
concentration de 500 uM en peptide AB28, dans un tampon 50 mM Tris-d;; pH 7,4, 10% D,0 a
20 °C. Les résonances des 3 His6,13 et 14 sont marquées avec un rond rouge et un carré vert, l’
As 1 avec un losange jaune, la Vall2 avec un trapéze turquoise, I’Ala2 avec un pentagone
marron. Les résonances de [’Aspl sont trés affectées par ’addition de Cu".

123



Chapitre 2. Caractérisation structurale et thermodynamique du complexe Cu"-Ap

Ces expériences suggerent une grande similarité de I’effet du cuivre sur AB16 et
A28, soulignant que I’AP16 est un bon modéle pour étudier la liaison Cu'-Ap.
Cependant, il y a aussi quelques différences mineures. Les 16 premiers acides aminés
sont plus affectés dans le peptide AB28 et AB40 que dans ’AB16. Cela peut étre du a une

plus grande structuration autour du site de fixation et/ou un site moins dynamique.

L’addition substoechiométrique de Cu" sur ’AB16 et 1’AB28 affecte tous les
signaux. De plus, 1’addition de 0,2 équivalent annihile totalement le signal des histidines
alors qu’en théorie I’intensité ne devrait diminuer que de 20% (sur 1’échelle RMN) s’il y
avait une liaison fixe. Il y a donc un échange rapide du cuivre entre les peptides. En
raison de cet échange, on ne peut pas conclure si les 3 His et I’Aspl sont affectés par une
liaison simultanée ou par une liaison transitoire au métal. En effet, une collision avec les
His individuellement et tour a tour donnerait un résultat similaire. Cependant, comme
avec I’AB16, ce résultat concorde avec la forme majoritaire 3N/10 déduite des
expériences RPE, effectuées en solution gelée a 100K, ou il n’y a pas d’échange du
cuivre entre les peptides. La coordination qui explique le mieux I’ensemble de ces
résultats est une liaison du cuivre par les 3 His et par I’Asp1, par sa fonction carboxylique
et par le N-terme.

Ces résultats nous ont amené a proposer le modele de fixation de la figure 2.15

La fonction carboxylate COO- et le N-terme pourraient d’ailleurs s’échanger
rapidement. Cet échange ne serait pas visible en RPE, les mesures étant effectuées a des
températures trop basses pour qu’il s’opere. Les données RPE indiquent clairement 2
coordinations distinctes pour le site de forte affinité pour le cuivre, 3N/10 (3His/COO-
de I’Aspl) et 4N (3His/N-terme).

Asp ’/\ His®

His'* His"?

Figure 2.15. Schéma proposé de la fixation du cuivre sur le site de plus grande affinité.
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Les analyses présentées ont permis d’étudier ’effet paramagnétique de 0,05 a 0,2
équivalents de Cu"". Des conclusions similaires peuvent étre émises pour 0,5 équivalents.
Aprés 0,5 équivalent, ’addition de Cu" élargit tellement ’ensemble des résonances,
qu’aucune conclusion directe ne peut étre émise. Cependant, la titration (0,25 équivalent
par 0,25 équivalent de Cu") de ’AB16/28 suivie en RPE et en spectroscopie UV/Vis
n’indique pas de changement du site de fixation entre 0,05 et 1 équivalent. Le mode de

fixation est donc probablement le méme entre 0,05 et 1 équivalent.

L’¢élargissement des résonances avec 1 équivalent de Cu" pose cependant un
probléme. Il ne sera pas possible d’étudier les effets de I’addition d’un second équivalent
de cuivre. Il faut donc trouver une autre méthode pour essayer de caractériser le complexe

Cu")-AP28. Une alternative possible est 1’utilisation du Ni" (paragraphe I1.3.¢).

I1.3.d RMN 2D de Cu®- AB28/40

L’implication de I’Aspl comme ligand dans les peptides AB28 et AB40 devrait
étre confirmé. Les résonances en RMN 'H de ’Aspl pour I’AP28 et AB40 sortent dans
un massif et il n’est pas ais¢ de voir facilement 1’effet des ajouts du cuivre sur cet acide
aminé en particulier. Des expériences en RMN 2D ont donc été réalisées de maniere a
augmenter la résolution. Des spectres RMN 2D ont été obtenues sur des solutions de
AP28 et AB40 a pH 6,5, pour qu’il n’y est qu'un complexe homogene de coordination
3N/10.

La figure 2.16 montre clairement que 1’Aspl est I'un des acides aminés les plus
affectés avec les 3 His par 1’addition de Cu", suggérant ainsi que c’est sans doute le

quatrieme ligand oxygene recherché.

La RMN 2D confirme également que les acides aminés voisins de ceux invoqués
comme ligands sont plus affectés que les autres. En effet, 1’ajout de cuivre diminue assez

fortement 1’intensité des pics attribués a 1I’Asp2, I’ Arg5 et Vall2.

Enfin, les expériences en RMN 2D sont assez similaires pour les peptides AB28 et
AP 40. 11 a été observé que les résidus 17 a 28 (pour I’AB28), ou 17 a 40 (pour 1’AB40)
sont moins affectés que les 16 premiers acides aminés. Cela confirme que le site de

fixation du cuivre se situe bien dans la premicre partie du peptide. Par ailleurs, cet effet
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est encore plus marqué avec le peptide le plus long. Cela indique que le complexe est plus

structuré ou que le site est moins dynamique.

ppmé 0¢q Cu Vall2 -~ - H

3.0 2.5 2.0 L.5 1.0 ppm

5.1 2.5 2 1.5 Ly ppm

Figure 2.16. RMN 2D de Cu"- AB28. Les spectres ont été réalisés a une concentration de 500
UM en peptide AB2S, dans un tampon 50 mM Tris-d;; pH 7,4, 10% D,0 a20 °C. Les résonances
de I'Aspl disparaissent apres ['ajout de 0,2 équivalent de cuivre. Les résonances des acides
aminés voisins des ligands sont aussi touchées (Arg5,Vall2). La région 17-40 est trés peu
affectée par I’addition du cuivre.

I1.3.e RMN ‘H de Ni'-AB16

L’effet paramagnétique du cuivre permet uniquement I’étude du premier site de
fixation. Pour obtenir des informations sur le second site, des essais ont été réalisés en
utilisant le Ni'. Le Ni"" a déja été utilisé dans certains cas pour mimer le Cu" dans des
sites de fixation plans carrés. C’est le cas avec 1’albumine de sérum humain (Sadler ef al.,
1994) et pour le site de fixation du cuivre sur la protéine du prion autour des His96 et
His111 (Jones et al., 2005). Ni", dans un environnement plan carré, est normalement bas
spin et donc diamagnétique. Les résonances des acides aminés en RNM ne devraient
donc pas étre élargies par 1’addition de quantités substoechiométriques, comme nous
1’avons observé avec le Cu'". Cependant, la fixation du Ni'" au peptide devrait déplacer les
résonances des ligands. Ainsi I’identification du second site de fixation devrait &tre

réalisable.
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Les spectres RMN 1H de I’AB16 avec des ajouts croissants de Ni' ont été
enregistrés. Malheureusement, toutes les résonances sont élargies et il n’a pas été observé
de déplacement des résonances. Il n’y a donc aucune preuve de la formation d’un
complexe Ni"-AB16 bas spin, diamagnétique, plan carré. Cela suggére la formation d’un
complexe haut spin, paramagnétique, tétraédrique ou octaédrique. Ces observations sont
en accord avec 1’absence de bande d’absorption d-d autour de 450 nm, caractéristique des
complexes de Ni' plans carrés. Un comportement similaire a été récemment décrit dans
la littérature, ou le Ni' a été utilisé pour caractériser la liaison du cuivre avec

I’octapeptide de la protéine du prion (Garnett ef al., 2006).

I1.3.f Exclusion de la Tyrosine

La Tyrl0 a été évoquée comme jouant un réle important dans la chimie et la
biologie de AP. En particulier, elle a été proposée comme ligand pour Cu", et Zn", mais
aussi comme impliquée dans les réactions radicalaires (de Cu"-Af), en formant des
dityrosines (Miura ef al., 2000 ; Barnham ef al., 2004) .

Pour étudier son role dans la complexation du Cu", 1’absorption de la Tyrl10 en fonction
du pH a été mesurée en présence ou non de Cu" (figure 2.17). A pH physiologique,
I’addition de Cu" (jusqu’a 4 équivalents) n’influence pas de maniére significative le
spectre d’absorption de la tyrosine. Il faut noter que la Tyrl0 est la seule tyrosine de la
séquence et qu’aucun tryptophane n’est présent, 1’absorption aux environs de 250 nm est
donc exclusivement due a la chaine latérale phénolique de la Tyrl10. Si la Tyr10 était un
ligand du Cu", des transitions de transfert de charge du tyrosinate au Cu" autour de 400
nm sont attendus (Jazdzewski ef al., 2001), mais rien de tel n’a été observé avec AB16/28
(Kowalik-Jankowska et a/.,2003). En augmentant le pH, le maximum d’absorption de la
tyrosine passe de 275 nm a 290 nm. Ce comportement est typique des tyrosinates (non
liés au Cu). Cela indique que la Tyr10 ne forme pas de tyrosinate li¢ au Cu". Cependant,
il reste la possibilité que la Tyr10 coordine le Cu" (au moins faiblement) sans perdre ses
protons phénoliques. Pour le vérifier, nous avons mesuré si la liaison du Cu a I’AB16 a
une influence sur 1’acidité du proton phénolique de la Tyr10. Un proton plus acide est
attendu dans le cas d’une liaison Cu—oxygene. Nous avons donc mesuré la pH-
dépendance de I’absorption du peptide AB16. En se basant sur les spectres de la tyrosine
complétement protonée et complétement déprotonée (figure 2.17), le pKa a été

déterminé. Le pKa de la Tyr10 dans I’apo-AB16 est environ 11,3. Il faut noter que ce pKa
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est relativement haut pour une tyrosine. Des mesures potentiometriques de AP16/28
avaient reporté des pKa plus faibles de I’ordre de 9.76-9.96 (Kowalik-Jankowska et al.,
2003). L’origine de cette différence dans la détermination du pKa n’est pas élucidée.
Cependant, notre méthode a 1’avantage de bien séparer les formes protonées et
déprotonées de la tyrosine.

En présence de Cu (de 1 a 4 équivalents), le pKa apparent ne change pas
significativement (figure 2.17). La Tyr10 ne lie pas le Cu" dans le site de forte affinité.
Cela est en accord avec ce qui a été observé en RMN 'H. La méme observation pour le
Cu" dans le site de fixation de plus faible affinité peut étre faite, c'est-a-dire que la Tyr10
n’est pas un ligand. De plus, la fixation d’un ou deux équivalents de Cu" n’influence pas

le pKa de la Tyr10. Il n’y a aucun changement structural.

%
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Figure 2.17. pKa de la Tyr10 dans apo-Af16 et pour le I’AP16 lié au cuivre. Le spectre
d’absorption de AB16 (60 uM) a pH 7,4 avec la Tyr10 sous forme tyrosine (ligne bleue) et a pH
12 avec la Tyr10 sous forme de tyrosinate (pointillés verts). En haut, dépendance en pH de [’état
de protonation du proton phénolique de Tyr10 en [’absence (carré) et en présence de 1 équivalent
de Cu" (croix) estimée sur 1'absorption du tyrosinate a 290 nm.

II1. Ligand labile

Les expériences RPE ont révélé que les complexes Cu'-Ap étaient des complexes
plans carrés légeérement déformés. Cependant la RPE est peu sensible a la détection d’un
ligand en position axiale. Nous nous sommes donc intéressés a la présence éventuelle

d’un tel ligand. La présence en position axiale d’un ligand labile (molécule d’H,O par
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exemple) ou d’un site vacant peut €tre particuliérement intéressant pour un mécanisme

catalytique.

III.1 Le site de forte affinité

Une méthode pour déterminer la présence d’un ligand labile ou d’un site vacant sur
un complexe de cuivre est de faire une substitution de celui-ci par I’azoture de sodium
NaN3s. La liaison de 1’azoture au cuivre (liaison N3-Cu) posséde une bande d’absorption
caractéristique visible en spectroscopie UV-Vis a 373 nm (g ~ 2700 cm™.M™). (Fee et

Gaber, 1972)

T T T 1
300 400 500
A (nm)

Figure 2.18. Spectre d’absorption du complexe Cu"-AB16 en présence d’azoture de sodium. La
courbe noire représente le spectre d’absorption de la solution d’azoture de sodium seule. En
présence de cuivre, il y a formation de la liaison N3-Cu. Le spectre (courbe rouge) posséde une
bande caractéristique de cette liaison a 373 nm. Lors de [’ajout de la solution d’azide sur une
solution de complexe Cu"-AB16 (courbe verte), cette bande n’apparait pas

La figure 2.18 montre les spectres obtenus lors des ajouts de solution d’azoture de
sodium, en large exces (200 équivalents par rapport au cuivre), sur des solutions de
cuivre seul et de complexe de Cu'-AB16. Lorsque la solution de NaNj est additionnée sur
une solution de cuivre, une bande apparait a 373 nm. C’est la bande caractéristique de la
liaison Cu-Nj. L’ajout de NaN; sur la solution de complexe donne la courbe verte.
Aucune bande d’absorption n’est observable a 373nm. Le spectre obtenu est en fait
superposable a I’addition des spectres du complexe seul (courbe non montrée sur la

figure) et de I’azide seul (courbe noire). Il n’y a donc pas de fixation de I’ion N3~ sur le

129



Chapitre 2. Caractérisation structurale et thermodynamique du complexe Cu"-Ap

cuivre du complexe. Par conséquent, le complexe Cu"-AB16 ne posséde pas de site
vacant ou de ligand labile.

Le méme résultat a été¢ observé pour I’ensemble des peptides, c'est-a-dire que les
complexes Cu'-AB16, Cu"-Ap28, Cu"-AB40 et Cu'-AP42 ne posséde ni site vacant ni
ligand labile.

II1.2 Le site de faible affinité

Nous avons réalis¢ le méme type d’expérience sur le second site de fixation du
cuivre (site de faible affinité). Des ajouts d’azoture de sodium (toujours en large exces)
ont été effectués sur les solutions de Cu",-Ap. Cette fois ci les résultats observés différent

selon les complexes étudiés.
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Figure 2.19. Spectre d’absorption du complexe Cu"-AB28 en présence d’azoture de sodium.
La courbe noire représente le spectre d’absorption de la solution d’azoture de sodium seule.
Lorsqu’il y a formation d’une liaison N3-Cu, on observe un spectre du type de la courbe rouge
avec une bande d’absorption caractéristique a 373 nm. Lors de I’ajout de la solution d’azide sur
une solution de complexe Cu",-AB28 (courbe verte), cette bande apparait. La courbe bleue
représente le spectre du peptide A28 seul.

Dans le cas de Cqu-A[316, I’ajout de NaNs3 n’a eu aucun effet. Aucune bande
n’apparait a 373nm. Comme pour le site fort, il n’y a donc pas de ligand labile sur le
complexe. Par contre dans les cas de Cu",-AB28, Cu",-AB40, Cu",-AB42, I’ajout de
NaNj se traduit sur les spectres par une bande d’absorption a 373 nm, comme le montre
la figure 2.19. Le spectre de I’addition d’une solution de NaNj sur le complexe Cu',-

A28 (courbe verte) correspond a I’addition du spectre obtenu par 1’addition de NaN; sur
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une solution de cuivre seul (courbe rouge) et de celui d’une solution de peptide seul
(courbe bleue). L’intensité de la bande correspond a une concentration en cuivre de 10
UM, soit un seul équivalent de cuivre lié¢. En supposant que le premier site de fixation
n’est pas modifié par I’ajout du second équivalent de cuivre, la substitution du ligand

labile a donc lieu uniquement sur le second site de fixation du cuivre.

Les complexes Cu',-Ap28 Cu',-AB40 et Cu'",-AB42 possédent donc soit un site
vacant soit un ligand labile. Ce ligand pourrait d’ailleurs étre une molécule d’eau. Ce qui
correspondrait avec la différence d’enthalpie observée en ITC pour le second site, AS2.

(chapitre I1.1)
IV. Conclusion

Ce premier chapitre a permis de caractériser ’interaction entre le cuivre et le

peptide amyloide d’un point de vue thermodynamique et structural.

Les peptides, sous forme soluble, possédent 2 de site de fixation pour le cuivre
caractérisés par des constantes de dissociations apparentes a pH 7,4 respectivement de
100 nM et 10 uM environ. Les peptides amyloides seraient donc capables de lier le cuivre
in vivo dans le domaine extracellulaire. La stratégie de chélation de ces ions métalliques
semble donc étre un axe de recherche intéressant : des especes perturbant les interactions
entre AP et les métaux (redox-actifs notamment) seraient susceptibles d’empécher les

phénomeénes engendrant de la neurotoxicité.

Par ailleurs, la coordination du site de fixation a été établie pour le site de forte
affinité. A pH 7,4 le complexe est hétérogene avec une forme majoritaire impliquant les 3
His en position 6,13 et 14 et la partie COO™ de I’Aspl. La forme minoritaire fait
intervenir les mémes acides aminés mais différe seulement par la région de 1’ Asp1 liant le
métal : N-terme.

Pour confirmer les ligands proposés, 1’idéal serait de cristalliser le complexe ce
qui n’a encore jamais été réalisé. Malgré cela, il se pourrait que seule la forme minoritaire

cristallise, prouvant seulement I’existence de celle-ci.
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Peu d’informations ont été obtenues sur ce second site, difficilement
caractérisable. La coordination est hétérogéne 1a aussi. Elle différe selon les peptides
impliqués. Le second site posséde un site libre ou un ligand labile.

Ainsi les modeles suivants ont été proposés :

Asp! - O N- ?2-N/O
HisS

Site fort Site faible

Figure 2.20. Modéles de fixation proposés pour les sites de fixation du Cu" sur I'AP. Le
premier site de fixation est hétérogene a pH 7,4. La forme majoritaire figure en bleu alors que la
forme minoritaire est en vert. La coordination du second site de fixation n’a pu étre établie mais
il posséede un ligand labile ou un site vacant en position axiale.

Globalement, les peptides AP16,28,40 et 42 ont des caractéristiques assez
proches. Méme si quelques petites différences sont apparues, la majorité des conclusions
présentées précédemment sont communes pour le premier site de fixation.

Les différences qui sont apparues entre AB16 et AB28/40/42 sont sur le deuxiéme
site de fixation du cuivre. Celui-ci est différent. Les acides aminés 17 a 28 seraient donc

impliqués dans ce second site de fixation pour AB28/40/42.

Ces travaux ont fait 1’objet d’une publication dans le Journal of Biological

Inorganic Chemistry qui figure en annexe a la fin du manuscrit.

La caractérisation structurale est la base pour la compréhension de la réactivité de
ces complexes. Or, un point essentiel dans la compréhension du mécanisme de la maladie
est de savoir comment les complexes pourraient étre impliqués dans la toxicité. La
principale hypothése serait via la génération d’especes réactives de 1’oxygeéne qui sont
toxiques pour un grand nombre d’especes biologiques (lipides, protéines, ADN). C’est le

théme abordé dans le second chapitre.
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La concentration du cuivre dans les plaques amyloides est trés importante (~ 0.4
mM) (chapitre 1). Nous venons de voir dans le chapitre 2 que I’ AP était capable de fixer
2 équivalents de Cu" avec des constantes apparentes de dissociation Kd de ~ 0.1 uM et
10 uM. De plus, la plupart des études ont prouvé que le cuivre augmentait la toxicité de
1I’AB sur des cultures cellulaires de neurones (Huang et al., 1999). Il joue donc un rdle clé
dans la maladie. Cependant, le mécanisme précis de la toxicité qui conduit a la mort des
neurones dans les cerveaux des patients d’ Alzheimer n’est toujours pas élucidé. De plus
en plus de preuves semblent néanmoins indiquer que la mort neuronale pourrait étre liée a
un exceés de production de radicaux libres (Bush, 2003). Les espéces réactives de
I’oxygéne (ROS), tels que HO’, O," générées sous des conditions de stress oxydant
peuvent jouer un role majeur dans la neurotoxicit¢ de I’AB. En raison de la relation
privilégiée entre les métaux a activité redox (Fe et Cu) et les ROS, le complexe Cu"-Ap
pourrait étre impliqué dans la toxicité de I’AB envers les neurones (Bush, 2003).

Cela pourrait étre expliqué par le mécanisme suivant :

Me®™ -Ap + ¢ (reducing agent) ——>  Me™ -Ap (1)
Me“-AB+0;, ——> Me™-Ap+0," )
Me™ -AB+0,"+2H" — > Me™-ApB + H,0, (3)
Me™ -Ap + H,0, — > Me®™-Ap + HO + HO' (4)

Dans le cerveau, toutes les conditions sont réunies, avec la présence d’agents
réducteurs tels que 1’ascorbate ou le glutathion, capables de donner un électron aux
complexes de Cu" et I’approvisionnement continu d’oxygéne. L’ascorbate est disponible
a de fortes concentrations dans les cellules du cerveau (neurone 10 mM, cellules glia 1
mM). 11 est aussi abondant dans le milieu extracellulaire. Des concentrations de 1’ordre de
500 uM dans le fluide cérébrospinal et de 200 a 400 uM dans le fluide extracellulaire ont
¢été rapportées (Rice et al., 2000).

"_AB (Tabner et al., 2002), la production de HO' en présence

Dans le cas de Fe
de réducteur (c’est a dire réactions 1-4) a déja été étudiée. En revanche, dans le cas de
Cu'-Ap, les parties n’ont été analysées qu’indépendamment. La génération de H,O, en

présence de réducteur (réaction 1-3) ou bien la production de HO" en présence de H,O,
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(réaction 4). Or I’investigation sur la totalité (réaction 1-4) est particulieérement
importante :
(1) Elle traduit les conditions biologiques du cerveau, qui contient des
concentrations d’ascorbate entre 200 uM et 10 mM d’ascorbate.
(i)  HO’ est un des radicaux les plus réactifs en biologie.
(ii1))  La séquence 1-4 ne correspond peut étre pas simplement a I’addition des

deux parties (réaction 1-3 et réaction 4).

CH
HO‘(Q¢O

HO AscHz OH
-H pK=4.1
AscH AscH
-H" pK=11.8 +H'||-H" pK =-0.86
OH
—< 5
0 s O'ppa ©

Figure 3.1. Les formes de ’ascorbate

A pH 7,4, 99,95% de I’ascorbate est présent sous la forme Ascorbate ~ (aussi noté
AscH); 0,05% comme AscH, et 0,004% comme Asc®. L’ascorbate peut jouer a la fois le
role d’oxydant et de pro-oxydant, en raison de ses potentiels d’oxydo-réduction
intermédiaire a 282 mV et —170 mV (figure 3.2).

Il peut réduire le Cu" et ainsi initier le mécanisme évoqué précédemment
conduisant a la production de HO". Mais il peut aussi interférer avec la réaction 4 en
réduisant HO' et agir ainsi comme antioxydant.

Il faut également noter que la réaction qui fait intervenir les deux é&tapes

d’oxydation et une perte de H™ (couple AscH / DHA) peut aussi intervenir.
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A
0,°,2H* -] -- H,0, +094V
Cu?* -—-4--- Cu* +0.34V
H,O,, H* ---4-- H,0, HO" +0.32V
Ascorbate®, H* -—-4-- Ascorbate- + 028V
O,-—-1-- 0,* -0.16V a1M
Dehydroscorbate ---{--- Ascorbate = -0.17 V

Figure 3.2. Les potentiels d’oxydo-réduction des espéces mises en jeu.

Dans ce chapitre, nous allons montrer que les complexes Cu"-Ap sont capables de
produire des espéces réactives de 1’oxygeéne (et notamment HO') en présence d’agent
réducteur tel que I’ascorbate a des concentrations physiologiques. Cette production sera
comparée avec celle d’autres complexes Cu"-peptides physiologiques bien caractérisés
Cu-GHK et Cu"-DAHK (Perckins et al., 1984; Pickart et al., 1980; Laussac et al.,
1983). Ceci est important car si le complexe Cu"-Ap joue un réle dans la neurotoxicité, il
devrait produire plus de radicaux que les autres complexes de Cu".

Le peptide Gly-His-Lys (GHK) intervient sous la forme complexe de cuivre dans
le plasma et est impliqué dans la cicatrisation. En solution, le complexe Cu"-GHK est
hétérogéne. La forme majoritaire semble monomérique, avec un environnement plan
carré constitué¢ de 3 atomes d’azote et de 1 d’oxygéne comme ligands pour le Cu". Un
ligand azote vient de I’imidazole de I’histidine (Laussac et al., 1983; Freedman et al.,
1982).

Le tétrapeptide Asp-Ala-His-Lys, DAHK, (séquence N-terminale de la sérum
albumine humaine) lie le cuivre avec un motif ATCUN bien connu (figure 3.3). Il
posséde un site de treés forte affinité, peu échangeable pour le cuivre (Kapsone = 6,61 *
107 M) qui rend le Cu" moins vulnérable pour la réduction en Cu'. Cela semble
conférer a I’albumine de sérum humain (HSA) la capacité d’inhiber la formation des ROS
induite par le cuivre. Les effets protecteurs contre les dommages oxydants ont été
prouvés (Gum et al, 2004; Bar-Or et al., 2001). La «séquestration » du Cu" est

certainement responsable de ce comportement. (Bar-Or ef al., 2001).
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Figure 3.3. Modéle ATCUN

Dans le mécanisme proposé ci-dessus, le cuivre subit un cycle redox complet
(Cu", Cu' puis Cu" & nouveau). Nous avons donc déterminé le potentiel redox de

plusieurs complexes Cu-peptides afin de les corréler a leur réactivité.
I. Détection des radicaux hydroxyles

r . r . I r
Pour étudier la réaction du Cu en présence de O, et d’ascorbate, nous nous
sommes basés sur la détection des radicaux hydroxyles. Pour cela, les radicaux sont
piégés par réaction avec des molécules dont le produit peut étre analysé en fluorescence

ou en RPE.

I.1 Utilisation de la deferroxamine (ou desferral)

Les tampons, méme apres une préparation minutieuse et filtration sur une résine

de chelex, possédent des traces de Cu" et de Fe'

, estimées a environ 1 uM (Huang et al.,
2004). Ces traces sont susceptibles de générer des radicaux hydroxyles et donc de
modifier les résultats, en interférant avec la production due aux complexes. Par exemple,
il a été initialement rapporté que I’AP pouvait produire des radicaux spontanément en
I’absence de métaux (Hensley et al., 1994). Cependant d’autres travaux ont montré par la
suite que des traces de métaux étaient nécessaires a la production de HO™ par I’Ap et
qu’elles avaient influencé les résultats de la premiére étude (Dikalov et al., 1999;
Turnbull ef al., 2001).

Un chélateur des métaux, la deferroxamine (aussi nommée desferral), permet

d’éviter ce phénoméne. Les mesures effectuées, sans addition de chélateur, détectent,
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toujours la production de HO" en ’absence d’ajout de Cu". Ce phénoméne a été attribué a
la présence de traces de fer et de cuivre dans le tampon. Ces traces sont chélatées par le
desferral qui inhibe leur capacité a générer des radicaux OH" en présence d’ascorbate
(Buettner, 1988; Buettner, 1990). Ajouté dans toutes nos expériences a hauteur de 1 uM,
il est raisonnable de considérer que seules les traces de métaux sont chélatées et que le
cuivre ajouté (10 uM) est fixé par le peptide (10 uM) pour former un complexe 1:1. Il est
néanmoins possible que le desferral chélate aussi une partie du cuivre ajouté si les traces
de cuivre et de fer dans le tampon ont été surestimées, mais ce ne serait qu’une partie
minoritaire (ne pouvant pas excéder 10%). Ainsi, méme s’il subsiste une légere
incertitude sur la concentration exacte de cuivre 1i¢ aux peptides, cela ne changera pas les

conclusions générales.

1.2 Détection en fluorescence

Il est possible de détecter indirectement la production de radicaux hydroxyles en
spectroscopie de fluorescence par piégeage. Pour cela, il suffit soit

e d’utiliser un réactif, possédant un signal en fluorescence, qui donne un produit
n’en possédant pas aprés réaction spécifique avec HO'. La diminution de
I’intensité du signal est alors représentative de la quantité de HO" générée.

e d’utiliser un réactif, ne possédant pas de signal en fluorescence, mais qui donne
un produit en ayant un aprés réaction spécifique avec HO'. Dans ce cas,
I’augmentation de I’intensité est I’indicateur de la production de radicaux. Cette

seconde méthode, basée sur une preuve « positive », a été choisie.

L’acide coumarin-3-carboxylique (3-CCA) (figure 3.4) a été utilisé comme

détecteur pour les radicaux hydroxyles en solution aqueuse (Manevich et al.,1997).

COOH

Figure 3.4. L’acide 3-coumarine carboxylique

Son hydroxylation donne le 7-OH-CCA qui est fluorescent. Si une excitation est

appliquée a une longueur d’onde A=390 nm, une bande d’émission est observée a 452 nm
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(figure 3.5). L’intensité du signal fluorescent est linéairement proportionnel au nombre de
molécules d’acide 7-hydroxy-coumarin-3-carboxylique formées, et donc proportionnel a
la quantité radicaux HO" générés. Ainsi, son utilisation permet de suivre la production de

HO'".

Peptide + Cu*
Ascorbate
reduit
Ascorbate Fluorescence
oxydé Excitation : 395nm
Emission : 452nm
\ 4
OH" (ROS)
CCA > 7-OH-CCA

Figure 3.5. Principe de la détection des HO' en fluorescence
1.3 Détection des radicaux hydroxyles en RPE

Afin de confirmer les résultats obtenus en fluorescence, une autre méthode de
détection des HO' a été utilisée. Des expériences similaires ont été effectuées en RPE
avec un spin trap comme détecteur de radicaux hydroxyles. Les concentrations des
produits utilisées sont les mémes que pour les expériences de fluorescence. L’agent
réducteur utilisé¢ est 1’acide ascorbique. Les solutions contiennent du desferral (1 uM)
pour s’affranchir des radicaux susceptibles d’étre produits par les traces de métaux dans
le tampon. La seule différence est le remplacement du 3-CCA par le 4-pyridyl 1-oxide N-
ter-butylnitrone (POBN), comme détecteur des HO".

Le POBN est un spin trap qui est utilisé pour fixer les radicaux libres. Cependant, le
temps de vie des radicaux HO" étant trés court, ils ne peuvent réagir directement sur le
POBN. Une procédure standard pour résoudre ce probleme est d’ajouter de 1’éthanol
(Ramos et al., 1992). Dans un premier temps, le radical HO réagit avec 1’éthanol pour
former un radical EtO’, qui a un temps de vie plus long que HO' et va réagir avec le
POBN pour donner I’hydroéthoxy-POBN qui posséde un signal caractéristique en RPE.
Le spectre obtenu est typique avec triplet de doublet et des constantes de couplage

associées de 15 et 2,5 Gauss (Ramos ef al., 1992) (figure 3.6).
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L’intensité du signal est proportionnelle a la quantité de HO". Ainsi, il est donc

possible de suivre la production de radicaux hydroxyles des différents complexes Cu'-

AB.

HO- + EtOH ™
10| | \

@ -5
T /C Hs i \
HO——N-C—CHjs
\
I\‘* CHj
| 3350 33‘60 33‘70 3[22;8]0 33‘90 34‘00
—
EtO- + @I — s Hydroxyéthyl POBN
(S

Visible sous forme d’un

Ethoxy-radical 4-pyridyl-1-oxide N-ter- triplet dédoublet en RPE
butylnitrone (POBN)

Figure 3.6. Principe de la détection des HO' en RPE.

II. Les résultats

I1.1 En Fluorescence

Nos expériences ont été réalisées en milieu aérobie avec des concentrations
d’ascorbate fraichement préparé entre 300 et 500 uM, car il s’oxyde trés vite et son
activité redox diminue rapidement. Les concentrations en peptides (AP et peptides de
comparaison) sont de 10 uM. Le cuivre est a 1 équivalent par rapport au peptide. Des
vérifications ont également été effectuées avec 0,9 équivalent (pour s’assurer qu’il est
fixé enticrement). Le 3-CCA est en exces (100 uM). Le desferral est a une concentration

de 1 uM.

La figure 3.7 montre la cinétique de la génération de HO" mesurée par la
fluorescence de 7-hydroxy-CCA. La production la plus importante HO est celle du Cu"
“libre” dans le tampon (V). La fluorescence augmente linéairement pendant 8 minutes
environ et atteint un plateau a environ 30 minutes. La fin de production de HO’

correspond a la consommation de la totalité de I’ascorbate. Quand de I’ascorbate frais est
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ajouté, la production de HO' reprend. Cependant, le Cu" n’existe pas sous forme libre
dans le cerveau ou en quantité trés négligeable (concentration estimée a 107 M) (Rae et
al., 1999); il est fixé par des chélatants biologiques (protéines, peptides, acides aminés,
etc ...). Pour se rendre compte de la toxicité éventuelle de Cu"-Ap via la production de
HO’, il faut la comparer la quantité d’hydroxyle générée a celle produite par d’autres

complexes de Cu'-protéines/peptides.
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Figure 3.7. Cinétique de la génération de HO" génération par les complexes cuivre-peptides. La
concentration des complexes est de 10 uM, ascorbate (300 uM), desferral (1uM), CCA (100 uM)
dans un tampon phosphate. Les complexes étudiés sont le Cu' libre (-V -), Cu"-GHK( -m-),Cu"-
AB25-35(-0-),Cu"-AB16 (- A-), et Cu"-DAHK (-X-).

Mais avant d’effectuer des comparaisons, nous nous sommes assurés que H,O, est
un intermédiaire de la réaction aboutissant a la production de HO" par les complexes de
cuivre (ou le cuivre seul) en présence d’ascorbate. Une expérience simple est d’effectuer
une mesure avec de la catalase. Ajoutée soit au début soit au cours de la réaction (500
nM), elle est censée empécher la derniere étape de la réaction permettant la production de
HO" a partir de H,O, puisqu’elle transforme H,O, en HyO + O,. C’est ce qui a été
observée (figure 3.8). Il faut souligner que la concentration de la catalase utilisée est bien
inférieure a celle de cuivre (< 100 fois). L’effet est donc du a sa catalyse et non pas a une
interaction directe avec le cuivre. Lorsqu’elle est ajoutée au début de la réaction, on ne
détecte pas d’augmentation de la fluorescence. Cela indique qu’il n’y a pas de HO'
générés. Lorsqu’elle est additionnée en cours de réaction, alors immédiatement la
fluorescence stagne. La production de HO est donc stoppée. La méthode semble bien
adaptée pour la détection des ions hydroxyles puisque I’intensit¢ du signal en

fluorescence augmente uniquement avec la quantité de HO’, dont H,O, est le précurseur.
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Figure 3.8. Effet de la catalase. La courbe bleue représente l'intensité de signal fluorescent
obtenu pour une solution contentant 10 uM de Cu' et 300 uM d’ascorbate. Lorsqu’on ajoute la
catalase soit au début (courbe verte) soit en cours de réaction (courbe rouge), [’effet est
immeédiat.

En présence d’ascorbate, le complexe Cu"-GHK génére presque autant de HO'
que le Cu libre. Au contraire, le complexe Cu"-DAHK n’en produit quasiment pas (figure
3.7). 1l est clair que la différence de production de radicaux des différents complexes est

intimement liée a leur chimie de coordination. En effet, I’environnement du cuivre est

respectivement 3N/10 et 4N plan carré dans les complexes Cu"-GHK et Cu'"DAHK.

L’ensemble des complexes de cuivre des peptides AB(16,28,40,42) a également
été testé. Tous produisent des quantités significatives de HO’, mais moins que le cuivre
libre ou Cu"-GHK (figures 3.7 et 3.9). La fixation du cuivre par le peptide AB aurait donc
a priori une tendance protectrice par rapport au Cu' libre. Ce résultat peut sembler
paradoxal si on se référe  la littérature. En effet, selon Huang et al., les complexes Cu'-
AP produisent plus de H,0, (le précurseur de HO') que le Cu'" libre, ce qui implique que
les peptides en présence de cuivre sont plus toxiques que le cuivre seul. Bien qu’une
production de H,O, importante n’est pas directement synonyme de production de HO’
forte, ces résultats semblent contredire les ndtres. Cependant, ces travaux ont été
effectués avec du cuivre lié par de la Glycine (complexe Cu"-Glys) et non du cuivre libre.
Nous avons donc également étudié la production de HO™ par ce complexe. Il s’avére que
celle-ci est trés faible. Dans ces conditions, il n’est pas étonnant que les complexes de
Cu-AB soient apparus comme toxiques. Les résultats ne sont donc en aucun cas

contradictoires.
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Il existe des peptides tels que le DAHK qui fixent le cuivre et qui ne produisent
que trés peu de HO' sous les mémes conditions. La légére production de radicaux
hydroxyles par les complexes Cu'-Ap pourrait donc étre nocive et aboutir & la destruction

des neurones.
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Figure 3.9. Cinétique de la génération de HO' génération par les complexes Cu"-AB. La
concentration des complexes est de 10 uM, ascorbate (300 uM), desferral (1 uM), CCA (100 uM)
dans un tampon phosphate. La courbe noire représente la cinétique réalisée avec le peptide Af42
« fraisy tandis que la courbe violette correspond a l’état agrégé. Les spectres pour | AB16/28 et
40 sont respectivement en rouge, vert et bleu. La courbe magenta est la cinétique obtenue avec
une solution de peptide Af42 mis a agréger en présence d’'un équivalent de cuivre pendant une
journée a 37°C.

Les deux formes tronquées AP16 et AP28 montrent une production tres
légerement supérieure a 1'AB40. Les résidus 17-28 et 17-40, qui ne sont pas impliqués
dans la liaison du métal, n’influence pas non plus la production de HO". Le fait que la
production du complexe Cu'-AP28 soit légérement inférieure & ceux de APL6 et
légeérement supérieure a I’AB40 peut tre imputé a la structuration du complexe. Nous
avons vu dans le chapitre 2, en RMN, une plus grande structuration avec la longueur du
peptide. Une explication possible revient a dire que le métal est moins accessible pour
I’ascorbate. Une autre possibilité serait que les HO' réagissent d’avantage avec le peptide
(d’ou une partie des HO" qui ne réagit pas avec la 3-CCA) car il est plus long. Cette

réaction pourrait faire intervenir la Met35.

Pour faciliter la comparaison, la figure 3.10 traduit la quantité des radicaux

générés par rapport a celle du cuivre « libre ».
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Figure 3.10. Intensité relative de fluorescence apres 1500s.

La région 25-35 de I’AP a été suggérée comme étant la partie toxique du peptide
amyloide, faisant intervenir notamment la Met35. Elle posséde un atome de soufre tres
réactif avec les radicaux, et pourrait jouer un role dans une cascade de réactions. Nous
avons donc testé le peptide AB25-35 mais il ne possede pas de site de fixation spécifique
du cuivre. La génération de HO" correspond a environ 70% de celle du cuivre libre. En
I’absence d’un site de fixation spécifique pour le cuivre, la production de HO™ observée
vient probablement du cuivre « libre ». La différence est seulement due a une interaction
faible non spécifique avec le peptide. Cependant, cela ne confirme en aucun cas la
toxicité de cette partie du peptide.

Pour se rendre compte si la région 25-35 a un effet sur la production de HO" par le
Cu" fixé sur son site de I’AB, un mélange de peptide AB16 et AB25-35 a été étudié. Le
peptide AB16 va fixer le cuivre et des HO™ vont ensuite pouvoir étre produits, comme on
I’a déja vu. Ainsi, il est possible de voir si I’AB25-35 va avoir un effet sur la génération
des HO'. Dans ce cas, la production de HO" observée a été similaire a celle du complexe
Cu"-AB16. La région 25-35 n’accentue donc pas la production de HO". Cependant, la

production de HO" n’est pas le seul mécanisme possible de toxicité.
L’AB42 révele une production beaucoup plus importante que I’AB40. Le complexe

Cu"-AB42 produit moiti¢ moins de HO" que le cuivre seul alors que les complexes formés

avec les peptides AB16,28 et 40 affichent une production entre 7 et 10% de celle Cu seul.
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En considérant que plus un complexe produit des HO', plus il est toxique alors le Ap42
serait LE peptide amyloide le plus dangereux, en produisant notamment 5 a 6 fois plus de
HO’ que I’AB40. Des expériences basées sur la production de H,O, avaient conclu a la
méme tendance. Il avait ét¢ mis en évidence que les peptides AP produisaient de fortes
quantités de H,O,, et que I’AB42 en générait notamment 2 fois plus que I’AB40 (Opazo
et al., 2002). La différence au niveau de HO' est encore plus accentuée.

Cette importante production de radicaux dans le cas de I’AB42 pourrait expliquer
la toxicité accrue de ce peptide vis-a-vis des neurones. Cela est aussi en accord avec le
fait que la proportion de AB42 est beaucoup plus élevée dans les plaques séniles que dans

les cerveaux sains.

La question qui se pose est 1’origine de ce comportement si particulier des
complexes Cu''-AB42 vis-a-vis de la production des radicaux hydroxyles. Au chapitre 2,
nous avons vu que les 2 acides aminés qui différent entre les peptides ABO et AP42
(Isoleucine-Alanine) n’interviennent pas dans la fixation du Cu". I n’a pas été observé de
différence dans la coordination du cuivre entre AB40 et AP42. L’explication est donc
ailleurs. Cela pourrait étre en relation avec la propension du peptide a agréger. Dans le
chapitre 4, qui traite de 1’agrégation du peptide, nous verrons que les peptides AB16 et
APB28 n’agreégent pas sous nos conditions opératoires (solution fraichement préparée a 10
uM). De méme, le peptide AP40 est enticrement soluble et sous forme d’un monomere
dans ces conditions. Par contre, le peptide AP42 agrége vite et notamment dans les
conditions utilisées ici ou il forme des oligoméres (solution fraichement préparée a 10
uM).

Nous nous sommes donc également intéressé a 1’AP42 agrégé en présence de
cuivre (incubation a 37°C, pendant 1 jour). La production de HO" devient alors beaucoup
plus faible, étant du méme inférieure a celle de I’AB40. Si le phénomene d’agrégation est
bien la cause de la quantité importante de HO" générée, alors ce sont les premiers stades
de I’agrégation (oligomeres, petits agrégats ou protofibrilles) qui sont les responsables et
non pas 1’état final (fibres). Pour s’en assurer, I’influence de 1’état d’agrégation sur la
production de HO" a été regardée de plus prés. L agrégation du peptide est intimement lié
au temps d’incubation. En faisant varier le temps d’incubation, il est raisonnable de
considérer que 1’on fait varier le stade d’agrégation. Des expériences apres 15 minutes, 30

minutes d’incubation a 37°C ont donc été réalisées.
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Figure 3.11. Cinétique de la génération de HO' génération par les complexes Cu"-Ap42
incubés a 37°C. La concentration des complexes est de 10 uM, ascorbate (300 uM), desferral (1
uM), CCA (100 uM) dans un tampon phosphate. La courbe verte représente la cinétique réalisée
avec le peptide AP42 « frais» tandis que les courbes bleue, violette et rouge correspondent a un
état d’agrégation plus avancé avec respectivement 15 minutes, 30 minutes et une journée
d’incubation.

La plus grande quantité de HO" est générée lorsque Cu'-Ap42 a été fraichement
préparé. Plus le temps d’incubation du complexe est long et moins le signal obtenu en
fluorescence correspondant a la 7 OH-CCA est intense. Cela signifie que les quantités de
HO" générées diminuent en fonction du temps d’incubation et donc de I’état d’agrégation
du peptide. Il semble que plus le stade d’agrégation est avancé et moins la production de
HO' est importante. Les premiers états d’agrégation seraient donc responsables de la
différence observée entre le complexe de Cu'-Ap42 et les autres complexes Cu'-AB. Ils
tendent a expliquer la toxicité de 1’AP42. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Tabner ef al., 2005 qui ont montré sur AB40 en présence de Fe' que la production de
H,0O, est corrélée avec les tous premiers états d’agrégation. Ils expliquent I’importance
des premiers stades d’agrégation dans la neurotoxicité de I’Ap par leur capacité a générer
des HO™ en quantité importante.

Le zinc est présent en quantité importante dans les plaques amyloides (Lovell et
al., 1998) et possede aussi un site de fixation sur le peptide (Garzon-Rodriguez et al.,
1999; Kozin et al., 2001). 1l peut donc jouer lui aussi un réle sur la production de HO'.
Cela pourrait étre le cas s’il donnait une structuration particuliére au peptide. Une
solution de AB42 en présence de cuivre et de zinc a donc été étudiée. Les résultats ont été
identiques 4 ceux du complexe de Cu'-Ap42. Le zinc n’accélére pas, mais ne ralentit pas

non plus la production de HO".
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Tous ces résultats sont particulierement intéressants puisqu’ils mettent en lumiére
que I’AB42 a un comportement particulier vis-a-vis de la génération de HO', sans doute
en relation avec la formation rapide d’oligoméres. Cette génération de HO' pourrait
expliquer 1’origine de la cascade amyloide. Il est donc important de confirmer ces

expériences par d’autres techniques.

I1.2 En RPE

Afin de confirmer les résultats obtenus en fluorescence, des études cinétiques,
suivies en RPE, ont été réalisées sur les complexes de cuivre précédemment étudiés. La
figure 3.12 montre les spectres obtenus apres 30 minutes du cuivre libre, et des
complexes Cu'-AB16/28 et 40 en présence d’ascorbate 300 uM (mémes conditions

qu’en fluorescence).
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Figure 3.12. Spectres RPE caractéristiques de la génération de HO' generation par les
complexes de Cu". La concentration des complexes est de 10 uM, ascorbate (300uM), desferral
(1luM), POBN (10mM) dans un tampon phosphate. Pour un souci de présentation, les échelles
d’intensité pour A) et B) ne sont pas les mémes (il faut multiplier ['intensité des spectres de A)
par 2 pour avoir la méme échelle).

Pour les échantillons d’AB16/28 et 40, un doublet au centre est observable. C’est
le signal de D’ascorbate oxydé (radical ascorbyle). C’est d’ailleurs le seul signal
observable pour les complexes Cu"-DAHK et Cu"-Gly,, indiquant que trés peu de

radicaux HO" sont générés. Intense au début de la réaction, il diminue au cours du temps
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alors que celui correspondant a 1’hydroéthoxy-POBN augmente. L’intensité relative du
signal RPE des différents complexes Cu-peptides aprés 30 min est représentée par la
figure 3.13.

Les intensités relatives mesurées sont comparables a celles obtenues en
fluorescence. Le cuivre « libre » est celui qui génere le plus de radicaux hydroxyles. Le
peptide DAHK n’en produit quasiment pas et seul le signal du radical ascorbyle est
observé (doublet de doublet caractéristique). Au contraire, le signal obtenu avec le GHK
est assez intense, prouvant qu’une quantit¢é importante de radicaux hydroxyles est

générée, comme nous I’avons déja observé en fluorescence.

En ce qui concernent les complexes Cu"-AB16/28 et 40 produisent tous des
quantités non négligeables de HO". Toutefois, cela est toujours moins que la production
du Cu" libre et de Cu"-GHK. Pour I’AB42, le signal obtenu est environ 5 fois plus intense

que celui de I’AB40, indiquant donc une production de HO" 5 fois plus importante.

Si comme précédemment, la quantité d’HO produite par le Cu" est ramenée a

une valeur de 100, on obtient les résultats suivants :

100

80—~

Intensité relative

Figure 3.13. Intensité relative du signal RPE aprés 1500s.
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Les résultats obtenus sont similaires a ceux observés en fluorescence. Les
complexes de Cu"-Ap produisent tous des HO" avec une mention spéciale pour I’Ap42
qui semble de loin le peptide amyloide le plus toxique. Tout produit capable d’inhiber la
production de HO" du complexe est un médicament potentiel. Nous nous intéresserons
donc au paragraphe IV a de tels composés.

Mais avant, pour mieux comprendre le mécanisme de la production de HO" par
des complexes Cu'-peptides, nous avons essayé de voir s’il y avait une relation entre les
potentiels d’oxydo-réduction des complexes et leur capacité a générer des radicaux

hydroxyles. C’est le sujet abordé par le chapitre III.

II1. Potentiels d’oxydo-réduction des complexes
cuivre-peptide

Puisque la production de HO" a partir de ’oxygéne moléculaire et de 1’ascorbate
requiert I’oxydation et la réduction des centres cuivre des complexes Cu'-peptides, il est
intéressant de savoir, si les réactions redox mises en jeu sont thermodynamiquement

favorisées ou défavorisées.

Cu"-AB + ¢ (agent réducteur) ——>  Cu-Ap (1)
Cu-AB+0, ——> CuAB+0," )
Cu-AB+ 0, +2H —> CuAp+ H,0, (3)
Cu-AB+H,0, —> Cu'~Ap+HO + HO' (4)

Il est possible de le savoir en déterminant les potentiels d’oxydo-réduction des

différents complexes Cu'-peptide en électrochimie.

Des concentrations élevées (~ 1 mM) sont nécessaires et seules les analyses avec
les peptides AB16 et AP28 ont été réalisées. Cependant, nous avons vu au chapitre 2,
qu’ils étaient de bons modeles, au moins pour la forme soluble de AB40.

La figure 3.14 montre les mesures voltamétriques de Cu"-GHK, Cu"-DAHK et

Cu'-AP16. Le voltamogramme obtenu avec Cu'-AP28 est trés similaire a celui de Cu'-

154



Chapitre 3. Génération de radicaux hydroxyles par les complexes Cu'-Ap

AB16. Les valeurs déduites pour les potentiels d’oxydation et réduction pour Cu'/Cu"

sont reportées dans le tableau 3.1.
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Figure 3.14. Voltamétrie cyclique. Le spectre rouge est celui du complexe Cu'-DAHK, le jaune
celui de Cu"-GHK, le bleu celui de Cu-AB16 et enfin le vert celui de Cu"-Ap28.

. Potentiel (ENH) de réduction | Lotentiel (ENH)
Peptides i d’oxydation des
des complexes de Cu 1
complexes de Cu
DAHK 0,295V 0,710 V
GHK 0,385V 0,445V
AP16 0,336 V 0,646 V
AP28 0,328 V 0,625 V

Tableau 3.1. Potentiels d’oxydo-réduction des complexes cuivre-peptides déduits de
Délectrochimie (ENH). Plus le potentiel de réduction est éleve et plus le complexe est facile a
réduire. Plus le potentiel d’oxydation est bas et plus le complexe est facile a oxyder.

Les données ¢électrochimiques peuvent étre corrélées avec la chimie de
coordination et a la production de HO" par les différents complexes Cu'-peptide. En effet,
pour Cu-GHK, les couples Cu'/Cu" et Cu’/Cu' sont observables. La réduction (Cu" en
Cu') intervient a 0,385 V (potentiel le plus fort) et I’oxydation a 0,445 V (potentiel le plus
faible). La différence entre les deux pics est de seulement 60 mV, ce qui correspond a un
processus quasi-réversible. Pour Cu"-DAHK, le potentiel de réduction est de 0,295 V. La
différence entre les pics d’oxydation et de réduction est de 0,415 V. Cette grande
différence indique un réarrangement important suite a la réduction du complexe. C’est ce

qui est attendu, puisque le site de coordination relativement rigide et plan carré du motif
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ACTUN n’est pas favorable pour I’accommodation du Cu'. Le Cu' ne se fixe donc pas
dans le méme site que le Cu". Cette modification de coordination le rend non
«réversible » et explique la large différence entre les potentiels d’oxydation et de

réduction.

Il y a une grande différence sur les potentiels de ces 2 complexes cuivre-peptide.
Or, il y en a un qui produit beaucoup de radicaux hydroxyles alors que ’autre n’en
produit pas. Il y a donc bien un parallele entre les potentiels d’oxydo-réduction et la
production de radicaux expliquant ce phénomeéne. Cela vient du fait qu’en raison des
potentiels d’oxydation et de réduction des complexes de cuivre, les réactions (1-4)

aboutissant a la formation de HO" sont plus ou moins favorisées.

Le potentiel de 1’ascorbate (+ 0,28 V) est bien inférieur aux potentiels de
réduction de tous les complexes Cu'-peptides mesurés, il est donc capable de les réduire.
La réaction (1) est donc trés favorable thermodynamiquement (figure 3.2). Cependant
plus la différence entre le potentiel de réduction des complexes de cuivre et celui
d’oxydation de 1’ascorbate est grande et plus la réaction est favorisée. Elle se fait donc
trés facilement dans le cas de GHK, un peu moins bien pour les peptides AP et encore

moins bien pour le DAHK.

La seconde étape pour arriver 8 HO' est la réduction de 1’oxygéne moléculaire en
anion superoxyde, qui a un potentiel relativement bas a -0,16 V (lorsque la concentration
en O, est de 1M). Thermodynamiquement, c’est 1’étape la plus difficile et donc I’étape
limitante de la production de HO'. Cependant, -0,16 V correspondent au potentiel
standard du couple O,/O,". Pour étre rigoureux, il faut considérer I’équation de Nernst,
selon laquelle le potentiel E = -0,16 + 0,06 log [0,]/[0,7] . Le potentiel est de -0,16 V
uniquement dans le cas ou [O;] = [O,"] (définition du potentiel standard). En considérant
les conditions habituellement estimées dans une cellule de mesure, [O,] = 200 uM et
[0,7] = 107'° M, alors le potentiel du couple O,/O," devient égal a +0,22 V! Dans nos
échantillons on ne connait pas exactement les concentrations [O,] et [O;], par
conséquent on ne connait pas le potentiel, mais il est vraisemblable qu’il soit plus élevé
que -0,16 V. Il en résulte que cette seconde étape est moins défavorable qu’il n’y parait.

Plus le potentiel d’oxydation du complexe Cu"-peptide sera élevé et plus cette

¢tape sera défavorisée. Dans le cas du DAHK, ou le potentiel d’oxydation est trés éleveé,
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il est probable que la réaction se fasse tres difficilement. Cela expliquerait pourquoi il
n’est pas observé de production de HO™ avec ce peptide. En revanche pour GHK, le
potentiel du complexe formé avec le cuivre est de 0,445 V. La réaction est beaucoup
moins défavorisée et pourra se faire au moins partiellement. Or avec le GHK, il y a une
production de HO" importante.

Pour Cu"-AB16 et Cu"-AB28, les résultats sont trés similaires. Leurs potentiels
d’oxydation sont intermédiaires entre ceux des complexe de cuivre du GHK et du
DAHK : GHK (0,44 V) < AB (0,63 V) < DAHK (0,70 V). La production de HO’
résultante est également intermédiaire. Il y a une différence importante (300 mV environ)
entre les potentiels d’oxydation et de réduction. Le processus de réduction n’est donc pas
totalement réversible. Cela semble dii, comme dans le cas de DAHK, a une modification
de la coordination du cuivre. L’environnement du Cu' dans les complexes Cu'-Ap n’a pas
¢été caractérisé (aucune étude n’est reportée dans la littérature) mais il est certainement
différente de celle du Cu" qui est plan carré. 1l y aurait donc un réarrangement autour du

Cu'. L’étude des ligands pour le Cu' reste un axe de recherche a développer.

La réaction (3) est elle trés favorable puisque le potentiel de réduction de 1’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogene est treés élevé (0,94 V) par rapport au potentiel

d’oxydation de tous les complexes Cu'-peptides testés.

L’étape finale (4), qui conduit 8 HO', n’est pas non plus trés favorable car les
potentiels d’oxydation des complexes Cu"-peptide et de réduction de H,O, sont trés

proches. Elle est tout de méme beaucoup moins défavorisée que la réaction (2).

Il y a bien une relation entre les potentiels d’oxydo-réduction et leur capacité a
générer des radicaux hydroxyles en présence d’ascorbate. Plus les réactions (1) et (2) du
mécanisme sont facilitées et plus la production de HO est importante.

Les potentiels du complexe Cu"-AB42 n’ont pas été mesurés, mais on peut
supposer, avec les résultats présentés ici, qu’ils sont plus proches de ceux de Cu'-GHK
que de Cu"-AB16 et Cu'-Ap28. Les mesures qui figurent dans la littérature, E° = 780
mV (par rapport au potentiel de 1’électrode normal d’hydrogene) (Huang et al., 1999)

semblent donc assez élevées.
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IV. Inhibition des ROS

La production de ROS semble étre 1'un des principaux facteurs de la maladie
d’Alzheimer. Tout composé capable de réduire cette production est donc un médicament

potentiel. C’est sur cette hypothése que nous nous sommes intéressés a divers composés.

IV.1 Le Clioquinol

Le Clioquinol (CQ) est un chélateur du cuivre et du zinc. In vitro, il a ét¢ montré
qu’il était capable de dissoudre partiellement des plaques amyloides issues de cerveaux
humains post-mortem (Cherny et al., 1999). In vitro, il permet également d’inhiber de
pres de 50 % 1’accumulation de AP chez des souris transgéniques APP Tg2576 (Cherny
et al., 2001). De plus, il a été montré qu’il était capable de prendre le cuivre fixé par
I’AB ; sa constante de fixation pour le Cu" est de 1’ordre de 10° M™' contre 10’ M™' pour
I’A. Cependant, pour considérer que ce composé a un effet positif contre les ROS, il faut
que le cuivre lié¢ au CQ ne puisse pas générer de radicaux, sinon il serait aussi dangereux
que les complexes Cu"-AB. Sa capacité & réduire la production de HO", en reprenant le

cuivre fixé a I’AP, a donc été testé.
Cl

"

OH

Figure 3.15. Le clioquinol

En spectroscopie de fluorescence, lorsqu’il est ajouté au cours d’une réaction alors
I’intensité du signal arréte d’augmenter. Cela indique qu’il y a arrét de la production de
HO'. D’une part, la réaction ne se fait plus et d’autre part, le complexe Cu-CQ ne génére
pas non plus de radicaux hydroxyles. Il a donc un effet bénéfique contre les ROS. En
fixant le cuivre, il est capable d’inhiber le mécanisme de génération des HO'. Ces
résultats confirment des études qui ont montré qu’il était capable d’inhiber la production
de H,O, par le peptide AB42 (Cuajungco et al., 2000 ; Huang et al., 1999b).

Il est donc trés regrettable que ce composé ait du étre arrété en phase II clinique
pour sa toxicité car il posséde un vrai potentiel pour empécher les radicaux libres de

causer des dommages.
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IV.2 La Métallothionéine-3 (MT-3)

Des protéines complexant les métaux et localisées au méme endroit que I’Ap dans
le cerveau pourraient intervenir dans 1’échange du cuivre et ainsi avoir une influence
directe sur la toxicité de celui-ci. Une telle protéine, la métallothionéine 3 (MT-3), est
dérégulée chez les patients atteints par la maladie, sa concentration étant inférieure a la
normale (Uchida ef al., 1991).

La MT-3 est I’isoforme la plus spécifique du cerveau des métallothionéines (MT)
(chapitre 1). En raison de sa propension a lier les métaux, elle pourrait avoir des fonctions
physiologiques telles que I’homéostasie des métaux essentiels comme le cuivre et le zinc.
Elle est capable de lier jusqu’a 8 équivalents de cuivre (Vasak, 2005). Il a aussi été
démontré qu’elles jouent, entre autre, un réle de protection contre la toxicité de I’Ap (Irie
et Keung, 2001).

Aux vues de ces propriétés particuliéres, nous nous sommes intéressé€s au role de
la MT-3 dans la maladie d’Alzheimer, notamment savoir si elle pouvait inhiber la
production de HO". En collaboration avec 1’équipe du Professeur Vasak a Ziirich, la

relation entre la MT-3, les peptides, AP 28/40 et 42 a ét¢ étudiée.

IV.2.a MT-3 et production de HO"

Comme la catalase ou le clioquinol, 1’ajout de MT-3, stoppe 1’augmentation du
signal en fluorescence de la 7-OH-CCA. Elle empéche donc la génération d’HO" a partir
de I’ascorbate et de I’oxygéne moléculaire. L explication la plus probable est qu’elle fixe
le cuivre et qu’une fois fixé, il ne peut plus participer a la génération des HO', méme si
I’hypothése d’une réaction de la MT-3 avec les HO™ ne peut étre totalement écartée. Elle
pourrait donc jouer un réle particulier dans la MA. Il est probable que 1’augmentation des
ROS chez les patients atteints de la maladie soit en relation avec la diminution de sa

concentration chez ces personnes.

IV.2.b MT-3 et AB

Pour essayer d’élucider le mécanisme de suppression des HO' par la MT-3, nous
avons essay¢ de voir si elle est capable de chélater le cuivre couplé a I’AB. Ces travaux

ont été initiés dans notre équipe sur le peptide AB16 par Tamara Delaine et Audrey Gilet.
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UV-Visible
Les spectres d’absorption UV-Visible de la MT-3 en présence de cuivre et celle
des peptides AP avec et sans Cu" sont connus. Il est intéressant de voir si le cuivre lié au

AB(28/40/42) peut étre déplacé par la MT-3 (0,25 équivalents). L’allure du spectre
résultant de I’addition de la métallothionéine-3 sur le complexe Cu"-AB40, représentée
sur la figure 3.16 (courbe rouge) ne peut étre expliquée par la seule présence de MT-3
dans le milieu. L’allure du spectre résultant n’est pas la somme des spectres de la MT-3
et de Cu"-AP40. Un changement s’est donc produit.

En effet, il apparait un épaulement a 260 nm, caractéristique de la liaison du Cu'
sur la MT-3 (Roschitzki et Vasak, 2002). De plus la bande de faible intensité a 620 nm
environ, caractéristique d’une transition d-d du Cu", disparait. Les résultats sont
similaires pour tous les peptides amyloides AB16/28/40/42.

Etant donné que la MT-3 est un meilleur chélatant du cuivre que I’AP, les
constantes de fixation différent d’un rapport 100, elle est capable de le lui prendre. De
plus, il ne semble plus y avoir de Cu"". Le Cu" fixé par la MT-3 serait en Cu'.

Pour wvérifier ces hypothéses, des investigations ont ét€¢ menées en
chromatographie d’exclusion stérique, résonance paramagnétique ¢€lectronique (RPE) et

en phosphorescence.

DO
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Figure 3.16. Etude du mélange Cu"-Ap40 + MT-3 en spectroscopie UV-Visible. Spectre
d’absorption de la MT-3 (5 uM) rouge, du peptide AB40 (20 uM bleue), du complexe Cu"-AB40
(20 uM) vert et du mélange Cu"-Ap40 + MT-3 (jaune)

Chromatographie d’exclusion stérique
Pour s’assurer que le Cu' n’est plus fixé a I’AP, une analyse séparative du

mélange de protéines par chromatographie d’exclusion stérique a été effectuée. Le
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chromatogramme obtenu avec AP28 (figure 3.17.A) montre la possibilité de séparer 3
produits différents. Le premier a une masse apparente de 21 kDa, le deuxieme de 11 kDa
et le troisiéme de 2 kDa. Ce dernier a la masse apparente du peptide AB28 qui avait été
préalablement passé sur la colonne dans les mémes conditions d’élution. De plus, le
spectre UV-Vis de cette fraction correspond a celui de 1’apo-peptide. D’apres les masses
apparentes, les deux autres produits ayant des masses supérieures proviendraient de la
MT-3 sous forme de monomere et de dimere. Le spectre d’absorption des fractions

montre clairement 1’épaulement & 260 nm, en accord avec la fixation du Cu' & la MT-3.
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0.0
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Figure 3.17. Séparation par chromatographie d’exclusion stérique du mélange MT-3 + Cull-
AP40. A) Chromatogramme a 220 nm de la colonne d’exclusion stérique du mélange (MT-3 +
Cu'-4p28). B) Spectre d’absorption des 3 fractions. La courbe noire représente celui de la
premiére fraction, la rouge celle de la seconde et la verte, la troisieme.

Ces expériences de transfert du cuivre de I’AB vers la MT-3 sont trés similaires
pour tous les peptides amyloides AP16/28/40 et 42 confirmant qu’ils ne lient plus le Cu".
L’échange a méme été observé avec du peptide AP42 agrégé par G. Meloni de 1’équipe
du Pr Vasak. Il reste a confirmer que le Cu" est réduit en Cu' par la MT-3. Pour cela des

expériences en RPE et en luminescence a basse température ont été réalisées.

Résonance Paramagnétique Electronique (RPE)

La RPE est une méthode qui permet de visualiser les entités comportant un ou
plusieurs électrons célibataires. Notre hypothése avance le passage d’un complexe de Cu"
avec le AP, a un complexe de Cu' avec la MT-3. Le Cu" a une configuration électronique
3d°; il présente donc un électron célibataire et donne un signal en RPE. Le Cu', de
configuration électronique 3d'’, ne comporte que des électrons appariés et ne présentera

donc pas de signal. Le signal observé pour le complexe Cu'-AB devrait donc disparaitre
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en présence de MT-3. Le spectre du complexe Cu'-AB28, en noir sur la figure 3.18,
présente un signal caractéristique d’un complexe de Cu", que nous avons détaillé au

chapitre 2.

2.6 24 2.2 2.0 1.8

Figure 3.18. Spectre RPE (90K) du complexe Cu"-AB40 (100 uM) en présence de 0,2
équivalent de MT-3. Le spectre noir est celui du complexe Cu"-AB28, caractéristique de la
présence de Cu". L’ajout de MT-3 permet d’obtenir la courbe rouge. Il n’y a plus de Cu". Il
semble que le Cu" a été réduit en Cu'

Lors de I’addition de la MT-3 sur ce complexe (spectre en rouge), le signal du
Cu" disparait. Cela tend 2 montrer que le Cu" a été réduit en Cu' par la MT-3. Cependant,
il faut tout de méme rester prudent quant a I’interprétation de cette absence de signal. En
effet, il pourrait s’expliquer par un couplage antiferromagnétique entre deux ions Cu'.
Pour éliminer cette éventualité, une étude de la luminescence a basse température, pour

essayer de prouver la présence de Cu'.

Luminescence a basse température

La disparition des bandes d-d en UV et la disparition du signal RPE tendent a
prouver la formation de Cu' au cours de la réaction. Une étude de luminescence a basse
température a 6té réalisée pour le confirmer. En effet, les complexes de Cu' ont
généralement une luminescence particulié¢re. De plus, si le Cu' est lié a la MT-3, il se
trouve dans un cluster thiolate, ce qui lui confére des propriétés de luminescence bien

caractérisées (Roschitzki et Vasak, 2002)
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Figure 3.19. Spectres de luminescence @ 77k de Cu'-MT3; du complexe Cu"-Ap40 et du
mélange Cu"-Ap40 + MT3. La courbe rouge représente le spectre obtenu pour une solution de
Cu-4p40 (50 uM). L ajout de MT-3 (0,25 équivalent) donne le spectre noir, comparable a celui
de la MT-3(12,5 uM) en présence de 4 équivalents de Cu" (courbe verte).

Le spectre de luminescence a basse température (77K) des complexes Cu'—AB40
en présence de MT-3 est représenté sur la figure 3.19 en noir. Il présente une bande
d’émission de haute énergie a 425nm avec un t;, = 30 ps, en accord avec une origine
d’état triplet excité. L allure de celui-ci est similaire a celui de la MT-3 en présence de 4
équivalents de Cu" (en vert). Il est donc représentatif d’un complexe de Cu'. Il semble

donc que le Cu" fixé au AP ait été fixé puis réduit par la MT-3.

Les échanges de cuivre entre la MT-3 et les peptides amyloides sont réalisables in
vitro. Il est fort possible qu’ils existent in vivo. Une fois fixé par la MT-3, le cuivre est
réduit sous sa forme Cu'. Deux atomes de soufre des thiols cédent deux électrons a deux
atomes de cuivre puis forment un pont disulfure. Le complexe formé Cu'-MT-3 est trés
stable, la MT-3 a une affinité trés élevée pour le Cu', elle le stabilise. Il semble alors que
le cuivre ne subit plus le cycle catalytique aboutissant a la production de HO' ; ce qui est
le cas lorsque le Cu" est 1ié¢ a I’AB. Il n’y a plus de radicaux HO® produits. Ainsi, la MT-3
jouerait un roéle protecteur contre les ROS. L’augmentation de la quantité¢ de AP42
formant avec le cuivre un complexe capable de générer de radicaux hydroxyles, couplée a
la diminution de la MT-3 capable d’inhiber cette production de HO' pourrait étre a

I’origine de la destruction des neurones via les ROS.
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V. Conclusion

Nos résultats indiquent que le cuivre lié aux peptides peut subir un cycle
catalytique en présence d’ascorbate et de O, aboutissant a la génération de radicaux
hydroxyles. La quantité de HO" générée par les différents complexes Cu'-peptides a par
ailleurs été corrélée a leurs potentiels d’oxydo-réduction.

La quantité produite par les complexes Cu"-Af est modérée, entre celles de Cu'-
GHK et Cu"-DAHK, 2 complexes physiologiques. Le peptide AP42 est le peptide
amyloide qui produit le plus de HO’, notamment il en produit 5 fois plus que Ap40.
Cependant, les cellules ont des mécanismes de défenses contre les ROS. Elles sont
capables d’en éliminer une certaine quantité sans que cela ne lui soit préjudiciable.
L’¢élimination des ROS est assurée par exemple par la SOD ou la catalase. Il faut donc
tester in vivo si les ROS produits par les complexes de Cu-amyloides générent une
quantité de ROS critique pour les cellules, aboutissant a leur mort. Des expériences sont
actuellement menées sur des cellules de SH-SY5Y (cellules cancéreuses utilisées pour
modéliser les cellules neuronales) dans différentes conditions expérimentales. Elles ont
pour but de valider la toxicité particuliere du complexe de cuivre formé avec 1’AB42. Par
ailleurs des protéines tels que la MT-3 sont capables de prendre le cuivre fixé a I’AP.
Leur effet protecteur contre la production de HO™ a été mis en évidence. Or il a été
montré que cette protéine était déficiente chez les patients de la MA ou son taux est 10
fois moins ¢€levé que chez le sujet sain. La recherche de protéines, n’assurant plus leur
role dans le cas de la MA, pourrait, peut étre, permettre d’expliquer I’accumulation des
métaux au niveau des plaques amyloides.

L’effet positif du clioquinol sur la production de HO" a aussi ét¢ montré. La
recherche de chélatant capable de prendre le cuivre a I’AP en s’inspirant de la chimie de

la MT-3 serait donc un axe thérapeutique intéressant a développer.

164



Chapitre 3. Génération de radicaux hydroxyles par les complexes Cu'-Ap

VI. Bibliographie

Bar-Or, D., Rael, L.T., Lau, E.P., Rao, N.K.R, Thomas, G.W., Winkler, J.V., Yulk, R.L.,
Kingston, R.G., and Curtis, C.G. (2001) An analog of the Human Albumin N-terminus (Asp-
Ala-His-Lys) Prevents Formation of Copper-Induced Reactive Oxygen Species. Biol.
Biophys. Res. Com. 284: 856-862.

Buettner, G.R. (1988) In the absence of catalytic metals, ascorbate does not autoxidize at pH 7:
Ascorbate as a test for catalytic metals. J. Biochem. Biophys. Meth. 16: 20-40.

Buettner, G.R. (1990) Ascorbate oxidation: UV absorbance of ascorbate and ESR spectroscopy of
the ascorbyl radical as assays for iron. Free Rad. Res. Comm. 10: 5-9.

Bush, A.L. (2003) The metallobiology of Alzheimer’s disease. Trends Neurosci. 26, 207-214.

Cuajungco, M.P., Goldstein, L.E., Nunomura, A., Smith, M.A., Lim, J.T., Atwood, C.S., Huang,
X., Farrag, Y.W., Perry, G., and Bush, A.L. (2000) Evidence that the B-amyloid plaques of

Alzheimer's disease represent the redox-silencing and entombment of A by zinc. J. Biol.
Chem. 275: 19439-19442.

Cherny, R.A., Atwood, C.S., Xilinas, M.E., Gray, D.N., Jones, W.D., McLean, C.A., Barnham,
K.J., Volitakis, 1., Fraser, F.W., Kim, Y.S., Huang, X., Goldstein, L.E., Moir, R.D., Lim, J.T.,
Beyreuther, K., Zheng, H., Tanzi, R.E., Masters, C.L., and Bush, A.L. (2001) Treatment with
a copper-zinc chelator markedly and rapidly inhibits B-amyloid accumulation in Alzheimer's
disease transgenic mice. Neuron 30: 665-676.

Dikalov, S.I., Vitek, M.P., Maples, K.R. and Mason, R.P. (1999) Amyloid-p-Peptides Do Not
Form Peptide-derived Free Radicals Spontaneously, but Can Enhance Metal-catalyzed
Oxidation of Hydroxylamines to Nitroxides. J. Biol. Chem.274, 9392-9399.

Freedman, J.H., Pickart, L., Weinstein, B., Mims, W.B., and Peisach, J. Structure of the glycyl-L-
histidyl-L-lysine-copper(Il) complex in solution. Biochemistry 21: 4540-4544.

Garzon-Rodriguez, W., Yatsimirsky, A.K., and Glabe, C.G. (1999) Binding of Zn(II), Cu(II), and
Fe(III) ions to Alzheimer's AP peptide studied by fluorescence. Bioorg. Med. Chem. Lett. 9:
2243-2248.

Gum, E.T, Swanson, R.A., Alan, C., Liu, J., Hong, S., Weinstein, P.R., and Panter, S.S. (2004)
Human Serum Albumin and its N-Terminal tetrapeptide D-A-H-K Block Oxidant-Induced
Neuronal Death. American heart association, 35: 590.

Hensley, K., Carney, J.M., Mattson, M.P., Aksenova, M., Harris, M., Wu, F.J., Floyd, R.A. and
Butterfield, D.A. (1994) A Model for B-Amyloid Aggregation and Neurotoxicity Based on
Free Radical Generation by the Peptide: Relevance to Alzheimer Disease. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.491: 3270-3274.

Huang, X., Cuajungco, M.P., Atwood, C.S., Hartshorn, M.A., Tyndall, J.D.A., Hanson, G.R.,
Stokes, K.C., Leopold, M., Multhaup, G., Goldstein, L.E., Scarpa, R.C., Saunders, A.J., Lim,
1., Moir, R.D., Glabe, C., Bowden, E.F., Masters, C.L., Fairlie, D.P., Tanzi, R.E., and Bush,
A.L (1999) Cu(Il) potentiation of Alzheimer AP neurotoxicity. J. Biol. Chem. 274: 37111-
37116.

165



Chapitre 3. Génération de radicaux hydroxyles par les complexes Cu'-Ap

Huang, X., Atwood, C.S., Hartshorn, M.A., Goldstein, L.E., Scarpa, R.C., Cuajungco, M.P.,
Gray, D.N., Lim, J., Moir, R.D., Tanzi, R.E., and Bush, A.L. (1999) The Ap Peptide of
Alzheimer's Disease Directly Produces Hydrogen Peroxide through Metal Ion Reduction. 38:
7609-7616.

Huang, X., Atwood, C.S., Moir, R.D., Hartshorn, M.A., Tanzi, R.E., Bush, A.l. (2004) Trace
metal contamination initiates the apparent auto-aggregation, amyloidosis, and oligomerization
of Alzheimer's Abeta peptides. J. Biol. Inorg. Chem., 9: 954-960.

Irie, Y., and Keung, W.M., (2001) Metallothionein-IIl Antagonizes the Neurotoxic and
Neurotrophic Effects of Amyloid B Peptides. Biochem. Bioph. Res. Com., 282: 416-420.

Kozin, S.A., Zirah, S., Rebuffat, S., Hoa, G.H., and Debey, P., (2001) Zinc Binding to
Alzheimer's AB(1-16) Peptide Results in Stable Soluble Complex. Biochem. Biophys. Res.
Comm., 285: 959-964.

Laussac, J.-P., Haran, R., and Sarkar, B. (1983) N.m.r. and e.p.r. investigation of the interaction
of copper(ll) and glycyl-L-histidyl-L-lysine, a growth-modulating tripeptide. Biochem. J.,
209: 533-539.

Lovell, M.A., Robertson, J.D., Teesdale, W.J., Campbell, J.L., and Markesbery, W.R. (1998)
Copper, iron and zinc in Alzheimer's disease senile plaques. J. Neurol. Sci. 158: 47-52.

Manevich, Y., Held, K.D., and Biaglow, J.E.(1997) Coumarin-3-Carboxylic Acid as a Detector
for Hydroxyl Radicals Generated Chemically and by Gamma Radiation. Radiat. Res., 148:
580-591.

Opazo, C., Huang, X., Cherny, R.A., Moir, R.D., Roher, A.E., White, A.R., Cappai, R., Masters,
C.L., Tanzi, R.E., Inestrosa, N.C., and Bush, A.l. (2002) Metalloenzyme-like activity of
Alzheimer's disease 3-amyloid. J. Biol. Chem., 277: 40302-40308.

Perkins, C.M., Rose, N.J., Weinstein, B., Stenkamp, R.E., Jensen, L.H., Pickart L. (1984) The
structure of a copper complex of the growth factor glycyl-L-histidyl-L-lysine at 1.1 A
resolution Inorganica Chimica Acta, 82: 93-99.

Pickart, L., Freedman, J.H., Loker, W.J., Peisach, J., Perkins, C.M., Stenkamp, R.E., and
Weinstein B. (1980) Growth-modulating plasma tripeptide may function by facilitating
copper uptake into cells. Nature, 288: 715-717.

Rae, D., Schmidt, P.J., Pufahl, R.A., Culotta, V.C., and O'Halloran, T.V. (1999) Undetectable
Intracellular Free Copper: The Requirement of a Copper Chaperone for Superoxide
Dismutase. Science, 284: 805-808.

Ramos, C.L., Pou, S., Britigan, B.E., Cohen, M.S., and Rosen, G.M. (1992) Spin trapping
evidence for myeloperoxidase-dependent hydroxyl radical formation by human neutrophils

and monocytes. J. Biol. Chem, 267: 8307-8312.

Rice, M.E. (2000) Ascorbate regulation and its neuroprotective role in the brain. Trends
Neurosci., 23: 209-216.

Roschitzki, B., and Vasak, M. (2002) A distinct Cu-4-thiolate cluster of human
metallothionein-3 is located in the N-terminal domain. J. Biol. Inorg. Chem, 7: 611-616.

166


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=15578276&query_hl=3&itool=pubmed_DocSum

Chapitre 3. Génération de radicaux hydroxyles par les complexes Cu'-Ap

Tabner, B.J., Turnbull, S., El-Agnaf, O.M.A. and Allsop, D. (2002) Formation of hydrogen
peroxide and hydroxyl radicals from AP and a-synuclein as a possible mechanism of cell
death in Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease. Free Rad. Biol. Med., 32: 1076-1083.

Tabner, B.J., El-Agnaf, O.M.A., Turnbull, S., German, M.J., Paleologou, K.E., Hayashi, Y.,
Cooper, L.J., Fullwood, N.J., and Allsop, D. (2005) Hydrogen Peroxide Is Generated during
the Very Early Stages of Aggregation of the Amyloid Peptides Implicated in Alzheimer
Disease and Familial British Dementia. J. Biol. Chem., 280: 35789-35792.

Turnbull, S., Tabner, B.J., El-Agnaf, O.M.A., Twyman, L.J. and Allsop, D. (2001) New evidence
that the Alzheimer B-amyloid peptide does not spontaneously form free radicals: An ESR
study using a series of spin-traps. Free Rad. Biol. Med., 30: 1154-1162.

Uchida, Y., Takio, K., Titani, K., Thara, Y., and Tomonaga, M. (1991) The growth inhibitory
factor that is deficient in the Alzheimer's disease brain is a 68 amino acid metallothionein-like

protein. Neuron, 7: 337-347.

Vasak, M. (2005) Advances in metallothionein structure and functions. J. Trace Elements Med.
Biol. 19: 13-17.

167



Chapitre 3. Génération de radicaux hydroxyles par les complexes Cu'-Ap

168



Le processus d’agréegation

169







Chapitre 4. Le processus d’agrégation

Les plaques amyloides sont présentes uniquement dans les cerveaux des patients
atteints de la MA. Le principal constituant de ces plaques est le peptide AP agrégé, avec

une structuration en fibres (figure 4.1) (Selkoe et al., 2001).

Figure 4.1. Images de fibres amyloides formées par le peptide Af40 in vitro observées par
microscope électronique. (Tycko, 2003).

Le mécanisme aboutissant a la formation des fibres est considéré comme une
étape clé de la maladie. Il est donc important de le comprendre. Plusieurs intermédiaires
ont été isolés et décrits dans la littérature (figure 4.2). Leur taille varie du dimere jusqu’a
des architectures plus larges d’une dizaine de nanomeétres de diamétres, comme les
protofibrilles (Klein et al., 2004). Pour simplifier, tous ces intermédiaires et les fibres

seront regroupés sous le terme d’agrégat.

nﬁ
= 5% = H =

Intermédiaire Petits agregats

3 o Protofilament
amyloidogénique solubles

Fibre
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Figure 4.2. Etapes de la fibrillation de I’Af
Certains de ces intermédiaires seraient par ailleurs les formes toxiques (Hardy et
Selkoe, 2002). Les conditions influencant leur formation (tampon, pH, métaux...) sont
donc trés importantes.
De nombreux travaux ont montré que 1’agrégation du peptide AP était influencée
par la présence d’ions métalliques, notamment le Zn" et le Cu'. Des concentrations sub-

micromolaires suffisent a favoriser 1’agrégation de celui-ci (Cuajungco et al., 2005). Le
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Zn" & des concentrations physiologiques (> 300 nM) induit une agrégation rapide d’Ap40
en structures de type amyloide résistantes aux protéases (Bush et al., 1994a; Bush et al.,
1994b; Huang et al., 1997). Le Cu", et dans une moindre mesure le Fe induisent
également la précipitation de A a pH = 7,4 (Atwood et al., 1998).

Le phénoméne d’agrégation est d’autre part amplifié a pH acide (pH = 6,6), dans

" (Atwood et al., 1998). Or le pH au sein du cerveau a

le cas du Cu" comme du Fe
tendance a s’acidifier 1égerement lors de la maladie d’Alzheimer suite & un phénoméne
d’inflammation.

Le mécanisme exact n’est pas encore connu dans le détail. Cependant, un
mécanisme communément admis pour les différents peptides/protéines amyloigéniques

est le suivant :

Mative: IN) Amyloidogenic intermediate (Al Unfolded (UF
4
— p—
1
*Nughsus (Nu

Protofilament (P}

Figure 4.3. Mécanisme supposé de la formation des fibres amyloides. (d’aprés Dumoulin et
Dobson, 2004)
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La premiere étape serait la formation d’un intermédiaire amyloide a partir de la
protéine AP native ou non structurée. Celui-ci aurait une forte tendance a agréger et
deviendrait stable par des liaisons intermoléculaires. De petits oligomeres (dimeres sur la
figure 4.3) seraient alors formés et joueraient le role de nucleus, dirigeant ainsi la
croissance des agrégats. Le processus conduirait ainsi a la formation d’oligoméres « de
haut degré » appelés agrégats protofibrillaires. Ces agrégats seraient ensuite convertis en
protofilaments puis finalement en fibres, constituées de 2 a 6 protofilaments enchevétrés

les uns dans les autres.

Les structures des intermédiaires et des agrégats en présence des métaux sont peu
décrites dans la littérature. Des études RPE ont toutefois montré que les ligands impliqués
dans la fixation du cuivre étaient les mémes pour le complexe monomérique Cu"-AB40 et
pour les fibres (Karr et al, 2004). I n’y a donc pas de modification majeure de
I’environnement du métal entre le début (forme monomérique) et la fin (fibres) du

processus d’agrégation.

J e *

U == =2 —

D (Cu,Zn,Fe)

AP soluble Complexe Agrégats
amyloide-B-Cull

Figure 4.4. De I’Af soluble aux agrégats

Jusqu’a présent, nous nous sommes intéressé€s uniquement a la forme soluble des
complexes de Cu-Ap (coordination, réactivité ...). Il est donc temps a présent de s’attarder
sur la caractérisation des agrégats, précurseurs des plaques amyloides (figure 4.4) et de
déterminer le role du complexe Cu'-Ap. Ce chapitre traite de leffet du Cu" sur
I’agrégation du peptide AP. Plusieurs points ont ét¢ étudié : la cinétique d’agrégation, la
formation des intermédiaires (dimeres, trimeéres, oligomeres) et la nature des agrégats

(organisation fibrillaire ou non).
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I. Effets des métaux sur ’agrégation

. r 7 11 I L4 L 4
Des concentrations élevées de Zn~ et Cu  ont été trouvées dans les plaques

amyloides. Ces ions métalliques lient la partie N-terminale (acides aminés 1-16) et
influencent 1’agrégation du peptide. Alors qu’il a été établi que le zinc accélere
I’agrégation, I’effet du cuivre est beaucoup plus controversé. Il a été rapporté, selon les
différentes conditions expérimentales, qu’il accélérait ou ralentissait le processus.
(Atwood et al., 1998 ; Zou et al., 2001 ; Raman et al., 2005). Nous nous sommes
intéressés a la cinétique de D’agrégation avec les métaux dans les conditions

expérimentales suivantes: tampon Hepes 50 mM, NaCl 100mM, pH 7,4.

Le peptide AB40 a une concentration de 50 uM a été incubé a 37°C pendant
différents laps de temps (3 heures, une journée et 3 jours) dans les conditions suivantes :
e apo-Ap40
e AP40+ 1 équivalent de Zn"
e AP40+ 1 équivalent de Cu"
o AP40 + 2 équivalents de Cu"

e AP40 + deferroxamine

Le peptide agrégé est ensuite sédimenté par centrifugation (30 minutes, 21
000 x g, a 4 °C). En considérant que les agrégats sont plus lourds et sédimentent donc
plus facilement, les différentes fractions de 1I’AB40 (soluble et agrégé) sont séparées puis
quantifiées (chapitre 5). Ainsi, il est possible de voir I’effet des conditions opératoires sur

I’agrégation.

L’échantillon [apo-AB40, en présence du chélateur de métaux, deferroxamine]
est I’échantillon de référence pour comparer I’effet des métaux. En effet, il faut garder a
I’esprit que le tampon utilisé contient souvent des traces de métaux qui peuvent influer
sur l’agrégation de D’apo-peptide. La deferroxamine permet de les chélater. Les
différences observées entre les échantillons [apo-AP40, deferroxamine] et apo-Ap40

seront donc dues a ’absence traces de métaux.
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Apres 3 jours d’incubation a 37 °C, les résultats pour ces 5 échantillons sont
similaires. La quantité de peptide présente dans le culot (fraction de peptide supposé
comme agrége) représente environ 90% de la quantité de peptide initiale. Il reste une
fraction de AP40 (environ 4-5 puM) soluble méme aprés 3 jours d’incubation dans le
surnageant. L’analyse UV-Vis du surnageant montre un spectre comparable a ceux de
I’AB40 « frais » a une concentration de 5 pM. Des expériences avec des concentrations
initiales en peptide différentes (10 uM et 20 pM) donnent un résultat similaire avec
environ 5 uM de peptide AB40 qui reste soluble. Il resterait donc toujours une fraction
soluble de AP, similaire quelque soit la quantité de AP initiale. Il est raisonnable de
supposer qu’il existe donc un équilibre dynamique dans le processus d’agrégation entre la
forme monomeére et certains agrégats. Ce phénomene d’équilibre a été déja été observé
pour I’AB sans métaux (O’Nuallain et al., 2005). Des essais préliminaires, avec le peptide
AP42, ont permis d’observer le méme effet. La fraction soluble est cependant inférieure,
environ 2-3 uM.

La présence de métaux Zn" ou Cu" ne semble donc pas inhiber I’agrégation. Ils
n’ont pas d’effet sur la stabilité thermodynamique a la fin de I’agrégation ou il semble y
avoir un équilibre entre les agrégats et la forme soluble. En revanche, ils ont un effet
cinétique sur 1’agrégation. Les essais effectués aprés 3 heures appuient cette hypothése
(figure 4.5). Selon les conditions opératoires, la quantité de peptide présente dans le culot
est cette fois différente. La classification, du plus agrégé au moins agrégé, est la suivante:

[Zn"-AB40] > [Cu",-AP40] > [apo-AB40] =~ [Cu"|-AP40] > [apo-AP40, deferroxamine].

100
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apo-ABd0  AB40T AP0+ AB4O0+ AB40 +

leqZn 1leqCu 2eqCu Deferroxamine

Figure 4.5. Effet des métaux sur P’agrégation de I’Af40. Proportion de AP40 agrégé avec ou
sans métaux a pH 7,4 apres une incubation de 3heures a 37°C sous agitation (3h, 37 °C)
exprimée en pourcentage par rapport a la quantité de peptide initiale (50 uM).
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En présence de deferroxamine, seulement 30% de la quantité¢ du peptide AP40
mis a agréger est retrouvé dans le culot aprés 3 heures d’incubation (contre 65% pour
I’apo-AP40). Le reste se retrouve dans le surnageant sous forme soluble. La cinétique est
ralentie par rapport a [’apo-peptide. L’explication la plus probable est que la
deferroxamine défavorise 1’agrégation en chélatant les traces de métaux présents. Il
semble donc que ces traces de métaux sont bien des promoteurs de 1’agrégation.
(Cuajungco et al., 2005). Un effet direct de la deferroxamine sur 1’agrégation

(indépendant de la chélation des métaux) ne peut cependant &tre totalement écarté.

L’ agrégation pour 1’AB40 en présence d’un équivalent de zinc est plus rapide que
sans zinc. Apreés une journée d’incubation, 90% du peptide initial mis a agréger est
retrouvé dans le culot soit la méme quantité qu’aprés 3 jours. Le zinc accélere donc le
processus d’agrégation. Ces résultats sont en accord avec des études in vitro ont permis
de montrer que le Zn" induit I’agrégation rapide d’AB40 (Bush et al., 1994a; Bush et al.,
1994b; Huang et al., 1997).

Avec un équivalent de cuivre, 1’agrégation est de 60% (contre 65% pour 1’apo-
AB40). Le cuivre n’accéleére pas le processus d’agrégation par rapport a 1’apo-Ap40.
Cette légere différence n’indique pas non plus que la présence de cuivre inhibe
I’agrégation dans nos conditions expérimentales. Par contre, par rapport a I’apo-AB40 en
présence de deferroxamine, il y a un effet d’accélération du cuivre. Avec 2 équivalents,

I’agrégation obtenue est méme de 80%, soit presqu’autant qu’avec le zinc.

Des essais d’agrégation avec le peptide AB42 ont été réalisés dans des conditions
similaires. Aprés une demie journée d’incubation, quelques soient les conditions
opératoires, plus 90% du peptide AP42 mis a incuber est retrouvé dans le culot. Cela
signifie donc que plus de 90% est agrégé apres seulement quelques heures d’incubation.
L’agrégation pour le peptide AP42 est plus rapide que celle de I’AB40. De plus, cela
indique que les métaux n’ont pas d’effet sur la stabilité thermodynamique des agrégats
d’AP42, comme dans le cas de AB40.

Nous verrons au paragraphe II.1.b, que la chromatographie d’exclusion stérique a
permis d’isoler moins de monomére pour le peptide AB42 en présence de Cu' que pour le
peptide AB40 dans les mémes conditions, ou que I’apo-Ap42. Ainsi, le Cu' semble

accélérer ’agrégation de 1’AP42.
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La cinétique de formation des agrégats est donc la suivante : [Cu"-AB42] > [AB42]

> [Cu"-AB40]. Ces résultats sont en accord avec ceux de Atwood et al., 1998.

En conclusion les métaux, et le zinc en particulier, ont un effet cinétique sur
I’agrégation. Il semble que la formation du nucleus (point de départ de 1’agrégation), qui
est apparemment 1’étape limitante du processus, soit favorisée par la présence du zinc
(pour I’AB40 et I’AB42) et du cuivre (pour I’AB42). Le fait que 1’apo-peptide agrége plus
vite que 1’apo-peptide en présence d’un chélatant des traces de métaux indique que des
concentrations treés faibles suffisent a observer cet effet. Dans la littérature, il a également
¢té décrit que les traces de fer jouent également un réle non négligeable (Huang et al.,
2004). Compte tenu de leur concentration dans le cerveau, on peut considérer que les
métaux jouent un role majeur dans 1’agrégation du peptide in vivo. Cependant, le
mécanisme expliquant une vitesse accrue en leur présence n’est toujours pas élucidée.

D’autres questions restent €¢galement en suspens. Peut-on isoler des intermédiaires
entre la forme soluble et les fibres ? Les agrégats formés en présence de métaux sont-ils
les mémes que sans ? Nous allons essayer de répondre a ces interrogations dans les

paragraphes suivants.
II. Monomere, dimeére, oligomeére ?

L’influence des métaux sur 1’agrégation d’une protéine ou d’un peptide peut étre
conceptuellement divisée 2 mécanismes :

(1) Le métal peut par exemple étre li¢ par les ligands de deux
molécules d’AP et former un pont (voir figure 4.6.A) (Miura et al., 2000).

(i) I peut lier I’AB sous la forme d’un complexe monomérique et
induire des changements conformationnels qui favorisent 1’agrégation par des contacts
peptide-peptide. (Karr ef al., 2005 ; Huang et al., 1997) (figure 4.6.B).

Des mécanismes intermédiaires sont aussi envisageables comme la formation de
diméres par un métal pontant qui ensuite agrégent en se liant aux autres dimeres par un

contact peptide-peptide (figure 4.6.C).
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Figure 4.6. Mécanismes possibles d’agrégation de I’AB40

Ici, la question est de savoir si la liaison du métal au peptide peut induire la
formation de dimeéres. Identifier le passage par un dimére dans le processus d’agrégation
est d’une grande importance :

(1) Cela expliquerait en partie pourquoi les métaux peuvent accélérer 1’agrégation.
L’étape « lente » du mécanisme d’agrégation est la formation des premiers agrégats et
notamment des diméres d’AP. En favorisant la formation des diméres (Schmechel et al.,
2003), ils accélereraient donc le processus.

(i) Cela pourrait expliquer pourquoi des quantités sous steechiométriques de
métaux par rapport a I’Ap ont été trouvées dans les plaques séniles. (Huang et al., 2004).
(mécanisme C de la figure 4.6)

(ii1)) La dimérisation de peptides ou protéines induite par les métaux est un
comportement souvent constaté et peut étre directement relié¢ a leur fonction (Hopfner et
al., 2002; Frankel et al., 1988 ; Ciuculescu et al., 2005).

(iv) Un dimere d’AP a été isolé dans un cerveau humain et sa toxicité prouvée
(Klein et al., 2004).

(v) Une autre étude, basée sur des mesures RPE a basse température, suggere que le
Cu" lie le peptide AP en formant un complexe dimérique de type Cu",-Ap, (Cutain ef al.,

2001).

II.1 Chromatographie d'exclusion stérique (CES)

La chromatographie d’exclusion stérique (CES) permet de séparer les molécules
en se basant sur le rayon hydrodynamique (Ry), qui dépend a la fois de la masse molaire
Mr mais aussi de la structure. Elle a été utilisée pour évaluer 1’effet de la liaison avec le
Cu" sur le Ry, des peptides AB40/42 et des formes tronquées AB16 et AB28. La formation

d’un dimére (ou trimere) devrait donc modifier le temps d’élution sur la CES.
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II.1.a ABI16, 28 et 40

Les expériences de CES montrent un seul pic significatif de bas poids moléculaire
pour les complexes Cu"-Ap des différents peptides AB16, 28, 40 (figure 4.7) avec des

volumes d’¢lution similaires aux apo-peptides.
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Figure 4.7. Chromatographie d’exclusion stérique de apo AB28 (courbe noire) et Cu" -Ap28
courbe verte) basée sur ’absorption a 280nm. La courbe rouge est l’absorption a 600 nm,
caractéristique de la bande d_d du cuivre, pour Cu" -Ap28.

Les apo-Ap et les complexes Cu"-Af éluent sous la forme d’un seul pic avec un
temps d’¢lution correspondant a celui d’une molécule de bas poids moléculaire.
L’analyse par CES des apo-Ap, contrairement aux complexes de cuivre correspondants,
sont décrits dans la littérature. En déduisant la masse molaire par comparaison avec la
masse molaire de protéines de calibration, la plupart des auteurs ont conclu que 1’apo-Af
se trouve sous une forme dimérique (Garzon-Rodriguez et al., 1997). Mais cette
interprétation de la CES n’est pas tout a fait juste.

Normalement, la masse des protéines passées sur CES est déduite par un calibrage
de la colonne avec des protéines de masse connue. En se basant sur une telle calibration,
les peptides A et les complexes Cu'-Ap correspondent a des masses molaires apparentes
deux a trois fois plus élevées que les valeurs réelles, d’ou une interprétation que 1’apo-Af
est sous forme de dimeéres (ou trimeres). Mais les protéines de calibration ont une
structure globulaire et compacte, contrairement au peptide AP qui est principalement
« random coil ». Or, la CES permet de séparer les molécules en se basant sur le rayon
hydrodynamique Ry, qui dépend a la fois de la masse molaire Mr mais aussi de la

structure. En général, les protéines globulaires présentent un Ry 2 a 4 fois supérieure a ce
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qui est attendu pour les protéines dénaturées. Pour démontrer I’importance de la forme et
de la structure sur le temps d’élution, nous avons passé des oligonucléotides, connus pour
avoir une forme allongée, sur la colonne dans nos conditions expérimentales (tampon,
pH, température). Ils sortent beaucoup plus tot que ce qui est attendu pour une molécule
globulaire compacte de méme masse (figure 4.8). Nos études en RMN n’ont pas montré
de structuration particuliere du peptide en présence du cuivre. En effet, I’ajout d’une
solution de cuivre sur I’AB n’a pas provoqué de modifications importantes sur les
déplacements chimiques en RMN 'H des acides amines de la séquence. Ainsi, il est donc
normal que la CES surestime la masse de 1I’Ap moléculaire, si on la compare avec des
molécules de calibrage globulaires et compactes.
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Figure 4.8. Chromatographie d’exclusion stérique d’Af () et du complexe de Cu" (O), des
protéines globulaires (marron) et des oligonucléotides (de 6 et 12 bases) (0). Dans un tampon
HEPES 20 mM, 100 mM NaCl, a pH 7 4.

Ce phénomene avait déja été mis en évidence sur le peptide apo-Ap. Danielsson et
al. ont montré que les apo-AB28 et apo-AP40 étaient monomériques et possédaient un
comportement similaire a des protéines dénaturées. Ils ont développé une formule
empirique suivante Ry, (nm) = 0.027 M; >° qui donne une excellente simulation pour les
peptides non structurés. Il s’agit en fait d’une modification de la formule empirique
développée pour les protéines fortement dénaturées : Ry = 2.21 N *7 ou N désigne le

nombre d’acides aminés et Ry, est en A (Wilkins et al., 1999).
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Ces formules ont été appliquées a nos mesures de Ry, par CES. Les Ry, des apo-AB
et des complexes Cu"-AB ont été déterminés a partir des volumes d’élution aprés

calibration de la colonne avec des molécules dont on connait le rayon hydrodynamique.

Ry, calculé a partir de la M, Ry expérimental déduit
AP (Danielsson et al., 2002) de laCES
monomere dimére apo Cu
16 11.9 16.9 13.7 14.0
28 15.4 21.8 16.9 16.4
40 17.8 25.2 18.5 18.6
42 18.1 25.7 18.5 18.6

Tableau 4.1. Rayon hydrodynamique des apo-peptides et des complexes de cuivre
correspondants. Les erreurs expérimentales des valeurs déduites de la CES sont inférieures a 0,1
mm.

Les expériences RMN ont montré que le complexe avec les métaux est non
structuré. Dans le cas de la formation d’un dimére une structuration serait attendue, or il
n’y pas de shifts important des déplacements chimiques lors de la fixation du métal. En
tenant compte du fait que les peptides sont principalement non structurés et en appliquant
une formule empirique pour les peptides non structurés, on trouve un Ry, typique pour un
monomere pour les divers apo-Af et les complexes de cuivre correspondants (tableau

4.1).

Les complexes CuHo,s—AB, Cu”l—AB et Cullz—AB (c’est a dire avec 0,5, 1 et 2
équivalents de cuivre par A, respectivement) éluent a la méme position que les formes
apo correspondantes qui ont été traitées de maniére a &tre sous forme de monomeres.
Tous ces complexes doivent donc avoir le méme Ry. Il ne semble pas y avoir d’effet de la
fixation du cuivre sur le Ry entre 0,5 et 2 équivalents quelque soit le peptide AP. Les Ry

des peptides AB16/28/40/42 avec ou sans cuivre sont typiques d’ un monomere.

Les analyses des fractions ont montré que le cuivre était bien li€¢ quantitativement.
La quantité de cuivre a ¢ét¢ déterminée en se basant sur la bande d’absorption a 600 nm (g
= 60 M".cm™) et par un test colorimétrique avec la bathocupréine (Poillon et Dawson,

1963). Dans les deux cas, la totalité¢ du cuivre a été retrouvé.
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Les chromatographies d’exclusion stériques avec les apo-AP16/28/40 et les
complexes Cu'-AB16/28/40 éluent presque quantitativement sous un seul pic
monomérique (2 50 uM). Aucun autre pic n’a été¢ observé. Environ 90 % du peptide
injecté sur la colonne est récupéré dans ce pic ; les 10 % restants correspondent a une
perte normale de matériel pour la CES. La formation d’agrégats qui ne passeraient pas sur
la colonne est donc exclue. Cela suggere qu’une seule espéce est formée majoritairement.

Il n’y a donc pas de dimere, ni trimeére, ni autre oligomere stable observé.
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Figure 4.9. Chromatographie d’exclusion stérique des peptides Af16,28 (100 uM) et Ap40 (50
uM) en présence de 1 équivalent de Cu". Hepes 20 mM, NaCl 100 mM pH 7,4. La quasi totalité
(80 a 90 %) des complexes Cu'-Af est sous forme de monoméres. La courbe noire représente le
chromatogramme pour I’AS16, la rouge pour I’AB28 et la verte pour I’Ap40.

Des essais, pour le complexe Cu"-AB40 avec une concentration & 100 uM, n’ont
cependant pas permis de récupérer, en sortie de colonne, 90% de peptides introduits
initialement et qui sont attendus. Cela suggere qu’il y a formation d’agrégats trop grands
pour entrer dans la colonne et qui restent bloqués sur le filtre. A ces concentrations
¢levées, il existe a la fois des agrégats et le monomere. L’échantillon est donc en cours
d’agrégation. Méme dans ce cas, aucun autre pic significatif, correspondant a un dimere
ou a un autre oligomere, n’est observé. Il semble donc que le cuivre se fixe a ’AB40 et
forme un complexe monomérique métastable. Apres I’agrégation se déclenche mais il n’y

pas formation d’un intermédiaire assez stable pour €tre isolé et observé.
I est intéressant de noter qu’aucun signe de dimérisation n’a été observé méme

avec 0,5 équivalent de Cu", qui est une condition favorable pour la formation de dimére

avec un métal pontant (figure 4.6.C). Cela indique que les complexes Cu"- AB n’ont pas
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tendance a former de dimeres stables, méme si le ligand est en exces. Ceci est important
en biologie car :

(1) les ions métalliques sont supposés €tre en sous stoechiométrie dans les
plaques amyloides.

(i1) Il a ét¢ montré que des traces de métaux suffisent a induire I’agrégation

(Cuajungco et al., 2005) et nous 1’avons confirmé au paragraphe I. de ce chapitre.

I1 ne semble pas y avoir de tendance a faire des métaux pontants. Cela est plutot en
faveur d’une agrégation via des interactions peptide-peptide et non via un métal pontant

(figure 4.6).

II.1.b Ap42

o . . ’, , 11
Des expériences de CES avec des concentrations moins élevées de Cu -Ap42

(10uM) ont également été réalisées.
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Figure 4.10. Chromatographie d’exclusion stérique de Cu"-Ap42, courbe rouge, et Cu",
AP42, courbe bleue. La concentration en peptide est de 10 uM, dans un tampon Hepes 20 mM,
NaCl 100 mM a pH 7 4.

La quantification par CES indique que le complexe Cu"-Ap42 est partiellement
agrégé des 10 uM. Elle montre deux pics significatifs. De plus une partie du peptide
(environ 50% de la quantité injectée) n’est pas récupérée en sortie de colonne. Cela

signifie qu’au moins 3 especes ont été générées :
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(1) Le second pic (volume d’¢lution de 13,5 ml) correspond a la masse de I’Ap42
sous forme monomérique. Les analyses ont confirmé la présence de cuivre. Le complexe
Cu"-AB42 monomérique est donc formé transitoirement et il est assez stable pour étre
isolé.

(i1) Une fraction ¢lue dans le volume mort, a 8 ml. Elle correspond a une masse
supérieure a 75 kDa. Les analyses ont montré qu’il y avait aussi du cuivre dans cette
fraction. Un tel pic a été décrit dans la littérature pour 1’apo-AP40 et a été attribué a des
protofibrilles. (Walsh et al., 1997).

(iii) La fraction de peptide qui ne passe pas sur la colonne. On ne connait donc pas
la masse exacte mais il est raisonnable de penser qu’il s’agit d’'un mélange d’agrégats de

taille importante.

Le chromatogramme ne montre pas de pic significatif intermédiaire entre celui qui
sort a 8 ml (oligomere) et celui a 13,5 ml (monomere) et qui correspondrait a la formation
d’un dimere, trimere stable. Il est cependant clair que [’agrégation doit passer par la
formation d’un dimeére en 1’absence ou en présence de métaux. Cependant, il est doit étre
instable et les agrégats se forment rapidement ensuite. La liaison avec le cuivre ne
favorise pas la stabilisation de dimeéres méme sous des conditions favorables. Il semble
que la présence du cuivre n’influence pas I’AB40 et I’AB42 pour la formation de dimeére.
Cette observation est en faveur d’un mécanisme passant par un changement de
conformation (figure 4.6.B) plutdt que par celui passant par un métal pontant (figure
4.6.A).

Ces observations peuvent étre expliquées par la figure 4.11. Le cuivre forme
immédiatement avec le peptide AB42 un complexe monomérique. Ce complexe Cu'-
AP42 est métastable. Il est donc stable pendant un temps assez long pour étre observé
avant de s’agréger. Cette agrégation passe par une formation d’un dimere, selon un
processus faisant intervenir un changement de conformation du peptide. C’est 1’étape
limitante du mécanisme d’agrégation, car ensuite 1’agrégation continue trés rapidement.
Le dimére évolue rapidement en oligomeres (de masse supérieure a 75 kDa — qui
correspondrait a des « vingt-meres » voire plus -) qui eux méme donnent des agrégats de

plus grandes tailles.

+[®] . \
Q +@® — r:l — li—ltl — Oligomeres —Protofibrilles

>75 kDa
Figure 4.11. Processus d’agrégation du peptide Ap42
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I1.2 Gel d’électrophorése

La chromatographie d’exclusion stérique a permis de mettre en lumicre la
formation rapide d’oligomeéres avec le peptide AB42 en présence de cuivre. Nous avons

essayé¢ de le confirmer par d’autres méthodes.

L'¢lectrophorese est une technique biochimique de séparation fondée sur le fait que
des molécules portant des charges électriques différentes migrent a des vitesses
différentes lorsqu'elles sont placées dans un champ électrique. L’¢€lectrophorése est

réalisée sur gel de polyacrylamide.

——

— T PV~ -

Figure 4.12. Gel d’électrophorése. De droite a gauche, on visualise la migration des solutions de
Ap42 en présence de 1 équivalent de cuivre incubées a 37°C pendant 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 et
180 minutes. Seul le monomere de Af semble migrer. Les oligomeres ou agrégats, de plus grande
taille, semblent rester dans les puits (cerclés en rouge) ou sont déposées les solutions.

La figure 4.12 représente le gel d’électrophorése obtenu avec le peptide AP42
incubé avec du cuivre pendant des laps de temps différents (de 0 a 180 min.). Dans nos
conditions, une seule trace (bien nette indiquée par la fleche bleue) est observable. Elle
correspond probablement au monomere. Cette attribution au monomere est basée sur des
expériences avec Cu"-AB40, fraichement préparé. La trace de Cu''- AP42 apparait dans la
méme zone que celle de Cu'-Ap40. Or dans nos conditions, le complexe Cu"-AB40 est
principalement sous forme monomérique. La trace observée sur la figure 4.12

correspondrait donc au complexe Cu"-Ap42 monomérique qui avait été isolé en CES
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(chapitre II.1). Lui seul semble migrer. Il n’y a pas de traces correspondant a des
oligomeéres. On note cependant une accumulation au niveau des puits ou sont déposés les
¢chantillons qui semble indiquer que les oligoméres et/ou les agrégats ne pénetrent pas

dans le gel.

Plus le mélange est incubé, et moins la trace sur le gel est intense (figure 4.12).
Inversement, I’intensit¢ de la trace au niveau de puits de déposition augmente. Cela
indique que la quantit¢ de monomere diminue et celle d’agrégats augmente. C’est le
processus logique de I’agrégation. L’¢électrophorése confirme que le complexe Cu'-Ap42
est formé transitoirement puis évolue ensuite en oligomeres et/ou agrégats.

Cependant aucun autre intermédiaire du mécanisme n’a pu €tre mis en évidence par
cette méthode. Les oligomeres, isolés en CES, doivent eux aussi rester au niveau des

puits de déposition.
III. Nature des agrégats

Nous avons vu dans I’introduction (chapitre 1.) que 2 types d’agrégats pouvaient
étre formés : les agrégats amorphes et des agrégats organisés. Seuls les agrégats organisés
seraient toxiques, il est donc important de savoir si les métaux influencent 1’agrégation du

peptide dans cette voie.

Une méthode largement utilisée pour caractériser certains dépots amyloides est
I’utilisation de la Thioflavine-T (Th-T) en fluorescence (figure 4.13). Ce composé
interagit spécifiquement avec la structure en feuillet-p commune aux structures
amyloides. Il n’y a pas d’interaction de la Th-T avec les agrégats amorphes (Levine,
1993). Le mécanisme n’est cependant pas totalement compris. L’interaction des fibres
formées a partir de solutions de peptide AB42 incubées a 37 °C avec du zinc ou du cuivre

a donc été évaluée par le test a la Th-T.

CH,
ﬁ H >—H(CH:J 2
“rer-
CH,

Figure 4.13. La Thioflavine-T
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Différentes solutions de peptide AP42 (50 uM) ont été incubées a 37 °C pendant
une journée dans les conditions suivantes : apo-AB42, AP42 + 1 équivalent de Zn", Ap42
+ 1 équivalent de Cu", AP42 + 2 équivalents de Cu". Des ajouts successifs de ces
solutions ont ensuite été réalisées sur une solution de Th-T a 5 uM. Le spectre
caractéristique de fluorescence de la Th-T avec un pic d’émission a 484 nm est obtenu
avec une excitation a 435 nm. (figure 4.14). L’intensité du signal de fluorescence
augmente linéairement avec la quantit¢é de AP incubés introduite (5 pl), quelque soit
I’échantillon. Cela signifie, que des protofibrilles ou des fibres organisées sont formées
pour tous les échantillons. L’augmentation de I’intensité du signal n’est cependant pas
tout a fait la méme. L ordre observé pour les échantillons incubés est le suivant Zn'-
AB42 > Cu'y-Ap42 ~ Apo-AB42 > Cu'-Ap42 > Apo-AP42 + deferroxamine. On ne peut
toutefois relier exactement la quantité de fibres formées et I’augmentation du signal de

fluorescence. C’est un résultat qualitatif et non quantitatif.
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Figure 4.14. Mise en évidence de la formation de fibres en fluorescence sur une solution de
AP42 + 1 équivalent de cuivre incubée a 37 °C. A chaque ajout de solution de AP42 incubée le
signal augmente.

Il est intéressant de noter que pour tous les échantillons, la méme structure est
obtenue pour les agrégats. Ils interagissent avec la Th-T, donc tous possedent des feuillets
beta, nécessaire pour l’interaction. Par ailleurs, ils sont tous potentiellement toxiques

puisque ce sont des agrégats organisés.

Une autre technique pour caractériser les fibres est I'utilisation du Rouge Congo.
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g N=!NN=N §
SO,Na SQ,Na

Figure 4.15. Le Rouge Congo
Il est capable de reconnaitre les fibres bien formées et d’interagir avec elles. Une
bande caractéristique apparait alors en spectroscopie UV-Visible autour de 580 nm. Son
mécanisme d’action n’est pas encore bien déterminé. Il semble en fait exister une grande
variété des modes de fixation car il interagit avec de nombreuses architectures de type
amyloide. Plusieurs propositions ont ét¢ €mises : intercalation entre les feuillets beta
(Glenner et al., 1972), liaison avec des feuillets-f antiparalleles. Les agrégats, méme des

architectures telles que les protofibrilles n’interagissent pas avec le Rouge Congo.
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Figure 4.16. Détection de la formation de fibres en spectroscopie UV-Visible avec le Rouge
Congo. La courbe bleue représente la solution de Rouge Congo (10 uM) seule. L ajout d’une
solution de AP42 incubée une journée est représentée par la courbe rouge. Aucune bande
d’absorption n’apparait a 580 nm.

L’ajout de nos différents échantillons incubés une journée (apo-Ap42, Cu"-AB42,
Cu',-AB42, Zn"-Ap42) a 37°C sous agitation a été réalisée sur une solution de Rouge
Congo. Les résultats ont été les mémes pour toutes les solutions et sont représentés par la
figure 4.16. Lorsque les solutions de AP42 sont ajoutées, le spectre n’est pas modifié.
Aucune bande d’absorption n’apparait autour de 580 nm. Il n’y a donc pas d’interaction
entre le Rouge Congo et les agrégats formés.

Les expériences en Thioflavine-T ont prouvé la présence de structure fibrillaire.
Cependant elles ne sont sans doute pas assez matures et il n’y a pas d’interaction avec le

Rouge Congo. Cela expliquerait pourquoi le test au Rouge Congo s’avere négatif. En
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effet, aprés une journée d’incubation, il n’y a presque plus de peptide sous forme
monomere mais le processus qui conduit jusqu’a des fibres matures n’est pas terminé.
Méme la solution de Zn"-Ap42 a donné des résultats négatifs, or nous avons vu que c’est
dans ces conditions d’incubation que la cinétique d’agrégation est la plus rapide, il n’est
donc pas étonnant que les autres solutions ne donnent aucun résultat non plus. Les
solutions contiennent donc au moins partiellement des agrégats structurés en feuillet beta
(détectés avec la Th-T) mais pas encore de fibres a proprement parlé. Ils doivent étre au
stade protofibrillaire. Il serait donc intéressant, dans le futur, de réaliser des expériences
similaires et d’analyser ces échantillons par des techniques de microscopie, comme le
MEB (microscope ¢€lectronique a balayage) ou I’AFM (microscope a force atomique).

Cela permettrait sans doute d’observer des différences.

IV. Conclusion

Ces travaux s’inscrivent dans le cadre de 1’¢lucidation des différents stades de
I’agrégation du peptide AB42 en présence du cuivre. Cette étude est particulicrement
intéressante puisque si les différentes étapes étaient parfaitement isolées, la toxicité des
formes correspondantes pourrait alors étre testée. La ou les formes toxiques pourraient
étre ainsi déterminées. La recherche pourrait ensuite se consacrer a un médicament
empéchant la formation de ces formes et/ou permettant de les éliminer.

Méme si toutes les étapes du mécanisme n’ont pu étre identifiées, nous avons mis
en évidence certains intermédiaires du processus (monomere, oligoméres avec le AB42)
permettant de proposer un mécanisme.

Dans un premier temps, ’AP et le cuivre forment un complexe monomérique qui
évolue ensuite certainement en dimeére (que nous n’avons pu isoler) puis en oligomeres
qui ont été observées par CES. Ces oligomeres évoluent ensuite en agrégats qui ont une
structure en feuillet beta. Une partie de ces travaux ont fait I’objet d’'une communication
qui a été acceptée par ChemBioChem. Elle figure dans les annexes a la fin du manuscrit.
Il reste cependant encore beaucoup de choses a élucider sur le mécanisme d’agrégation de
I’ AP induite par les métaux

Par ailleurs, nous avons vu au chapitre précédent que les formes qui produisaient le
plus de HO' étaient celles avec AP42 et notamment celles qui interviennent dans les

premiers stades de I’agrégation.
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Il est raisonnable de supposer que les intermédiaires de masse supérieure a 75kDa
isolées en CES et trouvés uniquement avec AP42, pourraient étre la forme responsable
pour la production accrue de HO'. Plusieurs arguments vont dans ce sens :
(1) Ces intermédiaires ne sont pas observés avec 1’AB40. Or, la production
d’HO’ pour le complexe de cuivre formé avec AB42 est bien supérieure a
Cu'-Ap40.

(i1) Ces intermédiaires sont surtout présents au début de I’agrégation et il a été
observé que la production de HO" diminue en fonction de ’avancement de
I’agrégation.

Afin de vérifier cette hypothese, il faudrait réaliser des analyses couplées entre la

réactivité et la CES.

Une méthode intéressante pour essayer d’isoler des intermédiaires de 1’agrégation
serait de partir des agrégats et d’essayer de les solubiliser. L’agrégation du peptide
monomeére jusqu’aux fibres est une réaction favorable, il est donc difficile d’isoler des
¢tats intermédiaires stables ou métastables. En revanche, en partant des agrégats et en
essayant de les dissoudre en peptide soluble, le processus est défavorable. Il sera donc
peut étre plus ais¢é de trouver des intermédiaires métastables. L’utilisation de
stabilisateurs d’especes oligomériques de bas poids moléculaires pourrait aussi s’avérer

intéressante (Ferrao-Gonzales et al., 2005)

Les ions métalliques cuivre et zinc ont un effet cinétique sur 1’agrégation. Ils
accélerent le processus. La disparition du monomere et 1’apparition d’oligoméres sont
plus rapides en présence de métaux. Les agrégats obtenus en présence de métaux sont
structurés en feuillet béta (comme I’a montré le test avec la Th-T). Pour quantifier
I’accélération, il serait intéressant de recommencer en prenant des temps d’incubation
plus importants (au moins une semaine) pour essayer d’obtenir des fibres matures.
L’analyse serait alors peut étre positive avec le Rouge Congo. Par ailleurs, des
différences seraient probablement observables au microscope électronique. La taille des

fibres ne devraient pas €tre les mémes.
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|. Préparation des échantillons.

.1  Solutions de peptides

I.1.a  Peptides AB
Les peptides AB16, AB28, AB40, AP42, AB25-35 ont soit été synthétisés par processus

standard Fmoc et purifiés par HPLC avec une colonne C8 par Honoré Mazarguil (IPBS) soit
achetés a EZBiolab (Westfield, IN, USA), Geneshere Biotechnologies (Paris, France) ou
Activotec (Cambridge, UK). L’ESI-MS de AB16, AB28, AP40, AP42 montre des masses,
pour les espéces monochargées, correspondantes aux masses calculées a moins de 0,3 unités

pres.

Les solutions stocks de peptides sont préparées en dissolvant les peptides dans 1’eau
ou directement dans le tampon de travail a pH 9-10 pour faciliter leur dissolution et s’assurer
qu’ils sont sous forme monomérique. Le pH est ensuite ajusté. Les solutions sont conservées a
-20 °C. Dans ces conditions, elles sont stables plusieurs semaines. Les spectres RMN 'H des
peptides AB16, AB28, AB40 ont montré qu’il n’y avait aucune dégradation ni agrégation des
peptides dans ce laps de temps.

La concentration des peptides est déterminée par spectroscopie d’absorption UV-Vis
en utilisant le coefficient d’absorption de la Tyr 4 A = 276 nm, € = 1410 cm.M™ (Gill et Von
Hippel, 1989). La structure des peptides est principalement “random coil” et la Tyrl0 se
comporte donc comme une Tyr libre. Il est donc raisonnable de considérer qu’elle a le méme
coefficient d’absorption molaire qu’une Tyr libre. A partir de la Loi de Beer-Lambert, A =
el.c (1 =1 cm dans notre cas), un simple spectre permet de déduire la concentration du

peptide.

[.1.b  Autres peptides

Solution des acides aminés L-Glycine et Histidine
La L-Glycine et I’Histidine sont des produits commerciaux de chez Bachem. Les

solutions stock sont préparées par dissolution de la masse adéquate d’acide aminé dans le
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tampon de travail pour obtenir une concentration finale 0,1 M. Elles sont ensuite conservées a
-20 °C.

Ces acides aminés sont utilisés pour des expériences de compétition suivie en
spectroscopie de fluorescence dans le but de déterminer les constantes d’affinité des peptides

AP pour le cuivre.

Solution de peptides GHK/ DAHK

Les peptides GHK (séquence Gly-His-Lys) et DAHK (séquence Asp-Ala-His-Lys)
sont des produits commerciaux de chez Bachem. Les solutions stock sont préparées par
dissolution de la masse adéquate de peptide dans le tampon de travail pour obtenir une
concentration finale 0,1 M. Elles sont ensuite conservées a - 20 °C.

Ces deux peptides ont été utilisés pour comparer la production des radicaux

hydroxyles des complexes Cu'-Ap.

1.2  Solutions de métaux

Les solutions de métaux (CuCl, ,2H,0 et ZnCl,, 2H,0) sont préparées a 10 mM (pesée
de la masse nécessaire CuCl,,2H,0 et ZnCl,, 2H,0. en milieu acide (HCI, 10 mM) pour
éviter de former des précipités hydroxydes Cu(OH), et Zn(OH),. Les solutions stocks sont

conservées a - 20 °C.

1.3  Autres solutions

Traitement au Chelex
La résine Chelex 100 est un produit commercial de Biorad. Elle est lavée au moins
trois fois avec le tampon de travail avant utilisation (pour ajuster le pH de la solution de

chelex).

Solution d’azide:

La solution stock d’azoture de sodium (communément appelé azide) est préparée a 1 M
dans I’eau puis conservée a 4°C. A partir de cette solution stock, des aliquots sont ajoutés aux
solutions de Cu"-AB dans un tampon 50 mM Hepes, pH = 7,4 , 100 mM NaCl jusqu’a un
large excés (200 fois). L’azide a une trés faible affinité pour le Cu" (Ka ~ 10> M™) et n’est pas

capable d’arracher le Cu fixé par les peptides qui ont une affinité beaucoup plus grande (Ka ~
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10’ M ou Ka ~ 10° M suivant le site de fixation). Cependant il est capable de substituer un
ligand en position axial (le cuivre adoptant en général une conformation carrée plane). La
liaison de I’azoture au cuivre (liaison N3-Cu) posséde une bande d’absorption caractéristique

visible en spectroscopie UV-Vis 4 373 nm (g ~ 2700 cm™ .M™). (Fee et Gaber, 1972)

Solution de Deferroxamine

La deferroxamine (ou desferral) est un produit commercial de chez Sigma. Les
solutions stock sont préparées en diluant la masse appropriée de poudre dans un tampon
phosphate 20 mM NaCl 100 mM a pH 7,4 puis conservée a - 20 °C.

Le desferral chélate les traces de cuivre, fer et zinc présente dans nos tampons. Ces

11
traces de Fe

et Cu" pourraient étre réduites et générer des radicaux HO' (Dikalov et al.,
1999; Turnbull et al., 2001). Le desferral permet I’observation des seuls HO™ générés par le

cuivre introduits en solutions et li¢ aux peptides.

Solution de POBN

Le POBN (ou a-4-pyridyl-1-oxyde-N-terbutylnitrone) est un produit commercial de
chez Sigma. La solution de POBN est préparée par dilution dans le tampon adéquat peu de
temps avant utilisation. La concentration de ce « spin trap » est 1000 fois supérieure a celle du
cuivre dans le mélange, soit 10 mM.

Le POBN est un « spin trap » utilisé pour détecter les radicaux RPE. Les radicaux
hydroxyles ont cependant un temps de vie trés court et ne peuvent réagir directement avec
celui-ci. Un protocole habituel est d’ajouter 5 % d’éthanol dans le milieu. Les HO" réagissent
d’abord avec I’éthanol pour former des radicaux EtO’ qui réagissent ensuite avec le POBN.

L’hydroéthoxy-POBN ainsi obtenu possede un signal caractéristique en RPE.

Solution de 3-CCA

L’acide coumarin-3-carboxylique (3-CCA) est un produit de chez Sigma.

Une solution stock a SmM stock solution de 3-CCA est préparée dans un tampon
phosphate 20 mM, 100 mM NaCl (PBS) a pH 9. Cette solution stock est stable au moins 6
mois a —20 °C. Aucune trace de précipitation ou modification du spectre d’absorption n’est
observée. La solution de travail est préparée en diluant la solution stock. La concentration

finale dans la mélange réactionnel est de 10 pM.
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L’acide coumarin-3-carboxylique (3-CCA) est utilis¢é comme détecteur de radicaux
hydroxyles (HO") en solution aqueuse. Il permet de suivre la génération de HO" via une
réaction de type Fenton réaction. L’hydroxylation du 3-CCA donne le 7-OH-CCA, un produit
fluorescent. Lorsqu’une excitation est appliquée a 395 nm, une bande est obtenue a 452 nm.
L’intensité du signal de fluorescence est linéairement proportionnelle au nombre de molécules
d’acide 7-hydroxy-coumarin-3-carboxylique formées, qui correspond en fait a la quantité de

radicaux produite.

Solution d’ascorbate

Pour induire une réaction de type Fenton, un agent réducteur du cuivre est nécessaire.
L’acide ascorbique (vitamine C) a été choisi. Il est présent dans le cerveau a des
concentrations élevées (environ 300 uM). Il semble donc étre un bon choix pour mimer les
conditions in vivo.

La solution d’acide ascorbique est préparée dans un tampon phosphate 20 mM, NaCl
100 mM a pH 7,4 juste avant le début de I’expérience. La préparation tardive de cette solution
est particulierement importante en raison de sa rapide dégradation (oxydation) et de la
diminution de son pouvoir réducteur qui en résulte. Une nouvelle solution est préparée pour
chaque expérience de maniere a avoir un pouvoir réducteur équivalent et étre dans les mémes

conditions expérimentales.

Solution de catalase

La catalase de foie de beeuf est un produit commercial de chez Sigma. Il s’agit d’une
métalloenzyme contenant 2 hémes et composée de quatre sous-unités (de masse totale 240
kDa). Ces propriétés oxydantes catalysent la réaction suivante : 2 H,O, —— 320, + 2H,O0.

Sa concentration dans le mélange réactionnel est de 40 nM afin qu’elle n’intervienne

dans la réaction que par son activité catalytique (et non en piégeant le cuivre par exemple).

Solution de MT-3

La Zn;MT-3 (métallothionéine-3) nous a été donné par le groupe de Milan Vasak de
I’université de Zurich.

La MT-3 humaine est surexprimée dans E. coli puis purifiée. Elle est conservée en
milieu réducteur en présence de mercaptoéthanol (la MT-3 a tendance a s’oxyder a I’air, elle

forme des ponts disulfures et libére du zinc). Les solutions stocks de MT-3 sont préparées en
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solubilisant le peptide (~ 1mg) dans I’eau désionisée (150 pl), il est rajouté 8ul de
mercaptoéthanol a 144 mM. La séparation de la MT et du mercaptoéthanol est réalisée juste
avant son utilisation sur une colonne (pipette pasteur) de résine d’exclusion stérique séphadex
G-15 avec pour éluant une solution tampon de 20mM Hepes, 100mM NaCl, pH 7,4. La
concentration des échantillons est déterminée par un dosage des cystéines. Ce dosage est basé
sur la réaction de la dithiopyridine (en exces) avec les thiols de la MT-3 pour donner le 2-
pyridinethiol, qui présente une bande d’absorption caractéristique a 343nm (¢ = 7600 M™".cm™
". Sachant que la MT-3 contient 20 fonctions thiols, la concentration peut étre déterminée

suivant la formule suivante : [MT]=D0O343/(7060x20) ( Roschitzki et Vasak, 2002).
II. Meéthodes.

I1.1  Spectroscopie d’absorption UV-Visible

Les spectres d’absorption UV/Visible sont réalisés a température ambiante avec un

spectrometre Cary 2300 dans une cuve en quartz de 1 cm de large.

1.2 Spectroscopie de Fluorescence

Les spectres de fluorescence ont été collectés avec spectrophotometre de fluorescence
Cirad. Les échantillons sont placés dans une cuve en quartz et les données sont enregistrées a
température ambiante. Pour mesurer la fluorescence de la tyrosine, une fréquence d’excitation
de 275 nm a été imprimée et les données enregistrées entre 290 — 400 nm. Pour la Thioflavine
T, ’excitation se fait a 435 nm, et les données sont enregistrées entre 460 — 510 nm. (voir

section 11.9.¢)

1.3  Titration calorimétrique isotherme (ITC)

L’une des méthodes couramment utilisées pour étudier la force d’une interaction entre
deux molécules est la titration calorimétrique isotherme. Elle présente de nombreux avantages
par rapport aux autres méthodes permettant de déterminer des constantes de fixation. Elle est
rapide, facile & mettre en ceuvre, les expériences sont entierement automatisées (injection et
agitation) et permet de mesurer directement les échanges de chaleur liés a la formation de

liaison.
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Pour notre étude, nous avons utilisé¢ un VP-ITC de Microcal®. C’est le plus sensible des

microcalorimétres actuellement disponibles sur le marché.

L’ITC permet de mettre en évidence une interaction et de déterminer la constante
d’affinité Ka (comprise entre 10* et 10° M) et la stoechiométrie du systéme. On peut avoir
accés a des constantes plus élevées (> 10'° M ) en ayant recours a une méthode de
compétition. Par ailleurs, il est possible de mesurer et de calculer les autres parameétres
thermodynamiques de I’interaction : variation d’enthalpie AH, d’entropie AS, et par voie de
conséquence |’énergie libre AG (AG=AH-TAS) et de chaleur spécifique ACp. La
microcalorimétrie peut aussi se révéler utile pour étudier des phénomenes d’ionisation, ou
pour mettre en évidence et quantifier une compétition entre deux ligands. Les expériences
sont réalisées dans un tampon Hepes 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7,4. Ce tampon a été choisi
en raison de sa faible affinité pour le cuivre. Le méme tampon est utilisé pour les solutions de
peptides et de cuivre. Les solutions sont thermostatées et dégazées par agitation sous vide
pour ¢liminer les bulles d’air avant utilisation. Pour toutes les expériences, des solutions
fraichement préparées de peptides et de CuCl, sont utilisées.

Une titration typique consiste en des injections de 3 pl de CuCl, a 0,8 mM (96 aliquots)
dans 0,07 mM peptide avec un intervalle de 5 minutes entre chaque injection. L’homogénéité
de la solution est assurée par un mélange a 300 tours par minute. La chaleur de dilution a été
déterminée sous des conditions identiques par injection d’une solution de CuCl, dans la
cellule de mesure. Pour toutes les expériences, la chaleur de dilution a ét¢ déterminée et
soustraite des données de titration. Les donnée ont été analysées avec un logiciel provenant du
fabricant (Origin® pour ITC). Les isothermes de liaison obtenues ont été ajustées en utilisant
la méthode des moindres carrés pour obtenir la constante de dissociation (Kirc), le nombre de
molécules de peptide liées par complexe de Cu" (steechiométrie, n), et la variation d’enthalpie
associée a I’interaction (AH). La simulation a ensuite été effectuée avec un modele avec un ou

deux sites de fixation.

11.4  Spectres RPE

Les données de résonance paramagnétique électronique a bande X (RPE) sont
enregistrées sur un appareil Elexsys ESP 500, en travaillant a une fréquence de ~ 9.5 GHz.
Pour I’étude de la coordination du Cu", les spectres ont été obtenus en appliquant une

puissance de 20 mW sur 1500 Gauss (centré a 3100 Gauss) avec une modulation d’amplitude
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de 10 Gauss. Les échantillons sont gelés dans un tube en quartz ou 10% de glycérol sont
ajoutés comme cryoprotecteur. Les expériences sont réalisées a 108 K en utilisant un cryostat
a azote liquide.

Pour I’étude de la production des radicaux HO" avec POBN, les spectres ont été obtenus
en appliquant une puissance de 10 mW de 3300 a 3500 Gauss avec une modulation

d’amplitude de 10 Gauss.

1.5 Spectres RMN

Les spectres RMN ont été collectés sur un spectrometre Bruker Avance 500 ou Bruker
Avance 600 équipé d’une cryosonde. Tous les déplacements chimiques de 'H sont donnés par
rapport au TMS. Les spectres NMR 'H sont enregistrés 4 293 K dans 90% H,O / 10% D,0.

Les signaux 'H des peptides libres ont été attribués par des méthodes conventionnelles
basées sur des expériences de 2D TOCSY, NOESY, et gs-COSY45. La suppression du signal
de I’eau a été effectuée avec une séquence WATERGATE. Le spectre NOESY a été effectué
avec un temps de mélange de 200 ms et celui en TOCSY a été collecté avec un « spin-lock »
de 80 ms. Typiquement, 4096 points t; ont été enregistré pour 512 incréments t;. Le logiciel
XWINNMR 3.5 a été utilisé pour I’enregistrement et le traitement des spectres.

L’addition de Cu" aux solutions de peptides A a été effectuée a 293 K. Le peptide (0,5
mM) a été dissout dans 0,5 ml de tampon Tris-d;; 50 mM. Le Cu" ajouté est sous forme de sel
de chlore a une concentration de 10 mM de maniére a garder la concentration de peptide a peu
prés constante (une faible variation de volume 5 %). Le pH a été vérifié apres chaque
addition et ajusté si nécessaire. Les additions ont été suivies par des expériences 1D RMN

'H et 2D TOCSY avec une séquence WATERGATE pour supprimer le pic de I’eau.

11.6  Spectroscopie de Luminescence

Les spectres de luminescence a basse température (77K) sont réalisés avec un
spectrophotomeétre (PTIl, QM1) avec des tubes en quartz dans un dewar cylindrique en quartz
rempli d’azote liquide, chez Dominique Lavabre (IMRCP, Toulouse). Les mesures sont
réalisées sur des échantillons gelés en utilisant un délai de 50 ps et une fenétre d’acquisition
de 300 ps. Les échantillons d’environ 150 pl sont réalisés avec 10% en volume de glycérol.
La concentration en peptide AP est environ 100 uM, celle de MT-3 25 uM. Le tampon utilisé
est Hepes 20 mM, pH 7.4.
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1.7  Mesures électrochimiques

Les mesures voltamétriques ont ¢été effectuées avec un potentiostat Autolab
PGSTATI100 controlé par un logiciel GPES 4.09. Les expériences ont été réalisées a
température ambiante dans une cellule contenant 3 ¢électrodes et connectée a un
vacuum/argon. L’¢lectrode de référence est une électrode au calomel saturé séparée de la
solution par un compartiment pontant. La contre-¢lectrode est en platine et a une surface
apparente de 1 cm? L’¢lectrode de travail est une ¢électrode de platine (1 mm de diametre).
L’¢lectrolyte est le tampon Tris 50 mM NaCl 100 mM pH = 7.4. Les solutions utilisées pour
les études électrochimiques sont a des concentrations de 1’ordre de 10° M en peptides.

Le cycle voltamétrique est réalisé dans une gamme de potentiel comprise entre — 0,8 to
0,8 V contre I’¢lectrode au calomel saturé a un balayage de 0,1 V/s. Avant chaque mesure, les
solutions sont dégazées par bullage d’argon et 1’électrode de travail est polie avec un appareil

Presi P230.

11.8  Chromatographie d’exclusion stérique (CES).

L’analyse séparative des mélanges de protéines est réalisée par chromatographique
d’exclusion stérique couplée a une FPLC. Elle permet I’apo-peptide et ses complexes avec le
Cu" . Elle est effectuée a température ambiante sur une colonne superdex 75 10/300 GL avec
une instrumentation AKTA (Amersham Pharmacia Biotech) sous conditions isocratiques.
L’¢luant utilisé est une solution tampon de 20 mM de Hepes a pH 7,4 contenant 100mM de
NaCl. Son débit est de 0,4 ml.min™'. L absorption a été enregistrée aux 3 longueurs d’ondes :
220 nm, 276 nm et 600 nm. Le systetme est calibré avec les molécules, globulaires et
compactes de rayons hydrodynamiques connus suivantes: I’albumine (35,5 A, 67kDa), la
ribonucléase A (17,5A ; 13,7 kDa), le cytochrome C (17 A ; 12,3 kDa), I’aprotinine (13,5 A;
6,5 kDa), la vitamine B12 (8,5 A; 1,35 kDa). Les oligonucléotides (de séquences 5’-
CGTACG et 5’-TCCATATCACAT) ont été donnés par G. Pratviel et B. Meunier (LCC,

Toulouse).

Apres équilibration de la colonne avec élution du tampon 20 mM Hepes, 100 mM
NaCl, pH 7.4 (2 volumes de colonne), 100 pul d’échantillons de protéines (concentration
comprise entre 10-200 uM) sont injectés. Le pic de AP est collecté puis quantifié par

absorption.
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La quantité de cuivre présente dans la fraction a été estimée par I’absorbance a 600 nm
(e = 60 M'.cm™) et par test colorimétrique test avec la bathocuproine (Poillon et Dawson,
1963). Dans ce test, le Cu'" est d’abord réduit en Cu' par addition d’un excés d’acide
ascorbique (30 équivalents). Le Cu' est ensuite complexé par la bathocuproine, qui exhibe
alors une bande de transition a 480 nm (¢ = 13500 M'.cm™). L’acide bathocuproine

disulfonique (Acros) est 10 fois en exces.

11.9  Expeériences d’agregation

I1.9.a Quantification

Les solutions d’AP (40 ou 42) sont incubées, en présence ou en 1’absence de métaux
(cuivre ou zinc), a 37 °C sous agitation (1400 tours par minute) avec un Thermometer
Comfort de chez Eppendorf. Le surnageant (fraction soluble de AP) et le culot (contenant les
agrégats) sont séparés par centrifugation.

La quantification de la concentration en protéine dans chaque fraction est réalisée a
l'aide d'un kit Micro BCA Protein Assays (Pierce) a partir de gammes étalon réalisées avec
des quantités connues d’albumine de sérum bovin (BSA) (Smith et al., 1985).

Les composants du réactif de détection sont l'acide bicinchonique (BCA) et du Cu" en
milieu alcalin. Le principe du test repose sur la réaction de réduction du Cu" en Cu' par les
protéines en milieu alcalin. Le Cu' formé est alors chélaté par 2 ligands BCA, produisant un
complexe qui absorbe a 562 nm et peut étre détecté par spectrophotométrie a cette longueur

d'onde (figure 5.1).

. OH"
Protéine + Cu?"

Amax = 562 nm

Figure 5.1. Réactions conduisant a la détection colorimétrique des protéines par le BCA.

Ce test colorimétrique possede plusieurs avantages, puisqu'il est :
- quantitatif, sensible (détection a partir de 0,02 uM d’Ap) et linéaire dans la gamme

de concentration de protéine étudié¢e (jusqu'a 6 uM d’Ap),
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- relativement peu dépendant de la séquence de la protéine, par rapport a d’autres
tests, puisque ce sont les liens peptidiques qui réagissent lors du dosage et non les résidus, de
nature variable, des acides aminés.

- compatible avec l'utilisation de Cu" et de chélateurs d'ions métalliques aux
concentrations de I'étude.

Pour avoir une courbe d’étalonnage « idéale », il est tout de méme recommandé
d’utiliser la protéine dont on étudie 1’agrégation plutot que I’albumine de serum bovin BSA.

11.9.b Electrophorése

L'¢lectrophorése est une technique biochimique de séparation fondée sur le fait que
des molécules portant des charges ¢lectriques différentes migrent a des vitesses différentes
lorsqu'elles sont placées dans un champ électrique. L’¢électrophorése des protéines peut étre
réalisée sur un gel de polyacrylamide natif (sans SDS) selon la procédure de Laemmli, 1970 a

l'aide du systéme mini-Protean® 3 de Biorad®, suivant le protocole suivant :

Gel séparatif :

Volume pour
un gel 5%
H,0 2,9 ml
Tampon 4 ml
Acrylamide/Bisacrilamide (80/1) 2,1 ml
(NH4)28208 110 },ll
TEMED 16 pl

Tableau 5.1. Préparation du gel de migration

Le tampon utilisée est un mélange suivant : 0,152 M Tris/HCI, 0,2 M Gly.

Une goutte de bleu de bromophenol est ajoutée a nos échantillons avant déposition.
Une tension constante de 160 V est appliquée pour faire migrer les peptides sur le gel. Une
fois la migration électrophorétique terminée, le gel est plongée pendant dix minutes dans le
fixateur. Le fixateur est une solution de Méthanol (50 %), Acide acétique (10 %), H,O (40
%) Bleu de Coomassie (0,25 %).
Une succession de bains dans la solution de décoloration permet ensuite d'éliminer la
coloration du fond de facon a faire apparaitre les bandes correspondant aux diverses protéines
séparées. Le bain de décoloration est un mélange méthanol (15 %), acide acétique (10 %) et

H,0 (75 %). Les pourcentages sont donnés en volume.
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I1.9.c Nature des fibres

Solution de Thioflavine-T (Th-T)

La Th-T est un produit commercial. Le spectre caractéristique de fluorescence de la
Th-T présente avec un pic d’émission a 484 nm obtenu avec une excitation a 435 nm. La Th-
T interagit spécifiquement avec la structure en feuillet béta commune aux structures
amyloides ; il en résulte une augmentation du signal de fluorescence (Levine, 1993).
La solution de Th-T est préparée par dissolution dans le tampon. La solution utilisée pour

mettre en évidence les fibres de Th-T est a SuM.

Solution de Rouge Congo
Le Rouge Congo (sel sodium de I’acide benzidinediazo-bis-1-naphtylamine-4-
sulfonique) possede des propriétés spectrophotométriques, comme le suggére sa couleur rouge
intense. Son spectre d’absorption montre un pic caractéristique a 498 nm en solution (¢ = 45
000 cm™. M™). Lorsqu’il lie les fibres amyloides, une bande d’absorption apparait 4 580 nm.
La solution est préparée par dissolution dans le tampon. Elle est utilisée a une

concentration de 10 uM dans le mélange.
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Nos travaux ont permis de caractériser 1’interaction entre les peptides AP, impliqué
dans la maladie d’Alzheimer, et le Cu" d’un point de vue thermodynamique, structural et de la
réactivité vis-a-vis de la production de ROS. L’interaction Cu-Af pourrait contribuer a une
meilleure compréhension du processus de la MA. La compréhension du développement de la
MA reste un enjeu majeur car elle devrait aboutir, a terme, a I’¢laboration et le développement

de médicaments efficaces.

Il a été mis en évidence que les peptides A, sous forme soluble, possédent 2 sites de
fixation pour le Cu" avec des constantes de dissociation apparentes respectives de 100 nM
(site de forte affinité) et 10 uM (site de faible affinit¢) a pH 7,4. Compte tenu des
concentrations en cuivre dans le cerveau, dans le milieu extracellulaire (ou se forment les
plaques séniles) — 15 uM - et des concentrations trouvées dans les plaques amyloides — 0,4
mM -, il semble que le peptide soit capable de fixer du cuivre dans le site de forte affinité
malgré la présence probable de protéines ayant une affinité supérieure. Le site de faible
affinit¢ ne semble pas étre occupé par le cuivre dans les conditions normales. On ne peut
toutefois exclure totalement le fait qu’il ne joue aucun réle. Il pourrait par exemple substituer
le premier site de fixation lorsque celui-ci est endommagé (par les ROS par exemple). Une
stratégie thérapeutique intéressante vise a concevoir des chélateurs du cuivre pour perturber
cette interaction. Pour cela, ils devront avoir des constantes de dissociation inférieure a 100
nM pour celui-ci; c'est-a-dire avoir une affinité pour le cuivre supérieure a celle du peptide
AB. Le clioquinol (Kd = 10 M) a par exemple apporté des premiers résultats intéressants.
Les teneurs en fer et en zinc dans le cerveau des patients atteints de la MA sont aussi élevées,

les chélateurs devront étre aussi capables de fixer ces exces de fer et de zinc.

Les complexes correspondant Cu'-Ap et Cu',-Ap, correspondant 4 ces deux sites, sont
hétérogenes a pH 7,4 faisant intervenir a chaque fois au moins deux especes.

Pour le site de forte affinité, la RPE a mis en évidence un environnement composé de
3N et 10 pour la forme majoritaire et un environnement de 4N pour la forme minoritaire. Ces
formes 3N/10 et 4N ont été isolées respectivement a pH 6 et pH 9. La RMN a permis de
mettre en évidence que la forme majoritaire pour Cu"-Ap fait intervenir les His en position
6,13 et 14 et ’Aspl. La forme majoritaire fait intervenir la fonction acide carboxylique alors
que la forme minoritaire correspond a la liaison avec le NH, terminal. Ce premier site de
fixation est trés similaire pour les peptides AP16/28/40/42. Cela confirme que les peptides

tronqués sont de bons modeles pour la fixation du premier équivalent de cuivre.

209



Conclusion générale et perspectives

Pour confirmer les ligands impliqués, il serait intéressant d’essayer de cristalliser le
complexe a pH 6 ou 9 correspondant aux formes précédemment isolées, ce qui n’a pu jusqu’a
présent étre réalisé.

Une autre possibilité serait le marquage ou la mutation de certains acides aminés

spécifiquement pour mettre en relief leur role dans la fixation du cuivre.

Le site de faible affinité est difficilement caractérisable. Des preuves ont montré qu’il
était éloigné d’au moins 7A du premier site de fixation. A pH 7,4 la RPE a permis de mettre
en évidence une coordination hétérogéne avec une forme majoritaire avec 3N/10 ou 4N
selon le peptide. Il n’a pas pu étre étudi¢ en RMN en raison d’un élargissement important des
signaux correspondant aux acides aminés du peptide. L’¢lucidation du second site reste donc
a réaliser. Il est cependant légitime de s’interroger si elle est réellement intéressante compte

tenu du fait que ce site ne semble pas capable de fixer le cuivre in vivo.

L’interaction entre le Cu" et le peptide AP est désormais de mieux en mieux comprise.
Cependant la toxicité semble générée via la production de ROS, qui pourrait étre expliquer
par les propriétés rédox du cuivre. Il serait donc intéressant d’étudier la coordination du
complexe réduit Cu'-AB. Aucun résultat n’est décrit dans la littérature.

I / II

Le fer possede lui aussi des propriétés oxydo-réductrices (couple Fe ) et par

conséquent, comme le cuivre, est susceptible de générer des radicaux hydroxyles.

11 /11

L’interaction entre le Fe et le peptide A est assez mal connue. Elle mériterait donc d’étre

le sujet d’études approfondies.

L’¢tude de la réactivité a permis de montrer que les complexes Cu'-Ap étaient
capables de générer des espéces réactives de 1’oxygéne tels que HO', et tout particuliérement
Cu"-AB42 qui a montré une production accrue de HO'". La quantité d’HO" produite par le
complexe Cu"-AP42 est plus importante que celle générée Cu'-Ap40. D’autre part, il y a
donc une accumulation de peptide AP42 chez les patients atteints de la MA. En effet, la
proportion de AP42 dans les plaques amyloides est plus importante que celle de AB40
(rapport 90/10) alors que c’est I’AB40 qui est produit majoritairement a partir de 1’APP
(10/90). La combinaison de ces deux effets pourrait expliquer une génération de ROS

excessive, délétere pour les neurones.
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Conclusion générale et perspectives

Les cellules possedent des mécanismes de défense contre les ROS. Elles sont capables
d’en ¢liminer une partie. Seul un exces qu’elles ne peuvent pas ¢liminer conduit a leur mort.
La question est de savoir si la quantité produite par le complexe Cu"-Ap42 passe cette limite
comparativement aux autres complexes. La relation entre la production de HO® et la toxicité

vis-a-vis des cellules est en cours d’étude.

La corrélation entre les potentiels d’oxydo-réduction de certains complexes de Cu' et
la production de radicaux hydroxyles a été établie. Il serait intéressant de connaitre les
potentiels d’oxydo-réduction pour Cu'-AP42. A en juger par la corrélation établic entre
production de HO" et les potentiels d’oxydo-réduction, ils devraient étre plus proche de ceux
de Cu"-GHK que Cu"-AB16 ou Cu"-Ap28. L’¢tude des potentiels d’oxydo-réduction des
complexes en fonction de 1’état d’agrégation serait également un axe de recherche intéressant

a développer.

Enfin, il a été montré que la différence de production de HO" entre le complexe de
cuivre formé AP42 et ceux formés avec les peptides plus courts vient des premiers états
d’agrégation de I’AP42. Le peptide AP42 agrege plus vite que ’AP40. Le zinc et le cuivre
semblent accélérer son agrégation ; méme des traces de ces métaux suffisent. Cependant, il
n’a pas été possible de quantifier véritablement 1’accélération de 1’agrégation ni de déterminer
précisément les différents stades par CES ou gel d’¢électrophorese. Pour isoler les différents
intermédiaires, une méthode sans doute plus efficace que celle utilisée serait de partir des
fibres et d’essayer de les resolubiliser. Cela revient en fait a parcourir le chemin inverse de
I’agrégation. L’utilisation de « spin trap » d’oligomeére tels que les naphtaléne sulfonates,
permettant de stabiliser les intermédiaires pourrait aussi s’avérer efficace.

La méthode la plus efficace pour caractériser la nature des agrégats obtenus, a
condition que ceux-ci ne soient pas trop petits, est le MEB (microscope a balayage
¢lectronique) Les expériences avec le Rouge Congo et la thioflavine T restent limitées. Les
expériences d’agrégation dans les différentes conditions devraient donc étre réitérées et les
¢échantillons analysés systématiquement par MEB. Des différences entre les fibres formées
suivant que le peptide a été incubé en présence ou non de métaux devraient apparaitre.

L’utilisation du microscope a force atomique (AFM) pourrait aussi €tre envisagée.
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Les travaux effectués pendant ma thése ont fait I’objet de 3 articles publiés :

Mekmouche, Y., Coppel, Y., Hochgrifen, K., Guilloreau, L., Talmard, C., Mazarguil,
H., and Faller, P. (2005) Characterization of the Zn" binding to the peptide Amyloid-
B linked to Alzheimer's disease. ChemBioChem 6: 1663-1671.

Guilloreau, L., Damian, L., Coppel, Y., Mazarguil, H., Winterhalter, M., and Faller, P.
(2006) Structural and thermodynamical properties of Cu" amyloid-B16/28 complexes
associated with Alzheimer’s disease. J. Biol. Inorg. Chem. 11: 1024-1038.

Talmard, C., Guilloreau, L., Coppel, Y., Mazarguil, H., and Faller, P. (2007) Amyloid-
beta peptide forms monomeric complexes with Cu" and Zn" prior to aggregation.

ChemBioChem 8: 163-165.
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Characterization of the Zn" Binding to the
Peptide Amyloid-''° linked to Alzheimer’s

Disease

Yasmina Mekmouche,” Yannick Coppel,” Katja Hochgrife,® Luc Guilloreau,”
Christine Talmard,” Honoré Mazarguil, and Peter Faller*®

Aggregation of the human peptide amyloid-5 (Ap) is a key event
in Alzheimer’s disease (AD). Zinc ions play an important role in
AD and in AB aggregation. In vitro, Zn" binds to AB and acceler-
ates its aggregation. In this work we have investigated Zn" bind-
ing to the synthetic peptide AB'™'°, which contains the metal-
binding domain of AB. Cd" was used to probe the Zn" site. AB'™'®
bound one equivalent of Zn" with an apparent dissociation con-
stant (Ky) of 107 m. This K, value is in the same range as the Zn
concentration needed to precipitate Ap. Circular dichroism and

Introduction

Amyloid plaques are a characteristic feature in the brains of
Alzheimer’s disease (AD) victims."! These plaques are mainly
composed of an aggregated protein called amyloid-f (AB),”
which originates from a membrane protein called amyloid pre-
cursor protein (APP) and is present in healthy brains in a solu-
ble form.2¥ Since the amyloid plaques occur only in AD pa-
tients, the aggregation process from Af to the plaques is con-
sidered to be a key event. According to the amyloid-cascade
hypothesis, increased A accumulation and aggregation lead
first to the formation of AP oligomers and then to amyloid
plaques.”’ These oligomers are believed to provoke neuronal
disfunction and, later on, dementia, probably through the pro-
duction of reactive oxygen species.” In this context, conditions
influencing this aggregation are of great interest.® Studies in
vitro, in cell cultures and in AD model mice all indicate an im-
portant role for metals (Zn, Cu and Fe) in this process.”'%

In the case of Zn, a large body of evidence pointing to an
important role of this metal ion in the metabolism of APP and
AP linked to Alzheimer's disease has been accumulated. Zn
has been found at high concentrations (=mwm) in the amyloid
plaques, and treatment with chelators partially solubilized the
plaques." APP possesses a high-affinity Zn-binding site, locat-
ed outside of the AB-region.'*" Transgenic mice expressing
human APP serve as a model for Alzheimer’s disease, due to
the pathology based on amyloid plaque formation. In such
mice, the lack of the Zn-transporter ZnT3 (which transports Zn
into synaptic vesicles) reduced the plaque load, so it was con-
cluded that endogenous Zn contributed to amyloid deposition
in transgenic mice.™ A chelator called clioquinol, known to
bind Zn and Cu, successfully reduced the amyloid plaque
burden in transgenic mice. Clioquinol is currently undergoing
testing in humans (clinical phase I1)."”
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NMR indicated predominantly random-coil secondary structures
of apo-AB''%, Zn"-AB''® and Cd"-AB'", which were all highly
dynamic and flexible. The three histidines at positions 6, 13 and
14 were suggested to be ligands to Zn" and Cd". Evidence that
the aspartate at position 1 served as a fourth ligand to Zn" and
Cd" was found at pH8.7. ""Cd" NMR showed a resonance at
84 ppm, in line with a mixed oxygen-/nitrogen-ligand environ-
ment. The tyrosine at position 10 could be excluded as a ligand.

In vitro studies revealed that Zn promotes the aggregation
of amyloid-B.*'®"”" However, the Zn concentrations needed to
induce AP aggregation differed. It is necessary to distinguish
between the different forms used—AB'™ or AB"™, or the
truncated AB'"? and AB'"®*—because the propensity for aggre-
gation increases with the length of the peptide (all are be-
lieved to contain the Zn-binding site; see below). For AB™,
values from 5 pm to 100 um have been reported to provoke
significant precipitation (initially a value of 100 nm was report-
ed,l"” but this was corrected to 5 um in a following publica-
tion)."®

Values of the same order were obtained for the dissociation
constant of Zn-Af, but they differed widely in the conditions
and methods used. Initially Bush et al. reported a substoichio-
metric binding of Zn to AR with K values of ~100 nm and,
to a second site, 5 um from a displacement assay with radio-
active and cold Zn binding to blotted AR (slightly lower Kj
values of 334 nm and 15 um were reported for AR In a
subsequent study, also using blotted peptide, Clements et al.
found no evidence for submicromolar binding, but confirmed
a Ky of ~5pum for AR'™ with a value of 3.2 um."? Higher Kj
values of 300 um for AR"™ and 57 um for AB'"™*? were deduced

[a] Dr. Y. Mekmouche, Dr. Y. Coppel, K. Hochgridfe, L. Guilloreau, C. Talmard,
Prof. Dr. P. Faller
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E-mail: faller@lcc-toulouse.fr
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Institut de Pharmacologie et Biologie Structural
205 route de Narbonne, 31077 Toulouse Cedex (France)
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from increased fluorescence of the single Tyr10 upon
addition of Zn.?”

It has been reported that the metal-binding site is
in the N-terminal hydrophilic region composed of
amino acids 1-16 of AP (called AB'') and that the
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M
three histidines at positions 6, 13 and 14 were in- W ML
volved.”?" In more detail, replacement of His13 by an .
Arg diminished the Zn affinity and the Zn-induced + ‘ ﬂ
aggregation in AB'%? Yang et al. reported that re- A \ ‘\l
placement of either His13 or His14 by Ala eliminated B)
the Zn-induced conformation change to -sheet and mww/\/\
aggregation of AR Raman spectroscopy studies \ o ‘
on Zn-induced aggregates of AR and AB''® gen- V\ ﬂ‘
erated by addition of two- to fourfold excesses of Zn { L J
to the peptide have been reported.” The analysis MM /
suggested that all three histidines residues (6, 13 ] —
and 14) provide the primary metal binding sites and 8.25 8.00 7.75 7.50 7.25 7.00 6.75
that Zn is bound to the N(tau) of His. The data also  o/ppm
indicated that Tyr10 acted as a ligand at pH 7.4 (at
least partially). It has also been suggested that the X U‘ N’
peptide aggregates through intermolecular His- &/‘ . | *
(N(tau))-Zn"-His(N(tau)) bridges.?” The involvement . XJ \ﬁ
of the three histidines as ligands has also been ELJ f ‘\W
found by 'HNMR measurements of Zn addition to x
AR, which gave rise to broadening of the C2-H + *

and C4-H resonances of His6, His13 and His14.”> Re-
cently, ESI-mass spectrometric analysis of Zn-Ap'™'®
investigated by collision-induced dissociation con-
firmed the three histidines as ligands and proposed
Arg5, but not Tyr10, as a fourth ligand.*® In conclu- [L
sion, the three histidines were implicated in Zn bind-
ing in the soluble and aggregated forms of Ap and
its model compounds AR and ABR'%, but with
other ligands it seems to be dependent on the ag-
gregation state and the conditions.

<
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In this study we investigated the interaction be-

tween Zn and AB'', used as a model for the interac-
tion between Zn and AP in the soluble form. The
binding of Zn to soluble Af corresponds to the first
step, before the Zn-Af complex starts to aggregate.

\
1.50
o /ppm
Figure 1. 'H NMR of apo- and Zn"-AB'"'® at pH 8.7. The spectrum obtained from AR’

(1 mm) in [Dy]Tris (pH 8.7, 50 mm)/D,0 (10%) at 293 K is shown (apo: trace A), together
with spectra at 0.25, 0.5 and 1 mol equiv of added Zn** (traces B, C and D, respectively).

AB''¢ contains the Zn binding site (see above), and
its low propensity to aggregate allows studies of the
soluble form at high concentrations.?"

Phe4 (o

Results and Discussion

The solubility of the peptide and its metal complexes at the
concentrations to be used later for NMR were investigated
first. Up to 1 mm AP''¢, no precipitation—as estimated by the
loss of the Tyr absorption at 275 nm after centrifugation (see
Experimental Section)—occurred between pH 7.1 and 8.7. Ad-
dition of up to 1 equivalent of either Zn or Cd at pH 7.1 and
8.7 did not vyield significant precipitation. At more than 1
equivalent, however, precipitation readily occurred. (This was
also in line with NMR measurements, which showed a loss of
intensity and a general broadening of the signals.) In order to

1664

The labelled resonances are: the three His units (
:3H), Arg5 (x

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.chembiochem.org

4: 2H and *H resonances), Asp1 (e: PCH),

1 YCH and °CH), Tyr10 (4: %*H and *°H) and Val12 (k: PCH,).

be sure that no precipitation would occur, metals were added
at slightly substoichiometric levels (0.95 equivalents).

'HNMR

apo-AB''®: In order to investigate the effect of metal binding
on AB''6, apo-AB''® first had to be studied. TOCSY, COSY and
NOESY experiments allowed the attribution of the resonances
to the different protons in the AB'™'® peptide. The assignment
was performed at pH 8.7 and 7.1. 2D-NOESY experiments did
not yield any medium- or long-range cross-peak (NOE); this
indicates that AB''® possessed a random structure (also con-

ChemBioChem 2005, 6, 1663 - 1671
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larger broadening for His6, His13, His14, Asp1, Tyr10

+ Tf o + 4+ ¥ H and Val12 than for the rest of the amino acids. Such
D) M Lf“ Mw intense broadening is likely to be due to the proximi-
et T " “‘“‘%ﬂ - o+ ty to Zn", as is the case for ligands or other close-by
| 0 fL ﬁ) residues. The Val side chain is aliphatic and can thus
) J L \ # }“ Ubo\’) be excluded as a Zn" ligand. Tyr residues are known
awmproiet’ St A LJ to bind metals and Tyr10 has been suggested as a
of o + 4T 7 ligand in AP under certain conditions.”** However,
] we provide evidence below that Tyr10 is not a ligand
B J \J\‘J ‘ for Zn" in AR’ so the most likely ligands are Asp1
T OM + 4+ and the three His moieties. The large broadenings of
I o + the resonances of Tyr10 and Val13 were probably

U J‘ due to their proximity to the two His groups.
A) M_ y J(\ \ The progressive addition of Zn" to AB'® also gave
——— oAt s e smaasniaseut sl “’J e rise to small shifts of some resonances (not shown).
8.00 7.75 7.50 7.25 7.00 6.75 Most affected were those residues that had also
&/ ppm shown the greatest broadening (see above): that is,
* Asp1, His6, 13, 14, Tyr10 and Val12. The only excep-
)\(ﬁm . JULM tion was Arg5, which also showed a slight upfield
‘ x shift but no broadening. Arg5 has been proposed as
D)....\J ' H\N‘\_JMMMMMWW \M * a ligand to Zn"-AB"® and AB'* (from rat).?*® In

general, the Arg side chain is not considered to be a
ligand to metal ions, due to its high pK, of ~12.5. To
the best of our knowledge there is no arginine side

chain that has been clearly identified as a metal
ligand for a protein or peptide. Even if it were con-
ceivable that Arg ligation could be imposed by a pro-
tein, this would seem less likely in such a flexible

peptide as AP.
Cd"-AB""® at pH 8.7: The same type of experiment
was also performed with Cd" instead of Zn". Cd has

often been used to probe Zn" sites and has the ad-

t

”Ww [—

T T T T T

B e s —_
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S5/ ppm

T T
1.75 150 125 1

Figure 2. '"H NMR of apo- and Cd"-AB'™'® at pH 8.7. A spectrum obtained from AR’

(1 mm) in [Dy;]Tris (pH 8.7, 50 mm)/D,0 (10%) at 293 K (apo: trace A) is shown, together
with spectra at 0.25, 0.5 and 1 mol equiv of added Cd** (traces B, C and D, respectively).
The labelled resonances are: the three His units (4: 2H and *H resonances), Asp, (e: PCH),
Phe4 (o: 3°H), Arg5 (x: YCH and °CH), Tyr10 (+: >°H and >*H) and Val12 (: PCH,).

firmed by the circular dichroism spectrum (see below and
Figure 7).

Zn"-AB'"° at pH 8.7: The chemical shifts of the histidine
side-chain protons are very sensitive to pH, due to the pK,
(about 6.5) of the imidazole H—N. In order to be sure that ob-
served changes in the His resonances were due to the addition
of the metal (and not to very slight changes in pH; see Experi-
mental Section), the first experiments were recorded at pH 8.7,
in a range in which His is completely deprotonated and the
side-chain resonances are thus not very sensitive to slight pH
changes. Figure 1 shows the "H NMR spectrum of apo-Ap'™'¢ at
pH 8.7 and the effect of the subsequent addition of 0.25, 0.5
and 0.95 equivalents of ZnCl,. In general, broadening of the
resonances could be observed with addition of ZnCl,, but the
extent of this broadening differed significantly, with much

ChemBioChem 2005, 6, 1663-1671 www.chembiochem.org
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vantage that it has two isotopes with spin '/,, exploit-
able by NMR (see below). In general, the addition of
Cd affected the same resonances (Figure 2). However,
the shifts of the resonances upon Cd addition were
larger and the broadenings were smaller. His6, 13, 14
and Asp1 showed the largest downfield shifts and so
are most consistent with being the ligands. Arg5 and
Tyr10 showed upfield shifts less consistent with their
being ligands. However, Cd" binding to AR also
produced slight downfield shifts in the two possible
ligands Asp7 and Glu11, but these were much smaller than for
Asp1. The four most likely ligands (His 6, 13, 14 and Asp1) also
showed the largest broadening of the resonances.

Zn"- and Cd"-Ap''® at pH 7.1: Similar experiments were
also performed at pH 7.1, which better reflects physiological
conditions. Addition of Zn to AB'' is shown in Figure 3. The
three His moieties showed large broadenings upon addition of
Zn, consistent with the Zn addition at higher pH and with His
being involved in coordination. However, Asp1 was not signifi-
cantly affected relative to the other residues (apart from Arg5
and Val12). There is thus no evidence for involvement of Asp1
as a ligand. However, no other resonance of any potential
ligand was affected in return.

Zn"-AB''® at pH 6.4: Investigation of Zn binding to AR
at the lower pH of 6.4 did not reveal any further information

T

.75
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haviour in the Cd-AB''® complex, such as a metal

/\4’ ol o N + exchange implicating different conformations, aver-
D) i M\ aged out by the rising temperature. The chemical
F \\..,..J ’+x,....~ shifts of "'Cd and "Cd correlate most strikingly
;J'\l%r' © 3 iNg with the type and number of ligands.”>3” When the
f ' | chemical shift of 84 ppm was compared to those of

C) * ) ‘ pp p
MJMM u_}«md S h S known Cd-substituted metalloproteins from the lit-
f’J\ N + "\LJ erature, it was found to fall into the region of
+ M' mixed ligands consisting of oxygen and nitrogen
B 0k A J Y9 gen.
W/ﬂ""\f VANV N \W The two closest 'Cd substituted proteins were:
ﬂ& 9| + it i) carboxypeptidase A, with a chemical shift dc4=
‘& o 1 120 ppm (ligands: two His, a bidentate Asp and a
<+ \‘iy \ ‘J: water molecule in a bipyramidal geometry) and
x| | | i) alkaline phosphatase B site, with a chemical shift

XJ‘M l ﬂ J p p ’

A) M/\- _Nﬂx,«.\w}\‘ /’\ \J U\w' k 0cg=62 ppm (ligands: one His, two monodentate
N AL U A Asp and a serine in a tetrahedral geometry). Accord-
8.50 8.25 8.00 7.75 7.50 7.25 7.00 6.75 . t lculati £ 13Cd shifts f first orinci-
5/ ppm ing gca culations o s ifts from first princi
ples,B” both the number of ligands and, to a lesser
s . extent, the geometry—that is, bond lengths and
b A/’} . “ I ] \/@J ).; angles—affect the chemical shift. In general, a
) / U‘U \ :UMW\J/F W Vi higher coordination number produces a downfield

Q%Lw&wd

shift (i.e., higher ppm). Thus, for the case of "'Cd-
AP’ with three His moieties assumed as ligands
(see above), it then fits best if no other additional

* ligand is present.®” However, additional oxygen li-
xﬁ . ﬁ k MN gands—such as from Aspl—cannot be excluded
By JUJI‘ v/.’*“’uﬂf‘\""“'\j “‘M’NW - JU\ and would be more in line with Cd" coordination
* chemistry, which prefers a higher number of ligands
u (typically between four and six).
* |
] u . l ;M o x j‘ Circular dichroism

o PN M \
— T T T T T T T The circular dichroism spectrum of apo-Ap'®
5/ 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 (Figure 5) showed features typical of a predomi-

ppm

Figure 3. '"H NMR of apo- and Zn"-AB'' at pH 7.1. A spectrum obtained from AB'™'®
(1 mm) in phosphate buffer (50 mm, pH 7.10)/D,0 (10%) at 293 K (apo: trace A) is shown,
together with spectra at 0.25, 0.5 and 1 mol equiv of Zn?* added (traces B, C and D, re-

spectively)). The labelled resonances are: the three His units (+: ’H and *H resona

Asp1 (e: PCH), Phe4 (o: *°H), Arg5 (x: YCH and °CH), Tyr10 (+: **H and **H) and Val12 (x:

PCH,).

concerning a fourth ligand. Again, the three His moieties were
affected most, whilst the other resonances were either not af-
fected (including Asp1) or showed the same behaviour as at
high pH (e.g., broadening of Val12; not shown).

Mcd"-Ap'"®: "Cd and 'Cd are both spin '/, nuclei with
similar magnetic properties and have proven to be useful
probes for Zn'-binding sites in proteins. Their chemical shifts
are dependent on the number and types of bound ligands,*
and with >90% enrichment can readily be detected at ~ milli-
molar concentrations. The '"'Cd NMR spectrum at pH 7.1 and
293 K showed at least one broad peak at ~ 100 ppm, but the
signal-to-noise ratio was to small to be reliable (Figure 4). The
spectrum was therefore recorded at a higher temperature
(323 K), and this is also shown in Figure 4 and features a single
sharp peak at 84 ppm. This behaviour indicated dynamic be-
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nantly random coil structure, in agreement with the
2001 study by Kozin etal.?"” Unlike in that study,
however, the AB'™'® did not precipitate upon addi-
tion of up to 1 equivalent Zn or Cd, perhaps due to
the different conditions (concentration of AB''¢=
028 mm, 5mm  Tris/HCL, pH7.3, 50 mm Nadl,
whereas Kozin et al. used concentration of AR '®=
0.200 mMm, 10 mm sodium phosphate buffer pH 6.5
and no salt).”” The addition of up to 1 equivalent of either Zn"
or Cd" did not change the CD spectrum significantly, indicating
that AB''® stayed predominantly in a random coiled structure
when bound to these metals. This is also in agreement with
the fact that only small changes in a restricted number of res-
idues were observed by 'HNMR upon metal addition (see
above).”" It is interesting to note here that significant changes
from random coil to a more structured state (B-structure) were
observed in the CD study by Kozin et al. upon addition of Zn
to AB'™'° with an acetylated N terminus and an amidated C ter-
minus.”" This could imply that either the N terminus or the C
terminus plays an important role in binding of Zn to A’
The N terminus consists of the residue Asp1, which has also
been shown to be affected by Zn, at least at higher pH (see
above). It is thus possible that the N terminus acts as a ligand

nces),
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Figure 4. ""'Cd NMR spectrum of enriched "'Cd-AB'' at 323 K (top) and
293 K (reference Cd(ClO,),) in [Dy;]Tris (50 mm, pH 7.1)/D,0 (10% vol).
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Figure 5. Circular dichroism spectra of apo-AB'™'® (-), Zn-AB"™"® (-----) and
Cd-AB'"® (—): [AR'"*1=284 um, Tris/NaOH (pH 7.3, 10 mm).

or at least is important for Zn-ligation, and that this is abol-
ished by acetylation of the N terminus.

Zn"- and pH-dependent absorption of Tyr10 in Ap''®

Tyr10 has been suggested to play an important role in the
chemistry and biology of AP. In particular it has been pro-
posed to serve as a ligand for Cu", Fe" and zn", but also impli-
cated in radical reactions of Cu"-Ap, for example, forming di-
tyrosines etc.’"*? In order to investigate the role of Tyr10 in
the complexation of Zn", the pH dependence of the absorption
of Tyr10 was measured in the presence and in the absence of
Zn" (Figure 6). At physiological pH the addition of up to four
equivalents of Zn" did not significantly influence the absorp-
tion spectrum of the tyrosine. Note that Tyr10 is the only Tyr in
the sequence and that no Trp is present, so the absorption
above 250 nm is almost exclusively due to the phenolic side

ChemBioChem 2005, 6, 1663-1671 www.chembiochem.org
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Figure 6. Absorption spectra of AR at pH 7.5 (—) with Tyr10 as tyrosine
and pH 12 (-----) with Tyr10 as tyrosinate. Conditions: 60 um AB'". Inset:

pH dependence of the protonation state of the phenolic proton of Tyr10 in
the absence (0) and in the presence (x) of 1 equiv of Zn", estimated from
the absorption of tyrosinate at 290 nm.

chain of Tyr10. If the Tyr10 were a ligand to Zn", deprotonation
of the phenol side chain, and hence a change in the absorp-
tion spectrum, would be expected. This is shown by the spec-
trum of apo-AB''® at pH 11 (Figure 6, dashed line). The tyro-
sine absorption maximum has shifted from 275 nm to 290 nm,
as is typical for tyrosinates. This suggests that Tyr10 does not
form a tyrosinate ligated to Zn". However, it could also be pos-
sible that Tyr10 coordinates Zn" (at least weakly) without
losing its phenolic proton. In order to investigate this we mea-
sured whether Zn binding to AB''® would have an effect on
the acidity of the phenolic proton of Tyr10, determining the
pH dependence of the absorption spectrum of AB'®. From
the fully protonated and fully deprotonated spectra of tyrosine
(see above) the pK, of Tyr10 in apo-AB''® was determined and
was found to ~11.3. In the presence of one to four equiva-
lents of Zn the apparent pK, did not change significantly
(Figure 6; inset). This indicates that Tyr10 was not acting as a
ligand to Zn" (even when several equiv were present) and that
the binding of Zn" does not influence the pK, of Tyr10,
through a structural change, for example (in agreement with
NMR data; see above).

Size-exclusion chromatography

In order to address the question of whether AB''® dimerises or
oligomerises upon Zn binding, apo-Ap'™'® and Zn-AB''® were
analysed by size-exclusion chromatography. apo-AB'™'® and
Zn-AB''® each exhibited a single peptide peak at about the
same elution volume (Zn-AB''® had the tendency to elute
later). The elution volume corresponded to an apparent molec-
ular mass of about 4-5 kDa. This suggests that the Zn binding
to AB''® does not augment the apparent molecular weight;
that is, that Zn-AB''® is most probably monomeric, like the
apo-peptide.?

1667


www.chembiochem.org

BIO

Apparent binding constant of Zn"-Ap'"®

Key to the physiological significance of Zn" binding to AB is its
affinity. Apparent binding constants can be estimated by com-
petition with a chelator with a known binding constant in the
same range. The Zn chelator Zincon (Zi) has been shown to be
appropriate for Zn-protein complexes.?*3

Figure 7 shows the titration experiments (see Experimental
Section). The upper panel showed the absorption at 620 nm
from the Zn-Zi with addition of increasing amounts of AB'™'®.
The decrease in the absorption at 620 nm reflects the transfer
of Zn" from Zi to AR''®. A concentration of about 13 um AR’
was necessary to reduce the band at 620 nm by half, indicating
that half of the 5 um Zn bound to 10 um Zi had been transfer-
red to AB'™' (dotted lines, upper panel). The binding constants
were thus globally very similar, Zi being slightly stronger then
AB' ' The calculations give an apparent binding constant

0.10 -

0to 18um A"

0.06

0.04

0.02 . L . | o . )
0

[AB] " /um

0.0 . L 1 L 1 . L . 1

0 10 20 30 40 50
[Zincon] / pm —

Figure 7. Estimation of the Zn" binding constant by competition with the
Zn" chelator Zincon: Upper panel: absorption (at 620 nm) of the Zn-Zincon
complex with addition of increasing amounts of AR'~'®. Conditions: Zincon
(10 um), Zn (5 um), pH 7.4, HEPES (50 mm), NaCl (100 mm). Inset: corre-
sponding absorption spectra of Zn-Zincon (10 um) upon addition of 0, 3, 6,
9,12, 15 and 18 um A[f)“16 (in direction of the arrow). Lower panel: increas-
ing concentrations of Zincon were added to the complex of Zn-AB'™"¢, and
the absorption (at 620 nm) of the Zn-Zincon was followed. Conditions:
AB''® (20 um), Zn (10 pm), pH 7.4, HEPES (50 mwm), NaCl (100 mwm).
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(Kopp) Of 6.1x10* for Zn-AB'® (the spectra of some titration
points are depicted in the inset).

The lower panel shows the inverse experiment, in which Zi
was added to Zn-AB''. Here, half of the 10 um Zn was bound
to Zi after addition of ~14 um Zi.®® This confirmed the above
experiment and showed that, globally, the binding constants
were in the same range with Zi a little stronger than AB'®.
The calculation yielded a K,,, of 5.5x10* for Zn-AB'"®. The
fact that the two approaches yielded the same K,,, (within ex-
perimental limits) indicated that the Zn exchange reaction had
reached equilibrium, a prerequisite for the calculation of K.

Dissociation constants have been measured for AR and
AR In each case two constants were deduced: 104 nm and
5.2 um for AB"™, and 334 nm and 15 um for AB'. The stron-
ger constants in AR"™ and AB'*® were for substoichiometric
binding of 0.7 and 0.25 respectively.'” The binding studies
were performed by use of a displacement assay with peptide
blotted on a polyvinylidene difluoride membrane, so it is con-
ceivable that blotting changed the structure of the peptide or
that the peptide was partially aggregated, thus exhibiting a
higher apparent binding constant. In a subsequent study with
a similar method but other conditions, Clements et al. found
no evidence for such submicromolar binding but confirmed a
Ky value of =<5 um for AR with their value of 3.2 um."” The
peptide was also blotted on a membrane (nitrocellulose) in
this case. The K; value of AP in solution (not blotted) has been
deduced from increased fluorescence of the single Tyr10 upon
Zn addition. Values of 300 um for AR'™ and 57 um for AR
were found.?”

Our studies for AR''® match well with the low um Ky (3 to
15 um), but no indication of stronger submicromolar binding
was observed. It is very possible that the low submicromolar
K4 was due to partially aggregated AB'™°, whereas AR'™'° is
more soluble and thus no submicromolar K; was observed.
This would also explain why the submicromolar K, binding site
had a stoichiometry of 0.7 in AR and only 0.25 in AR,
which is less aggregating. It can be proposed that the Zn bind-
ing to AP in the soluble form is in the Ky=10 um range, but
the apparent binding may become stronger when Zn-Af is
aggregated. (It would have also to be shown that the apparent
binding is thermodynamic and not kinetic trapping.) In the
case of the higher K, reported by fluorescence measurements,
it has to be considered that these were carried out in Tris
buffer (10 mm). Tris is known to ligate Zn modestly, which
could be responsible for the higher apparent K, of 300 um for
AB'™. In the current study, competition between two stronger
ligands (Zincon and AB'') was used, so the buffer should
interfere less and a second HEPES buffer, which is a much
weaker ligand for Zn than Tris, was used.

A dissociation constant in the pum range is not very strong
relative to other Zn-binding proteins such as Zn-fingers, metal-
lothionein etc.>3”! However, it has been estimated that Zn
concentrations can reach up to 300 pum in certain regions of
the brain,® indicating that this binding site could be occupied
by Zn. It is interesting to note that the Zn concentrations
found to initiate precipitation of A were of the same order as
the binding constant (that is, ~5 um)."**? It is therefore very
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possible that Zn binding to this site is related to the precipita-
tion.

Conclusion

The Zn-AB''® complex showed an apparent dissociation con-
stant (Ky) of about 15 pm, in line with previous observations of
3-5um for AR (and 300 um in Tris buffer) and 15 um for
AB'?, and thus is consistent with AB''® being a minimal bind-
ing fraction of AP in its soluble form. The reported lower K
values could be due to more aggregated forms of Zn-Ap. Size-
exclusion chromatography suggests that Zn-Ap''® is mono-
meric.

AB''® bound Zn (and its substitute Cd) through the three
His moieties. Evidence for Asp1 as a ligand has been found at
higher pH values (8.5), but this is less clear at lower pH, al-
though no evidence for another amino acid replacing Asp1 as
ligand at lower pH was observed. The other previously pro-
posed ligands, Arg5 and Tyr10, were not consistent with the
data obtained, neither were the rest of the potential amino
acids.

The fact that Zn and Cd binding affect the NMR resonances
of Asp1 only at high, and not at low, pH is more consistent
with binding to the amine group of Asp1 (i.e., the N terminus
of the peptide) rather than to the carboxylate side chain. In
contrast, the chemical shift seen in the "'Cd NMR is more in
line with an oxygen than a nitrogen ligand, but the latter
cannot be excluded.

The peptide structures in the forms both of apo-Ap'™'® and
of Zn-AB'"® were mostly random and likely to be very flexible,
so it is conceivable that Asp1, likely to be a ligand at pH 8.7,
also serves as a ligand at neutral pH, but attaching to and de-
taching from the Zn, binding through its amine and carboxyl-
ate group or being in competition with other ligands such as
water or hydroxide.

It is interesting to note that a recent report by Hou et al.
showed that the same 'H resonances—that is, the three His
moieties and the aspartate region—were affected upon aggre-
gation of AP (without addition of metals).*” They found evi-
dence that the histidines are engaged in electrostatic interac-
tions with the aspartate, thus forming a loop with a turn in the
region of Ser8 to Val12. Another possibility for the formation
of such a loop is the binding of a metal to the His and Asp,
which would explain the promoting effect of metals on the A
aggregation.

Experimental Section

Sample preparation: The peptide AB''® (sequence Asp-Ala-Glu-
Phe-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-GIn-Lys) was synthe-
sized by standard F-MOC chemistry and purified by HPLC on a C8
column (Brownlee labs). ESI-MS showed masses of 1954.95 and
978.55 for the mono- and dicharged species, respectively, which
was in agreement with calculated masses of 1954.88 and 978.44,
respectively. Most samples were used for multiple experiments and
were stored by refrigeration. Under these conditions, neither deg-
radation nor aggregation of the samples was observed. The pep-
tide AP’ concentration was determined by absorption spectros-
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copy, by use of the well established extinction coefficient of Tyr at
275 nm (e=1410cm "M ").#" (Note that the peptide is predomi-
nantly in a random coil conformation (see below) and so the Tyr is
likely to be surrounded by water as for the free Tyr.)

The metals were added from concentrated metal solutions of ZnCl,
or CdCl, in HCI (10 mm). The HCl was used to keep the metals in
solution, so the pH was monitored after each addition of this
metal stock solution to the peptide and adjusted if necessary.

NMR spectra: NMR spectra were recorded on Bruker AMX400 and
DMX500 spectrometers fitted with 5 mm triple resonance inverse
Z-gradient probes in H,O0 (90%)/D,0 (10%). All chemical shifts
for 'H are relative to TMS, and Cd(ClO,) was used as an external
reference for "'Cd. '"H NMR spectra were recorded at 293 K and
"Cd NMR spectra at 293 and 323 K.

The 'H signals of the free peptide were assigned by conventional
homonuclear methods based on 2D TOCSY, NOESY and gs-COSY45
experiments. Suppression of the water signal was achieved with a
WATERGATE sequence. The NOESY spectrum was acquired with a
mixing time of 200 ms and TOCSY was recorded with a spin-lock
time of 80 ms. Typically, 4096 t, data points were collected for 512
t, increments. ''Cd with inverse gated 'H decoupling was acquired
with 50000 transients, an acquisition time of 0.5s and a recycle
delay of 1s. Spectra processing was performed on a Silicon Graph-
ics 02 workstation with use of XWINNMR 2.5 software.

The addition of Zn?* or Cd** to AB''® was carried out at 293 K.
The peptide (1 mm) was dissolved in [D,]Tris (0.5 mL, 50 mm) or
phosphate (0.5 mL, 50 mm) buffer depending on the pH selected.
Zn’* or Cd** were added as chloride salts from concentrated
stock solutions (40 mm) in order to keep the concentration of pep-
tide almost constant (volume changes were below 5%). The pH
was checked after each addition (and readjusted if necessary).

For ""Cd NMR measurements '"'Cd was added from a concentrated
aqueous solution of 'CdCl, generated by dissolving '"'CdO
(95.11% isotopic purity, Oak Ridge National Laboratory, Oak Ridge,
TN) in HCI (1 m) and then washing with pure water several times.
The pH was checked after each addition. Chemical shifts given are
with reference to Cd(CIO,)..

As a control, "'Cd in the buffer without the peptide was measured
under the same conditions. A signal was clearly shifted to 60 ppm
(as compared to the presence of peptide), which was in agreement
with Cd" complexed (at least partially) to the Tris buffer.

The "H NMR spectrum was recorded after each addition to deter-
mine the observed chemical shifts of the peptide at a given con-
centration of the corresponding Zn" or Cd".

Circular dichroism: CD spectra were recorded on an AVIV Circular
Dichroism model 202 spectrometer at 25°C. Typically, a cell with a
0.1 cm path length was used for spectra recorded between 185
and 400 nm, with sampling points every 0.5 nm. A 1 cm cell path
length was used for data between 240 and 800 nm, with a 2 nm
sampling interval. A minimum of two scans were averaged, and
baseline spectra were subtracted from each spectrum. AVIV soft-
ware was used to smooth data when necessary. Data were process-
ed with the aid of an origin spreadsheet/graph package. Direct CD
measurements (6, in millidegrees) were converted to molar elliptic-
ity, Ae (M 'cm™") by use of the relationship Ae=6/33000xcx],
where ¢ represents the concentration and / is the path length. The
AB''® concentration was 284 pum in Tris/NaOH (10 mm) at pH 7.3
and pH 8.7. Aliquots (0 to 1 mol equivalent) of 40 mm CdCl, or
ZnCl, were added.
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Absorption spectroscopy: UV/visible absorption spectra were ob-
tained with a Cary 2300 spectrometer with use of a 1cm path
length quartz cuvette.

Size-exclusion chromatography: The apopeptide and its com-
plexes with Zn" were analysed by size-exclusion chromatography.
The separations were performed with an AKTA Instrument (Amer-
sham) fitted with an Amersham Biosciences Superdex 75 10/300 GL
size exclusion column (300x 10 mm) under isocratic conditions. For
the Zn-AB''S, HEPES/NaOH buffer solution (pH 7.4, 20 mm) con-
taining NaCl (100 mm) was used. Since the Zn-AB''® complex lost
the Zn under these conditions, the same experiments were repeat-
ed in the presence of ZnCl, (10 or 100 um) in order to ensure that
Zn was always bound to AB''. The AB''® peak was collected and
quantified by absorption (see above), which showed that AR
had passed through the column quantitatively. This excludes the
possibility of polymerisation of Zn-AB''® having occurred but
having escaped our detection by the peptide’s getting stuck on
the column. Molecular weights were estimated from the calibration
plot utilizing bovine serum albumin (M,=67000), cytochrome C
(M,=13600), aprotinin (M,=6512), vitamin B12 (M,=1355) and
tyrosine (M,=181.2; Sigma-Aldrich reagents).

Apparent binding constant of Zn"-Ab'"'S: The apparent binding
constant was estimated by competition assay with the colorimetric
Zn-chelator  Zincon (2-carboxy-2'-hydroxy-5'-(sulfoformazyl)ben-
zene." |t has been reported in the literature that Zincon (Zi) forms
a complex with Zn" in a 1 to 1 stoichiometry (Zn"-Zi), showing a
distinct absorption band at 620 nm (¢=23500cm~'m™") at pH 7.4
and having an apparent binding constant (K,,,) of 7.9x10%%% We
verified this parameters by titration of ZnCl, to different concentra-
tions of Zi (10-20 pm) under our conditions (pH 7.4, 50 mm HEPES,
100 mm NaCl). Very similar parameters, within the experimental

limits, were found (i.e., e~25000 cm™' M~"; K,,,~8.5x 10%).

The binding equilibrium of Zn" between AB'™'® and Zi can be ex-
pressed as Equation (1):

Zn'— AR 4Zi = AR 64 Zn" - Zi (1)

The apparent binding constant of Zn"-AB'""® can be calculated by
resolving Equation (2) for K,,,(AB').

(20 AR [Zi] _ Ky (Zn—AB) N
[AP'-16] [Zn—Zi] —  K.p,(Zn—Zi)

In the case of titration of AB''® to the Zn-Zi complex, the absorp-
tion band at 620 nm was due to the Zn-Zi complex, which de-
creased upon addition of A", This decrease reflected the trans-
fer of Zn" from Zi to A", which yielded [Zn"-Zi] and [Zn"-AB'°]
for Equation (A). [Zil and [AB'] could be calculated by subtracting
the Zn-bound fraction from the initial concentration (i.e., [Zil=
[Ziliora—[Zn-Zi] and [AB" "] =[AB'"®l,cea—[ZN-AB''°]). By taking the
reported binding constant of Zn"-Zi (see above) into account, the
apparent binding constant of Zn"-AB'™'® could be calculated.” In
order to make sure that most Zn was bound to the ligand, an
excess of Zi over Zn (2:1 ratio) was used as a starting point of the
titration.

An analogous approach was used for the inverse titration: that is,
the addition of Zi to Zn"-AB'". Both approaches yielded similar
apparent binding constants of Zn"-AB'"¢, indicating that reaction 1
had reached equilibrium.

Mass spectrometry: ESI-MS were performed on an API-365 quad-
rupole mass spectrometer (Perkin—Elmer Sciex). The samples were
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prepared at a concentration of 75 um in CH;COO~NH,*/NH, buffer
(pH 8.7 or 7.1, depending on the conditions, 50 mm) to 30% vol.
MeOH. Apo-AB'¢, Zn"-AB""® and Cd"-AB'' exhibited double pos-
itive measured peaks at 978.55 Da, 1009.75 Da and 1033.15 Da,
respectively. These masses fit well with the calculated masses of
978.44, 1009.90 and 1033.89 Da, respectively; the isotope distribu-
tion was also in agreement with the coordination of the different
metals. In all cases, however, the spectrum also showed peaks cor-
responding to the apo-AB''. We interpret this as indicating that
Zn" and Cd" each formed a 1:1 complex with AR, but this was
disrupted during the measurement, as is known for several other
metal-peptide complexes in the literature.***¥ The formation of a
1:1 complex of Zn" and AB'® has already been shown by mass
spectrometry.?®
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Abstract The aggregation of the peptide amyloid-f
(Ap) to form amyloid plaques is a key event in Alz-
heimer’s disease. It has been shown that Cu" can bind
to soluble Ap and influence its aggregation properties.
Three histidines and the N-terminal amine have been
proposed to be involved in its coordination. Here, for
the first time, we show isothermal titration calorimetry
(ITC) measurements of the Cu'' binding to Af16 and
A28, models of the soluble Af. Moreover, different
spectroscopic methods were applied. The studies re-
vealed new insights into these Cu"-Af complexes: (1)
ITC showed two Cu' binding sites, with an apparent
K4 of 107 and 10~ M, respectively; (2) the high-
affinity site has a smaller enthalpic contribution but a
larger entropic contribution than the low-affinity
binding site; (3) azide did not bind to Cu" in the
higher-affinity binding site, suggesting the absence of a
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weak, labile ligand; (4) azide could bind to the Cu" in
the low-affinity binding site in Af28 but not in Ap16;
(5) "H-NMR suggests that the carboxylate of aspartic
acid in position 1 is involved in the ligation to Cu" in
the high-affinity binding site; (6) the pK, of 11.3 of
tyrosine in position 10 was not influenced by the
binding of 2 equivalents of Cu'’.

Keywords Copper - f-amyloid - Calorimetry -
Spectroscopy - Coordination

Abbreviations
Ap Amyloid-f
Ap16 Amyloid-f1-16

ApP28 Amyloid-f1-28
AD Alzheimer’s disease

APP Amyloid-precursor protein

EPR Electron paramagnetic resonance

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)ethanesulfonic acid

ITC Isothermal titration calorimetry

NOESY Nuclear Overhauser enhancement
spectroscopy

TOCSY Total correlation spectroscopy

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Introduction

Amyloid plaques are a hallmark in the brain of Alz-
heimer’s disease (AD) victims [1]. These plaques are
constituted mainly of an aggregated peptide called
amyloid-fi (Af) [2]. The Af comes from a membrane
protein called amyloid-precursor protein (APP) [3] and
is present in healthy brains in a soluble form [4]. Since
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the amyloid plaques occur only in AD patients, the
aggregation process from Af to the plaques is consid-
ered to be a key event. According to the amyloid cas-
cade hypothesis [5], an increased Af accumulation and
aggregation leads first to the formation of Aff oligomers
and then to amyloid plaques. These oligomers are
supposed to provoke neuronal dysfunction and later on
dementia, likely via the production of reactive oxygen
species [5]. In this context, conditions influencing this
aggregation are of high interest [6]. Studies in vitro, in
cell cultures and AD model mice indicate an important
role for metals (Zn, Cu, and Fe) [7-10].

In the case of Cu, a large body of evidence has been
accumulated pointing to an important role of this metal
ion in the metabolism of APP and Af linked to AD
[7, 9, 11, 12]. For instance, Cu has been found in
amyloid plaques at high concentrations (approximately
0.4 mM) and treatment with chelators partially solu-
bilized the plaques [13]. The chelator clioquinol, which
is known to bind Cu and Zn, reduced successfully the
amyloid plaque burden in transgenic mice [14]. More-
over, Cu has been shown to increase toxicity [15] and
studies using transgenic mice showed that the dietary
supplement of copper or the increasing of the copper
content in the body (by a mutant of a Cu transporter)
affected the Af metabolism [16, 17].

In vitro studies revealed that Cu binds to A and can
influence its aggregation kinetics. Reports of acceler-
ating and inhibiting effects of Cu on Af aggregation
have been published [18, 19]. They seem to depend on
the conditions (e.g., pH was identified) and type of
aggregated state. The binding site of Cu was localized
in the N-terminal portion of the peptides (amino acids
1-16) [20-23]. Owing to the propensity of Ap40 to
aggregate, shorter peptides containing the Cu-binding
portion are often studied as models for the soluble Cu—
A 40 complex. Such soluble model complexes are of
relevance, because it is thought that soluble complexes
of Cu—A 40 are formed prior to aggregation; thus, they
are the first step in the metal-related aggregation of
Af. The Af model peptides used are (1) the quite
soluble Af1-16 (Af16) and (2) the AS1-28 (Ap28),
which is relatively soluble but can aggregate to fibrils
like Ap40 at higher concentrations with long incuba-
tions. From the literature it is clear that around phys-
iological pH, Cu is bound in a distorted square-planar
geometry and that two to three histidines serve as li-
gands in soluble Af and its model peptides Af16 and
A28 [20, 22, 24-28]. In the case of the remaining li-
gands, several suggestions were made, including the N-
terminal amine [22, 23], carboxylate from Aspl or
Glu3 [23, 27] and Tyr10 [19, 21]. Importantly, no dif-
ference between Cu bound to soluble Af and fibrils

were detected by electron paramagnetic resonance
(EPR) [26]. Recently, it was shown that Af16 and
A28 can also bind specifically a second equivalent of
Cu [22].

Binding constants of Cu" to Af and its model
peptides were measured for the first equivalent of Cu™
[22, 27, 29]. K4 in the high nanomolar to low micro-
molar was obtained for the soluble form of Af. There
is one report in the literature which proposed a much
higher apparent K, in the picomolar and attomolar
range for Af40 and A p42, respectively [30]. The origin
of these differences in Kq4 is not known, but it might be
due to the experimental setup.

With respect of the importance of the Cu binding to
Ap, we studied the interaction of Cu" with A$16 and
A 328 and focused on the following three points: (1) the
fundamental thermodynamic parameters enthalpy,
entropy, and binding affinity; (2) unknown features of
the Cu-Ap16/Ap28 coordination chemistry: the eluci-
dation of the unidentified oxygen ligand by NMR, the
less described second Cu-binding site, and the influ-
ence of the first and second Cu equivalent on the pK,
of the unique tyrosine; (3) the accessibility of small
molecules to the Cu sites, a crucial feature in coordi-
nation chemistry for a putative catalytic site (Cu-Ap
has been proposed to catalyze the generation of reac-
tive oxygen species).

Experimental
Sample preparation

The peptides Af16 (sequence Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-
His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-Gln-Lys)  and
Ap28 (sequence Asp-Ala-Glu-Phe-Arg-His-Asp-Ser-
Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-
Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys) were synthesized
by standard N-(9-fluorenylmethyloxycarbonyl) chem-
istry and purified by high-performance liquid chroma-
tography using a C8 column. Electrospray ionization
mass spectrometry of Af16 and Af28 showed masses
of the monocharged species which were within +0.3
units of the calculated masses of 1,954.9 and 3,262.5,
respectively.

The stock solutions of peptides prepared by dis-
solving the peptides in water were stored at 253 K.
Under these conditions, neither degradation nor
aggregation of the samples was observed by "H-NMR
measurements over several weeks. The peptide con-
centrations of Af16 and Ap28 were determined by
absorption spectroscopy using the extinction coeffi-
cient of the tyrosine at 276 nm (& = 1,410 cm M™').
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Note that the peptides are predominantly in a random-
coil conformation (see later) and hence the tyrosine is
likely surrounded by water as for the free tyrosine.

The metal was added from a concentrated metal
solution of CuCl, in 10 mM HCI. After each addition
of this metal stock solution to the peptide, the pH was
checked and if necessary adjusted. The measurements
were conducted in 50 mM 2-(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)ethanesulfonic acid (HEPES) buffer pH
7.4, 100 mM NaCl, if not otherwise stated.

Chelex treatment

Chelex 100 resin (BioRad) was washed three times
with buffer (50 mM HEPES buffer pH 7.4, 100 mM
NaCl) prior to use (in order to adjust the pH of Chelex
100). Ap16 and A28 were titrated with 0-4 equiva-
lents of CuCl,. The absorption changes were followed
by UV absorption spectroscopy between 220 and
350 nm (ligand-to-metal charge transfer bands of Cu').
The absorption increased upon each addition of Cu".
Then Chelex 100 resin was added, incubated, and re-
moved. The subsequent UV spectrum was almost
identical to the spectrum obtained after adding 2 equiv
of Cu" to AB16/Ap28. This indicated that Chelex 100
was able to remove all the Cu" but for 2 equiv.

Absorption spectroscopy (UV-vis)

UV-visible absorption spectra were recorded at room
temperature with a Cary 2300 spectrometer in a 1-cm
path length quartz cuvette. UV absorption titrations
were recorded by adding aliquots of Cu" to the cuvette
containing a known initial concentration of peptide. No
turbidity was observed, indicating the absence of
higher aggregates.

Interaction with azide

A stock solution of sodium azide was prepared at 1 M in
water and was stored at 277 K. From this stock solution,
an aliquot was added to Cu"-Ap16/A 28 solution at
100 uM in 50 mM HEPES pH 7.4, 100 mM NacCl to a
final azide concentration of 2 mM. Azide has a very low
affinity for Cu (K, ~ 10> M™!) and it is hence unlikely
that azide pulled out Cu from Cu'-Ap16/A 28, which
have much higher affinity (see later).

Fluorescence spectroscopy

Fluorescence spectra were collected using a Cirad flu-
orescence spectrophotometer. An excitation frequency
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of 275 nm was used and data were collected over the
range 290-400 nm. Samples were placed in a four-sided
quartz fluorescence cuvette and data were recorded at
room temperature.

EPR spectra

X-band EPR data were recorded using an Elexsys ESP
500, operating at a microwave frequency of approxi-
mately 9.5 GHz. All spectra were recorded using a
microwave power of 20 mW across a sweep width of
1,500 G (centered at 3,100 G) with a modulation
amplitude of 10 G. Samples were frozen in quartz tube,
with addition of 10% glycerol as a cryoprotectant in
50 mM HEPES. Experiments were carried out at 108
K using a liquid nitrogen cryostat.

NMR spectra

NMR spectra were collected using a Bruker Avance
500 spectrometer equipped with a 5-mm triple reso-
nance inverse Z-gradient probe except for the total
correlation spectroscopy (TOCSY) experiments used
to follow the addition of Cu' to A28 and which were
acquired with a Bruker Avance 600 spectrometer
equipped with a 5-mm triple resonance inverse Z-gra-
dient cryoprobe. All chemicals shifts for 'H are relative
to tetramethylsilane. "H-NMR spectra were collected
at 293 K in 90% H,0/10% D,0.

The 'H of the free peptides were assigned by con-
ventional homonuclear methods based on 2D TOCSY,
nuclear Overhauser enhancement spectroscopy (NO-
ESY), and gradient-selected correlation spectroscopy
with a 45° pulse experiments. Suppression of the water
signal was achieved with a WATERGATE sequence.
The NOESY spectrum was acquired with a mixing
time of 200 ms and the TOCSY spectrum was recorded
with a spin-lock time of 80 ms. Typically, 4,096 t, data
points were collected for 512 #; increments. Spectra
processing was performed using XWINNMR 3.5 soft-
ware.

The addition of Cu'' to Af16 and A28 was carried
out at 293 K. The peptide (0.5 mM) was dissolved in
05ml 50 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane
(Tris)-d,, buffer. Cu" was added as chloride salts from
a concentrated stock solution (10 mM) in order to
keep the concentration of peptide almost constant
(volume changes were below 5%). The pH was
checked after each addition (and if necessary read-
justed). The addition was followed using 1D "H-NMR
and 2D TOCSY experiments with a WATERGATE
sequence for water suppression.
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Binding constant of the low-affinity binding site

The low-affinity binding site was estimated on the basis
of the following the binding equilibrium:

cul' - A+ cu' & cul' - Ap. (1)
It is characterized by an apparent binding constant

__ [Cuy - Ap]
Kapr = [Cull — Ap][Cu"]” @)

The Cu¥-Ap concentration is estimated by the
additional gain of fluorescence quenching after for-
mation of Cui'-Af. When the fluorescence signal
dropped to half its original value, the concentration of
Cug—Aﬁ was equal to that of CuﬁI—Aﬂ. Then, Ky is
equal to the concentration of free Cu'', which is the
difference between the concentration of total Cu'" and
the concentration of the Cu" bound to Af (i.e., Cul'-
Ap concentration + Cul'~Ap concentration).

Isothermal titration calorimetry

Isothermal titration calorimetry (ITC) measurements
were carried out at 298.0 + 0.1 K using an ultrasensi-
tive VP ITC microcalorimeter. The measurements
were conducted in 50 mM HEPES buffer pH 7.4,
100 mM NacCl. This buffer was chosen because it has
been shown to have a negligible interference with
copper. The samples were prepared in the same buffer
solution and degassed by stirring under vacuum to
eliminate air bubbles before use. For all experiments,
freshly prepared peptide and CuCl, solutions were
used. Peptide samples did not show any turbidity after
the titration.

A typical titration consisted of injecting 3 pl of
0.8 mM CuCl, (96 aliquots) into 0.07 mM peptide with
an interval of 5 min between injections. To achieve a
homogeneous mixing in the cell, the stirrer speed was
kept constant at 300 rpm. The heat of dilution was
determined under identical conditions by injecting the
appropriate Cu'' solution into the ITC cell containing
only the sample buffer. For every experiment, the heat
of dilution was determined and subtracted from the
sample titration data before processing.

The titration data were analyzed using the software
provided by the manufacturer (Origin for ITC). The
corrected binding isotherms were fitted using least-
squares regression to obtain the association constant
(K1Tc), the number of peptide molecules bound to per
Cu" complex (stoichiometry, n), and the enthalpy

change associated with the interaction (AH). The two
sets of sites model was used. All parameter uncer-
tainties were evaluated at the 90% confidence level.
Once Kjtc had been obtained directly from the curve
fitting, the free-energy change for binding (AG) was
calculated from the following relationship:

AG= — RT]IIK[T(;,

where R is the universal gas constant (1.987 cal mol™
K™) and T is the absolute temperature. The entropy
change was then calculated from AG = AH — TAS.

Results and discussion
Isothermal titration calorimetry

ITC experiments can be used to study the binding
between two molecules, often called ligand and
receptor. Direct indications of three parameters can be
obtained. These are the stoichiometry between ligand
and receptor, the binding constant (K), and the en-
thalpy (AH). From the binding constant and the en-
thalpy, the entropy (AS) can be calculated. So far no
ITC experiments of metal ion binding to Aff have been
reported, and thus no data of the reaction enthalpy
(and entropy) are available. Here the Cu'' binding to
Af16 and A28 was measured by ITC (Table 1).
However, it is important to note that the heat mea-
sured, and as a consequence the thermodynamic
parameters (K and AH), stem from the entire reaction
(i.e., from starting reagents to final product) [30-33]. In
the present case, the starting reagents are Cu' and Af
(and the complex Cu"-Ap16/Af28 is the final prod-
uct). Both are hydrated and Cu" can even be bound to
the buffer. Upon binding of copper to Af, the water
bound to Cu" is (at least partially) released. Moreover,
if Cu" replaces protons from the ligands of Ap, they
will be bound by the buffer. Thus, the measured heat
can stem from (1) breaking bonds from Cu to water

Table 1 Values of the binding constant (K), enthalpy (AH) ,and
entropy (AS) for two Cu-binding sites of amyloid-f1-16 (Af16)
and amyloid-f1-28 (AfS28) obtained from the best fit to
isothermal titration calorimetry measurements

Cu'-Ap16 Cu'-Ap28
K; (M 1.1 x 107 1.5 x 107
AH; (kcal mol™) -0.42 -0.62
AS; (cal mol™) 31 31
K, M™) 1.4 % 10° 1.1 x 10°
AH, (kcal mol™) -0.95 -3.25
AS; (cal mol™) 21 11
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(and/or buffer), (2) bond formation of Cu with peptide,
(3) concurrent changes in hydration upon Cu-peptide
complex formation, (4) deprotonation of ligands, (5)
proton(s) displaced from the ligand(s) binding to buf-
fer, and (6) structural changes of the peptide. Thus, the
thermodynamic parameters obtained are apparent.

Figure 1 shows the integrated data and the best fit
after subtraction of the dilution effect (for details, see
“Experimental”’). Figure la and b exhibits the results
obtained by titrating 0-2.6 equivalent of Cu'' with
Af16 and A28 at pH 7.4, respectively. In either case,
the general shape is comparable and in line with two
different binding sites. The best fit revealed for either
peptide (Af16/A28) stoichiometries of 0.8 = 0.1 and
0.7 £ 0.1 for the first and the second binding site,
respectively. This is slightly below the integer stoichi-
ometry of the two binding sites, i.e., Cu'';—A16/A[28
and Cu",—~ApB16/Af28 as suggested by spectroscopic
data. It is known from the literature that in analysis of
calorimetric curves with two binding sites the stoichi-
ometry can vary quite a bit in the best fit [31]. Thus, fits
were undertaken in which the stoichiometries were
fixed to integer values of 1.0 and 2.0 per peptide. These
fits did not change significantly the two other param-
eters (K and AH, see later) and were only slightly
inferior in terms of standard deviation.

The apparent binding constants of the high-affinity
and low-affinity binding sites were very similar for both
peptides, Af16 and Ap28. For the high-affinity site

A o,

£ -0,24
S
°
5]
£
S
[}

5 044
£
®
o
4

-0,6

0 1 2
Molar Ratio Cu/Ap
Ap16

Fig. 1 Binding isotherms of calorimetric titrations of amyloid-f
(Ap) with Cu™. The experiments were performed in 50 mM 2-(4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethanesulfonic acid (HEPES)
pH 7.4, 100 mM NacCl at 298 K. An interval of 300 s between
subsequent injections was used. The heat of dilution of CuCl,
into the buffer has been subtracted. a Integrated data of 96

@ Springer

(K1), the best fits exhibited values from 1 x 107 to
1.5 x 10" M™". For the low-affinity binding site, the
apparent K, was about 100 times lower, i.e., 1 X 10° M~
!, The reaction enthalpy of the high-affinity binding
site, AH;, was within the experimental limits not sig-
nificantly different between A16 and AfS28 (-0.42
compared with —0.62 kcal mol™). With the similar
binding constants, the entropic contribution was cal-
culated to be 31 cal mol 'K,

In contrast, the low-affinity binding site showed a
significant difference. In the case of AfS16, the best fit
revealed a value for the reaction enthalpy AH, of
—1 kcal mol™!, whereas in the case of A28 the reaction
enthalpy was three times lower, i.e., =3 kcal mol™'. As
a consequence, the entropy of the low-affinity binding
site, AS,, was 21 cal mol™ K in the case of Ap16, but
11 cal mol™ K™' in the case of Af28.

Comparing both binding sites of Cu to Af16/Ap28,
we find that the high-affinity site has a smaller en-
thalpic contribution but a larger entropic contribution.
As a consequence, it is the higher entropy of the high-
affinity binding site which is responsible for the tighter
binding. The higher entropic contribution of the
binding of the first Cu compared with that of the sec-
ond could be due to (1) release of more water mole-
cules from the hydrated Cu" upon Cu™-Ap formation,
(2) release of more water molecules from the peptide
hydration, (3) conformational changes, i.e., lower de-
gree of freedom upon binding of the second Cu", or (4)

kcal/mole of injectant

-2 T T T
0 1 2 3
Molar Ratio Cu/ApB
Ap28

injections (3 pul per injection) of 0.8 mM CuCl, into 1.3 ml of
70 uM Ap1-16 (Af16). b Integrated data of 59 injections (5 pl
per injection) of 0.8 mM CuCl, into 1.3 ml of 70 pM Af1-28
(Ap28). The solid line represents the least-squares fit of the data
to a two sets of sites binding model



J Biol Inorg Chem (2006) 11:1024-1038

1029

entropic changes due to the protonation of the buffer
[proton(s) originating from the ligand displaced by the
Cu" binding].

Since the low-affinity binding site cannot be ana-
lyzed in the same manner, it is not possible to draw
conclusions about the different contributions to the
entropy. However, the fact the AS, is about 10 cal mol™
K™ lower in A28 than in AB16 can be explained by
assuming that a molecule of water was not released
upon Cu" binding to A28 (but was in the case of
Ap16). A value of 9.5 cal mol™! K™ per water released
from Cu has been reported [33]. This would also fit
with the fact that the Cu' in the low-affinity binding
site in Af28 (but not Af16) has a weak, labile binding
site, likely to be occupied by a water molecule (see
later).

The number of protons displaced by the binding of
Cu" to AP16/AB28 can be principally measured by
changing the buffer. The displaced proton will bind to
the buffer. The AH of proton binding is buffer-depen-
dent. A difference in AH of two titrations, which differ
only in their buffer, should be only due to the proton
binding to the buffer. However, this holds only when
one assumes that Cu'' alone does not interact with the
buffer, which is normally not the case (because in that
case the breaking of this Cu''-buffer complex could
also contribute to the measured AH). It would there-
fore be possible to determine only the difference in the
number of protons displaced between high-affinity and
low-affinity binding sites. We tried to perform ITC of
Cu" binding to AS16/AS28 in other buffers [3-(N-
morpholino)propanesulfonic acid, cacodylate, and
phosphate] but did not get reasonable results, probably
owing to precipitation. Reasonable results were ob-
tained in Tris, but Tris is a relatively good ligand for Cu
and prevented the detection of the low-affinity binding
site.

Fluorescence spectroscopy

The fitting of the ITC data required six parameters:
enthalpy, binding constant, and stoichiometry per
binding site. Thus, we tried to confirm the parameters
obtained using other methods. Several spectroscopic
measurements suggested that A16/AfS28 has two
binding sites with a stoichiometry of land 2 equiv (see
later). Since the enthalpy is difficult to obtain by other
methods, we measured the dissociation constants Ky of
the high-affinity and low-affinity binding sites under
the same conditions (buffer, temperature) as we used
for the ITC. A competition assay with Cu chelators of
known Cu affinity was used and the Cu bound to Af16/
A28 was monitored by the fluorescence of Tyr10 in

Af16/AB28, which is sensitive to Cu binding. Such
fluorescence measurements have been used to deter-
mine K4 of the high-affinity binding site of Af16/A 28/
A P40 under different conditions [29, 22, 27]. However,
K4 of the low-affinity binding site has not been re-
ported. Thus, we concentrated on this site.

Figure 2a shows that the addition of Cu" to 10 pM
Af16 causes marked quenching of the tyrosine fluo-
rescence signal at 308 nm. Up to 1 equiv, the quench-
ing is almost linear (Fig. 2a). This is in line with the fact
that the dissociation constant of the high-affinity site is
much higher, i.e., approximately 0.1 pM than the con-
centration of Af16 (10 uM) (factor of approximately
100). This means that the Cu from each addition is
almost completely bound to the peptide. Above
1 equivalent of Cu, further addition of Cu leads to an

>
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Fig. 2 Fluorescence of Tyrl0 of Af16. a Relative fluorescence
intensity of 10 uM Af16 upon increasing the concentration of
CuCl,. b Relative fluorescence intensity of 100 uM Cu",-Ap16
upon addition of increasing amounts of glycine (buffer 50 mM
HEPES pH 7.4, 100 mM NacCl)
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exponential decrease of the fluorescence. This indi-
cates that the Cu is in equilibrium between free and
bound forms, which is in line with a dissociation con-
stant on the same order of magnitude as the concen-
tration of Af16 (10 uM). Analyzing the exponential
decay (see ‘“‘Experimental’’), we deduced a dissociation
constant of approximately 2 x 10° M. This corre-
sponds well to K4 of 107> M as obtained from the ITC
measurements (see before).

Additional measurements using competition exper-
iments with glycine and L-histidine confirmed the val-
ues of K; and K, obtained by ITC. As glycine or L-
histidine is added, it competes with Af for the Cu*,
and the tyrosine fluorescence signal reappears. Cu®*
coordinates to glycine and L-histidine in a 1-2 complex,
i.e., Cu''-Gly, and Cu"'-His,. The apparent K, of Cu''~
Gly, is 7.5 x 10° M™! (at pH 7.4) and that of Cu"-His,
is 2.4 x 10° M~ [34].

As already shown, the first equivalent of Cu"
quenched the tyrosine fluorescence by about 70%. The
second Cu" equivalent quenched almost the entire
residual 30%. Glycine was titrated against Af with
2 equivalents of Cu'! bound, i.e., Cu',~A16. (In order
to ensure that also the second equivalent of Cu' is
quantitatively bound to Apf, the concentration was in-
creased to 100 pM.) The titration of glycine led to the
reappearance of the tyrosine fluorescence (Fig. 2b).
Two separated steps can be easily distinguished. The
first step is the reappearance of about 30% of the flu-
orescence after addition of only a few equivalents. This
was in line with the withdrawal of the second equiva-
lent (low-affinity binding site). The fact that glycine
was able to withdraw the low-affinity binding site Cu
readily (about half of it was retrieved after addition of
2 equiv of glycine) indicates that K, of Cu"-Gly, is at
least as strong as or stronger than that of the low-
affinity binding site. This agrees with K, in the range of
10° M deduced from ITC and direct fluorescence
quenching (see before). After further addition of gly-
cine, i.e., the second step in Fig. 2b, the remaining 70%
of fluorescence reappears only slowly, in line with a
lower K, of Cu"-Gly, than in the high-affinity binding
site of Af. This agrees again with the K4 of 107 M
from before.

Analogous titrations of histidine against the Cu''-
Af revealed an about 10 times stronger binding of Cu
to histidine, in agreement with a Ky of approximately
0.1 uM for the high-affinity binding site (not shown).

The presence of two specific binding sites to Af16/
A28 was also confirmed by treatment with Chelex at
pH 7.4 (not shown). Chelex is a modest chelator of Cu'!
(and other metals). Upon addition of 4 equiv of Cu'' to
Ap16/Ap28, the treatment with Chelex removed

@ Springer

2 equiv and two Cu'' remained bound to AS16/Af28
(for details, see “Experimental”’).

Taken together, these spectroscopic measurements
confirmed very well the stoichiometry and affinity (Kg)
of the high-affinity and low-affinity binding sites of Cu"
to AP16/Ap28 as deduced from ITC.

EPR of Cu binding site

The EPR spectra (supplementary material Fig. S1) of
Cu"-Ap16 and Cu"-Ap28 at different pH have al-
ready been described in the literature [22, 23, 26]. (Our
spectra were principally identical to that in [22]) Thus,
in the present study only the low-affinity binding site is
reported; its dependence on pH not known so far [35].
Addition of a second equivalent of Cu' to Af16 and
A28 at pH 7.4 induced a heterogeneous EPR spec-
trum with at least two species. These two coordination
sites showed parameters very similar to those of the
two coordination sites for the high-affinity site. This
means that the low-affinity site at pH 7.4 is composed
of (at least) two sites, likely with a 3N/1O and 4N
environment. In order to better resolve the different
spectra of the low-affinity Cu'’-binding site, the spectra
were recorded at pH 6 and pH 9.

At pH 6, the EPR spectra of Af16 and Af28 were
very similar and homogeneous, with g, = 2.06,
g =227, and A = 157 G. This is mostly in line with a
slightly distorted square-planar coordination of Cu'' in
a 3N/10 environment [35]. At pH 9, the EPR spectra
of the low-affinity binding site were different between
ApP16 and ApP28. In the case of Ap28, the EPR
spectrum was relatively homogeneous, with parame-
ters g, = 2.06, g = 2.23, and A = 172 G in line with a
4N coordination. In contrast, the low-affinity binding
site of AS16 was much more heterogeneous, with at
least two components: g, =2.07, gj =228, and
Aj=154 G (3N1O) and g, =2.06, g =223, and
A =173 G (4N).

No indication for a coupling between the first and
second equivalent of Cu' (i.e., high-affinity and low-
affinity binding sites) was found. Spin quantification
revealed that all spins from 0.25 up to 2 equivalents of
Cu" were detected. This indicates that the two Cu"
sites do not couple.

d—d band of Cul'-Ap16/A28

The position of the d—d bands of Cu'' depends on the
type of ligands. The wavelength of maximum absorp-
tion is 620 nm for the high-affinity binding site Cu''~
A 16 and 600 nm for the low-affinity binding site. Both
exhibited an extinction coefficient & of about 60 M. In
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the case of Af28, the maxima were found at about 610
and 600 nm for high-affinity and low-affinity binding
sites, respectively. Again, the two ¢ values were around
60 M™' (data not shown). A maximum at approxi-
mately 600 nm of the Cu d-d bands indicates that at
least two nitrogen ligands are involved [36]. This sug-
gests that the predominant binding site of Cu" to
Ap16/A[28 (high-affinity and low affinity sites) is
2N20, 3N10O, or 4N, which is in agreement with the
EPR data suggesting a 3N/10 or 2N/20 ligation for the
major species.

"H-NMR of Cu"-Ap16/Ap28

The paramagnetic Cu'' broadens "H-NMR resonances
when protons are close by (<7 A) owing to the in-
creased relaxation rate of 'H. The extent of the
relaxation rate is strongly dependent on the distance
between Cu and 'H (1/7°).

NMR studies reported in the literature showed that
the addition of Cu" to AB16, A28, and Ap40 affected
mostly the resonances of histidine and were thus pro-
posed to be from ligands. A recent study by Syme et al.
[22] on AB16/A 28 confirmed that the three histidines

were mostly affected, but not the putative ligand Tyr10
[23]. However, no indication for the identity of the
oxygen ligand was observed.

"H-NMR of Cu"-Ap16 at pH 7.4

Figures 3 and 4 show parts of the '"H-NMR spectrum of
apo-Af16 at pH 7.4 and the subsequent addition of
0.05 and 0.2 equivalents of CuCl,. In general, broad-
ening of all the resonances could be observed by add-
ing CuCl,. However, the extent of broadening differed
significantly. The largest broadening was observed for
Aspl and the three histidines (His6, His13, and His14).
Whereas the broadening on the three histidines has
been reported in the literature, no such effect on an-
other amino acid in Af was reported.

Ala2, Arg5, and Vall2 were slightly more affected
than the rest of the amino acids. These three side
chains are very unlikely to be ligands, because valine
and alanine are aliphatic and the arginine side chain is
not considered to be a ligand to metal ions owing to its
high pK, of approximately 12.5. To our knowledge, no
arginine side chain clearly has been identified as a
metal ligand for a protein or a peptide. Even if it is

8.60 8.40 8.20 8.00 7.80

S (ppm)

Fig. 3 'H-NMR of apo-Af16 and Cu"-Ap16 pH 7.4. Spectra
obtained for 500 uM Ap16, in 50 mM Tris-dy;, pH 7.4, 10% D,O
at 293 K, apo (a) and with 0.05 and 0.2 mol equiv of Cu™ added
(b, ¢, respectively). The labeled resonances are those of the three

7.60 7.40 7.20 7.00 6.80

histidines (#: >H and “H resonances), Phe4 (+: > H), and Tyr10
(*: *°H and >°H). Resonances for Tyr10 are relatively unaffected
by Cu'' addition
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Fig. 4 'H-NMR of apo-Af16 and Cu"-Ap16 pH 7.4. Spectra
obtained at 500 uM A 16, pH 7.4, in 50 mM Tris-d;1, 10% D,O
at 293 K, apo (a) and with 0.05 and 0.2 mol equiv of Cu** added

conceivable that arginine ligation could be imposed by
a protein, in such a flexible peptide like Af this seems
less likely.

However, these amino acids are just next to the most
affected residues (Aspl and His6, His13, and His14),
which could explain their more important broadening
compared to the bulk residues. Tyrl0 is not more
affected than the bulk, in agreement with tyrosine not
being a ligand (see also later) [23, 27].

The most likely ligands are Aspl and the three
histidines. EPR at pH 7.4 showed that Cu is bound in a
square-planar geometry and has a mixed coordination
(3N/10 and 4N) (see before). For the 4N form, the
three histidines and the N-terminal amine of Aspl are
the likely ligands. Evidence that the N-terminal amine
is a ligand has been reported [22, 23]. For the major
3N/10 form, the oxygen ligand could be a carboxylate
side chain of Aspl. This is also supported by the
change in the EPR spectrum of Cu™-Af2-16, in which
Aspl has been removed [27]. However, in this case
not only the carboxylate was lacking, but also the
N-terminal amine of Aspl, which made it difficult to
assign the change exclusively to the absence of the
carboxylate of Aspl.

@ Springer

(b, c, respectively). The labeled resonances are those of the
three histidines (# #CH), Aspl (o: #/CH ), Val12 (x: *CHs), and
Ala2 (§: PCH;)

Since the EPR at pH 7.4 showed the mixed coordi-
nation (3N/10 and 4N), and at lower pH only the 3N/
10 coordination was observed, we undertook NMR
measurements at lower pH in order to get more insight
into the oxygen ligand.

"H-NMR of Cu'"-Ap16 at pH 6.5

The effect of Cu' on the 'H-NMR of AS16/A[28 was
investigated at pH 6.5. In general, the resonances were
less affected and the differences were smaller. How-
ever, the resonances, which were mostly affected by
adding Cu'' were the same as at pH 7.4, i.e., the one
from the three histidines and Aspl (not shown). This
suggests that the carboxylate Aspl is involved in liga-
tion to Cu". The three nitrogens are likely to be from
the three histidines. Thus, the 3N/10 ligation would
consist of the imidazole of the three histidines (His6,
His13, and His14) and one carboxylate of Aspl. This is
supported by the study of Karr et al. [27]. They showed
by EPR that upon removal of the first three amino
acids (including Aspl) the oxygen ligation was lost.
This implied that the oxygen ligand came from one of
the first three amino acids. That would mean that the
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Fig. 5 'H-NMR of apo-Af28
and Cu"™-Ap28 pH 7.4.
Spectra obtained at 500 pM
Ap28, pH 7.4, in 50 mM Tris-
di1, 10% D0 at 293 K, apo
(a) and with 0.05 and

0.2 mol equiv of Cu™ added
(b, c, respectively). The

*
labeled resonances are from
the three histidines (#: *H and
“H resonances); Phed (+: >~
SH), and Tyr10 (*: *°H and
3,5
\,\H) # *
b # #
+
*
# #y *
e L e e e e e e LA S e e e e e e e
8.60 8.40 8.20 8.00 7.80 7.60 7.40 7.20 7.00 6.80

difference between the dominant 4N form at high pH
and the 3N/10 form at low pH is just a change from the
N-terminal amine of Aspl to its carboxylate side chain.

"H-NMR of Cu""-Ap28 at pH 7.4

The progressive addition of Cu'' to A28 exhibited the
following general features, in which the degree of Cu''-
induced broadening can be divided into four classes
(Fig. 5). The classes are ordered from the most af-
fected by Cu" binding to the weakest affected class.
This is interpreted to be due to an increasing distance
from the Cu" being responsible for the decrease of the
broadening. By far mostly affected were the residues
His6, His13, His14, and Aspl, in line with their being
ligands to Cu'l. Less affected were Ala2, Arg5, and
Vall2, which are just adjacent to the proposed ligands.
Then come the rest of the first 16 amino acids and
finally the resonances attributed to residues 17-28,
which were generally very weakly affected. This is in
agreement with the portion of the first 16 amino acids
constituting the Cu'' binding domain and residues 17—
28 being relatively well separated from the Cu'’.
Although this analysis suggests generally a very
similar effect of Cu'’ on AB16 and Ap28 and thus
indicates that Af16 is a good model for the Cu'!

5 (ppm)

binding to Af28, there are nevertheless some minor
differences between the two peptides, i.e., in general all
of the first 16 residues are more affected in A28 than
in Af16. This could be due to a more structured Cu-
binding site in A28 than in Af16 and/or a site which is
less dynamic. The fact that substoichiometric addition
of Cu to Af16 and A28 affects all the A molecules
suggested a fast exchange of the Cu in-between the
peptides. Owing to this fast exchange, it cannot be
concluded if the broadening of the three histidines and
Aspl is due to a binding of these amino acids at the
same time or if it is due to a transient binding of one or
more of these ligands (i.e., a fast collision with the
individual ligands). However, these results agree with
the major 3N/10 environment deduced from the EPR
spectrum, which was measured in frozen aqueous
solution where rapid exchange of Cu between the
peptide cannot occur. These data together with those
in the literature suggest that the coordination which
explains best the results is one where Cu is bound to
the three histidines and to Aspl primarily by the car-
boxylate side chain and secondarily by the N-terminal
amine or by the carboxylate side chain.Carboxylate
and the N-terminal amine could exchange rapidly. This
would be in agreement with the EPR data taken at a
temperature where the exchange would be frozen out.

@ Springer
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Fig. 6 Model of the binding of the first equivalent of Cu'" to
Ap16 and Ap28 (high-affinity site)

The EPR data indicated two distinct coordinations of
the high-affinity binding site, a 3N/10 and a 4N coor-
dination (i.e., three histidines/carboxylate and three
histidines/N-terminal amine) (Fig. 6).

The analyses presented here were made for para-
magnetic effect of 0.05 and 0.2 equiv of Cu'’. A sim-
ilar conclusion could be drawn from the addition of
0.5 equiv. The addition of 1 equivalent of Cu"
broadened all the resonances too strongly for any
conclusion to be drawn. However, titration of Cu'!
against AS16/A 28 followed by EPR and electronic
absorption spectrscopy did not indicate any change
in the Cu-binding site from 0.05 to 1 equivalent,
indicating that the binding mode is the same from
0.05 to 1 equivalent.

4,24
T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
PPY 02eqCu Vall2 - __ ,
3.8

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Fig. 7 2D '"H-NMR of apo-Af28 and Cu™-A$28 pH 6.5. Spectra
obtained at 500 uM A28, pH 6.5, in 50 mM Tris-d;1, 10% D,O
at 293 K, apo (upper panel) and with 0.2 mol equivalent of Cu**
added (lower panel)
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2D 'H-NMR of Cu'"-Ap28 at pH 6.5

Since in the 1D "H-NMR the resonances of Aspl were
not that well resolved (not shown), 2D NMR was
undertaken to enhance the resolution. The measure-
ments were done at pH 6.5, where EPR showed a
homogeneous Cu"-binding site of 3N/10 (see before).
Figure 7 showes well-resolved peaks from Aspl, which
were strongly affected by the addition of Cu". In
general, the 2D experiments confirmed the results
obtained by 1D "H-NMR and hence the ligation of
Cu'"' by Aspl and the three histidines.

"H-NMR of Ni"-Ap16

Paramagnetic broadening of the peptide 'H-NMR
spectrum to identify Cu" ligand residues only provided
information about the first (high-affinity) Cu" site,
because addition of more than 0.5 equiv of Cu broad-
ened the resonances too strongly. In order to gain some
insight into the second (low-affinity) binding site, at-
tempts using Ni'' as a probe were undertaken. Ni' has
been used to probe square-planar Cu®*-binding sites,
e.g., in serum albumin [37], and the Cu-binding site of
the prion protein around His 111 and His 96 [38]. Ni"!
in a square-planar environment is normally low-spin
and thus diamagnetic. So NMR spectra of Ni'' do not
suffer from the large broadening upon addition of
substoichiometric quantities as is the case for Cu'.
Nevertheless, Ni'' binding to the peptide/protein
should lead to a shift of the resonances of the ligands
and hence could lead to the identification of the li-
gands, also for the second, low-affinity binding site.

'"H-NMR spectra of AS16 loaded with increasing
amounts of Ni'! were obtained. However, there was no
evidence of a low-spin, diamagnetic, square-planar
Ni''-Ap complex, since the incremental addition of
Ni'! ions caused increased broadening of all NMR
signals. No shifts in resonances were observed. This
suggests the formation of a paramagnetic, high-spin,
tetrahedral or octahedral complex. In agreement with
these observations, d-d absorption bands around
450 nm, characteristic of a Ni'' square-planar complex,
were not observed. Similar behavior has been de-
scribed recently in the literature, where the authors
tried to probe a Cu-binding octapeptide from a prion
with Ni'* [39].

Cu''- and pH-dependent absorption of Tyr10
in Af16

Tyr10 has been suggested to play an important role in
the chemistry and biology of Apf. In particular, it has
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Fig. 8 pK, of Tyrl0 in apo-Afl16 and Cu-bound Ap16:
absorption spectra of Af16 at pH 7.4 with Tyrl0 as tyrosine
(solid line) and at pH 12 with Tyr10 as tyrosinate (dashed line).
Conditions 60 uM Af16; Inset: pH dependence of the proton-
ation state of the phenolic proton of Tyrl0O in the absence
(squares) and presence (crosses) of 1 equiv of Cu™ estimated on
the basis of the absorption of tyrosinate at 290 nm

been proposed to serve as a ligand for Cu", Fe", and
Zn", but it is also implicated in the radical reactions of
Cu'-Ap (e.g., formation of dityrosines) [21, 40].

In order to investigate the role of TyrlO in the
complexation of Cu", the pH dependence of the
absorption of Tyr10 was measured in the presence and
absence of Cu'' (Fig. 8). At physiological pH, the
addition of up to 4 equiv of Cu' did not influence
significantly the absorption spectrum of the tyrosine.
Note that Tyr10 is the only tyrosine in the sequence
and that no tryptophan is present, thus the absorption
above 250 nm is almost exclusively due to the phenolic
side chain of Tyr10. If the Tyr10 were a ligand to Cu",
a tyrosinate to Cu' charge transfer transition around
400 nm would be expected [41], but this has not been

A
0,2

oD

0,1 4

0,0

300 400 500
A/ nm

Fig. 9 Absorption spectrum of azide and Cu",-Ap16/Ap28
complexes. a Af16: absorption spectrum of 4 mM azide (dotted
line), 4 mM azide and 100 pM Cu" (thin solid line), and 4 mM
azide and 100 pM Cu"~Ap16 (thick solid line). b Ap28:

observed in Ap16/A[28 [23]. The tyrosine absorption
maximum shifted from 275 to 290 nm as is typical for
tyrosinates (not bound to Cu). This suggests that Tyr10
does not form a tyrosinate ligated to Cu''. However, it
is also possible that Tyrl0 coordinates Cu'' (at least
weakly) without losing its phenolic proton. In order to
investigate this, we measured whether Cu binding to
Af16 has an effect on the acidity of the phenolic pro-
ton of Tyrl0. A more acidic proton is expected when
Cu is bound to the oxygen. Thus, we measured the pH
dependence of the absorption spectrum of Af16. On
the basis of the fully protonated and fully deprotonated
spectra of tyrosine (Fig. 8, solid and dashed lines,
respectively) the pK, was determined. The pK, of
Tyr10 in apo-Af16 was approximately 11.3. In the
presence of 1-4 equiv of Cu, the apparent pK, did not
change significantly (Fig. 8, inset). This indicates that
Tyr10 is not a ligand to Cu'" in the high-affinity site, in
line with the '"H-NMR (see before). The same holds for
the Cu'' in the low-affinity binding site, i.e., that Tyr10
is not a ligand. Moreover, the binding of 1 or 2
equivalents of Cu" does not influence the pK, of
Tyr10, e.g., by a structural change.

Potentiometric measurements of Af16/Af28 have
reported a much lower pK, of 9.76-9.96 [23]. The
origin of this discrepancy in pK, is not known, but the
present method has the advantage that the protonated
and deprotonated forms of tyrosine are well resolved
and characteristic for the unique tyrosine.

Interaction of Cul'~Af16/A 28 with azide

Small anions are often used to analyze the accessibility
of metal centers in proteins. Binding of small anions
can occur at weak, labile, or open sites of the metal,
e.g., they can replace water bound to the metal. This
can give insight into the coordination sphere and more

300 400 500
Al nm

absorption spectrum of 4 mM azide (dotted line), 4 mM azide
and 50 uM Cu" (thin solid line), 4 mM azide and 50 pM Cu",-
AP28 (dashed line), and 4 mM azide and 50 pM Cu',-Ap28
(thick solid line). Buffer:50 mM HEPES pH 7.4
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importantly into a weak, labile metal-binding site,
which is a prerequisite for a substrate-binding site.
Thus, such studies can give information concerning
potential catalytic activity of a metal center. Here, we
used azide to study the Cu-Af complexes, because
azide when it is bound to Cu" exhibits a marked charge
transfer band at around 373 nm with an ¢ value of
approximately 2,700 cm™" [42].

Figure 9 shows the optical spectra with the different
complexes of Cu—Ap in presence of azide. As a control,
solutions with identical concentrations of azide and Cu
in the buffer (no peptide) were measured and the
typical band at 373 nm (& ~ 2,700 cm™') was observed
(Fig. 9, dotted lines). The Cu™,~A$16 and Cu",-AB16
complexes in the presence of azide showed no charge
transfer at 373 nm; thus, azide does not bind (Fig. 9a,
thick solid line). A similar result was obtained for
Cu'',—~AB28, in line with the absence of azide binding
to the Cu center. However, surprisingly Cu,—Af28
showed a marked absorption at approximately 370 nm
(Fig. 9b, thick solid line). The ¢ value was very similar
to that of the control without Af and hence suggests
that about 1 equiv of azide was bound to the Cu at the
low-affinity binding site. This is a marked difference
between the low-affinity binding site in Af16 com-
pared with that in Ap28.

Conclusion

In general, it can be suggested that Af16 and A28
have two Cu'-binding sites, here called high-affinity
and low-affinity binding sites. Both binding-sites are
stoichiometric, i.e., the first equivalent binds to the
high-affinity binding site and the second equivalent to
the low-affinity binding site. The binding sites seem to
be relatively well separated. No indication for com-
mon, i.e., bridging, ligands to the two Cu sites was
found. (EPR did not indicate magnetic coupling be-
tween the two Cu centers.) Moreover, the binding of
the second equivalent (low-affinity binding site) seems
not to change or disrupt the Cu coordination in the
high-affinity site.

The first high-affinity Cu site is very similar in both
peptides Af16 and Ap28, but the binding is hetero-
geneous at pH 7.4. The major component is likely to be
3N/10 provided by three histidines and the carboxyl-
ate of the side chain of Aspl; the minor one is three
histidines and the N-terminal amine of Aspl [27, 22].
The same four amino acids have been reported to be
involved in Zn" binding to A$16 at pH 8.7 but not at
pH 6.5 [43, 44]. The absence of azide binding suggests
that no weak, labile ligand is present and thus also no
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H,O is bound in the axial position. Similar evidence for
the absence of H,O bound to the high-affinity Cu'-
binding site in A 40 fibrils of Ap40 has been suggested
from EPR analysis with '’O-labeled H,O [27].

The second binding sites of Cu'' in Af16 and A28
are quite different. Again EPR showed that the bind-
ing site is very heterogeneous and consisted of at least
two subsets. By changing the pH to 6 or 9, the EPR
spectra were more homogeneous and one subset pre-
vailed. At pH 6, both AS16 and A28 showed a pre-
dominant EPR signature, mostly in line with a 3N/10
coordination. In contrast, at higher pH 9, the two
peptides were different: the major form of Af16 was
more a coordination of 3N/10 in contrast to that of
A28, which was more in line with a 4N coordination.
Owing to the large broadening from the first equivalent
of Cu' added to AB16/Af28, no information could be
obtained by "H-NMR. However, the absorption study
suggests that Tyr10 is not a ligand to the Cu'' in the
low-affinity site (and Tyr10 is not involved in the high-
affinity site, see before). EPR measurements indicated
the absence of bridging ligands between the two Cu
centers; thus Aspl and the three histidines are not li-
gands to Cu" in the low-affinity site.

The results of the calorimetry and azide experiments
are in line with a water molecule bound to the Cu" in
the low-affinity site in A28 but not in Af16. This
implies that the low-affinity binding site is not the same
in Af16 and Af28. Differences between these two
peptides in the low-affinity binding site were also found
by EPR, in particular at higher pH. The difference
could be due to (1) ligation of amino acids 17-28
(which has to be by a nitrogen as suggested from EPR,
i.e., ligation from a backbone nitrogen or from the two
side chains Asn27 or Lys28 containing nitrogen), (2)
the presence of the carboxylate C-terminus in Apf16,
which is involved in a peptide bond in Ap28, or (3)
structural difference due to the longer peptide.

The apparent binding constant of the high-affinity
and low-affinity binding sites were measured by dif-
ferent methods. They all yielded about the same Ky
values, i.e., 107" M for the high-affinity binding site and
10~ M for the low-affinity binding site. Whereas this is
the first report of K of the low-affinity binding site, the
value for the high-affinity site is in agreement with
reports on AS16 and Ap28 [22]. Also, measurements
on Ap40 and most importantly on the fibrils of Ap40
were in the same range [29].

A Cu concentration in the amyloid plaques of about
0.5 mM has been reported [45]. This is likely to be
below the concentration of Af in the plaques, which
are the main constituent. Thus, in the plaques it seems
that only the high-affinity binding site would be occu-
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pied. However, the low-affinity binding site could play
a role in the case when the Cu is locally more con-
centrated or when the high-affinity binding site is
damaged, e.g., by radical reaction catalyzed by the
bound Cu [46].

To conclude, the present studies contributed to a
better understanding of the Cu'' binding to Af in
solution by measuring the thermodynamic parameters,
by providing direct evidence that the carboxylate of
Aspl is a ligand, and by probing the access of small
molecules to the Cu sites. These aspects are considered
to be important for understanding the role of the Cu-
Ap complexes in AD.
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Amyloid-Beta Peptide Forms
Monomeric Complexes With Cu" and
Zn" Prior to Aggregation

Christine Talmard,™ Luc Guilloreau,?
Yannick Coppel,”” Honore Mazarguil,” and
Peter Faller*®

The aggregation of the peptide amyloid-f3 (AP) into fibrils is
considered to be a key event in Alzheimer’s disease. In vivo,
the most prevalent forms of AP consist of 40 (AB40) or 42
amino acids (AP42). Neuronal dysfunction has been proposed
to be mediated predominantly by aggregation intermediates
rather than fully formed fibrils of these peptides; however,
both fibrils and smaller oligomers have been found to be neu-
rotoxic.”’ Several intermediates have been described, ranging
in size from dimers up to large aggregates (diameter of
~10 nm).”) The conditions that influence aggregation and the
formation of intermediates are of great interest, and, here, an
important role for Zn" and Cu" has been shown.”

Elevated concentrations of Zn" and Cu" have been found in
amyloid plaques. These metal ions bind at the N-terminal
(amino acids 1-16) and influence aggregation behavior. Where-
as Zn accelerates aggregation, for Cu", slowing down and ac-
celeration of aggregation have been reported, probably due to
the different conditions used.”’ Under our conditions (see the
Supporting Information), the following order, from the highest
to the least aggregated, has been measured: [Zn"-AB40] >
[Cu",~AB40] > [apo-AP40] ~
[Cu",~AB40] > [apo-AB40, in the
presence of the metal chelator
deferoxamine].

Metal-induced aggregation of
a peptide/protein can be con-
ceptually divided into two mech-
anisms: 1) the metal binds to li-
gands originating from two mol-
ecules of AP and forms a bridge
(Scheme 1A);®  2)the metal
binds to A as a monomeric
complex and induces a confor-
mational change that favors ag-
gregation by pure peptide-pep-

[a]l C. Talmard, L. Guilloreau, Dr. Y. Coppel, Prof. Dr. P. Faller
Laboratoire de Chimie de Coordination, CNRS UPR 824
associated with the University of Toulouse Il
205 route de Narbonne, 31077 Toulouse Cedex 04 (France)
Fax: (+ 33)561-553-003
E-mail: faller@Icc-toulouse.fr
[b] Dr. H. Mazarguil
Institut de Pharmacologie et Biologie Structurale
205 route de Narbonne, 31077 Toulouse Cedex 04 (France)
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aggregation assay, SEC and PFG NMR diffusion experiments.
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tide contacts (Scheme 1B).” Intermediate mechanisms are also
possible, such as formation of metal-induced dimers
(Scheme 1C), which then aggregate by binding to other
dimers by peptide-peptide contacts.

Here we addressed the question of whether metal binding
to AP induces dimerization. Such a metal-induced dimer would
be of importance because:

1) it would give a plausible explanation as to why metal bind-
ing can accelerate aggregation (AP dimers facilitate aggre-
gation);®

2) it could explain why substoichiometric metal concentra-
tions were sufficient to induce aggregation and why sub-
stoichiometric concentrations of metals per Af} were found
in amyloid plaques;®

3) metal-induced dimerization of peptides/proteins is quite a
common feature and can be directly related to function;!”

4) an AP dimer has been isolated from human brain tissue
and shown to be neurotoxic;"?

5) based on low-temperature EPR measurements, it has been
suggested that Cu" binds to Ap by forming a dimeric com-

plex of the type Cu",-Ap,.[""

We used size-exclusion chromatography and pulse field gra-
dient (PFG) NMR diffusion experiments to evaluate the effect
of metal binding on the hydrodynamic radius of Ap40/42 and
the truncated peptides AB16 and Af328 (amino acids 1-16 and
1-28 respectively).'? Unexpectedly, the results showed that
Cu" or Zn" binding does not increase the hydrodynamic radius
(Ry) of AP (and truncated forms); this suggests that the com-
plexes formed remained monomeric.

v Too B X WY
B) Q +.—>®—>t|£

C)QC.;. ;

Scheme 1. Formal mechanisms for metal-induced aggregation of peptides.

o = o8] E ...

Size-exclusion chromatography (SEC) showed a single signifi-
cant low-molecular-weight peak for apo-, Cu-, and Zn-Ap of
any length (16, 28, 40, or 42 amino acids). Analyses showed
that the metals remained bound quantitatively (see the Sup-
porting Information). This suggested that only one low-molec-
ular-weight species is formed in detectable amounts.

Superposition of the elution volume versus molecular
weight (M,) of Ap and its metal complexes, calibration proteins
(globular), and oligonucleotides (Figure 1) shows that:
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1) the different segments are parallel; this confirms that AB16,
A28, and AP40 behave similarly in terms of ratio of elution
volume/(logM,);

2) the R, of AP and its metal complexes is in between that of
the globular proteins and the elongated oligonucleotides;

3) the complexes Cu'ys-AB, Cu'-Ap and Cu",-AB (i.e., half, one,
and two Cu per AP, respectively) eluted at the same posi-
tion as their respective apo forms;

4) the Zn-Ap complexes eluted later than apo-Ap.

T

proteins. These proteins have a globular and compact struc-
ture, unlike the soluble AP, which is predominantly a random
coil." SEC separates molecules depending on their R,, which
does not only depend on their M, but also on their structure.
For instance, globular proteins show a two- to fourfold in-
crease in R, upon denaturation. As an example, oligonucleo-
tides separated by SEC eluted much earlier than a globular,
compact molecule of the same M, (Figure 1). This is in line with
the larger R, due to their elongated fibrillar structure.
Danielsson et al." investigated apo-AB40 and -AP28 and
showed that they were monomeric and behave in a very simi-

based on a dimer (Table 1). Indeed, the 'H NMR spectrum of

4.4 - 5 . .. .
lar manner to denatured proteins. The empirical formula R, (in
421 4- nm)=0.027 M,*> gives a remarkably good fit for unstructured
. ™~ peptides over a wide range of M. This formula consists of a
T i, 3 5 i 5 modification of the empirical one developed for highly dena-
o 381 e - tured proteins (R, (in A)=2.21N**’, with N=number of amino
a i acids).™ These formulae were applied to our measured R,
—36- i AB40 / Ap42 . . '
= ~ ~ values, which were determined from the SEC elution volume
T = Ap28 . . .
2 34. after calibration of the column with molecules of known R;.
N AB16 The R, of apo- and Me"~Ap were well reproduced when the
52 calculation was based on a monomer, but not when it was
13 14 15 1

6
Elution volume /mL —

Figure 1. Size-exclusion chromatography of AP (o) and its metal complexes
(Cu 0, Zn 2); calibration molecules (----- ) and oligonucleotides (of 6 and 12
bases; ¢). Conditions: 20 mm HEPES pH 7.4, 100 mm NaCl. The graph shows
the elution volume versus the molecular weight M, of the peptides, proteins,
or oligonucleotides (only a part of the linear regression from the calibration
molecules data is shown on the main graph (----- ), the entire regression is
represented on the small graph).

Based on the calibration proteins, the R, values of Ap and its
metal complexes correspond to apparent molecular weights
two or three times higher than the real values. In the past, this
has led authors to propose that apo-AP40/42 is a stable di-,
tri-, or tetramer (see e.g., ref.[13]), although other methods
(PFG NMR diffusion experiments, analytical ultracentrifugation)
convincingly suggested a monomer.¥ To the best of our
knowledge, the only publication in which SEC and another
technique (PFG NMR diffusion experiments) were measured in
parallel concluded that apo-AB40 is monomeric."* This partial
inconsistency between analyses by SEC and other techniques
originates from the fact that, in SEC experiments, the M, was
deduced directly by comparison with the M, of the calibration

AP shows only a moderate shift of a few resonances upon
metal binding; this indicates that the soluble Me"-Af is not
much more structured than the apo form and justifies the
application of the formula for unstructured peptides to Me'-
Aﬁ.[m,w]

In the case of Zn-Af, the R, measured by SEC was smaller
than those of apo-AB and Cu'.-Ap (Figure 1, Table 1). This
could be due to a slightly more structured and compact AR
upon Zn binding, as suggested by the NMR structure of Zn-
AB16." However, a weak interaction of Zn, and then Zn-Ap,
with the resin of the column cannot be excluded (Supporting
Information). In order to confirm these results, apo-AB16, 28,
and 40 and their complexes with 0.2, 0.5 or 1 equiv of Zn were
subjected to PFG NMR diffusion experiments. The deduced R,
values agreed quite well with those from SEC (Table 1). For all
measured AP, a tendency toward a lower R, upon Zn binding
was observed, in line with the analyses by SEC and in agree-
ment with a monomeric complex.

It is interesting to note that no substantial dimerization
could be observed even when half an equivalent of Zn or Cu
ions per AP was added, that is, under conditions that are favor-
able for metal-bridged complexes (see Scheme 1C). This is of
biological relevance because metal ions are supposed to be

Table 1. Calculated hydrodynamic radii of AB and its Zn and Cu complexes.
AB Calculated R, [nm] Experimental R, [nm] from
from M, SEC™ PFG NMR diffusion

monomer dimer apo Cu Zn apo Zn
16 1.19 1.69 1.37 1.40 1.14 1.16 £0.05 1.14+£0.05
28 1.54 2.18 1.69 1.64 1.41 1.5+0.2 1.4+0.1
40 1.78 2.52 1.85 1.86 1.59 1.7+£0.2 1.5+0.2
42 1.81 2.57 1.85 1.86 - - -
[a] Calculated according to ref. [14b] [b] Experimental errors in the SEC data are lower than 0.1 nm.
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Scheme 2. Putative model for metal-induced aggregation of Ap.

substoichiometric to Af in amyloid plaques, and substoichio-
metric amounts of metal ions are sufficient to induce aggrega-
tion of AB."

Quantification of the SEC experiments indicated that Cu-
AP42 and Zn-AP28 and 40 aggregated partially at all concen-
trations used (10-800 pm). Cu-APB40 and Zn-Ap16 aggregated
only at higher concentrations, and Cu-Ap16 and 28 did not ag-
gregate significantly. In the case of Zn-Ap40 and Cu-Ap42, the
monomeric metal complexes accounted only for a fraction of
the applied amount. However, no significant peak correspond-
ing to a molecular mass of up to 75 kDa was observed, thus
indicating that no stable dimer, trimer, or up to about a 20-
mer was formed. With low concentrations of Cu-Ap42, a peak
that eluted with the void volume was observed. This peak was
only observed in the case of Cu-Af42, but not with Cu-Ap40,
thus indicating a different aggregation path. A similar peak has
been reported for apo-Af40 and was assigned to protofi-
brils."® These data indicate that Zn and Cu form a monomeric
complex with AB40 or 42, which is transiently formed but
stable enough to be observed. Upon aggregation, no relatively
stable intermediate of an apparent mass up to 75 kDa could
be observed; this indicated that the formation of the dimer is
the rate-limiting step at the beginning of the aggregation (see
Scheme 2).

It is clear that aggregation has to pass via a dimer, in the
presence or absence of metals; however, this dimer is very un-
stable and rapidly aggregates further. The Zn or Cu binding
does not induce substantial amounts of dimers, even under
favorable conditions. Thus it seems that AB40 and 42 has no
propensity to form dimers upon metal binding. This points
more to a mechanism involving conformational change
(Scheme 1B) than bridging metal ions (Scheme 1A).
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