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PREAMBULE 

Durant les trois années de thèse, les travaux se sont orientés autour de deux axes de recherche. Le premier 

axe de recherche vise au développement d’un catalyseur d’oxydation hétérogène inspiré par une enzyme à 
cuivre, la lytique polysaccharide monooxygénase (LPMO), capable d’oxyder une liaison C-H. Le second axe de 

recherche vise à développer et étudier un système à relargage de peptides antimicrobiens uniquement en 

présence de bactéries. Ces deux sujets possèdent comme point commun l’utilisation d’une architecture 
peptidique bio-inspirée ainsi que l’utilisation d’ions métalliques.  

Dans le premier sujet, l’ion cuivre est utilisé à des fins catalytiques (tel que l’oxydation, l’hydrolyse et transfert 
électronique). Nous avons tenté de reproduire le site catalytique de la LPMO avec une paire de peptides 

capables de s’autoassembler en feuillets  antiparallèles (même structure que dans le site actif de l’enzyme), 
comme support au site de coordination du cuivre. 

Dans le second sujet, l’ion fer est utilisé. Dans un premier temps il possède un rôle structural, pour maintenir 

la cohésion du système de relargage. Il possède également un second rôle, c’est l’élément qui permet le 
relargage du principe actif, par le biais du système d’acquisition du fer chez la bactérie : la sécrétion de 

sidérophores. Un peptide antimicrobien est ici fonctionnalisé par des ligands affins pour le FeIII (ou le GaIII) 

pour produire un polymère de coordination relié par le biais du fer et des ligands.  

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

Les deux sujets traités étant si différents, ce manuscrit de thèse est découpé en deux chapitres distincts, avec 

leur propre introduction présentant tous les aspects nécessaires à la compréhension de chaque 

problématique. 
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des ligands coordinés sur le métal et leurs géométries. Les deux états du cuivre ayant des géométries très 

différentes, le défi pour le vivant a été de développer des ligands permettant un cycle redox efficace du cuivre 

(cycler efficacement entre CuII et CuI) ou au contraire, totalement supprimer les capacités redox du cuivre 

(transport). Pour le transport, le cuivre doit également être cinétiquement labile afin de pouvoir être échangé 

facilement entre le transporteur extracellulaire et son récepteur/transporteur transmembranaire afin d’être 
acheminé à l’intérieur de la cellule.4,6 

1.1.2 Génération de stress oxydant par le cuivre  

Le couple CuII/CuI ayant un potentiel de réduction de 0,16 V, il peut également catalyser la formation de ROS 

à partir de dioxygène, comme le fer, mais avec un mécanisme légèrement différent. Tout comme le fer, le 

cuivre a besoin de la présence d’un réducteur (tel que l’ascorbate (AscH -) ou un thiol comme le glutathion 

dans les organismes vivants) afin de pouvoir cycler entre les deux états d’oxydation du cuivre pour générer 

des ROS (Figure 2). C’est pourquoi le cuivre est systématiquement coordonné à un ligand permettant de 

moduler ses propriétés, inerte pour le transport dans l’organisme, afin d’éviter la production de ROS ou 

facilitant les échanges électroniques, afin de réaliser de la catalyse ou du transport d’électron. La régulation 

du cuivre dans le corps est essentielle et finement régulée, pour empêcher la présence de cuivre libre dans 

notre organisme. 3,6,7 

 

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

1.1.3 Les métalloenzymes à cuivre  

L’émergence des enzymes à cuivre est intimement liée à l’augmentation drastique du dioxygène présent dans 
notre atmosphère. En effet, lors du « Great oxidation event », une augmentation majeure de la concentration 

en dioxygène a conduit à l’oxydation du FeII des océans en FeIII.8 Or, le FeIII forme très rapidement des oxydes 

de fer fortement insolubles, le rendant beaucoup moins biodisponible, contrairement au cuivre, qui lui s’est 

retrouvé oxydé du CuI (Cu2S fortement insoluble) en CuII, une espèce nettement plus soluble.9 C’est pourquoi 

les organismes aérobies ont développé des stratégies d’utilisation du cuivre tout en conservant les enzymes à 
fer déjà développées. De plus, les organismes anaérobies, n’étant pas en contact avec le dioxygène, ils n’ont 
pas eu la nécessité de développer des enzymes à cuivre. C’est pourquoi il existe très peu d’enzymes à cuivre 

développées par les organismes anaérobies, mais une forte conservation d’enzymes à fer. 3 
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1.1.3.1 Les différentes familles de métalloenzymes à cuivre 

Les protéines utilisant le cuivre comme cofacteur sont classées dans différentes familles et sont catégorisées 

par le type de ligands qui les composent, la géométrie du centre métallique et le nombre d’ions de cuivre 

composant le site catalytique (Tableau 1).  4,10 

Site (Cu) Nb Cu Géométrie Fonction Exemple type Ligands 

Type I : 
Classe I 

1 Tétraécoordiné Transfert e - 

photosynthèse 

Plastocyanine Cu (NHis) 2 (SCys) (SMet) 

 Type I : 
Classe II 

1 Tétraédrique Transfert e - procaryote 

et eucaryote 

Umecyanine Cu (NHis) 2 (SCys) (OGlu) 

Type I : 

Classe III 

1 Bipyramide à 

base trigonale 

Transfert e - respiration Azurine Cu (NHis) 2 (SCys) (SMet) 

(OGly) 

Type II 1 Pyramide à 

base carrée 

Réduction O2
.- (H2O2) 

Oxydation O2
.- (O2) 

Cu, Zn SOD, 

monooxygénase 

- Cu (NHis) 4H2 O 

- Cu (NHis) 2 (SMet) 

Type III 2 Bipyramide à 

base trigonale 

Transport du O2 Hémocyanine [Cu (NHis) 3] 2 

CuA 2 Tétraédrique Réduction O2 en H2O Cyt C oxydase (SCys) 2 [Cu (NHis) 

(SMet)] 

[Cu (NHis) (OGlu)] 

CuB 1 Pyramide à 

base trigonale 

Réduction O2 en H2O Cyt C oxydase Cu (NHis) 3 

CuZ 4 Tétrahédral Réduction NO2 
- en N2 NO2 réductase S2 - [4Cu (NHis) 7O (?)] 

Tableau 1 : Tableau regroupant tous les différents types de protéines à cuivre avec leurs géométries, les ligands coordinés ainsi que 

leur fonction.4 

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

C’est le groupe le plus étudié et caractérisé dans la littérature. La majorité des représentants de ce groupe 

réalise des réactions de transfert électronique (ex. cupredoxine). La différence entre les 3 classes de protéines 

de type I varie simplement par la géométrie du site de coordination ainsi que les résidus coordonnés.4  

Le type II (T2Cu) 

 Ce type d’enzyme réalise principalement des réactions d’oxydoréduction (oxydoréductases) permises par la 

morphologie du site catalytique. 4 

Le type III (T3Cu) 

 Les enzymes composant cette famille possèdent un centre à cuivre binucléaire et sont le plus souvent 

impliquées dans des réactions d’oxydation ainsi que pour le transport d’oxygène (ex. hémocyanine).4  

Les types CuA et CuB  

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

la réduction du dioxygène en eau en tant qu’accepteur final d’électron de la chaîne respiratoire. CuA est 

hypothétiquement considéré comme accepteur d’électron (qui le transmettra à l’hème) tandis que CuB serait 

engagé dans la coordination du dioxygène lors de l’étape de transfert électronique de l’hème.4 
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1.1.5 Comparaison catalyseur enzymatique et catalyseur organique 

Les enzymes sont capables de positionner le substrat et l’activer par le biais de liaisons covalentes ou de 

stabiliser l’état de transition par le biais d’interactions de Van Der Waals ou de liaisons hydrogène et ainsi 

accélérer les réactions chimiques qu’elles catalysent. Les complexes métal/protéine ayant une activité 
catalytique sont appelés métalloenzymes. Elles sont responsables de la catalyse d’une très grande variété de 
réactions chimiques dans la cellule, et dans certains cas, des réactions très difficiles à mettre en œuvre au 
laboratoire (ex. synthèse d’acide gras, synthèse des terpènes ou encore la chimie des sucres).19 En effet, les 

propriétés les plus souvent rencontrées en catalyse enzymatique sont : (i) une excellente sélectivité de 

substrat même dans un milieu complexe (ii) une forte énantiosélectivé permettant de produire un composé 

chiral pur (iii), une régiosélectivité et une chimiosélectivité, permettant ainsi de former spécifiquement un 

produit par rapport à tous les autres dérivés qui peuvent être produits à partir du même substrat. C’est une 
prouesse qui est possible grâce à une reconnaissance précise du substrat par le site de liaison, ainsi que grâce 

aux ligands coordinant l’ion métallique, car il permet un contrôle fin sur la réactivité de l’enzyme par 
modification du potentiel du métal du site actif. La seconde sphère de coordination joue également un rôle 

dans les propriétés du centre catalytique, avec un effet moindre que les ligands directement coordinés à l’ion 
métallique.20,21   

En comparaison, les catalyseurs dits classiques (ex. catalyseur de Grubbs)22 sont de taille nettement plus 

modeste (petites molécules : taille et masse) et ainsi plus faciles et moins couteux à produire et à utiliser, mais 

atteignent difficilement les sélectivités des enzymes, citées ci-dessus. De plus, ils sont essentiellement utilisés 

en solvants organiques. 

Le développement de catalyseurs bio-inspirés tels que les métalloenzymes artificielles, permettrait de 

fusionner les caractéristiques d’un catalyseur classique et d’un catalyseur enzymatique : idéalement 
l’exceptionnelle sélectivité des enzymes, tout en ayant la facilité de production, d’utilisation ou encore le faible 
coût de production d’un catalyseur classique.23 

1.1.6 Catalyseur métallique artificiel bio-inspiré 

Depuis une trentaine d’années, on observe une émergence de catalyseurs bioinspirés voulant reproduire 
l’activité des biocatalyseurs (enzyme) tout en l’appliquant sur des substrats utiles pour la chimie industrielle, 

et en utilisant une architecture moins complexe qu’une enzyme. Dans la littérature les catalyseurs bio-inspirés 

peuvent être très différents, autant dans leur composition (ex. catalyseur à base d’ADN ou à base de ligand 
organique) que dans le type de catalyse qu’il effectue (ex. oxydation, réduction, etc.).24  

La LPMO est une enzyme d’intérêt ayant fait l’objet de travaux consistant à développer un catalyseur basé sur 

cette enzyme (bioinspiré). On peut trouver dans la littérature deux catégorie de ligand : les ligands 

synthétiques consistant à reproduire la catalyse de la LPMO en développant un ligand organique capable de 

reproduire la sphère de coordination du cuivre et ainsi reproduire l’activité de la LPMO.168, 169 La seconde 

catégorie et les ligands peptidiques, qui consiste à conserver le même type de molécules qui coordonne le 

métal (peptide) afin de reproduire l’activité de l’enzyme en simplifiant le ligand.170,171 Les métalloenzymes 

artificielles pouvant être assimilée à la catégorie des ligands peptidiques seront présentées plus en détails ci-

dessous.  
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1.1.6.1 métalloenzymes artificielles  

Les métalloenzymes artificielles (MAr) sont des catalyseurs hybrides dans lesquels un complexe de métal de 

transition catalytiquement actif est incorporé dans une biomacromolécule hôte telle qu’une protéine ou 
encore un acide nucléique. L’activité catalytique ainsi que la sélectivité sont majoritairement contrôlées par 

le ligand (première sphère de coordination) de l’ion métallique. Afin d’obtenir un catalyseur énantiosélectif, 
deux stratégies sont possibles tout en pouvant être complémentaires. La première stratégie est la ségrégation 

d’une face prochirale par rapport à une autre par le biais de blocage stérique, c’est-à-dire qu’une seule face 
du substrat est capable d’approcher le site actif de l’enzyme, afin d’être modifiée chimiquement. La seconde 
stratégie est habituellement réalisée par la seconde sphère de coordination qui va permettre, par le biais de 

liaison hydrogène et/ou d’interactions hydrophobes, de stabiliser l’état de transition pour un énantiomère par 
rapport à l’autre. 23,25,26 

 

Figure 6 : Les quatre approches générales pour l’assemblage des MAr : a) Coordination dative avec un complexe métallique insaturé, 
b) Substitution métallique, c) Coordination supramoléculaire à l’aide d’une ancre à forte affinité, d) Immobilisation covalente. (Figure 

extraite de la référence 23) 

Quatre stratégies d’assemblage des MAr sont utilisées (Figure 6). I) Par le biais d’interactions entre les acides 
aminés de la cavité et un métal avec une sphère de coordination insaturée via une liaison dative. II) Par 

remplacement de l’ion métallique natif de l’enzyme par un autre ion conférant ainsi une nouvelle activité 
catalytique à la protéine. III) Par ancrage d’un cofacteur métallique au sein d’une protéine utilisant un 
inhibiteur ou un substrat de haute affinité via des interactions supramoléculaires. IV) Par immobilisation 

covalente du cofacteur de manière irréversible dans la protéine hôte. 23,26 

Les métalloenzymes artificielles bénéficient d’un grand intérêt de la part de la communauté scientifique, en 

effet, Kaiser et ses collaborateurs ainsi que Wilson et Whitesides, sont les premiers à avoir essayé de construire 

une MAr dans les années 1970.27,28 Cependant, ce n’est qu’après les années 2000 qu’un réel essor a été 
observé pour le développement de métalloenzymes artificielles, ce qui est certainement dû à la limitation des 

outils à disposition pour leurs synthèses et développement avant. Cette résurgence d’intérêt envers les MAr 
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peut également être expliquée par le potentiel catalytique de ces structures : combiner l’aspect sélectivité des 
enzymes avec la facilité d’utilisation des catalyseurs organiques classiques.23,26 

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

est les amyloïdes. Ils sont composés de peptide souvent courts s’autoassemblant sous forme de fibres par le 

biais de la formation de structures secondaires de type feuillets  parallèles ou antiparallèles (structure  

croisée).29 Ils ont été, entre autres, découverts dans les plaques amyloïdes chez les malades atteints 

d’Alzheimer.30 

Il existe également des amyloïdes catalytiques qui sont des catalyseurs basés sur une structure amyloïde, avec 

ou sans cofacteur. Les métaux sont des cofacteurs attractifs, afin de réaliser une catalyse (oxydation, 

hydroxylation).31 Ces structures catalytiques sont plus communément appelées métalloamyloïdes. L’utilisation 
de cette structure nous permettra de réduire l’objet catalytique à une taille minimum.     

Les métalloenzymes artificielles connues peuvent catalyser les réactions suivantes : de réduction comme 
l’hydrogénation énantiosélective de cétone à l’aide d’une MAr dérivée de la lactoglobuline  

bovine,26d’oxydation telle que la sulfoxydation énantiosélective à l’aide d’une MAr dérivée d’une 
peroxydase,32 d’hydratation comme par exemple l’hydratation d’une cétone , insaturés en utilisant une 

MAr dérivée du régulateur de transcription multidrogue (LmrR)33 et les réactions de formation de liaisons C-C 

comme la transformation d’une lipase en une MAr appelée Heckase.34 

1.1.6.2 Métalloamyloïde  

L’intérêt d’un design minimaliste réside dans la simplification maximum de l’enzyme cible tout en conservant 

son activité catalytique. Ceci permettrait de développer un catalyseur simple et bon marché et faciliterait 

également son utilisation. Afin de pouvoir réduire la taille de notre objet au minimum, il nous faut utiliser des 

peptides courts. Or, leur utilisation est limitée pour réaliser des complexes catalytiques, notamment par la 

flexibilité des peptides, ce qui empêche d’avoir un environnement bien défini autour du métal, et donc, d’avoir 
des sélectivités aussi fortes qu’avec les enzymes. Cependant, la particularité des peptides amyloïdes et 

l’autoassemblage en fibres qui leur permet de « verrouiller » leurs conformations et ainsi, nous permet de 

résoudre leurs défauts principaux en facilitant la coordination du cofacteur métallique.31 

L’équipe du professeur Korendovych a développé un catalyseur se basant sur de précédentes recherches 

visant à développer des catalyseurs pouvant réaliser des réactions d’hydrolyse ou d’oxydation à base de cuivre 
et de peptide amyloïde.31 La conception se base sur des métalloamyloïdes à base de zinc.35 Cependant, cette 

séquence est également capable d’accommoder d’autres métaux que le zinc, comme le cuivre (oxydation, 
réduction, transfert d’électron et hydrolyse). 36 Ce type de catalyseur métalloamyloïde est peu développé et 

constitue un domaine de recherche très innovant pouvant amener à la production d’une plateforme 
catalytique. Le professeur Korendovych est le contributeur principal dans ce domaine. 

D’autres équipes travaillent sur l’utilisation des fibres amyloïdes comme ligand pour un métal permettant de 

catalyser une réaction. Les fibres amyloïdes peuvent servir à réaliser des réactions d’hydrolyse des 
phosphoesters,31 ou d’ATP,37 et également des réactions d’oxydation29,38. Elles peuvent également servir, 

comme démontré récemment, à catalyser une réaction de cyclopropanation par le biais du greffage d’une Fe-

protoporphyrine IX sur les fibres amyloïdes.39  

En outre, certains amyloïdes présentent une activité catalytique dans des conditions extrêmes, telles qu’une 

température élevée, une forte teneur en sel et en solvant organique.40 Ces propriétés très avantageuses font 

de l’amyloïde une plateforme attrayante pour la nature, qui pourrait l’avoir utilisée pour le développement 

d’enzymes prébiotiques. Cette théorie sur les mécanismes de l’origine de la vie, et l’implication actuelle d’une 
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His pour son l’activité catalytique est considérée comme problématique, car l’histidine est un acide aminé 
prébiotique rare.40,41 

Dans un premier temps, le meilleur peptide pour la catalyse a été sélectionné en testant une petite librairie 

de 16 peptides. La séquence peptidique est la suivante Ac-IHIHIQI-NH2. Il forme des fibres en 

s’autoassemblant. Une fois ce peptide coordonné avec du zinc, il présente une activité hydrolytique. Il est 

également capable de former des feuillets  parallèles et catalyser l’oxydation du diméthoxyphénol (DMP) 
quand le site de catalyse est chargé en cuivre (Figure 7). L’avantage de l’utilisation du DMP comme substrat 
est qu’après oxydation, il dimérise et cette espèce est coloré. Elle absorbe aux alentours de 470 nm, 

permettant ainsi de suivre facilement l’oxydation du DMP par le catalyseur par spectrophotométrie.36 

 

Figure 7 : Oxydation du diméthoxyphénol (DMP) par le dioxygène catalysé par des fibres peptidiques chargées en cuivre. (Figure 

extraite de la référence36) 

Cependant, pour développer un catalyseur capable d’activer le dioxygène, plusieurs points sont à respecter. 

Les ligands coordinés au cuivre doivent être judicieusement choisis afin de correctement moduler le potentiel 

redox de l’ion métallique. Les ligands doivent être capables d’accommoder les différents états d’oxydation de 
l’ion métallique afin de pouvoir cycler entre la forme oxydée et réduite de l’ion métallique et ainsi être 
capables de fournir ou capturer un électron du substrat. La catalyse ne doit pas être capable de laisser 

échapper des ROS dits « libre » (plus coordonné au cuivre) de manière non contrôlée, pour éviter la 

décomposition du ligand.  
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Figure 8 : Hydrolyse du paraoxon et une réaction tandem catalysée par un metalloamyloÏde. (Figure extraite de la référence31) 

Cette séquence peptide a également été utilisée afin d’hydrolyser le paraoxon qui est un pesticide persistant 
dans l’environnement et très toxique, et également pour la réalisation d’une réaction en tandem. Celle-ci 

consiste à hydrolyser le dichloro-dihydro-fluorescéine diacétate (DCFH-DA) en dichloro-dihydro-fluorescéine 

(DCFH) puis à oxyder le DCFH en dichloro-fluorescéine (DCF) qui lui, étant fluorescent, peut être facilement 

suivi par fluorimétrie. Cette réaction en tandem peut également avoir lieu dans l’autre ordre, c’est-à-dire 

d’abord l’étape d’oxydation afin d’obtenir la Dichloro-dihydro-fluorescéine (DCF-DA) suivi par l’étape 
d’hydrolyse afin d’obtenir la DCF (Figure 8).31  

Ces études démontrent le potentiel de l’utilisation d’une matrice amyloïde pour supporter des sites de 

catalyse, l’agencement particulier des peptides permet une promiscuité des sites de catalyse et ainsi une 
action synergique des deux types de catalyse réalisées par ce métallo amyloïde (hydrolyse en tandem avec 

des réactions d’oxydation).31 Les outils nécessaires à la conception de notre catalyseur seront présentés dans 

la partie ci-dessous. 

1.1.7 Vers un design minimaliste de mimes de LPMO  

Le site catalytique de la LPMO étant supporté par des feuillets ,42 nous nous sommes naturellement tournés 

vers les séquences peptidiques les plus simples capables de former des feuillets  antiparallèles comme 

support pour concevoir un mime de LPMO en suivant une approche minimaliste, rappelant les travaux de 

Korendovych.31 

1.1.7.1 Feuillets   

Les feuillets  forment une classe de structure secondaire composée de deux structures différentes, les 

feuillets  antiparallèles et les feuillets  parallèles (Figure 9).43  
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chargés, c’est pourquoi le pH est un élément essentiel à prendre en considération, afin d’être en présence des 
espèces chargées capables de s’autoassembler. Pour le peptide Ac-EFFAAE-NH2, les acides glutamiques ayant 

un pKa aux alentours de 4, le pH de la solution ne devra pas descendre en dessous de 6, afin d’être sûr que 
tous les glutamates soient bien déprotonés. Pour le peptide Ac-KFFAAK-NH2, les lysines possèdent un pKa aux 

alentours de 10 et le pH ne doit pas dépasser 8 afin de garder chargées toutes les lysines. Les peptides AIP-1 

et AIP-2 ont été acétylés (et C-ter amidés) afin d’obtenir une charge globale du peptide uniquement induite 
par les chaînes latérales des peptides, sans contribution de l’extrémité N-ter des peptides. Si l’amine N-ter 

avait été libre, une complémentarité de charge pourrait apparaitre entre le glutamate et l’amine N-ter et ainsi 

favoriser l’autoassemblage du peptide avec lui-même. Les amines N-ter libres auraient également pu induire 

un agencement différent des deux peptides entre eux, justement dus à l’introduction d’un site chargé 
supplémentaire et ainsi amener à une formation très hétérogène de structure.45  

La reconnaissance par complémentarité de charge entre la lysine et le glutamate (rapprochement spatial des 

deux peptides) et la formation du « cœur » hydrophobe par le biais des alanines et des phénylalanines se 
réalise de manière concomitante et ainsi, agence les séquences de manière à former un feuillet  antiparallèle. 

Cette interaction est la plus stabilisante et permet de conserver la cohésion entre les deux peptides. Les 

résidus hydrophobes sont agencés sur le peptide de manière à pouvoir former des fibres virtuellement sans 

fin et dans toutes les directions et ainsi former de longs réseaux de feuillets   antiparallèles pouvant interagir 

entre eux également par interactions hydrophobes.45 Les séquences peptidiques courtes capables de 

s’autoassembler sont connues pour avoir généralement une faible stabilité due à la présence du minimum 

d’interaction possible entre les peptides afin d’obtenir la structure secondaire voulue. Cependant, cette 

particularité n’est pas une généralité. En effet, les peptides dérivés de la huntingtine, composé de beaucoup 

d’asparagines et de glutamines, sont capables de former avec des peptides courts des structures très stables.46  

L’étude de modélisation infrarouge réalisée suggère la formation d’un hydrogel composé de fibres formées 

par les peptides ayant une structure secondaire en feuillet  antiparallèle (Figure 14).  

Un autre avantage réside dans la simplicité d’utilisation des peptides. En effet, les peptides possèdent une 

bonne solubilité dans l’eau et sont difficilement capables de s’autoassembler avec eux même due à la 
répulsion électronique des glutamates entre eux, ou des lysines entre elles, ce qui facilite grandement leurs 

manipulations. Il n’y a pas de formation d’oligomère ou de fibres si les deux peptides ne sont pas mélangés, 

contrairement au développement d’un peptide unique qui, une fois mis en solution, peut s’autoassembler 
directement sans que cet assemblage ne soit contrôlé et ainsi rend sa manipulation beaucoup plus difficile.  

Ces deux peptides ont donc été sélectionnés comme support, car ils permettent d’obtenir l’objet recherché : 

une séquence courte où les deux peptides sont composés uniquement de 6 acides aminés adoptant la 

structure secondaire d’un feuillet  antiparallèle, sans requérir le cuivre.  
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1.2.3 Formation des fibres  

D’après la conception présentée précédemment, l’on peut s’attendre à un effet synergique entre l’assemblage 
des peptides (ie formation des fibres) et la coordination du cuivre. Si l’autoassemblage des peptides permet 
un rapprochement spatial des deux ligands, préassemblant ainsi le site de coordination du cuivre (histidine 

brace). Cette préorganisation du site de coordination devrait faciliter la coordination de l’ion CuII aux peptides. 

Si cette affirmation se révèle exacte, cela veut également dire que la coordination du cuivre sur les peptides 

en solution pourrait rapprocher suffisamment les peptides afin de promouvoir la formation de fibres.  

Dans un premier temps, toutes les combinaisons possibles pouvant amener à un autoassemblage ainsi que le 

bon agencement des ligands entre les 4 peptides synthétisés ont été investiguées. Ceci nous permettra 

également de déterminer pour quelle(s) combinaison(s) de peptides, le cuivre facilite la formation des fibres, 

c’est-à-dire que la fibrillation devrait se faire plus rapidement et/ou à plus basse concentration en présence 

de cuivre.  

 

CuII 
 [Peptide] / mM 

Peptides 10 5 1 0,5 0,1 0,05 0,01 

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

+  o o o - - - 

(PH+) - (PH -) 
- o* - - - - - - 

+  o - - - - - 

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

+  o o - - - - 

(HP+) - (HP -) 
- o* - - - - - - 

+  o o - - - - 

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

+        

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

+        

Tableau 3 : Estimation de la concentration limite de fibrillation. o : solution devenue turbide. - : solution restée limpide. Tests réalisés 

avec 20 mM de tampon HEPES à pH 7,4 pour les concentrations 0,5, 0,1, 0,05 et 0,01 mM de chaque peptide et 50 mM pour les 

concentrations 1 et 5 mM de chaque peptide, incubé à 37 °C et 1000 rpm. * : Test réalisé sans tampon à pH 7, incubé à 37 °C et 

1000 rpm ; Le mélange de (PH -) - (HP+) a pris 15 min à fibriller (PH+) - (PH -) a pris 12 h, (PH+) - (HP -) et (HP+) - (HP -) a pris 6 h. Les 

mélanges (PH+) - (HP+) et (PH -) - (HP -) n’ont pas formé de fibres. 

Différentes concentrations de peptides ont été testées afin d’estimer la concentration minimale de peptide 
nécessaire pour observer la formation de fibres (visuellement, par apparition d’un précipité) sans ou avec 
cuivre (0,9 équivalent) (Tableau 3). Pour les quatre combinaisons de peptides avec chacun une charge opposée 

à l’autre (4 premières lignes du Tableau 3), une formation de fibres a été observée (apparition visuelle d’une 
turbidité, puis précipitation) à une concentration en peptide plus faible en présence de cuivre qu’en son 
absence. Cependant, cet effet est plus prononcé pour le mélange (PH -) - (HP+) qui forme des fibres en 

présence de cuivre dès 0,5 mM de chaque peptide et à 5 mM en absence de cuivre. Les autres mélanges 

fibrillent en présence de cuivre à 1 mM minimum et, en absence de cuivre, à 10 mM de chaque peptide. De 

cette observation, nous émettons l’hypothèse que la morphologie du site de coordination du cuivre pour le 

mélange (PH -) - (HP+) est plus favorable que pour les autres combinaisons de peptides. C’est donc cette 
combinaison qui a été sélectionnée pour la suite.  
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expliquer cette modification de morphologie est que la coordination du cuivre sur les peptides induit des 

contraintes structurales qui gênent l’assemblage « latérale » des feuillets  (d’où des fibres plus fines) et/ou 
induit la formation d’une paire avec (PH -) et (HP+) distordue qui limite l’élongation des fibres [en comparaison 
aux peptides de référence (P+) - (P -)]. 

Ces fibres peuvent également être enchevêtrées entre elles (Figure 13e -f) rappelant les agencements 

interfibres dans les échantillons (PH -) - (HP+) et (P+) - (P -).  

Dans l’échantillon où le cuivre (0,9 équivalent) est ajouté après que les fibres (PH -) - (HP+) soient formées, on 

observe la coexistence des deux morphologies discutées ci-dessus (Figure 13i-l). Dans cet échantillon, on 

observe la morphologie des fibres avec cuivre à la surface de fibres déjà formées (fibre sans cuivre) (Figure 13-

i, 13-k). Il semble donc que le cuivre, quand il interagit avec les fibres sans métal déjà formées, détruit dans 

un premier temps l’assemblage pour promouvoir la formation de fibres avec cuivre. Une information 
importante à noter est que lors de l’ajout du cuivre dans la suspension de fibres (turbide, blanchâtre), la 

solution redevient momentanément limpide avant de redevenir turbide (et bleutée cette fois). Ceci pourrait 

être dû à une destruction de l’assemblage déjà formé, puis à la reformation de fibres.  

1.2.5 ATR-FTIR   

Des analyses spectroscopiques à réflectance totale atténuée couplée à la spectroscopie infrarouge à 

transformée de Fourier (ATR-FTIR) ont été réalisées afin de caractériser la/les structure(s) secondaire(s) 

adoptées par les peptides dans ces assemblages, en se basant sur l’interprétation de la bande Amide I.52 

Premièrement, les peptides de référence (P+) - (P -), ont été analysés en présence et en absence de cuivre 

(Figure 14). L’interprétation des spectres obtenus a été réalisée à l’aide du Dr Y. El Khoury. 

 

Figure 14 : Gauche : Bande amide I du spectre ATR FTIR des fibres (P+) – (P -) avec et sans cuivre. 50 mM de tampon HEPES à pH 7,4, 

2,5 mM de chaque peptide et 0,9 équivalent de CuII (pour l’échantillon avec cuivre). Droite : Bande amide I du spectre FT-IR du mélange 

entre AIP-1 (P -) et AIP-2 (P+) sans cuivre + le fitting gaussien (données et figure de droite provenant de la publication de Guler et coll.). 

La vibration amide I de l’échantillon (P+) – (P -) montre principalement deux bandes à 1618 cm-1 et 1693 cm-1, 

qui correspondent à la signature des feuillets  antiparallèles structurés en (longues) fibres. La bande à 

1672 cm-1 peut être expliquée par la présence de coudes . L’épaulement observable à 1644 cm-1 indique un 

mélange de différentes structures, majoritairement attribuées aux structures coudes  ou pelotes aléatoires. 

L’addition de 0,9 équivalent de cuivre induit un déplacement de la bande la plus intense du feuillet  de 

1618 cm-1 à 1620 cm-1, reflétant la formation de fibrilles légèrement plus courtes, car la division de fréquence 

légèrement plus faible des deux modes des feuillets β antiparallèles est très probablement due à un plus petit 
nombre de brins par feuillet. Cependant, aucun déplacement n’est observé pour la bande à 1693 cm-1, ce qui 
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formation de fibres plus courtes, d’où la présence de plus de motifs de terminaison de fibres qui sont 

probablement moins bien organisées, induisant une croissance de la bande aux alentours de 1650 cm-1 

(correspondant à un motif désordonné). Ce signal peut également être attribué à la formation d’hélices .52 

La chaîne principale du peptide (HP+) étant probablement coordinée au cuivre, il est plausible que cette 

coordination induise une contrainte structurale sur la chaîne principale, affectant la structure secondaire. En 

résumé, l’ajout de cuivre entraîne une diminution de la structuration en feuillets  antiparallèles.  

Un spectre de l’échantillon de fibre a été enregistré directement après ajout du cuivre (sur des fibres déjà 

formées) et agitation (environ 3 min) (Figure 15, spectre bleu pointillé). Le spectre présente également deux 

bandes à 1693 cm-1 et 1620 cm-1 (ie essentiellement identique au spectre de (PH -) - (HP+) sans cuivre) avec 

une petite bande à 1655 cm-1 (hélices  ou désordonné) ce qui indique que le cuivre n’est pas encore 
totalement coordonné dans son site final et qu’une importante partie est encore à l’état de cuivre libre ou lié 
non spécifiquement. Cet échantillon a été réanalysé après 30 min d’incubation. Cette fois, le spectre est 
identique à celui observé pour l’échantillon (PH -) - (HP+) avec le cuivre ajouté avant fibrillation. Ceci veut dire 

que lorsque l’on ajoute du cuivre sur des fibres déjà formées, le CuII est capable de déclencher le 

réarrangement des fibres afin d’obtenir la même structure que celle observée pour l’échantillon (PH -) - (HP+) 

avec le cuivre ajouté avant fibrillation, en accord avec les résultats de MET (voir partie 2.4).  

 

Figure 16 : Bande amide I du spectre ATR FT-IR des fibres (PH -) – (HP+) sans cuivre (spectre noir), et avec du zinc après 30 min 

d’incubation (spectre bleu).  

Une analyse supplémentaire a été réalisée avec le mélange (PH -) - (HP+) et du zinc ajouté après la formation 

de fibres (Figure 16). L’échantillon a été analysé 30 min plus tard afin d’observer un potentiel réarrangement 
des fibres. Contrairement au cuivre, le zinc semble très peu influencer l’agencement adopté par les peptides, 
même après 30 min d’incubation. 

 Cet effet peut s’expliquer par la chimie de coordination différente entre un complexe de zinc, qui n’a pas 
d’énergie de stabilisation du champ de ligands (LFSE) et donc peut adopter facilement des géométries variées 

avec classiquement 4 à 6 ligands, tandis que le cuivre, possédant une énergie de stabilisation du champ de 

ligands, s’adaptera moins aux vues de sa préférence pour une géométrie carrée plan (avec ou sans ligands 
axiaux). 
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entraînée par le cuivre et après toute la consommation de (PH -), (HP+) et du cuivre, les peptides (P+) - (P -) 

se sont assemblés sur les noyaux de CuII@ (PH -) - (HP+). 

Une deuxième stratégie consiste en une dilution magnétique qui est une technique couramment employée 

en RPE afin de séparer des centres diamagnétiques. Le complexe CuII@ (PH -) - (HP+) a été dilué avec du ZnII, 

un ion diamagnétique, c’est-à-dire invisible en RPE. L’idée ici est d’augmenter significativement la distance 

moyenne entre 2 CuII en occupant des ligands, diminuant ainsi l’interaction magnétique des centres de CuII. 

 Une condition préalable à cette stratégie est que le ZnII se lie aux mêmes résidus que le CuII et ne perturbe 

pas la structure fibrillaire. Une hypothèse raisonnable est d’admettre que l’ion ZnII à de fortes chances 

d’interagir avec les histidines libres. Cependant, même si le complexe formé n’a pas exactement la même 
géométrie que le complexe de cuivre, ceci n’empêche pas le zinc d’être un ligand compétiteur pour les 
histidines.  

 En effet, le ZnII n’a pas affecté la structure secondaire des fibres après la liaison (Figure 16). Un ratio de 80 % 

de ZnII et 20 % de CuII a été utilisé pour obtenir une dilution efficace (Figure 19, spectre rouge). C’est cette 
méthode qui s’est révélée la meilleure puisque dans ce cas, les bandes de cuivre sont bien définies et fines. 

 

Figure 19 : Optimisation de la résolution du spectre pour le mélange (PH -)- (HP+). Le spectre noir correspond à la dilution peptidique 

3 mM de (P -) -(P+), 2 mM de (PH -)- (HP+), 0,9 équivalent (1,8 mM) de cuivre et 10% de glycérol. Le spectre rouge correspond à la 

dilution métallique, 5 mM de (PH -) -(HP+), 0,9 équivalent (4,5 mM) de métal, dont 80% de zinc et 20% de cuivre ainsi que 10% de 

glycérol. Le spectre bleu correspond au mélange classique, 5 mM de (PH -)- (HP+), 0,9 équivalent (4,5 mM) de cuivre et 10% de glycérol. 

Cette condition a été utilisée pour effectuer l’analyse des échantillons marqués (PH -) - (HP+), (PH -)* - (HP+), 

(PH -) - (HP+)*, (PH -)* - (HP+)*, (PH -)* - (PH -)* et (HP+)* - (HP+)* avec du cuivre. Le but de cette expérience 

est de vérifier si l’histidine du peptide (PH -) est vraiment absente de la sphère de coordination du cuivre dans 
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les fibrilles sont constituées de (PH -) - (HP+) en trois dimensions, donc deux (HP+) peuvent être relativement 

proches dans l’espace, ce qui pourrait permettre la liaison de CuII aux histidines de deux (HP+). 

Néanmoins, d’après le titrage RPE, on constate que le signal observé est identique de 0 à 1 équivalent de 

cuivre. Cependant, une fois cette quantité de cuivre dépassée, on constate une modification de la valeur de g 

des bandes du cuivre ce qui indique une modification des complexes formés. Plus la quantité de cuivre ajoutée 

se rapproche de 1,5 équivalents, plus le signal tend vers la formation d’une tout autre espèce. Quelques 
analyses complémentaires devront être réalisées avec 2 équivalents, 2,5 équivalents et 3 équivalents de cuivre 

par rapport au peptide afin de totalement saturer le complexe en cuivre et ainsi voir apparaitre les bandes du 

CuII(HEPES) ce qui permettra de confirmer la saturation des sites de coordinations.  

1.2.10 Tests catalytiques 

 

Figure 23 : Substrat et réaction hypothétiquement catalysée par notre complexe 

Des tests d’activité catalytique ont également été entrepris afin d’évaluer l’activité du complexe. Le premier 
substrat testé est le 4 nitrophényl-β-D-galactopyranoside car c’est un composé qui modélise le substrat 

naturel de l’enzyme : la cellulose. Il est également facile de suivre l’oxydation en spectrophotométrie par le 
biais du relargage du nitrophénolate qui est optiquement actif avec un maxima à 400 nm (e = 12 800 M-1 cm-

1). Le paranitrophénolate est relargué par le biais de l’oxydation de la liaison C-H du carbone anomérique du 

β-D-galactopyranoside. Une fois oxydé, le sucre va former une lactone qui va permet de le libérer (Figure 23, 

schéma réactionnel du haut). 
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notons que le signal est proche du bruit de fond). De plus, on observe des profils très proches pour toutes les 

conditions. Nous en concluons qu’aucune conversion du substrat n’est observée. Le système développé et 

caractérisé ici ne permet donc pas de reproduire l’activité catalytique de la LPMO. Il ne peut donc pas être 

considéré comme un mime fonctionnel. 

 

Figure 25 : Suivi de la formation de la 3,3', 5, 5′ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'-diol, à 476 nm, lors de l’oxydation de la DMP. 
Conditions : 10 M de cuivre, 21 M de peptide [Ac-IHIHIQI-NH2 ou (PH -)- (HP+)], 22,5 mM de tampon HEPES pH 8 et 200 M de DMP 

(Vtot : 100 L). Ce sont les mêmes conditions d’analyse que celles appliquées par l’équipe du Pr Korendovych. 

Un second substrat a été utilisé, le 2,6-diméthoxyphénol dont on suit l’oxydation, ie la production de la 3,3', 
5, 5′ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'- dione, par absorbance à 476 nm ( = 17 033 M-1.cm-1).36,54,55 

L’oxydation à un électron du phénol forme un radical, stabilisé par délocalisation, puis deux de ces radicaux 
vont se coupler pour former 3,3', 5, 5′ - tetraméthoxy (1,1'- biphényl)-4,4'- diol (Figure 25 schémas réactionnels 

du bas). 

Ce substrat a été utilisé par l’équipe du professeur Korendovych pour déterminer l’activité catalytique 
(oxydation) de métalloamyloïdes.36 L’activité observée pour le complexe avec le peptide Ac-IHIHIQI-NH2 

rivalise avec celle produite par la nature.31,36 L’utilisation de ce substrat nous a permis de réaliser une 

comparaison. Avec ce substrat, l’activité de notre système reste plus lente que celle du CuII(HEPES) et 

beaucoup plus lente que celle du métalloamyloïde développé par l’équipe du professeur Korendovych. 
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1.3 CONCLUSION 

Les résultats présentés ci-dessus décrivent la conception d’un assemblage contrôlé de deux peptides (PH -) et 

(HP+), de charge opposée, avec un ion CuII. En effet, à 0,5 mM de chaque peptide, seule la combinaison des 

trois partenaires [(PH -), (HP+) et CuII] a permis d’obtenir des agrégats. Les deux peptides choisis nous ont 

permis de pouvoir contrôler le processus d’assemblage. En effet, l’autoassemblage se réalise uniquement 

quand les peptides sont en présence l’un de l’autre. Ces agrégats étaient conçus pour rigidifier 

l’autoassemblage et ainsi favoriser la coordination du cuivre dans le site « Histidine brace » développé.  

Le but de ce projet était d’appliquer l’approche du professeur Korendovych appelée « minimalist protein 
design »31 afin de développer un mime de la LPMO. Dans ce système, les deux histidines (non équivalentes) 

du site « Histidine brace » de l’enzyme sont apportées par deux peptides différents. Afin de pouvoir contrôler 
la préformation du site de coordination du cuivre, deux séquences peptidiques courtes complémentaires 

capables de s’assembler uniquement en présence l’un de l’autre en feuillets  antiparallèles ont été 

recherchées dans la littérature. Les deux séquences trouvées sont (P+) et (P -) qui, après avoir été 

fonctionnalisées judicieusement par une histidine (une histidine sur chaque peptide, à une extrémité 

différente) amène à la production de deux nouveaux peptides (PH -) et (HP+). Le mélange de ces deux peptides 

ainsi que du CuII a conduit à la formation de fibres avec le CuII coordonné au moins à la pince apportée par le 

peptide (HP+). La morphologie des fibres a été analysée par MET. La structure secondaire adoptée par les 

peptides a été investiguée par le biais de la spectroscopie vibrationnelle. Les spectroscopies RPE, Raman et 

HYSCORE ont permis d’émettre des hypothèses plausibles sur la sphère de coordination du cuivre et la 
spéciation. 

Finalement, les tests catalytiques montrent que ce système, inspiré par la LPMO, n’en est pas un mime 
fonctionnel. Néanmoins, l’activité de ce système pourra être investiguée pour d’autres types de réactions. 
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2.1 INTRODUCTION 

2.1.1 Métaux en biologie 

Pour le bon fonctionnement d’un organisme vivant, toute une série d’éléments est absolument indispensable. 

Les métaux tels que Mn, Fe, Zn, Se, Co et Mo le sont, malgré la faible quantité de ces éléments retrouvée dans 

les différents organismes (mammifère, bactérie, levure, virus… etc.). Les métaux de transitions sont essentiels 

(Tableau 4), car impliqués dans une série de mécanismes biologiques vitaux tels que la catalyse enzymatique, 

la structuration de protéines, la formation des os ou encore comme messager. 56 

Éléments Quantité (g) 

Ca 1000 
K 140 

Na 100 
Mg 30 

Fe 5 
Zn 2 

Cu 0,1 
Mn 0,016 

Mo 0,005 
Co 0,002 

Tableau 4 : Tableau représentant les ions métalliques essentiels chez l’Homme (pour un homme de 70 kg)56 

Chez l’Homme, le fer est un élément principalement utilisé pour transporter le dioxygène, pour réaliser des 

réactions redox (catalyse) et transporter des électrons.56 Les deux tiers des ions fer circulent dans 

l’hémoglobine des globules rouges et 300 mg est contenu dans la myoglobine des muscles. La majeure partie 

du fer plasmatique est dirigée vers la moelle osseuse pour l’érythropoïèse.  

2.1.2 Chimie du fer (FeIII) et d’un ion modèle diamagnétique : le gallium (GaIII) 

2.1.2.1  Fer 

Le fer possède les propriétés chimiques intéressantes pour le vivant, il peut facilement changer d’état 
d’oxydation en fonction de son environnement chimique et ainsi permettre de réaliser des réactions 
d’oxydoréduction. Il est composé de 26 électrons arrangés dans la configuration [Ar] 3d64s2. Ses deux états 

d’oxydation les plus stables sont le FeII, avec comme configuration [Ar] 3d64s0 et le FeIII, avec comme 

configuration [Ar] 3d54s0. Le FeIII possède un rayon ionique de 0,067 nm (pour le FeIII haut spin) et il peut 

adopter quatre géométries en fonction de son degré d’oxydation des ligands qui lui sont associés et du nombre 

de coordination : octaédrique, trigonal bipyramidale, pyramidale à base carrée, tétraédrique (avec une 
coordination de 4) et la géométrie la plus souvent retrouvée est octaédrique. Le FeIII est quasiment insoluble 

dans l’eau et forme des hydroxydes de fer (III) (Ksp = 10 – 39 M à pH 7,0, ce qui correspond à une concentration 

dans l’eau de [Fe3+] = 10–18 M à pH 7). 57 Son potential redox (FeIII/FeII) est de 0,77 V. 

2.1.2.2 Gallium 

Le gallium est un élément possédant 31 électrons et possède une configuration [Ar] 3d104s24p1. Son état 

d’oxydation le plus stable est le GaIII avec comme configuration [Ar] 3d104s04p0. Il possède un rayon ionique 

de 0,062 nm, très proche de celui du FeIII. Le GaIII et le FeIII sont des acides de Lewis dure selon la classification 

de Pearson.58 De plus, il est d10 et ne possède pas d’énergie de stabilisation du champ des ligands (LFSE) et 

peut donc s’adapter à différentes géométries. Ses propriétés de coordination sont également proches de 
celles du fer, ce qui permet au GaIII de se fixer fortement sur des sites de fixation du FeIII dans les protéines ou 

sidérophore et éventuellement remplacer les ions ferriques dans les organismes vivants. 59 Le potentiel redox 
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du fer (FeIII/FeII) est de 0,77 V tandis que celui du gallium (GaIII/Ga0) est de -0,56 V.60 Il diffère également par 

son incapacité à changer de degré d’oxydation (virtuellement irréductible en conditions physiologiques) et le 

rend ainsi incapable de participer à des réactions d’oxydoréduction, contrairement au FeIII. Cette particularité 

empêche l’ions GaIII de remplacer l’ion FeII dans l’hème. Il permet également d’inactiver la fonction d’enzymes 
par remplacement du cofacteur FeIII par du GaIII.59 

2.1.3 Homéostasie et toxicité 

2.1.3.1 Toxicité du Fer 

La réaction de Fenton (Figure 27) illustre la capacité du fer à générer des espèces radicalaires hautement 

réactives. Le fer, en cas d’excès dans l’organisme, peut réagir avec l’oxygène et causer un stress oxydant. Les 
espèces réactives de l’oxygène (EROs) ainsi produites réagissent avec diverses molécules essentielles telles 
que les acides nucléiques, protéines et lipides. 57 C’est pour cette raison qu’il ne faut pas de fer libre dans 
l’organisme, il faut qu’il soit toujours pris en charge (coordonné).  

 

Figure 27 : Réaction de Fenton. Rapide : 30 s - 1 min ; Lent : quelques minutes.61 

Les organismes vivants ont développé des ligands très affins pour le fer. Premièrement, cela leur permet 

d’éviter la formation d’oxyde de fer qui possède une très faible solubilité en solution aqueuse (précipitation) 

et permet donc de le rendre disponible pour les organismes, permettant de l’acquérir, même dans un milieu 
pauvre en fer. Deuxièmement, cela empêche aussi des réactions non contrôlées (ex. Fenton) afin de limiter la 

toxicité de cet ion. Ces ligands permettent d’utiliser les capacités oxydoréductrices du fer à des fins 
catalytiques contrôlées. 62 
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2.1.3.2 Importance de l’homéostasie du fer  

 

Figure 28 : L’homéostasie du fer au niveau moléculaire. Le fer est absorbé dans l’intestin par les entérocytes. Une fois réduit et introduit 

dans l’entérocyte, il est soit stocké dans une ferritine ou transféré après oxydation, traversée la membrane et coordonne à la 

transferrine dans le système circulatoire pour être distribuer dans tout l’organisme.  (Figure extraite de la référence 63) 

Le fer ainsi que son homéostasie sont essentiels au bon fonctionnement des organismes vivants. Il est 

essentiellement utilisé pour assurer le transport d’oxygène et catalyser des réactions de transfert d’électrons, 
de fixation d’azote ou de synthèse d’ADN. Un déficit ou un excès de fer peuvent être d’origine héréditaire ou 
acquise, et conduire à de nombreuses maladies. 63,64  

Dans des conditions physiologiques normales, près des trois quarts du fer corporel se trouvent sous forme 

d’hémoglobine, le reste étant stocké de manière intracellulaire sous forme de ferritine ou lié à des protéines 
extracellulaires ainsi que dans les enzymes à fer (intracellulaires).65 Le taux sérique normal de fer est de 10-30 

μM lié à la transferrine, ce qui donne entre 12 et 50 % de saturation de la capacité de fixation du fer sur la 

transferrine (60-75 μM), des taux plus élevés sont symptomatiques d’une surcharge en fer. 63,66,67 

Le maintien de concentrations stables en fer, intracellulaires et extracellulaires, nécessite la régulation 

coordonnée du transport du fer dans le plasma à partir de sources alimentaires absorbées dans le duodénum, 

à partir des globules rouges sénescents recyclés par les macrophages et de son stockage dans les hépatocytes. 

Le fer est stocké dans la moelle osseuse, le foie et la rate, dans des protéines appelées ferritine et 

hémosidérine (la dernière est plus lente à restituer son fer). Quand l’érythropoïétine stimule la production de 

globules rouges, le fer est lié à la transferrine pour être transporté à la moelle osseuse par le sang (Figure 28).68 

C’est pourquoi, la régulation est essentielle afin de conserver une quantité de fer optimale dans tout 

l’organisme. Chez les mammifères, ce rôle est joué par l’hepcidine produite par le foie et qui permet 
d’exprimer ou réprimer les protéines de transport du fer et ainsi réguler efficacement le fer dans l’organisme 
en cas de carence ou de surcharge (Figure 28).57,69,70 
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2.1.3.3 Toxicité du gallium 

Le gallium n’est pas un ion métallique essentiel, cependant, il est connu pour avoir tendance à déréguler 
l’homéostasie du fer des organismes vivants. Surtout, le gallium n’ayant pas les mêmes propriétés redox que 
le fer, il rend inactives les enzymes desquelles il remplace le métal. 59 

Pour les bactéries, le gallium peut être difficilement différencié du fer car il est internalisé par les mêmes voies 

d’import que le fer.71 Il se coordine aux sidérophores puis est internalisé par le biais d’un récepteur 
membranaire. Une fois introduit dans la bactérie, il se comporte principalement comme un mime du fer et va 

le remplacer directement dans les enzymes, les rendant inactives, ce qui finit par induire la mort bactérienne. 

Il peut également induire une perturbation de l’homéostasie de fer de la bactérie par appauvrissement de sa 
quantité de fer disponible et ainsi inhiber l’activité de certaines enzymes. Des travaux récents démontrent le 

potentiel thérapeutique du gallium comme substance antibactérienne, malgré la toxicité induite sur les êtres 

humains. 72,73 

Pour les mammifères, le gallium perturbe l’homéostasie du fer dès son introduction dans l’organisme. Il est 
importé via les mêmes voies que celles du fer. En effet, il sera coordonné par la transferrine, diminuant la 

quantité de fer disponible, et conduisant à l’inactivation d’enzymes (ex. diminution de la production 
d’hémoglobine ou encore perte de l’activité de la ribonucléotide réductase). Une fois dans la cellule, le gallium 

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

Cependant, une étude toxicologique doit être réalisée sur les complexes pour connaitre leurs DL50 (dose létale 

pour tuer 50% des individus d’un groupe d’animaux) afin de déterminer leurs toxicités. C’est pourquoi 
différentes substances à base de gallium ont été utilisées comme le nitrate de gallium (utilisé comme 

traitement pour l’hypercalcémie avec une DL50 pour la souris estimée à 80 mg/kg 74), le citrate de gallium (en 

cours de développement, utilisé comme anti-infectieux avec une DL50 pour la souris de 2,23 g/kg 75), le 

maltolate de gallium (utilisé comme traitement contre les lymphomes avec un DL50 pour la souris supérieure 

à 500 mg/kg76) et le tris(8-hydroxyquinoléinolate) de gallium (en cours de test préclinique avec un DL50 pour 

la souris de 2,9 g/kg76). 72,76 

2.1.4 Le fer dans le corps humain 

Comme mentionné plus haut, la réactivité du fer est modulée par les ligands qui lui sont coordonnés (ex. 

chaînes latérales d’acides aminés dans les protéines) ce qui permet de moduler très finement le potentiel 
redox du fer et ainsi permettre une catalyse très diversifiée.77 Le rôle du fer peut donc être décrit par le biais 

de toutes les familles d’enzymes à fer présentes dans notre organisme. Nous allons nous intéresser plus 
particulièrement à deux types d’organismes, l’Homme et les bactéries.57  

2.1.4.1 Les hémoprotéines 

Les hémoprotéines possèdent trois sous-classes. La première est constituée des transporteurs d’oxygène (eg 
hémoglobine, myoglobine), la seconde, des activateurs d’oxygène moléculaires (eg cytochromes oxydases, 
cytochromes P450, catalases et peroxydases) et la troisième, des protéines de transport électronique (eg 

cytochromes a, b et c). 57  

2.1.4.2 Les protéines fer-soufre (Fe-S) 

Les protéines Fe-S sont composées d’un cluster Fe-S qui sert de donneur ou d’accepteur d’électrons dans une 
large variété de réactions biologique (large plage de potentiel redox). Cependant, dans certains cas, ils peuvent 

aussi former des sites catalytiques. 57  
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2.1.5.2 Différence entre les bactéries Gram - et Gram + 

Aux vues de l’importance du fer et de sa faible biodisponibilité en conditions aérobies, et allant de 10-9 M 

jusqu’à 10-18 M chez l’hôte, les micro-organismes ont dû trouver un moyen efficace pour subvenir à leurs 

besoins en fer (concentration de 10-5 à 10-7 M nécessaire pour une croissance optimale85). Les bactéries ont 

également un besoin important en fer pour vivre. C’est pourquoi, elles ont développé différentes stratégies 

d’acquisition du fer. Ces stratégies varient légèrement entre les bactéries Gram + et Gram - à cause de la 

morphologie très différente de leurs membranes. 57 

 

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

En effet, les bactéries Gram – possède deux membranes, une membrane externe et une membrane interne 

reliée par le périplasme (Figure 31a) tandis que les Gram + possèdent uniquement une membrane (Figure 

31b).  86 

2.1.5.3 Stratégie d’acquisition du fer pour les Gram -  

Pour les bactéries Gram -, la majorité des nutriments nécessaires traverse la membrane de la bactérie par 

diffusion passive ou par le biais de porines (pores transmembranaires de type tonneau- peu sélectifs avec un 

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

Cependant, en cas de faible disponibilité de fer dans le milieu, celui-ci doit être transporté activement à 

l’intérieur de la bactérie. Trois mécanismes (pas nécessairement présents chez toutes les bactéries) ont été 

identifiés. L’acquisition par la transferrine (Figure 32 : schéma rouge) consiste à directement coordonner le 

FeIII complexé par la transferrine par le biais d’un transporteur transmembranaire et ainsi puiser directement 

dans le fer en circulation dans l’organisme infecté. L’acquisition par le fer hémique (Figure 32 : schéma bleu) 

est une stratégie très similaire à la précédente, mais avec une autre source de fer, le fer hémique. Finalement, 

l’acquisition par les sidérophores (Figure 32 : schéma vert) est une stratégie qui consiste à sécréter des 

sidérophores (ligands avec une très forte affinité pour le FeIII) dans l’environnement extracellulaire, puis de le 
récupérer par transport à travers la membrane une fois celui-ci chargé en fer. Cette dernière stratégie sera 

traitée plus en détail dans la suite du chapitre. 57,87 
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Figure 32 : les différentes stratégies de capture du fer (Gram -). (Figure extraite de la référence 57)  

Il est important de noter que les bactéries se développant en milieu anaérobie ont également développé une 

stratégie de capture du FeII qui ne sera pas discutée dans ce manuscrit. 57,87 

Les stratégies d’import du fer basées sur le fer hémique et le fer lié à la transferrine fonctionnent quasiment 
de la même manière. Un transporteur localisé dans la membrane extérieure de la bactérie Gram – va 

reconnaitre la transferrine chargée (protéines de liaison à la transferrine [Tbdt]) avec un ou deux atomes de 

fer et va permettre l’entrée du fer par le biais du système tonB (uniquement l’ion pour l’acquisition par la 

transferrine ; fer avec l’hème pour hémique) dans le périplasme. Une fois dans le périplasme, des protéines 
périplasmiques vont lier soit le fer seul, soit le complexe hémique, afin de délivrer chaque complexe à son 

transporteur correspondant. Pour la stratégie transferrine, un transporteur va reconnaitre le complexe et par 

le biais de consommation d’ATP, le fer va être transporté dans le cytoplasme. Pour la stratégie de l’hème, c’est 
le complexe entier (FeIII (hème)) qui traverse la membrane par le biais d’un transporteur similaire (à l’aide 
d’ATP). Une fois le complexe hémique introduit dans le cytoplasme, l’ion ferrique est libéré suite à l’oxydation 
de l’hème par une oxygénase puis tout le FeIII sera réduit en FeII pour les deux stratégies. 57,87,88,89 
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2.1.5.4 Stratégie d’acquisition pour les bactéries Gram + 

 

Figure 33 : les différentes stratégies de capture du fer (Gram +),      = Complexes Hème, Sidérophore, Transferrine. (Figure extraite de 

la référence 57) 

Les bactéries Gram +, telles que Streptomyces pilosus, possèdent des stratégies d’import de fer similaires à 

celles des Gram – avec comme différence majeure l’absence d’une seconde membrane et d’un périplasme. En 
comparaison avec les Gram-, une protéine extramembranaire spécifique à la voie d’acquisition utilisée va 
reconnaitre les complexes (fer-hème, fer-transferrine ou encore fer-sidérophore). Cette protéine va importer 

le complexe dans la bactérie par le biais d’une perméase associée à elle-même utilisant l’énergie de l’hydrolyse 

d’ATP. Une fois dans le cytosol, le fer sera dissocié du complexe (sidérophore ou hème) puis réduit en FeII 

(Figure 33). 57,87,90 

2.1.6 Les sidérophores  

Les sidérophores du grec sideros voulant dire fer et phores voulant dire porteur,91 sont des petites molécules 

avec une taille comprise entre 200-2000 Da synthétisés par presque tous les organismes procaryotes et 

eucaryotes.92 Ceux qui n’en produisent pas utilisent les sidérophores sécrétés par d’autres microorganismes, 
qu’on nomme alors xénosidérophores dans ce contexte. Les sidérophores complexent le fer avec une très 
forte affinité et spécificité. Ils sont synthétisés par voie enzymatique puis excrétés de la bactérie à l’aide des 
pompe à efflux. Cette famille de molécules est composée de plus de 500 espèces différentes. Cependant, 

uniquement quatre motifs chimiques différents sont retrouvés dans la quasi-totalité des sidérophores connus 

en tant que motifs chélatants. Ce sont les hydroxamates, les phénolates, les catécholates et les carboxylates 

(Figure 34). La valeur de pFe3+ des sidérophores se situe sur une plage comprise entre 10 et 35,5. 57,93 
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2.1.6.1 Définition et utilité du pFe3+  

Le pM, introduit par K.N. Raymond (JACS 1979 p183), permet de quantifier le pouvoir complexant des 

chélateurs à pH physiologique. Le potentiel de l’ion Fe3+ (pFe3+) est défini comme l’opposé du logarithme de 

la concentration des ions FeIII libre en solutions (pFe3+ = -log [Fe3+]) avec une concentration en ligand de l’ordre 
de 10-5 M et une concentration totale en FeIII de 10-6 M a un pH de 7,4. Il est plus pratique d’utiliser le pFe3+ 

lors de la comparaison des affinités de ligand pour le Fe3+ à pH physiologique, que les constantes d’affinités de 
ceux-ci, car il permet de facilement comparer entre eux des complexes de stœchiométries différentes. Il est 

déterminé sur la base du pKS et le log  du complexe Fer/ligand. Plus la valeur de pFe3+ est élevé, plus l’affinité 
du ligand pour le FeIII est forte. 94 

2.1.6.2 Affinité des sidérophores pour le FeIII  

 

Figure 34 : Illustration des différentes familles de sidérophores par un exemple représentatif.93 

Les sidérophores majeurs pouvant être rencontrés chez les bactéries sont les suivants, l’entérobactine (pFe3+ 

= 35,5)57 et ses dérivées C-glycosylé faisant partie de la famille des catécholates sont les sidérophores les plus 

couramment utilisés par les entérobactéries telles que E. coli, Klebsiella spp ou encore Salmonella enterica 

(Fig. 1).95 La staphyloferrine A (pFe3+ = 23,6), faisant partie de la famille des carboxylates, est un sidérophore 

utilisé par la famille des Staphylococcus, telle que la bactérie Staphylococcus aureus.96 La Desferrioxamine B 

(pFe3+ = 26,6), faisant partie de la famille des hydroxamates, est le sidérophores majeur de Streptomyces 

pilosus, une bactérie Gram +.97 Les ferrioxamines sont produites par différentes espèces bactériennes. En plus 

de ces espèces productrices de ferrioxamines, il a été démontré que de nombreuses autres bactéries utilisent 

également les ferrioxamines.98 La desferrioxamine ou desféral est également utilisée comme médicament 

pour traiter les surcharges de fer chez l’Homme.99 Le ferrichrome (pFe3+ = 25,2) faisant partie lui aussi de la 

famille des hydroxamates, est un sidérophore synthétisé principalement par des levures telles que les 

Penicillium et les Aspergillus. 57 100 La Pyochéline (pFe3+ = 18), de la famille des phénolates, et la pyoverdine 

(pFe3+ = 27), possédant des groupements multiples (hydroxamates et catécholates) sont les deux sidérophores 

synthétisés par Pseudomonas aeruginosa (Figure 34). 101  
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Pseudomonas aeruginosa sécrète deux sidérophores, la pyoverdine et la pyocheline. Cependant, elle est 

également capable d’utiliser des xénosidérophores. Elle possède plus d’une trentaine de gènes, codants 

chacun pour un récepteur spécifique à un xénosidérophore.117 Elle possède donc la capacité d’utiliser des 
sidérophores qu’elle est incapable de synthétiser comme l’entérobactine, le ferrichrome, la ferrioxamine ou 
encore à partir du citrate, en exprimant sur la surface de sa membrane les récepteurs de ces 

xénosidérophores. Cette particularité permet à Pseudomonas aeruginosa d’acquérir le fer efficacement et de 
manière compétitive dans le cadre d’une infection polymicrobienne et de prendre le dessus sur les autres 
pathogènes. 118,119,117 

L’émergence de souches multirésistantes impose le développement de nouvelles molécules étant moins 

susceptible de développer des résistances. Une famille de molécules étant très prometteuse sont les peptides 

antimicrobiens (PAM), ils seront présentés dans la suite de ce chapitre.  

2.1.8 Les peptides antimicrobiens (PAM)  

Les PAM naturels sont des peptides exprimés chez beaucoup d’organismes (champignons, plantes, 
mammifères, insectes, mollusques, etc.…). Ils ont été hautement conservés par l’évolution et jouent le rôle de 
première ligne défensive.120 La plupart d’entre eux agissent en perturbant la cohésion des membranes du 
pathogène afin de la percer ou de la briser. Ce sont des peptides amphipatiques possédant une charge globale 

positive qui permet une sélectivité vis-à-vis de la membrane bactérienne chargée négativement, puis allant 

interagir avec la membrane par le biais des résidus hydrophobes du peptide.121 Leur toxicité sur les cellules 

qui les sécrètent est inexistante à des concentrations physiologiques, grâce aux fortes différences de 

composition des membranes entre les cellules humaines (eucaryotes) et les bactéries ou les levures 

(procaryotes). Approximativement 5000 séquences de PAM ont été identifiées (tous organismes confondus) 

et classifiées en fonction de leurs structures secondaires.122 

2.1.8.1 Les familles structurelles des PAM 

Une classification des PAM par structure permet de distinguer quatre grandes familles (Figure 37).123 

 

Figure 37 : Classes structurelles communes des PAM naturels. A) hélice   (PDB = 2k6o), B) pelote statistique (PDB = 1g89), C) feuillets 

β (PDB = 1kfp), D) Structure mixte 123 

La première famille représente approximativement 30 à 50 % des PAM identifiés à ce jour. C’est la plus grande 
famille des PAM, ce qui est probablement due à une facilité de synthèse de ce type de séquences, composées 

de résidus stabilisant la formation d’hélices  Sous leur forme soluble, ces PAM sont majoritairement non-

structurés et nécessitent d’interagir avec une membrane pour se replier en hélice- et ainsi exercer leur 

activité antimicrobienne. Toute la séquence n’est pas nécessairement repliée, certaines portions du peptide 
peuvent rester désordonnées (Figure 37A).123,124 
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La seconde famille est la plus petite, elle est composée de peptides dont la séquence est dominée par un acide 

aminé en particulier (tryptophane, histidine, arginine etc.…). Les séquences retrouvées dans cette famille 
étant très variables, une grande variété de structures secondaires sont observables (Figure 37B, aussi bien des 

structures pures que mixtes).123 

La troisième famille est composée de peptides comportant souvent de 1 à 10 cystéines formant de 1 à 5 ponts 

disulfures. Cependant, la présence d’une ou plusieurs cystéines n’est pas nécessaire à la formation de feuillets 

 mais permet une meilleure stabilisation de la structure. Les défensines font partie de cette famille et jouent 

un rôle essentiel pour les organismes eucaryotes (plantes, champignons, animaux vertébrés, etc.…). 
Contrairement à la première famille qui n’est pas structurée en solution, les défensines adoptent une 
structuration globulaire en solution stabilisée par des ponts disulfures. Dans quelques cas isolés, le peptide 

peut aussi avoir une portion non structurée ou en hélice  (Figure 37C).123 

La quatrième famille comprend les structures mixtes, c’est-à-dire toutes les structures comportant plusieurs 

familles structurelles, comme la défensine CS (insecte) qui comporte aussi bien des structures en hélice  

qu’en feuillets  (Figure 37D).123 

2.1.8.2 Mode de fonctionnement  

Comme mentionné plus haut, les PAM sont globalement chargées positivement et c’est cette particularité qui 
permet la reconnaissance de la membrane bactérienne qui, elle, est chargée négativement. Il est important 

de noter que la distinction que les PAM font entre les cellules eucaryotes (ex. les mammifères) et procaryotes 

(ex. les bactéries) est probablement due à la composition en charge négative de la membrane. Les bactéries 

possèdent un potentiel transmembranaire (Ψ) 50 % plus élevé que les cellules de mammifère. En effet, un 

potentiel classique pour une cellule de mammifère est compris entre -90 et -110 mV tandis que les bactéries 

possèdent un potentiel compris entre -130 et -150 mV. Cette différence est un facteur important qui 

permettent aux PAM d’avoir une affinité plus élevée pour les cellules pathogènes que pour les cellules 
hôtes.124  

Une fois à la surface de la membrane et en particulier pour la famille des hélices  des réarrangements 

conformationnels du peptide ont lieu de manière concomitante avec l’insertion du peptide dans la membrane. 
Les résidus hydrophobes interagissent avec l’environnement apolaire de la membrane, et ainsi réarrangent le 

peptide en hélice  afin de réduire un maximum les interactions entre le solvant et les résidus hydrophobes 

du PAM. Pour la famille des feuillets  avec pont disulfure, les choses diffèrent. Etant déjà structurés en 

solution, on n’observe pas de réarrangement structural significatif des peptides, mais il peut y avoir une 
métamérisation des PAM et/ou la formation de structures plus complexes avec la membrane (comme des 

ports ou canaux) induisant une perméabilisation de celle-ci. 125,124 

Trois modèles d’interaction avec la membrane ont été proposés (Figure 38) : (a) formation de pores en 
tonneau, (b) formation de pores toroïdaux et (c) modèle du tapis.  
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Figure 38 : Modes d’action principaux des PAM. (a) formation de pores en tonneau, (b) formation de pores mixte en tonneau, (c) 
modèle du tapis. (Figure extraite de la référence 124) 

Le premier modèle consiste en la formation d’un pore sur le modèle d’un tonneau. Les peptides adsorbés sur 

la membrane vont migrer, interagir entre eux et s’insérer dans la membrane pour finir par former un pore. Le 
réarrangement des PAM lors de l’insertion dans la membrane induit une orientation des charges vers 
l’intérieur du pore, tandis que les résidus hydrophobes sont orientés vers la membrane ainsi que vers les 

autres zones hydrophobes des PAM présents (Figure 38). 124,125 

Le second modèle proposé passe aussi par la formation de pores, mais mixtes, c’est-à-dire avec des 

phospholipides. Dans ce modèle, les phospholipides séparent chaque peptide et forment ainsi des pores avec 

une plus faible stabilité que dans le modèle précédent. Dans ce modèle, les PAM ne s’insèrent pas dans la 
membrane, mais restent sur la surface et induisent une courbure de la membrane, qui, après réarrangement 

des peptides, forment le pore (Figure 38). 124,125 

Le dernier modèle, dit du tapis, a un fonctionnement différent des deux précédents. Dans ce cas, il n’y a pas 
de formation spécifique de pore, mais une déstabilisation de la fluidité membranaire induite par un 

déplacement des phospholipides, ce qui a pour conséquence de fragiliser et ainsi disloquer la membrane 

bactérienne (Figure 38). 124,125 

2.1.8.3 Avantages et limites de l’utilisation des PAM 

Les principaux intérêts de l’utilisation des PAM (naturels et synthétiques) résident dans leur compatibilité avec 
notre organisme (faible toxicité sur nos cellules, facilement métabolisable), leur bonne activité 

antibactérienne de l’ordre du M pour la plupart (bien que certains soient actifs au nM) et également 

l’induction d’un faible taux de résistance. En effet, en comparaison aux antibactériens classiques tels que la 

famille des -lactames où la résistance de la bactérie apparait après seulement 14-27 cycles de division 

cellulaire, la résistance pour les PAM apparait chez la bactérie après 600-700 cycles de division cellulaire. 126 

Par exemple, la nisine est un PAM utilisé depuis 1969 comme conservateur alimentaire, il n’a pas conduit aux 
développements de souches résistantes, ni une augmentation de la sensibilité des hôtes aux infections.127,128 

Une explication possible est le fait que, pour devenir résistante pour le(s) PAM, une souche bactérienne doit 

modifier la composition de sa membrane afin que le PAM ne puisse plus la déstabiliser. De plus, compte tenu 

de la diversité des familles et de composition des PAM, la résistance développée envers un PAM ou une famille 

de PAM ne protègera vraisemblablement pas la bactérie contre la totalité des PAM.126 
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2.1.8.4 Les PAM synthétiques 

Plus de 3000 PAM différents ont été identifiés et caractérisés. Cependant, dans leur état naturel, la plupart 

des PAM ne sont pas appropriés pour le développement de nouveaux médicaments chez l’homme. En effet, 

les PAM peuvent présenter une toxicité trop élevée pour les cellules humaines, une faible tolérance au milieu 

salin ou encore une instabilité métabolique qui dégrade le PAM en un peptide ayant une moindre activité 

antimicrobienne.129 Plusieurs méthodes ont été développées afin de développer des PAM synthétiques. La 

cyclisation du peptide permet une meilleure perméabilité membranaire. La troncation consiste à réduire une 

séquence connue tout en conservant une activité antimicrobienne. L’hybridation consiste à coupler, par 

exemple, deux PAM aux propriétés différentes (un PAM avec une faible activité et toxicité avec un PAM avec 

une forte activité et toxicité). Finalement, il a y aussi eu des exemples design de novo de PAM basé sur les 

propriétés des PAM déjà connues. 130   

Depuis l’isolement des magainines à partir de la peau de grenouille en 1987,131 de nombreuses tentatives ont 
été réalisées afin de développer des antibiotiques à partir de PAM naturels. Cependant, malgré les efforts 
accomplis depuis plus de deux décennies, peu de PAM ont été approuvés actuellement par la FDA.129 Les PAM 
sont sensibles à leur environnement, la présence de protéases, les variations de pH, les variations de 
température ou de la concentration ionique peuvent influer sur leur activité ainsi que sur leur stabilité.132 La 
production de peptide à visée industrielle reste également très couteuse.  

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

2.1.9.1  Stratégies d’immobilisation d’antibiotiques sur surface 

 

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

Il existe différentes stratégies d’immobilisation d’antibiotiques sur une surface, la stratégie la plus simple 
consiste à immobiliser de manière covalente l’antibiotique sur la surface afin de produire un revêtement fixe 
(Figure 39). Cette méthodologie permet de produire un revêtement de surface immobile sans libération, mais 

qui empêchera tout développement bactérien sur cette surface (antiadhésive ou « contact killing »).134 Dans 

certains cas, le principe actif nécessite de pénétrer dans le pathogène pour être actif, un espaceur est ajouté 

entre la surface et le principe actif, comme l’immobilisation de la vancomycine sur une surface (Figure 39).133 









71 
 

  





73 
 

2.2.1 Choix des PAM 

Les PAM NH2-WKWLKKWIK-NH2 et NH2-IRIRIRIR-NH2 ont été sélectionnés pour leur large spectre d’action et 
leurs courtes séquences permettant de faciliter la synthèse.138,139En effet, ces deux PAM sont actifs sur 

plusieurs souches de bactéries Gram –, Gram + (Tableau 5) et également certains champignons (Candida 

albicans). En particulier, Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont fréquemment responsables 

d’infections nosocomiales, et font partie des « ESKAPE ». Pour les avantages liés à l’utilisation des PAM (voir 
paragraphe 2.1.8), nous avons choisi d’utiliser ce type de molécule comme principe actif dans notre système. 
Finalement, le fait qu’ils soient courts a aussi été pris en compte lors de leur sélection, puisque la règle 
générale est que plus un peptide est court, plus il devrait être facile à synthétiser. 

La toxicité sur les cellules de mammifère est évaluée par le biais de l’HC50 (concentration hémolytique). Il est 

de 80 mol/L-1 pour NH2-WKWLKKWIK-NH2 et est inconnue pour NH2-IRIRIRIR-NH2
140 (HC50 = la concentration 

où 50 % des globules rouges sont lysés en 1 h d’incubation). 141 

 

Séquence peptidique 
MIC (M) * 

S. epidermidis S. aureus E. coli P. aeruginosa C. albicans 

NH2-WKWLKKWIK-NH2 

(MIC90) 

0,7-0,3 0,7 5,8 2,9 5,8 

NH2-IRIRIRIR-NH2 (MIC100) 3,4 27,2 6,8 6,8 13,6 

* : Les valeurs pour le peptide NH2-IRIRIRIR-NH2 ont été converties de mg/L en M (avec une masse molaire 

de 1094,4 g/mol). 

Tableau 5 : Valeurs de concentration minimum d’inhibition (MIC) pour les peptides sélectionnés. (Données extraite des 

références138,139) 

Nous avons choisi d’ajouter une glycine en C-ter des deux PAM pour éviter une épimérisation lors du couplage 

avec le ligand en C-ter. Cet acide aminé n’étant pas chiral, aucune épimérisation du peptide ne pourra avoir 
lieu (Figure 42). Cet ajout ne modifie pas l’activité antimicrobienne du peptide (vide infra). 

 

Figure 44 : Structure développée des deux PAM synthétisés 

 

 











78 
 

2.2.6 Diagramme de prédominance des espèces 

Les complexes de FeIII et de GaIII sont connus pour former différentes espèces en milieu aqueux et en fonction 

du pH, tels que des complexes protonés, des hydroxydes, ou ne portant qu’un ou deux ligands, au lieu de deux 
ou trois respectivement. Les diagrammes de prédominance trouvés dans la littérature des complexes de fer 

et gallium (le plus proche possible des ligands conçus) avec les ligands deferasirox, 8-hydroxyquinoléine, 

deferasirox(sulfonate) et 8-hydroxyquinoléine(sulfonate), ont montré qu’ils forment des espèces 2 : 1 pour le 
deferasirox et 3 : 1 pour la 8-hydroxyquinoléine stable en conditions physiologiques (pH 7,4) (Figure 46). 

Ceci a permis d’avoir une idée de la stœchiométrie qu’adopteront nos complexes en conditions physiologiques 
(pH 7,4), 2 : 1 pour le deferasirox et 3 : 1 pour la 8-hydroxyquinoléine. Cependant, les exemples trouvés dans 

la littérature pour les complexes FeIII-8-hydroxyquinoléine-GaIII-deferasirox ne sont pas les mêmes ligands que 

ceux développés, ce sont leurs dérivés sulfonates. C’est pourquoi, il faudra tout de même vérifier la spéciation 

de nos ligands et complexes.   

 

Figure 49 : Diagramme de prédominance des espèces pour le complexe [FeIII(Ly)2]3- (en haut à gauche)145, le complexe FeIII(QS10)3 (avec 

un groupement sulfonate, en haut à droite) 148, Le complexe [GaIII(LD)2]7- (avec deux groupements sulfonates, en bas à gauche)149 et le 

complexe GaL3 (en bas à droite).150 
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2.2.7 Synthèse des ligands (L), des L-PAM et des L-PAM-L 

2.2.7.1 Synthèse des ligands (L) 

 

Figure 50 : Schéma de synthèse des dérivés du deferasirox et de la 8-hydroxyquinoléine 

À la suite de ces recherches, les synthèses des dérivés C-ter et N-ter du deferasirox (DFX-COOH et DFX-NH2) 

et de la 8-hydroxyquinoléine (8HQ-Pro-COOH et 8HQ-NH2) ont été réalisées. Le précurseur commun 8HQ-Cl 

est synthétisé par addition nucléophile aromatique de la 8-hydroxyquinoléine sur le formaldéhyde, l’alcool 
formé est ensuite engagé dans une réaction de substitution nucléophile entre l’alcool activé par le SOCl2 et un 

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

Le composé 8HQ-NH2 a été synthétisé par une réaction de substitution nucléophile entre une urotropine et la 

5-chlorométhyl-8-Hydroxyquinoléine suivie d’une hydrolyse pour obtenir une amine.151 Le composé DFX-NH2 

a été obtenu par condensation entre le DFX et l’éthylène diamine mono protégée (en suivant un protocole de 
couplage peptidique).49 Finalement, le ligand 8HQ-Pro-COOH a été produit par addition/élimination entre la 

5-chloro-8-Hydroxyquinoléine et la proline. Cependant, l’amine doit être secondaire afin d’éviter une double 
fonctionnalisation de la 8-hydroxyquinoléine par l’amine.152,153  

ou

DFX-COOH DFX-NH2

8HQ-Cl

8HQ-Pro-COOH

8HQ-NH2

67% 

90% 55% 

82% 

89% 

89% 
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2.2.7.2 Synthèse des L-PAM 

 

Figure 51 : Structure développée des L-PAM synthétisés 

La synthèse des L-PAM a été réalisée sur phase solide (SPPS) en utilisant la stratégie Fmoc/tBu et une résine 

Rink amide permettant d’avoir une fonction amide en C-ter, après clivage de la résine. La méthodologie de 

couplage des ligands est la même que lors de l’ajout d’un acide aminé.47 La seule différence réside dans 

l’activateur utilisé, ici nous avons utilisé le PyBOP qui permet de travailler en excès d’activateur et ainsi 
déplacer l’équilibre vers la formation du L-PAM (Figure 48).49  

2.2.7.3 Synthèse des L-PAM-L 

 

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

La synthèse des L-PAM-L (Figure 49) a été réalisée sur phase solide (SPPS) en utilisant la stratégie Fmoc/tBu 

sur une résine chlorotrityle, afin de pouvoir sélectivement cliver le peptide de la résine sans déprotéger les 

chaines secondaires du peptide, mais également d’obtenir un acide carboxylique en C-ter afin de pouvoir le 

coupler au ligand spécifiquement développé pour cette extrémité (ie avec une amine).154 La conservation des 

groupements protecteurs des chaines secondaires permet d’éviter des réactions parasites, en particulier avec 

les résidus comportant un acide carboxylique ou une amine libre (Glu, Asp, Lys… etc.). Dans un premier temps, 

le peptide est synthétisé comme précédemment, puis le ligand N-ter est couplé et le peptide est sélectivement 

clivé de la résine. Une fois le peptide protégé clivé de la résine, le ligand C-ter est couplé en phase liquide.155 

Une fois le dernier ligand couplé, le peptide est intégralement déprotégé puis purifié.  
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2.2.8 Dosage des solutions mères de ligands et détermination de leurs stœchiométries (L, L-

PAM, L-PAM-L) 

Un titrage spectrophotométrique avec une solution de GaCl3 à pH 7,4 tamponnée par de l’HEPES (100 mM) a 

été effectué pour tous les ligands (L, L-PAM et L-PAM-L), afin de déterminer la concentration des solutions 

mères préparées. Le titrage a été réalisé uniquement avec le gallium pour s’affranchir des problèmes de 
précipitation d’oxyde de fer dus aux pH élevés de la solution, et également, car la concentration de la solution 

de GaCl3 (82 mM) a été déterminée par ICP (Plasma à couplage inductif). 

 

Figure 53 : Titrage spectrophotométrique de la 8HQ-Pro-OtBu,  du deferasirox, et de leurs dérivés peptidiques, par une solution de 

GaCl3. Conditions : 50 M de ligand, 100 mM de tampon HEPES à pH 7,4. Ajour successif de 2 M pour les dérivés du 8HQ et de 3 M 

pour les dérivés du DFX (valable pour les L et L-PAM). Pour les L-PAM-L les ajouts sont doublé, 4 M pour les dérivés du 8HQ et 6 M 

pour les dérivés du DFX 
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Cette analyse a été réalisée pour tous les ligands développés afin de déterminer le plus précisément possible 

les concentrations des solutions mères préparées. La manipulation consiste à ajouter de faibles quantités de 

GaCl3 jusqu’à observer l’apparition d’un plateau.  

La stœchiométrie des complexes à base de deferasirox étant 2 : 1 et pour la 8-hydroxyquinoléine 3 : 1, les 
concentrations peuvent être déterminées par le biais de la saturation du site de coordination (apparition d’un 
plateau). La valeur d’équivalence obtenue correspond à la quantité de métal nécessaire pour totalement 

saturer les ligands, et permet également d’observer si la stœchiométrie est respectée. En effet, les valeurs 

pour les dérivées de la 8-hydroxyquinoléine doivent être aux alentours de 0,33 équivalents pour avoir une 

stœchiométrie de 3 : 1 et aux alentours de 0,5 équivalents pour le deferasirox, pour avoir une stœchiométrie 
de 2 : 1. Pour les L-PAM-L la stœchiométrie attendue est de 1 : 1 pour les dérivés du deferasirox et 3 : 2 pour 

les dérivés de la 8-hydroxyquinoléine (Figure 50). 

Les valeurs obtenues pour les ligands simples sont les suivantes, 0,30 équivalent pour le composé 8HQ-Pro-

OH et 0,58 équivalent pour le composé deferasirox, ce qui est en accord avec les stœchiométries attendues. 

 Les valeurs obtenues pour les L-PAM sont les suivantes, 0,36 équivalent pour le composé 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH2 et 0,47 équivalent pour le composé DFX-WKWLKKWIKG-NH2, ce qui est en accord avec les 

stœchiométries attendues.  

Les valeurs obtenues pour les L-PAM-L sont 0,56 équivalent pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ et de 

0,70 équivalent pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX. On constate que toutes les espèces analysées, sauf DFX-

WKWLKKWIKG-NH-DFX, sont en accord avec une erreur acceptable (DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX) avec la 

stœchiométrie du ligand/métal attendue.  

Les dérivés d’hydroxyquinoléine possèdent une bande MLCT aux alentours de 380 nm,147 et les dérivés du 

deferasirox possèdent une bande MLCT aux alentours de 330 nm,156 ceci traduit la formation de complexes 

similaires, malgré la fonctionnalisation de ceux-ci par le PAM.  

Il est important de noter que pour toutes les espèces, leur stœchiométrie reste inchangée (3 : 1 pour les 

dérivés 8HQ et 2 : 1 pour les dérivés DFX) malgré un excès de fer. 

Notons que les complexes de L-PAM-L sont sensés former un polymère de coordination et ainsi induire une 

précipitation à une concentration assez élevée. Cependant, la concentration de travail ici est de 50 M et 

aucun précipité n’a été observé. En revanche, à 1 mM de complexe, une forte précipitation est observable à 

l’œil nu, que l’on suppose être le polymère de coordination. 
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2.2.9 Détermination de la durée d’oxydation du FeII en FeIII coordonné aux L, L-PAM et L-

PAM-L.  

Les analyses utilisant une solution de FeCl3 présentent des problèmes de précipitation d’oxyde de fer. Pour 
pallier à ce problème, le fer a été ajouté sous forme de sel de Mohr, c’est-à-dire FeII, car c’est un sel beaucoup 
plus stable en conditions aqueuses à pH neutre et permet d’éviter la formation d’hydroxyde de fer insoluble. 
L’idée est que le FeII, une fois coordonné au ligand, s’oxyde rapidement en FeIII en conditions aérobies. Cette 

méthode permet de former les complexes de FeIII, en évitant les problèmes de stabilité de ce dernier en 

solution aqueuse. 

 

Figure 54 : Cinétique d’oxydation du FeII en fonction du ligand fixé. Conditions : 50 M de ligand, L-PAM ou L-PAM-L, 100 mM de tampon 

HEPES pH 7,4, 22,5 M de FeII pour DFX et DFX-WKWLKKWIKG-NH2, 15 M pour 8HQ-Pro-OtBu et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2, 45 M 

de FeII pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 30 M de FeII pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ. 

Un test consistant à observer la cinétique d’oxydation du FeII en fonction du ligand qui le coordonne a été 

réalisé afin de valider l’utilisation du sel de Mohr, mais également la durée nécessaire pour oxyder tout le FeII 

en FeIII (réalisé par le dioxygène en solution) en fonction du ligand qui est coordonné (conditions dans la 

légende de la Figure 51). Le spectre brun correspond aux différents dérivés en absence de FeII. Après ajout de 

FeII, on observe dès le premier spectre (t=0) les bandes correspondantes à la coordination du FeIII avec nos 

différents ligands. On peut voir sur les graphiques que sur les 80 min qui suivent, aucune évolution des 

spectres n’est observée, indiquant que l’oxydation est quasiment instantanée pour tous les échantillons 
(Figure 51). Ainsi, l’utilisation d’une solution de sel de Mohr permet effectivement de préparer nos complexes 

de FeIII, et le mélange peut être directement engagé dans la manipulation suivante sans temps d’incubation.  
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2.2.10 Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des L, L-PAM et L-PAM-L 

2.2.10.1 Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des ligands 8HQ-Pro-OtBu et DFX-COOH 

Afin d’obtenir des informations de spéciation des complexes, nous avons réalisé des titrages 
spectrophotométriques en fonction du pH pour chaque ligand, et aussi bien avec le FeIII que le GaIII.  

 

Figure 55 : Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des complexes des ligands seul au fer et au gallium. Conditions : 50 M de 

ligand, 22,5 M de FeII (sels de mohr) ou de GaIII (GaCl3) pour les dérivés du deferasirox, et 15 M de FeII ou de GaIII pour les dérivés de 

la 8-hydroxyquinoléine. Le pH et augmenter par ajout de solution de soude a différentes concentration 
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Complexes métalliques Type  (nm)  (L. mol-1.cm-1) 
FeIII(8HQ-Pro-OtBu)3 -* 

LLCT 

MLCT 

356 

444 

574 

379 

311 

408 

465 

3300 

2260 

1524 

3960 

16 600 

2460 

2000 

GaIII(8HQ-Pro-OtBu)3 -* 

FeIII(DFX-COOH)2 -* 

n/a 

MLCT 

GaIII(DFX-COOH)2 -* 332 16 800 

8HQ-Pro-OtBu -* 308 4340 

DFX-COOH -* 293 16 600 

Tableau 7 : Tableau des transitions électroniques des ligands seuls et leurs complexes avec leurs longueurs d’onde et leurs coefficients 
d’extinction molaire. Toutes les valeurs ont été obtenues à partir du spectre à pH 7.147,156  

On constate que pour les complexes FeIII(DFX-COOH)2, GaIII(DFX-COOH)2 et FeIII(8HQ-Pro-OtBu)3, la bande -

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

qui est 7,4 (pH physiologique). Cette bande correspond également à la formation des complexes 3 : 1 des 
dérivés d’hydroxyquinoléine et 2 : 1 pour les dérivés du deferasirox (Tableau 7).147,156 

Ces analyses nous permettent de confirmer la prédominance de l’espèce voulue à pH physiologique (7,4), 
excepté pour le complexe GaIII(8HQ-Pro-OtBu)3. La perte de signal observée (et l’augmentation de la ligne de 
base) peut être due à la formation d’une espèce neutre. En effet, la déprotonation de l’alcool phénolique et 
la coordination du métal par ce groupement induisent une neutralisation de la charge globale du complexe et 

peuvent favoriser sa précipitation. On observe une diminution de la bande MLCT du complexe ce qui traduit 

une perte de celle-ci. Cependant, nous n’observons pas d’augmentation de la bande du ligand seul ce qui peut 
être expliqué par la précipitation (manque de solubilité) du complexe qui augmente en basifiant le milieu. On 

observe également pour le spectre jaune (pH 8) une augmentation de la ligne de base sur tout le spectre, ce 

qui est caractéristique de la formation d’un précipité (diffusion induite par les solides en suspension) 
(Figure 52). 

La fonctionnalisation du ligand par le PAM pourra augmenter sa solubilité par le biais des résidus chargés 

positivement du PAM (Lys) et ainsi éviter la précipitation de l’échantillon. C’est pourquoi, malgré le manque 
de stabilité pour le complexe GaIII(8HQ-Pro-OtBu)3, le ligand a tout de même été engagé dans l’étape suivante, 

consistant à fonctionnaliser les PAM avec les deux ligands développés.  
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2.2.10.2 Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des L-PAM, 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 

et DFX-WKWLKKWIKG-NH2 

Par la suite, les deux L-PAM ont été engagés dans un titrage spectrophotométrique en fonction du pH afin 

d’observer si le complexe métallique formé (gallium ou fer) respecte la spéciation voulue à pH physiologique.  

 

Figure 56 : Titrage spectrophotométrique en fonction du pH des complexes L-PAM au fer et au gallium. Conditions : 50 M de ligand ou 

de L-PAM, 22,5 M de FeII ou de GaIII pour les dérivés du deferasirox, et 15M de FeII ou de GaIII pour les dérivés de la 8-

hydroxyquinoléine. Le pH et augmenter par ajout de solution de soude à différentes concentrations. (les charges apparaissant sur les 

spectres sont uniquement celle du complexe métallique) 
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Complexes métalliques Type  (nm)  (L. mol-1.cm-1) 
FeIII(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2)3 -* 

LLCT 

MLCT 

366 

463 

596 

385 

311 

417 

476 

2400 

2000 

1400 

2600 

13 200 

2400 

1480 

GaIII(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2)3 -* 

FeIII(DFX- WKWLKKWIKG-NH2)2 -* 

n/a 

MLCT 

GaIII(DFX- WKWLKKWIKG-NH2)2 -* 338 12 200 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 -* 319 3200 

DFX- WKWLKKWIKG-NH2 -* 302 16 400 

Tableau 8 : Tableau des transitions électroniques des L-PAM et de leurs complexes avec leurs longueurs d’onde et leurs coefficients 
d’extinction molaire. Toutes les valeurs ont été obtenues à partir du spectre à pH 7.147,156 

On constate que pour tous les complexes L-PAM avec le fer ou le gallium, on observe les mêmes bandes MLCT 

(pour les dérivés d’hydroxyquinoléine) et MLCT (pour les dérivés du deferasirox) qu’avec les complexes des 
ligands seuls, donc les complexes formés sont les mêmes (ou en tout cas très proches). De plus, ces bandes 

sont stables sur une gamme plus large de pH (entre pH 6 et 8), ce qui est parfaitement compatible avec le pH 

de travail qui sera de 7,4 (pH physiologique) (Tableau 8).  

Si l’on compare ces résultats avec ceux des ligands sans greffage du PAM on constate que la spéciation des 

espèces est nettement plus marquée sur la formation des espèces 3:1 (dérivées d’hydroxyquinoléine) et 2:1 
(dérivées du deferasirox). Une fois le pH 6 atteint, les spectres n’évoluent plus, indiquant que les espèces en 
solutions restent les mêmes. On constate également que la fonctionnalisation du ligand 8HQ-Pro par le PAM 

supprime tout problème de précipitation qui a été observé pour le complexe du ligand non-fonctionnalisé et 

protégé par un tBu (Figure 53). 

Les titrages pH-métriques pour les peptides L-PAM-L n’ont pas pu être réalisés à cause de soucis de 
précipitation due à la formation d’oligomères en solution et des variations de pH (précipitation du polymère 

en conditions acides et basiques malgré une faible concentration).  
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2.2.11 Détermination des MIC100 sur Pseudomonas aeruginosa  

2.2.11.1 Détermination des MIC100 sur Pseudomonas aeruginosa (L, PAM, L-PAM)  

Après avoir caractérisé les ligands, le PAM et les complexes correspondants en solution aqueuse, nous nous 

intéressons à leurs propriétés en présence de bactéries. Leur activité antibactérienne pour deux souches de 

Pseudomonas aeruginosa, PA01 WT et PA01 ΔpvdFΔpchA a été évaluée par détermination de MIC100. 

Cette étude fait l’objet d’une collaboration avec le Dr. Isabelle Schalk (UMR 7242) spécialiste de la souche 

Pseudomonas aeruginosa, et notamment de son homéostasie du fer. Ce laboratoire possède une bibliothèque 

de souches mutantes de ce pathogène telle que : PA01 WT la souche naturelle ou des souches déficientes 
pour la pyocheline, pyoverdine ou déficientes pour les deux sidérophores, telles que PA01 ΔpvdFΔpchA. De 

telles souches seront des outils très pertinents pour tester nos hypothèses de travail, car elle permettrait par 

exemple de tester chaque sidérophore indépendamment l’un de l’autre. 

 MIC100 (M) 

L, PAM et L-PAM PA01 WT PA01 ΔpvdFΔpchA 

NH2-IRIRIRIRG-NH2 2/4 4/2 

NH2-WKWLKKWIKG-NH2 4/4/4 4/4/4 

 

Deferasirox >64/>64/>64 >64/>64/>64 

DFX-IRIRIRIRG-NH2 >64/>64 1/1 

DFX-WKWLKKWIKG-NH2 2/2/2 0,25/0,25/0,25 

 

8HQ-Pro-OtBu >64/>64/>64 4/4/4 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 1/1/1 0,125/0,125/0,125 

Tableau 9 : Valeurs de MIC100 pour les L, PAM, et les L-PAM 

L’activité antibactérienne in vitro des peptides synthétiques a été évaluée contre des bactéries Pseudomonas 

aeruginosa WT et ΔpvdFΔpchA (Tableau 9). Elle a été déterminée par la technique de microdilution en milieu 

liquide à différentes doses de peptides permettant de déterminer leur Concentration Minimale Inhibitrice 

(MIC). La MIC correspond à la concentration la plus faible requise pour inhiber visuellement la croissance 

bactérienne après 18 heures (dans notre cas 48 h) de culture à 37 °C. Elle permet ainsi de connaitre la 

concentration d’agent antimicrobien efficace contre une souche bactérienne. Les expériences ont été faites 
en duplicata ou triplicata.157 Ces analyses ont été réalisées par l’équipe d’Isabelle Schalk. 

On constate que les ligands seuls possèdent une faible activité. Pour le deferasirox, peu importe la souche 

utilisée (WT ou ΔpvdFΔpchA) la MIC100 est supérieure à 64 M. Pour la 8-hydroxyquinoléine la MIC100 est 

supérieure à 64 M pour PA01 WT et de 4 M pour la souche PA01 ΔpvdFΔpchA. 

Pour les PAM seuls, les valeurs pour la souche PA01 WT sont cohérentes avec celles trouvées dans la littérature 

(6,8 M pour NH2-IRIRIRIR-NH2
138 et 2,9 M pour NH2-WKWLKKWIKG-NH2

139). Pour la souche PA01 

ΔpvdFΔpchA les valeurs de MIC100 sont identiques à celle obtenue pour PA01 WT. La fonctionnalisation des 

peptides avec une glycine en C-ter afin d’empêcher l’épimérisation du peptide lors du couplage en C-ter 

n’impacte donc par significativement leurs activités antibactériennes sur Pseudomonas aeruginosa.  

Les résultats montrent, pour le peptide L-PAM (DFX-IRIRIRIRG-NH2), une perte très importante d’activité du 
PAM probablement due à de sévères problèmes de précipitation. Le peptide L-PAM, DFX-WKWLKKWIKG-NH2 

quant à lui, possède une activité similaire, voir légèrement meilleure au PAM non fonctionnalisé, et le 

peptide 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 possède également une activité antibactérienne légèrement meilleure 

que la MIC100 du ligand 8HQ-Pro-OtBu (cette interprétation est valable pour les deux souches testées). À la 
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lumière de ces résultats, le peptide NH2-IRIRIRIRG-NH2 a été abandonné au profit du peptide NH2-

WKWLKKWIKG-NH2, possédant une activité bactéricide nettement meilleure après fonctionnalisation.  

2.2.11.2 Détermination des MIC100 sur Pseudomonas aeruginosa (métal seul, L, PAM, L-PAM et L + 

PAM en présence de métal) 

La MIC100 de ces mêmes éléments a également été mesurée en présence de métal.  

Dans un premier temps, on a mesuré la toxicité des métaux seuls coordinés au citrate (FeIII et GaIII) (Tableau 10, 

lignes 1 et 2). On constate la toxicité du gallium qui possède une MIC100 de 16 M pour la souche PA01 WT et 

32 mM pour la souche PA01 ΔpvdFΔpchA et alors que pour le fer, on n’observe pas de toxicité dans la gamme 
de concentration testée. 

Pour les lignes 3 à 6 qui correspondent aux ligands coordinnés avec le fer et le gallium, on n’observe aucune 
toxicité des complexes de fer (dans les concentrations étudiées), sur les deux souches. Quant aux complexes 

de gallium, ils ont une toxicité plus importante pour la souche PA01 ΔpvdFΔpchA que pour la WT : 8 µM vs 

>64 µM pour GaIII(8HQ-Pro-OtBu)3, et 0,5 µM vs 8 µM pour GaIII(DFX)2
3-. Le complexe GaIII(DFX)2

3- est donc plus 

toxique que le ligand libre. 

PAM/M PA01 WT PA01 ΔpvdFΔpchA 

① FeIII + Citrate >64/>64/>64 >64/>64/>64 

② GaIII + Citrate 32/16/16 64/32/32 

⑦ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + FeIII + Citrate 4/4/8 4/4/4 

⑧ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + GaIII + Citrate 4/4/8 2/1/2 

 

⑤ Deferasirox + FeIII >64/>64/>64 >64/>64/>64 

⑥ Deferasirox + GaIII 8/8/16 1/0,5/0,5 

⑭ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + Deferasirox 4/8/8 1/1/0,5 

⑫ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + Deferasirox + FeIII 4/8/8 4/8/8 

⑬ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + Deferasirox + GaIII 4/4/4 0,5/0,25/0,25 

⑰ DFX-WKWLKKWIKG-NH2 + FeIII 2/2/2 2/2/2 

⑱ DFX-WKWLKKWIKG-NH2 + GaIII 2/1/2 0,5/0,25/0,5 

DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX 4/4/4 0,25/0,25/0,25 

 

③ 8HQ-Pro-OtBu + FeIII >64/>64/>64 >64/>64/>64 

④ 8HQ-Pro-OtBu + GaIII >64/>64/>64 8/8/8 

⑪ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + 8HQ-Pro-OtBu 4/4/4 2/1/1 

⑨ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + 8HQ-Pro-OtBu + FeIII 4/4/8 4/4/8 

⑩ NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + 8HQ-Pro-OtBu + GaIII 8/8/8 4/2/2 

⑮ 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2
 + FeIII 1/1/1 1/1/1 

⑯ 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 + GaIII 1/1/1 0,25/0,25/0,25 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ 2/1/1 0,125/0,125/0,125 

Tableau 10 : Valeurs de MIC100 pour les métaux + citrate, ligand + métaux, PAM + métaux, PAM + ligand + métaux et les L-PAM + 

métaux. Métaux = GaIII ou FeIII 

Les lignes 7 et 8 correspondent au peptide en présence de fer ou de gallium lié au citrate. On ne constate 

aucun gain significatif pour la souche PA01 WT ce qui veut dire qu’il n’y a pas d’effet synergique. De manière 
générale, sur la souche WT, on constate que les complexes au gallium n’ont pas nécessairement une meilleure 
activité antibactérienne que les espèces sans. Cet effet peut s’expliquer par le fait que la MIC100 du peptide (4 

M) est fortement inférieure à celle du Gallium seul (16 M). L’écart d’activité étant important, la contribution 
du gallium à l’activité antibactérienne n’est pas visible. On notera que pour la souche PA01 ΔpvdFΔpchA, on 
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observe un léger gain d’activité pour l’échantillon NH2-WKWLKKWIKG-NH2 + GaIII(citrate)2, on passe d’une 
MIC100 de 4 M à 2 M. 

 

Les lignes 15 à 18 correspondent à l’espèce L-PAM complexée avec du fer ou du gallium. Pour ces complexes, 

on observe une MIC100 légèrement meilleure que le PAM seul, le L-PAM 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 

coordonné au gallium ou au fer possède une MIC100 de 1 M tandis que le L-PAM, DFX-WKWLKKWIKG-NH2 

montre une MIC100 de 2 M.  

Les lignes 9 à 14 correspondent aux mélanges PAM + ligand et PAM + ligand + métal. Ces échantillons ont été 

préparés et analysés afin de déterminer si c’est bel et bien le greffage du ligand sur le peptide qui améliore la 
MIC100 ou simplement la présence des deux composés (ligand + PAM).  

L’effet notable est l’amélioration de l’activité qui est observée uniquement pour les L-PAM et non pour les 

mélanges, ce qui indique que c’est bel et bien la fonctionnalisation qui améliore l’activité et non simplement 
la présence du ligand (peut être due à une meilleure interaction avec la membrane favorisant sa dislocation). 

Il est important de noter que la MIC100 pour les complexes L-PAM est identique au MIC100 des L-PAM seul (sans 

métal). 

2.2.11.3 Détermination des MIC100 des L-PAM-L sur Pseudomonas aeruginosa  

PAM/M PA01 WT PA01 ΔpvdFΔpchA 

DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX 4/4/4 0,25/0,25/0,25 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ 2/1/1 0,125/0,125/0,125 

Tableau 11 : Valeurs de MIC100 pour les L-PAM-L 

Les MIC100 des L-PAM-L ont été déterminées (Tableau 11). On ne mesure aucune perte d’activité 
antibactérienne notable en comparaison au PAM seul. On constate une très légère perte d’activité pour le L-

PAM-L, DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX en comparaison au L-PAM, DFX-WKWLKKWIKG-NH2.  

 
Figure 57 : Desferrioxamine B mesylate (pFe3+ = 26,6) 

Afin de tester notre hypothèse de travail, les différents complexes que nous avons formés vont être mis en 

compétition avec un sidérophore. L’idée ici est de vérifier par spectroscopie qu’un sidérophore bactérien peut 
démétaller ces complexes-là. Cela constituera une preuve de concept vers la stratégie finale. 

Dans un premier temps, afin de faciliter les analyses, le sidérophore choisi pour les compétitions est la 

desferrioxamine B (DFO B) qui est commercialisée à prix raisonnable et possède un pFe3+ de 26,6, ce qui est 

dans la gamme déterminée précédemment (voir plus haut) (Figure 54).158 Le second avantage est un très faible 

signal en spectrophotométrie, puisque la molécule n’a pas d’aromatiques, ce qui limite ainsi les superpositions 
de bandes et facilite l’interprétation des spectres UV-Vis.  
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2.2.12 Analyse des bandes du FeIII et GaIII avec la DFO B  

Figure 58 : Analyse spectrophotométrique du Fer et du Gallium avec la DFO B (les deux graphiques du haut [C] = 50 M de DFO B et de 

FeIII ou GaIII, graph du milieu [C] = 150 mM de DFO B et de FeII ajouté sous forme de sel de Mohr dans l’HEPES 100 mM pH 7,4). Il est 

important de noter qu’une fois le FeII coordonné au DFO B, il est oxydé quasiment instantanément en FeIII (solvant non dégazé). 

Dans un premier temps, deux échantillons ont été analysés (Figure 55 : spectres de gauche et du milieu), un 

avec le DFO coordonné au FeIII préparé avec une solution de nitrate de FeIII (Figure 55 : spectre de gauche) et 

un échantillon coordonné au GaIII (Figure 55 : spectre de droite), le spectre noir correspond au DFO B seul et 

le spectre rouge au DFO B coordonné au fer ou au gallium (complexes 1 : 1). Avoir les spectres de ces espèces 
permettra après de suivre et quantifier la décoordination efficacement. Pour l’échantillon de droite, le DFO B 
et coordonné au GaIII, aucune bande n’est observable, seulement une augmentation du signal aux alentours 

de 250 nm. Pour le spectre de gauche, correspondant au DFO B coordonné au FeIII, on observe une 

augmentation d’absorbance entre 200 nm et 500 nm. Pour cet échantillon, la précipitation d’hydroxyde de fer 
est suspectée. C’est pourquoi, la même analyse a été réalisée en utilisant du FeII (sels de Mohr, spectre du 

milieu). On observe une bande aux alentours de 420 nm qui correspond à une bande MLCT.156  

Pour tous les complexes de gallium, aucun problème d’analyse n’est à déplorer, car aucun signal du GaIII 

coordonné au DFO B n’est observable de 300 à 700 nm. Aussi, dans cette fenêtre spectrale, la décoordination 

du gallium de notre complexe peut être suivie facilement par disparition des bandes correspondant au 

complexe de départ. Pour les complexes de fer et des dérivées de la 8-hydroxyquinoléine (8HQ-Pro-OtBu, 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ), leur disparition pourra être suivie 

facilement au-dessus de 600 nm, car dans cette zone du spectre le signal du FeIII(DFO B) est très faible et le 

spectre de FeIII(8HQ-Pro-XXX)3 possède une bande aux alentours de 600 nm (MLCT). Pour les complexes de fer 

avec les dérivés du deferasirox (deferasirox, DFX-WKWLKKWIKG-NH2 et DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX) la 

décoordination sera suivie aux alentours de 340-350 nm, c’est la zone où le signal FeIII(DFO B) est le plus faible 

et où l’on observe une bande FeIII(DFX-XXX)2. 
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2.2.12.1 Compétition entre les complexes discrets de DFX et DFX-PAM et la DFO B 

Dans un premier temps, les expériences de compétition ont été réalisées avec le deferasirox ainsi que le L-

PAM (DFX-WKWLKKWIKG-NH2), en présence de 100 équivalents (par rapport au ligand) de desferrioxamine B.  

 

Figure 59 : Compétition entre la DFO B et les complexes du deferasirox (DFX et DFX-WKWLKKWIKG-NH2). Conditions : 50 M de DFX-

WKWLKKWIKG-NH2, 22,5 M de FeIII (sels de Mohr) ou GaIII (GaCl3) (1 : 2), 5 mM de DFO B et 100 mM de tampon HEPES pH 7,4.  

Le premier constat est la disparition des bandes d’absorption caractéristiques des complexes de départ, ce qui 
indique que la DFO B est un ligand capable de décoordinner tous les complexes. On observe une cinétique de 

décoordination de l’ion métallique (FeIII ou GaIII) nettement plus rapide pour les ligands seuls que pour les L-

PAM. La décoordination complète du métal des complexes FeIII (DFX)2 et GaIII(DFX)2 est atteinte après 

respectivement 5 min et 6 min (Figure 56). En comparaison, pour les L-PAM FeIII (DFX-WKWLKKWIKG-NH2)2 et 

GaIII (DFX-WKWLKKWIKG-NH2)2, elle est atteinte après respectivement 2 h 42 min et 1 h 23 min. Cette 

observation peut être expliquée par une augmentation de la gêne stérique autour du complexe, due à la 

fonctionnalisation par le PAM, ce qui réduit l’accessibilité du métal pour le sidérophore et ainsi ralentit la 
cinétique de capture de l’ion métallique. La décoordination du gallium est plus rapide que celle du fer.  
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2.2.12.2 Compétition entre la DFO B et la 8HQ-Pro-OtBu et le PAM 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 (L-

PAM) 

La même méthodologie d’analyse a été appliquée sur les complexes FeIII (8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2)3 et GaIII 

(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2)3 : une fois les complexes formés, 100 équivalents de DFO B (par rapport au 

ligand) sont ajoutés.  

Comme discuté ci-dessus (partie 2.2.12.3), on observe la disparition des bandes d’absorption caractéristiques 
des complexes de départ, indiquant une décoordination de l’ion métallique (FeIII ou GaIII) de notre complexe 

en faveur du DFO B. On constate également que la cinétique de décoordination complète de l’ion métallique 
pour les ligands seuls est nettement plus rapide que pour les L-PAM. Pour les complexes FeIII(8HQ-Pro-OtBu)3 

et GaIII(8HQ-Pro-OtBu)3, la décoordination complète est atteinte après 7 min pour le complexe au FeIII et 

10 min pour le complexe au GaIII. En comparaison, pour les L-PAM complexes FeIII(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-

NH2)3 et GaIII(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2)3, la décoordination est atteinte après 1 h pour le complexe au FeIII 

et 1 h 10 min pour le complexe au GaIII.  

 

Figure 60 : Compétition DFO B avec les dérivés de la 8-hydroxyquinoléine (8HQ-Pro-OtBu et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2). 

Conditions : 50 M de 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2, 15 M de FeIII ou GaIII (1 : 3), 5 mM de DFO B et 100 mM de tampon HEPES 

pH 7,4. 

La stabilité des complexes à pH physiologique permet tout de même une décoordination de l’ion métallique 
du complexe par le biais d’un sidérophore.  

La durée maximum pour une décoordination complète est de 1 h 10 min. Cependant, la quantité de 

sidérophore nécessaire pour obtenir ce ratio de relargage est élevée (100 équivalents par rapport au ligand, 

soit 333 équivalents par rapport au complexe). Ceci peut être une limitation de notre modèle qui induit une 

concentration minimum de sidérophore nécessaire pour en relarguer une quantité suffisante afin d’obtenir 
un effet antibactérien. Autrement dit, les petites infections pourraient ne pas sécréter assez de sidérophore 

et la libération de PAM ne serait pas suffisante pour atteindre la MIC100 (Figure 57).   
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2.2.12.3 Compétition entre la DFO B et DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-

NH-8HQ (L-PAM-L)  

Il est important de noter que le ratio entre le métal (GaIII ou FeIII)/ligand (L-PAM-L) a été modifié afin d’avoir la 
quantité nécessaire de métal pour coordiner tous les sites disponibles des L-PAM-L. Le ratio pour le 

complexe [MIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)] est de 1:1 et le ratio pour le complexe [MIII
2(8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3] est de 2:3 (M = GaIII ou FeIII).  

 

Figure 61 : Compétition DFO B avec DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ. Conditions : 50 M de 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ ou DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX, 45M de FeIII ou GaIII (1 : 1) pour le complexe avec DFX-WKWLKKWIKG-DFX ou 

30 M de FeIII ou GaIII (2 : 3) pour le complexe 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ, 5 mM de DFO B et 100 mM de tampon HEPES pH 7,4. 

Des expériences de compétition ont été réalisées avec les L-PAM-L, (DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ) à 50 M pour éviter une éventuelle précipitation des différents polymères de 

coordination. De plus, les deux ions métalliques FeIII et GaIII ont été testés. Une fois les complexes formés, 

100 équivalents de DFO B (par rapport aux L-PAM-L) sont ajoutés, et on suit la disparition des complexes 

initiaux (Figure 58) est suivie. Les spectres bleus correspondent aux spectres finaux, lorsque l’équilibre est 
atteint. 

Le premier constat est que, même en présence de 100 équivalents de DFO, la décoordination n’est pas totale, 
pour les deux échantillons (DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX + FeIII et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ + GaIII). Le 

pourcentage maximal de décoordination observé est d’environ 50 %. Malgré une incubation plus longue que 

le temps indiqué (jusqu’à 6 jours, 13 h et 30 min), le spectre du mélange n’évolue plus. Ceci peut traduire une 
affinité plus importante des dérivés du deferasirox pour le FeIII et une meilleure affinité des dérivés de la 8-

hydroxyquinoléine pour le GaIII.  

Pour les complexes des L-PAM-L, on observe les mêmes effets qu’avec les L-PAM, mais exacerbés. Le 

sidérophore a encore plus de difficulté à accéder au métal du complexe, ce qui ralentit drastiquement la 

cinétique de décoordination.  
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2.2.13 Formations des polymères de coordination 

L’objectif est de préparer différents polymères à base de fer (ou de gallium) coordinés aux L-PAM-L. Pour 

rappel, ce polymère de coordination jouera le rôle de stock inerte de PAM en absence de sidérophore. La 

formation de quatre polymères de coordination a été réalisée [FeIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n et 

[GaIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n, avec une stœchiométrie 1:1 (M/L-PAM-L), ainsi que [FeIII
2 (8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n et [GaIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n possédant une stœchiométrie 2:3 

(M/L-PAM-L).  

Après l’essai de différentes conditions (voir partie expérimentale), quatre d’entre elles ont été sélectionnées, 

car elles ont permis la formation des polymères voulus sous forme de précipité (Tableau 12 ci-dessous). 

Conditions DFX-WKWLKKWIKG-NH-
DFX 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-
NH-8HQ 

TRIS 0,1 M pH 7,4 _ complexes FeIII gélification 0 

TRIS 0,1 M pH 7,4 _ complexes GaIII gélification / 

TRIS 0,1 M CO3
2 - 50 mM pH7,4 _ complexe GaIII / gélification 

TRIS 0,1 M CO3
2 - 50 mM pH7,4 _ complexe FeIII / gélification 

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

 

Figure 62 : Photo des polymères de coordination formés. Microvials (Eppendorfs) de gauche à droite : (précipité foncé) polymère de 

coordination FeIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3 ; (précipité jaune) polymère de coordination GaIII

2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-

8HQ)3 ; (précipité rouge) polymère de coordination FeIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX) ; et (précipité blanc) polymère de coordination 

GaIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX). Les conditions de formation des précipités sont celles présentées dans le Tableau 12 ci-dessus. 

Afin de caractériser le relargage du PAM en présence d’un sidérophore, les analyses spectroscopiques sont 
plus difficiles que précédemment puisque le polymère de coordination est vu comme un solide. Deux 

stratégies de suivi ont donc été imaginées. 
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2.2.14.1 Test de la stratégie de relargage « Gel d’agarose » avec de la DFO B  

 

Figure 65 : Test de relargage du fer des polymères de coordination en présence DFO B, en utilisant la stratégie du gel d’agarose. 
Conditions : 100 L de gel d’agarose à 5 %, soit un mélange soit agarose 88 °C uniquement, avec 1 mM de L-PAM-L pour une 

concentration en complexes final de 1 mM pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 0,67 mM pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ et le 

mélange de tampons correspondant aux complexes voulus (voir Tableau 12). Le spectre marron correspond au blanc, le spectre jaune 

(1er rinçage de 2 h avec 20 mM de tampon TRIS pH 7,4), orange clair (2e rinçage), orange foncé (3e rinçage) et vert clair (4e rinçage de 

16 h). Les deux derniers spectres vert et vert foncé correspondent aux échantillons après ajout de la solution de DFO B, après 16 h et 

83 h respectivement. 

Pour faciliter le suivi et sélectionner le meilleur gel d’agarose pour le relargage, deux gels d’agarose à 5 % avec 

différentes compositions ont été testés et les analyses ont été réalisées pour les polymères à base de fer pour 

faciliter le suivi spectrophotométrique. Le premier est composé uniquement d’agarose ayant un point de 
fusion à 88 °C, le second est un mélange 1 : 1 entre ce dernier agarose et un agarose à bas point de fusion 

(28 °C). Les 4 rinçages réalisés montrent qu’au début il y a plusieurs espèces labiles qui diffusent librement et 
en faible quantité avec un relargage de plus en plus important jusqu’au troisième lavage inclus. Cependant le 

quatrième rinçage durant 16 h amène à un relargage nettement moins important que les rinçages 2 et 3 

(Figure 62). Cela indique qu’en l’absence de sidérophore et une fois toutes les espèces labiles relarguées, le 

stock produit est relativement stable dans des conditions de température et de pH physiologique (pH 7,4, 

tampon TRIS 20 mM, 37 °C). 

Pour les deux spectres vert foncé et vert (Figure 62) la bande à 425 nm correspond au complexe FeIII(DFO B) 

ce qui traduit la coordination du FeIII avec la DFO B et donc la décoordination de cet ion métallique de nos 

polymères (capture du FeIII de nos polymères par la DFO B).  

Le meilleur gel pour le relargage est celui uniquement composé d’un seul type d’agarose. En effet, la quantité 

de fer relarguée pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ est de 47,7 M après 83 h d’incubation (37 °C, 
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400 rpm, tampon TRIS 100 mM pH 7,4) et de 68 M pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX. En revanche, avec le 

mélange d’agarose, les valeurs sont d’environ 10 M plus faibles pour chaque L-PAM-L (37,5 M pour 8HQ-

Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ et 58 M pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX).  

Les gels contenant les polymères formés doivent être stables à 37 °C pour permettre l’incubation avec le 
surnageant de culture. Or le mélange des deux agaroses fond partiellement à 37 °C (gel ramolli, mais non 

liquide, l’agitation peut arracher des fragments du gel) contrairement au gel d’agarose fondant à 88 °C qui 

reste bien rigide. On constate également que le relargage est plus favorable dans le gel classique comparé au 

mélange. C’est pourquoi le gel fondant à 88 °C a été sélectionné pour la suite des analyses. 

2.2.14.2 Analyses du surnageant de culture PA01 WT 

 

Figure 66 : Titrage du surnageant de culture PA01 WT par une solution de gallium ou de fer. Conditions : 1 mL de surnageant de 

culture (diluée 5X) suivie par 8 ajouts d’ions métalliques (FeIII et GaIII) de 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 et 200 M 

Dans un premier temps, une analyse du surnageant de culture qui nous a été fournie par l’équipe du Dr. 

Isabelle Schalk a été réalisée afin d’observer les spectres du milieu en fonction de la quantité de métal 
coordonné (fer ou gallium) sur le sidérophores par spectrophotométrie. Le spectre marron correspond au 

milieu CAA (CAA = milieu utilisé pour induire une carence en fer chez Pseudomonas aeruginosa, il est composé 

de 5 g/L de Bacto casaminoacides, 1,46 g/L de KH2PO4, 0,25 g/L de MgSO4 et la concentration en fer du milieu 

est de 20 nM) seul utilisé pour carencer Pseudomonas aeruginosa. Les autres spectres (Figure 63, orange, 

jaune et vert) correspondent au surnageant de culture avec différentes quantités de fer ou de gallium, afin de 

quantifier la pyoverdine dans le surnageant et également afin d’observer où se situent les bandes du 
complexe.  

Pour le fer, la coordination peut être suivie par le biais des deux bandes aux alentours de 450 nm et 550 nm, 

qui correspondent à la coordination du métal par la pyoverdine. Pour le gallium, on n’observe pas d’apparition 
de bande, le suivi du relargage métallique pour le polymère à base de gallium sera donc impossible à mettre 
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en œuvre. D’après le titrage réalisé avec le fer et sachant la stœchiométrie du complexe FeIII-pyoverdine (1 : 

1), la concentration estimes du surnageant de culture PA01 WT est d’environ 100 M de pyoverdine.  

La quantité de pyoverdine dans le surnageant a été déterminée par dosage métallique (Figure 63) où l’on 
atteint un plateau correspondant à une stœchiométrie 1 : 1 et de 19,8 M (450 nm). Le milieu ayant été dilué 

5 fois. Cette valeur doit être multiplié par 5 pour obtenir une concentration du surnageant d’environ 99 M. 

Cependant, le titrage possède peu de point avant l’apparition du plateau. La valeur obtenue est imprécise, 

mais reste utilisable, car nous ne recherchons pas une concentration exacte, mais une estimation afin de savoir 

à quelle concentration de polymère nous pouvons travailler (afin d’avoir un ratio sidérophore/polymère 
permettant d’observer la libération de L-PAM-L). Cette estimation et aussi cohérente avec les concentrations 

estimer par l’équipe du Dr. Isabelle Schalk.  

La bande de la pyochéline étant située aux alentours de 300 nm. Il n’est pas possible de la quantifier à cause 
de la contribution du milieu ainsi que du signal de la pyoverdine.  

2.2.14.3 Test de la stratégie « Gel d’agarose » avec du surnageant de culture de Pseudomonas 

aeruginosa 

Par la suite, nous avons utilisé ce surnageant pour tester notre stratégie de gel d’agarose. Nous avons fait 
varier la concentration du gel d’agarose de 2 à 4 % (Figure 64), afin de voir s’il était possible de moduler la 

libération par le biais de la densité du gel d’agarose utilisée avec l’idée que moins le gel est dense, plus les 
PAM devraient avoir des facilités à diffuser du gel vers la solution, et le sidérophore aura également plus de 

facilité à accéder au métal qui maintient le polymère de coordination.  

 

Figure 67 : Quantification du relargage du fer depuis des gels d’agarose dans le milieu de culture de Pseudomonas aeruginosa, à 
différentes concentrations en agarose (2,3 et 4 %) par spectrophotométrie d’absorption électronique. Conditions : 1 mL de surnageant 

de culture PA01 WT, 100 L de gel d’agarose chargé avec 1 mM de polymère de FeIII et le mélange de tampon pour le polymère voulu.  

Le spectre marron correspond au milieu CAA, et les autres (orange, jaune et vert) correspondent au milieu 

après différents temps d’incubation avec le gel d’agarose chargé en polymère de coordination (orange = 0 h, 

jaune = 16 h, vert clair = 43 h, vert = 112 h et vert foncé = 278 h). 

Cette analyse nous permet d’évaluer la capacité du sidérophore à capturer le fer de notre polymère de 
coordination (dans le gel) et également comment le complexe fer-sidérophore diffuse dans la solution. Aucun 

gain significatif de relargage de métal n’est observé pour les différentes concentrations d’agarose. En effet, 
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pour les différents pourcentages d’agarose, le relargage est quasiment le même (fourchette comprise entre 
50 M et 75 M).  

Des analyses HPLC ont également été entreprises afin de pouvoir quantifier directement les PAM libérés 

(Figure 65). 

 
Figure 68 : Quantification du relargage des L-PAM-L depuis des gels d’agarose à différentes concentrations en agarose (2,3 et 4 %) par 

HPLC. Conditions : 100 L de gel d’agarose à 2,3 ou 4 % chargé avec 1 mM de polymère [FeIII
x(L-Pam-L)y]n et le mélange de tampon pour 

le polymère voulu. Les concentrations indiquées sur le graphique correspondent aux concentrations en L-PAM-L dans le surnageant de 

culture PA01 WT.  

À chaque prise de valeur avec le spectrophotomètre (Figure 65), un volume de 20 L est prélevée puis injecté 

en HPLC. 

Contrairement à ce qui a été observé pour le fer, le relargage du PAM est très faible (moins de 1 µM) et prend 

beaucoup de temps avant de s’initier (48-72h). Ceci est peu compatible avec le principe de base de la 

stratégie : la présence de sidérophore ne déclenche pas un relargage de PAM suffisamment important ni 

rapidement pour être bactéricide.  

Plusieurs facteurs peuvent expliquer cet effet. D’abord, la morphologie du gel d’agarose, qui est déposé dans 
le fond d’un microvial Eppendorf de 1,5 mL. La surface en contact avec le surnageant de culture est donc peu 

importante au regard du volume de gel. Cela peut donc expliquer la diffusion lente des L-PAM-L observée dans 

ce cas de figure. Une diminution de l’épaisseur du gel déposé (augmenter le ratio surface d’échange/volume 
du) pourrait limiter ce problème.  

Nous avons décidé de tester directement le gel d’agarose chargé en polymère sur la souche Pseudomonas 

aeruginosa WT en diminuant la quantité de gel déposé pour augmenter la surface d’échange. 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 50 100 150 200 250 300

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10
 Agarose 2%
 Agarose 3%
 Agarose 4%

[C
] 

/ u
M

time / h

0 50 100 150 200 250 300

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2  Agarose 2%
 Agarose 3%
 Agarose 4%

[C
] 

/ u
M

time / h

DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ



101 
 

2.2.14.4 Test gel d’agarose sur souches Pseudomonas aeruginosa WT 

L’objectif de ce test est d’obtenir la preuve de concept de notre stratégie avec notre polymère pris dans un 
gel d’agarose, en présence d’une culture bactérienne. 

Néanmoins, avant de le réaliser, il faut d’abord déterminer si un rinçage des gels déposés dans les puits de la 
plaque est nécessaire, c’est-à-dire voir si la quantité de L-PAM-L relargué est négligeable ou non dans le cas 

où l’on ne fait pas de rinçage avec dépôt des gels.  

Dans un premier temps, une plaque (composition dans le Tableau 13 ci-dessous) composée de conditions 

témoins (polymères de coordinations, gel d’agarose seule, L-PAM-L seuls, sels de citrates de Fe ou Ga 

[permettant de former des complexes solubles en conditions physiologiques]) a été préparée afin de réaliser 

des tests de rinçage. Le volume de gel déposé est de 2 L, et ce volume est déposé sur les bords du fond des 

puits puis étiré un maximum afin d’augmenter la surface d’échange.  

A1 à A2 A3 à A4 A5 à A6 A7 à A8 A9 à A10 A11 à A12 

Agarose 2% 
 

Agarose 2 % 
+ NH2-

WKWLKKWIKG-
NH2 seul 

Agarose 2 % + 
(citrate) FeIII 

Agarose 2 % + 
(citrate) GaIII 

Agarose 2 % + 
Bis-Def seul 

Agarose 2 % 
+ Bis-8HQ seul 

B1 à B2 B3 à B4 B5 à B6 B7 à B8 B9 à B10 B11 à B12 

Agarose 2% + 
Bis-Def + FeIII 
(polymère) 

 

Agarose 2% + 
Bis-8HQ + FeIII 

(polymère) 

Agarose 2% + 
Bis-Def + GaIII 

(polymère) 
 

Agarose 2% + 
Bis-8HQ + GaIII 

(polymère) 
 

  

Tableau 13 : Tableau récapitulatif des conditions pour les tests de rinçage réalisés avec une plaque multipuits  

Une fois les dépôts faits et le gel figé, ils ont été incubés avec 100 L d’une solution de tampon à 100 mM de 

TRIS pH 7,4 dans chaque puits. L’absorbance à 315 nm, région commune où chaque L-PAM-L possède une 

bande d’absorption, est suivie sur 30 min (Figure 66). 

 
Figure 69 : Test de relargage en plaque multipuits des L-PAM-L dans la solution de tampon après dépôt des gels. Les résultats montrés 

le sont après soustraction du blanc. 

Aucun gain significatif d’absorbance à 315 nm n’est observé (Figure 66), néanmoins ces résultats sont à 

relativiser au vu du bruit de la mesure. Nous sommes tout de même passés à l’étape suivante en partant de 
l’hypothèse que la diffusion des monomères n’étant pas engagés dans le polymère de coordination est assez 

faible pour pouvoir être négligée. De ce fait, les gels seront engagés dans les tests sur les souches bactériennes 

sans avoir été préalablement rincés, en tant qu’expérience préliminaire. 
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Figure 70 : Test de croissance bactérienne en présence des L-PAM-L à partir d’un gel d’agarose sur la souche PA01 WT. Dépôt : 2 L de 

gel d’agarose à 2% chargé avec 1 mM de polymère de FeIII ou de GaIII et le mélange de tampon pour le polymère voulu (voir tableau 

12). 

Les analyses suivantes consistent à déposer 2 L de gel d’agarose à l’intérieur des puits d’une plaque 96 puits 

(dépôt le plus fin possible). On ajoute ensuite 200 L de milieu de culture de la souche PA01 WT dans les puits 

et on suit le développement bactérien par absorbance, toutes les 30 min durant 48 h (Figure 67).  

En prenant en considération la concentration du polymère dans le gel d’agarose et le volume de milieu 
bactérien qui a été ajouté, on peut calculer la concentration maximale de L-PAM-L qui pourrait être libérée 

dans le milieu de culture. Cette concentration est de 10 M, une concentration supérieure à la MIC100 des deux 

L-PAM-L et inférieure à la concentration de pyoverdine dans le milieu de culture (env. 100 µM). Or, on observe 

une augmentation de l’absorbance à 400 nm dans tous les cas de figure, ce qui correspond à une croissance 

bactérienne. Les tests montrent que dans ces conditions, aucune activité bactéricide n’est observée, ce qui 
traduit un relargage des L-PAM-L à des concentrations bien inférieures à la MIC100 pour 48 h d’incubation.  

Cette expérience devra donc être répétée avec une quantité plus importante de L-PAM-L sous forme de 

polymère de coordination.  

2.2.14.5 Stratégie cassette à dialyse 

Comme présentée plus haut, la méthodologie de la cassette à dialyse consiste à former le polymère à 

l’intérieur de la cassette dont la membrane permet la diffusion de molécules à faible poids moléculaire (en 
dessous de 3000 Da) et donc devrait retenir le polymère de coordination. 100 L d’une solution composée de 
1 mM L-PAM-L complexé et du mélange de tampons adéquats pour la formation du polymère voulu est mise 

à incuber dans la cassette. Les rinçages pourront être réalisés par diffusion (incubation de la cassette dans 

3 mL de tampon TRIS 100 mM pH 7,4). Une fois les rinçages réalisés, la cassette à dialyse sera incubée dans le 

surnageant de culture de PA01 WT afin d’observer le relargage obtenu avec cette technique. À terme la 
cassette sera directement incubée dans le milieu bactérien (en présence de bactéries) pour déterminer son 

activité bactéricide. La membrane de la cassette de dialyse est un élément essentiel, car elle doit avoir une 

taille de pores pouvant laisser passer les sidérophores, complexes (sidérophore/métal) et L-PAM-L libre, mais 

pas trop grande afin d’éviter que des fragments du polymère traversent la membrane. Nous avons donc utilisé 

une membrane dont le « cut-off » est de 3000 Da. 
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Il est important de noter que le volume de surnageant de culture utilisé pour cette méthode et trois fois plus 

élevé que pour la méthode du gel d’agarose, ce qui induit un facteur de dilution de 3. C’est pourquoi, afin de 

pouvoir comparer les résultats des deux méthodologies, les valeurs des analyses (décrite ci-après) du type 

cassette à dialyse ont été multipliées par trois. 

2.2.14.6 Quantification du relargage passif des L-PAM-L par HPLC en utilisant la méthodologie 

cassette a dialyse 

 
Figure 71 : Quantité de L-PAM-L relargué de la cassette à dialyse au cours des rinçages du polymère de coordination. La courbe verte 

correspond au polymère FeIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3, la courbe noire correspond au polymère FeIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-

DFX), la courbe bleue correspond au polymère GaIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3 et la courbe rouge correspond au polymère 

GaIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX).  

Dans un premier temps, les 3 rinçages réalisés avant de faire l’expérience de compétition ont été analysés afin 
de déterminer la quantité éventuelle de PAM relarguée de manière passive dans le milieu (Figure 68). On 

constate que pour les polymères de coordination à base de L-PAM-L et de GaIII, la quantité de PAM relarguée 

dans la solution de rinçage est très faible, 4,4 M de relargage total (somme de tous les rinçages) pour 8HQ-

Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ et 3,31 µM de relargage total (somme de tous les rinçages) pour DFX-

WKWLKKWIKG-NH-DFX. Si tous les L-PAM-L engagés dans le polymère étaient relargués, on mesurerait 

100 µM pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX et 150 µM pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ. En comparaison 

avec les quantités relarguées par rinçage représentent quelques pourcents seulement, ce qui démontre 

également la robustesse des polymères de coordination. 

Pour les polymères de coordination à base de L-PAM-L et de FeIII, on constate un relargage passif plus 

important, mais reste malgré tout faible en comparaison à la quantité totale de complexes dans l’échantillon. 
La quantité totale de DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX relargué et de 8,63 M et pour le PAM 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ elle et de 21,8 M, ce qui devient beaucoup moins négligeable, puisqu’on approche 
respectivement 10 et 20 % du peptide initialement introduit dans la cassette. On constate également que, 

pour ces deux échantillons, la quantité relarguée dans le milieu est de moins en moins importante au fur et à 
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mesure des rinçages. Ceci semble indiquer qu’on se débarrasse des peptides non immobilisés, mais que ceux 
engagés dans le polymère de coordination restent dans la cassette.  

2.2.14.7 Détermination de la quantité de métaux (FeIII ou GaIII) relarguée par les polymères en 

présence de compétiteur, avec la cassette de dialyse 

 
Figure 72 : Détermination de la quantité de métal (GaIII ou FeIII) capturée par la pyoverdine. Conditions : 3 mL de surnageant de 

culture PA01 WT, la cassette à dialyse et remplie avec 100 L de solution à 1 mM de polymère de FeIII et le mélange de tampon pour 

le polymère voulu (polymère formé dans la cassette à dialyse avant incubation). 

Une fois les différents rinçages terminés, les cassettes à dialyse sont mises à incuber dans 3 mL de surnageant 

de culture PA01 WT et on mesure le spectre d’absorption régulièrement jusqu’à 331 h. Cette analyse consiste 

à observer l’apparition de la bande du complexe métal (GaIII ou FeIII) pyoverdine afin de quantifier la capture 

des métaux par le sidérophore.  

Le complexe [GaIII(pyoverdine)] n’ayant aucune bande en spectroscopie UV-Vis, nous ne pouvons pas suivre la 

capture du gallium par le sidérophore pour les polymères de coordination formés avec le gallium (Figure 69, 

deux graphiques du bas). Pour les polymères de coordination à base de fer, la même quantification du 

relargage des métaux que pour la méthodologie du gel d’agarose peut être entreprise. Cela consiste à 

quantifier le complexe [MIII(Pyoverdine)] (M = FeIII ou GaIII) en solution dans le surnageant de culture et en 

déduire la concentration en métal. On constate que la capture se fait plus facilement pour la méthodologie de 

la cassette a dialyse que la méthodologie gel d’agarose pour le polymère [FeIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n. 

On obtient une concentration en fer dans le surnageant de culture jusqu’à 125 M, contrairement au gel 

d’agarose ou l’on obtient 75 M. Pour le polymère [GaIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n, on obtient une 

concentration jusqu’à 75 M en fer, ce qui est du même ordre de grandeur que la méthodologie du gel 

d’agarose.  
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2.2.14.8 Quantification des L-PAM-L en présence d’un compétiteur, en utilisant la méthode 
cassette à dialyse 

 
Figure 73 : Quantification par HPLC du relargage des L-PAM-L pour la méthodologie de la cassette a dialyse en M. Ce sont les mêmes 

échantillons que pour la détermination de la concentration en métal (FeIII ou GaIII) 

Un prélèvement de 20 L a été réalisé après chaque analyse spectroscopique (paragraphe : détermination de 
la concentration de métaux) puis injectée en HPLC afin de suivre le relargage des PAM des différents polymères 

formés.  

La quantification des PAM relargués nous informe que le relargage des L-PAM-L est nettement plus important 

avec une cinétique d’initiation du relargage beaucoup plus rapide que pour la méthodologie du gel d’agarose 

(Figure 70). En effet, pour le gel d’agarose, le relargage était trop lent et insuffisant pour induire une 

quelconque activité bactéricide. 

Polymères Durée d’incubation 
(h) 

Relargage maximum observé 

(M) 

[FeIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n 163  80-100  

[FeIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n 48  1-5  

[GaIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n 3  40-60 

[GaIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n 19  60-80 

Tableau 14 : Tableau listant les quantités de L-PAM-L relargués en M et le temps d’incubation nécessaire pour obtenir ce relargage. 

D’abord notons que le point à 331 h pour le polymère [FeIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n n’est pas pris 

en compte, car c’est un point aberrant : on mesure un relargage supérieur à la quantité totale de 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ présente dans le gel. Cela pourrait être causé par la précipitation des L-PAM-L dus à 
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la présence de Pi dans le milieu CAA, une quantité importante de peptide se serait trouvé au fond du microvial, 

où le prélèvement a été fait. 

Ensuite, on constate que la cinétique de relargage est différente en fonction des ions métalliques utilisés (FeIII 

et GaIII). En effet, les polymères au GaIII ont tendance à relarguer une forte quantité de L-PAM-L dans les 

premières heures d’incubation tandis que pour les polymères au FeIII, on observait un faible relargage 

beaucoup plus faible et plus lent (Tableau 14). La perte de concentration en L-PAM-L observée dans le milieu 

(très visible pour les polymères au GaIII) pourrait être expliquée par la présence d’enzymes capables de 
dégrader les peptides dans le surnagent de culture. Les L-PAM-L relargués dans le milieu seraient dégradés au 

cours du temps, expliquant la baisse de concentration observée. 

Cette méthodologie semble donc permettre un meilleur relargage des PAM que la stratégie précédente, basée 

sur des gels d’agarose. Comme discuté plus haut, ceci peut être expliqué par un emprisonnement des PAM 

par le gel d’agarose. Les sidérophores peuvent diffuser sans trop de difficulté, mais le PAM, même 

décomplexé, reste piégé dans le gel. Cette hypothèse est confirmée par les résultats de relargage de L-PAM-L 

et également par la quantité de métal relargué. En effet, la quantité de métaux relargués par le polymère nous 

donne une information sur la quantité de L-PAM-L qui n’est plus coordonné au métal. Les valeurs sont 

similaires pour les dérivés de 8HQ et meilleures pour les dérivés DFX pour la méthodologie de la cassette à 

dialyse. Aux vues de la quantité de métal capturée par le sidérophore, l’on s’attend à ce que le relargage des 
PAM soit quasiment identique entre les deux méthodologies pour les dérivés du 8HQ. Cependant, on constate 

une différence énorme de relargage ce qui conforte l’hypothèse ci-dessus. Cette expérience n’ayant été faite 
qu’une seule fois, elle devra être reproduire au minimum deux fois supplémentaires afin de vérifier la 

reproductibilité de ces données. 

2.3 CONCLUSION  

Ce second projet de thèse a donc consisté à gravir les premières marches vers le développement d’un système 
innovant de relargage de peptides antimicrobiens (PAM) spécifiquement déclenché par la présence de 

bactéries, via les sidérophores qu’elle excrètent. Celui-ci est composé de PAM, en tant que principe actif, 

maintenus ensemble par complexation d’ions FeIII ou GaIII. Le relargage des PAM est déclenché par la sécrétion 

de sidérophores d’une bactérie présente dans le milieu. Le PAM est libéré uniquement en présence de 

bactéries, mais reste immobilisé en leur absence.  

La synthèse d’une première série de ligands de type 8-hydroxyquinoline et deferasirox a été réalisée, ainsi que 

leur greffage sur un PAM (synthèse organique et SPPS). La MIC100 des différents composés a été déterminée 

sur deux souches de Pseudomonas aeruginosa, en collaboration avec l’équipe du Dr. Isabelle Schalk. Nous 

avons pu confirmer la bonne activité des PAM avec une MIC100 de l’ordre de quelque M comme rapporté 

dans la littérature139 et cette bonne activité est quasiment maintenue voire, dans certains cas, améliorée par 

le greffage des ligands. La caractérisation par titrage spectrophotométrique en fonction du pH ainsi que par 

titrages métalliques a permis d’évaluer les domaines de pH ou la prédominance des complexes avec la bonne 
stœchiométrie est observée (largement majoritaire). Ceci a aidé à choisir une gamme de pH optimale pour la 

formation des complexes voulus.  

Puis, des tests de compétition avec un sidérophore (la DFO B) ont permis d’évaluer la capacité des 
sidérophores à démétaller nos complexes, et donc, à relarguer le PAM. Des polymères de coordinations ont 

été formés avec des L-PAM-L. Puis, le relargage des PAM et du métal de ces polymères de coordination dans 

du surnageant de culture de Pseudomonas aeruginosa a été évalué. Toutes ces analyses ont permis de tester 

cette stratégie de relargage contrôlé à l’aide d’un sidérophore bactérien. Deux preuves de concept ont pu être 
développées à ce jour. Premièrement, la mise au point d’un complexe discret en solution, nous ayant permis 

d’observer qu’un sidérophore et capable de décoordiner l’ion métallique de nos complexes. La seconde 
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preuve de concept a consisté à développer un polymère de coordination afin de former un stock de PAM 

« inerte » avec un relargage uniquement en présence de sidérophores. Les résultats sont prometteurs et 

engageants pour le futur du projet. Cependant, il reste quelques analyses à faire afin de compléter nos 

résultats. Dans un premier temps il serait intéressant de réaliser les tests de croissance bactérienne avec la 

méthodologie de la cassette à dialyse, car le relargage de L-PAM-L est plus important que pour la méthodologie 

du gel d’agarose. La quantité maximum pouvant être libérée pour les tests avec le gel d’agarose étant proche 
de la MIC100 des bactéries, il serait intéressant de reproduire cette expérience avec un gel beaucoup plus 

concentrée en polymère. Une autre possibilité est de changer la nature du gel, car comme observé 

précédemment, les ions métalliques sont relargués sans problème, mais pas les L-PAM-L. Cet effet peut être 

dû à des interactions électrostatiques entre l’agarose (négatif) et notre L-PAM-L (positif). C’est pourquoi 
utiliser un gel avec des charges résiduelles positives devrait faciliter la libération du L-PAM-L par effet répulsif. 

Une analyse très importante n’ayant pas encore été entreprise consiste à déterminer la stabilité de nos 
polymères dans un milieu simulant, au plus proche un milieu biologique du corps Humain, comme le sang. Ces 

expériences devront également être reproduites avec le polymère précipité seul, sans matrice de maintien du 

polymère, afin d’observer si le polymère reste malgré tout « inerte » (pas de relargage sans sidérophore). 

Le but final est de développer un revêtement de surface, composée des L-PAM-L liés par le biais d’ions FeIII ou 

GaIII. La première étape est la sélection d’une surface à fonctionnaliser. Plusieurs options sont possibles, 
comme utiliser une surface d’or fonctionnalisée avec des thiols pour le greffage159 ou encore un polymère 

fonctionnalisé avec des amines libres afin de greffer directement le L-PAM (ou le ligand seul) sur la surface.160 

Pour la méthodologie de la surface d’or et des thiols, une cystéine devra être ajoutée en C-ter du peptide afin 

de pouvoir être greffé sur la surface par formation de liaison de coordination thiolate-or. Pour le polymère 

aminé, le couplage pourra se faire directement sur le ligand seul par le biais de la fonction acide carboxylique 

en C-ter du L-PAM. Une fois la surface fonctionnalisée, l’étape suivante est la constitution du revêtement. Par 
exemple, via une méthodologie couche par couche.161 La surface fonctionnalisée avec le ligand seul ou le PAM-

Ligand est incubée dans une solution de FeIII ou GaIII afin de chélater tous les ligands disponibles sur la surface. 

Ceci fait, la surface est rincée afin de retirer tout excès d’ions métallique. Une nouvelle solution de Ligand-

PAM-Ligand est déposée sur la surface chargée en FeIII ou GaIII afin qu’il se coordine aux métaux déjà fixés 
(mais pas saturé) sur la surface. La surface est une nouvelle fois rincée afin de retirer l’éventuel excès de 
Ligand-PAM-Ligand présent sur la surface. Ces étapes seront répétées afin d’obtenir un revêtement avec une 
épaisseur contrôlée ainsi qu’une quantité de principes actifs connue. La surface fonctionnalisée avec le 
revêtement sera testée sur Pseudomonas aeruginosa afin d’en démontrer l’activité anti-bactérienne. Une fois 

cette preuve de concept réalisée, il faudra se tourner vers des matériaux couramment utilisés pour la 

confection d’implants, de cathéters, de stimulateurs cardiaques…, et développer une méthodologie de 

fonctionnalisation de surface spécifique à ces matériaux. 162 
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3 CONCLUSION GÉNÉRALE 

Les travaux de recherche réalisés durant ces trois années se sont articulés autour de deux projets de 

développement d’assemblages peptidiques contrôlés à visée catalytique et antibactérienne.  

Le premier a consisté à développer un mime de la LPMO en appliquant l’approche du professeur Korendovych 

appelée « minimalist protein design ». Ici, les deux histidines (non équivalentes) du site « Histidine brace » 
(site de fixation du CuII de l’enzyme [LPMO]) sont apportées par deux peptides différents. Ces deux séquences 

peptidiques courtes complémentaires, capables de s’assembler uniquement en présence l’une de l’autre en 
feuillets β antiparallèles, permettent de contrôler la préformation du site de coordination du cuivre. Deux 

peptides issus de la littérature (P+) et (P-), ont donc été fonctionnalisés par une histidine (une histidine sur 

chaque peptide à une extrémité différente) pour donner les deux nouveaux peptides (PH-) et (HP+). Le 

mélange de ces deux peptides ainsi que du CuII a amené à la formation de fibres avec le cuivre coordonné au 

moins à la pince apportée par le peptide (HP+). Ces peptides courts ont été synthétisés par SPPS, leur 

assemblage avec les ions CuII a été analysé par microscopie électronique à transmission (MET), ce qui a permis 

de déterminer la morphologie des fibres. La structure secondaire adoptée par les peptides a été investiguée 

par le biais de la spectroscopie vibrationnelle, confirmant l’assemblage en feuillets β antiparallèles. Les 

spectroscopies RPE, Raman et HYSCORE ont permis d’émettre des hypothèses plausibles sur la sphère de 
coordination du cuivre et la spéciation. Néanmoins, ce système n’a pas montré d’activité catalytique 
intéressante pour l’oxydation, sur les quelques substrats testés. Nous devrons tester la réactivité de ce 
système sur d’autres types de réactions. 

Le second projet s’est focalisé sur le développement d’un nouveau système de relargage de peptides 

antimicrobiens (PAM) spécifiquement déclenché par la présence de bactéries (qui sécrètent des 

sidérophores). Cet assemblage est composé de PAM en tant que principe actif, liés entre eux par des ions 

métalliques (FeIII ou GaIII) complexés. En absence de bactérie, ce polymère de coordination devrait être stable, 

inerte, un stock d’antimicrobien dormant. La sécrétion de sidérophores par des bactéries présentes dans le 

milieu déclencherait le relargage des PAM de ce polymère de coordination. La synthèse des ligands ainsi que 

des peptides a été réalisée (synthèse organique et SPPS). La caractérisation par le biais de titrage par 

spectrophotométrie en fonction du pH ainsi que par titrage métallique a permis de déterminer les domaines 

de pH de stabilité des complexes ainsi que leur stœchiométrie, ce qui a aidé à choisir une gamme de pH 

optimale pour la formation des complexes voulus. Des analyses de MIC100 ont également été réalisées afin de 

quantifier l’activité antibactérienne de tous les composés (concentration minimum pour une inhibition totale 

de la croissance bactérienne). Les tests de compétition avec un sidérophore (la desferrioxamine B) ont permis 

de vérifier la capacité d’un sidérophore naturel à démétaller nos complexes. Des tests de relargage des PAM 

du polymère de coordination ont été réalisés à l’aide du surnageant de culture de Pseudomonas aeruginosa, 

contenant le mélange de sidérophores excrétés par cette bactérie. Toutes ces analyses ont permis de tester 

les hypothèses de travail qui sous-tendent cette stratégie de relargage contrôlée à l’aide d’un sidérophore 
bactérien. Deux types de systèmes (des complexes solubles et des polymères de coordinations) ont pu être 

développés à ce jour, les résultats sont prometteurs et engageants pour le futur du projet. Les perspectives à 

moyen terme de ce projet sont donc de développer un revêtement de surface, composé des L-PAM-L eux-

mêmes liés par des ions FeIII ou GaIII. 
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4.1 Réactifs et solvants 

Tous les réactifs et solvants ont été achetés auprès de fournisseurs commerciaux et utilisés sans autre 

purification. 

Les acides aminés Fmoc et le PyBOP ont été achetés chez Novabiochem (Merck). Le TFA, la pipéridine, l’Oxyma, 
le K-Oxyma, le TIS, le thioanisole et la DIEA ont été achetés chez Merck et le DIC chez IRIS Biotech. Les 

produits Ac2O, HEPES, TRIS HCl, SOCl2, HCHO 37 % massique dans l’eau et l’éther diéthylique ont été achetés 
chez Sigma-Aldrich. La résine Fmoc-Rink amide AM a été achetée chez Rapp Polymer GmbH. L’Ascorbate de 
sodium et le NaCl ont été obtenus chez Alfa Aesar. Le DCM et l’EtOH ont été achetés chez Carlo Erba. La DMF, 

le MeOH, le DMSO, le NaHCO3, l’HCl et l’ACN ont été obtenus chez Fischer Chemical. La NEt3 a été achetée 

chez Acros Organics. 

4.2 Liste du matériel utilisé 

La résine utilisée pour les synthèses est la Fmoc-Rink Amide AM (Br-1330 Iris Biotech GMBH, 0,74 mmol/g) et 

la résine 2 -Chlorotrityl chloride (BR-1065.0025 Iris Biotech GMBH, 1,6 mmol/g, 200–400 mesh). Certains 

peptides ont été synthétisés à l’aide d’un synthétiseur automatique de peptides à micro-ondes Biotage® 

Initiator+ Alstra™. La purification des peptides a été réalisée à l’aide d’une HPLC préparative LaPrep équipée 
d’une colonne XBridge BEH C18 130 A, 5 μm, 1/pkg (19 mm × 150 mm) utilisant deux éluants : 0,1 % TFA dans 

H2O (éluant A) et 0,1 % de TFA dans 10 % H2O et 90 % d’ACN (solution B). La pureté des peptides a été 
déterminée à l’aide d’une RP-HPLC analytique Hitachi Primaide, équipée d’une colonne C18 (XBridge® Peptide 

BEH C18 OBD™ 4,6 mm x 150 mm, taille des pores 300 Å, taille des particules 3,5 µm (Waters) possédant un 

détecteur à barrette de diodes avec détection UV-Vis à 214 nm et 254 nm. Les masses des peptides ont été 

déterminées à l’aide d’une LC-MS Vanquish Thermo Scientific Accela UHPLC (Hypers II GOLD column, 50 × 

2,1 mm, 1,9 μm) équipée d’un module de masse LCQ Fleet ESI-MS. Les spectres spectrophotométriques ont 

été réalisés à l’aide d’un spectrophotomètre Agilent Cary 60 UV-Vis. Les analyses utilisant un lecteur de 

plaques ont été réalisées à l’aide d’un lecteur de plaque CLARIOStar Plus (GMB Biotech). 

4.3 Méthode de purification HPLC LaPrep 

Toutes les méthodes de purification utilisent deux éluants : 0,1 % TFA dans H2O (éluant A) et 0,1 % de TFA dans 
10 % H2O et 90 % d’ACN (solution B).  

Méthode de purification : 

Méthode A : Démarrant à 95 : 5 (A/B) et terminant à 50 : 50 après 15 min (débit : 14 mL/min). 

Méthode B : Démarrant à 95 : 5 (A/B) et terminant à 0 : 100 après 30 min (débit : 14 mL/min). 

Méthode C : Démarrant à 90 : 10 (A/B) pour finir à 50 : 50 après 20 min d’élution (débit : 14 mL/min). 

Méthode D : Démarrant à 90 : 10 (A/B) pour finir à 50 : 50 après 20 min d’élution (débit : 20 mL/min). 

Méthode E : Démarrant à 80 : 20 (A/B), pour finir à 0 : 100 après 20 min d’élution (débit : 20 mL/min). 

Méthode F : Démarrant à 98 : 2 (A/B) pour finir à 10 : 90 après 30 min d’élution (débit : 14 mL/min). 

Méthode G : Démarrant à 80 : 20 (A/B) pour finir à 40 : 60 après 30 min d’élution (débit : 20 mL/min). 

Méthode H : Démarrant à 50 : 50 (A/B) pour finir à 0 : 100 après 30 min d’élution (débit : 20 mL/min). 

Méthode I : Démarrant à 20 : 80 (A/B) pour finir à 60 : 40 après 30 min d’élution (débit : 20 mL/min). 

Méthode J : Démarrant à 98 : 2 (A/B) pour finir à 90 : 10 après 12 min d’élution (débit : 20 mL/min). 

Méthode d’analyse : 

Méthode AA : Démarrant à 95 : 5 (A/B) pour finir à 0 : 100 après 15 min d’élution (débit : 1 mL/min) 
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4.5 Synthèse automatisée des peptides NH2-HKFFAAK-NH2 (HP+), Ac-EFFAAEH-NH2 

(PH-), Ac-KFFAAK-NH2 (P+), Ac-EFFAAE-NH2 (P-) et Ac-IHIHIQI-NH2 

La synthèse des peptides HKFFAAK-NH2 (HP+), Ac-EFFAAEH-NH2 (PH-), Ac-KFFAAK-NH2 (P+), Ac-EFFAAE-NH2 

(P-) et Ac-IHIHIQI-NH2 est réalisée sur un synthétiseur de peptide automatique à micro-ondes Biotage® 

Initiator+ Alstra™ utilisant la stratégie Fmoc/tBu et la résine Fmoc-Rink Amide. Les acides aminés sont tous 

doublement couplés (60 min) avec 4 équivalents d’acides aminés protégés, 3,8 équivalents de DIC, 

3,8 équivalents d’Oxyma à température ambiante. Une étape de capping est réalisée après chaque couplage 
d’acide aminé à l’aide d’un mélange Ac2O/DIEA/DMF (1 : 1 : 8) pendant une durée de 2 min. La déprotection 

des groupements Fmoc est réalisée à l’aide d’une solution de 20 % de pipéridine dans la DMF pendant 5 min, 

3 fois. L’étape de clivage du peptide de la résine est réalisée pendant 1 heure, 2 fois, avec un mélange de 

TFA/TIS/H2O (93 : 3 : 3). Le milieu est ensuite précipité à l’aide d’Et2O glacé 3 fois, puis le solide obtenu est 

séché et purifié. 

4.5.1 Synthèse des peptides NH2-H* KFFAAK-NH2 (HP+)* et Ac-EFFAAEH*-NH2 (PH-)* 

Les peptides marqués à l’15 N NH2-H* KFFAAK-NH2 (HP+)* et Ac-EFFAAEH*-NH2 (PH-)* sont synthétisés en 

suivant le même protocole que pour la synthèse automatisée, excepté pour les acides aminés marqués, qui 

ont été couplés à la main, en suivant le protocole de synthèse manuelle. Pour le peptide (HP+)*, étant le 

dernier acide aminé incorporé, la charge de la résine a été vérifiée par spectrophotométrie (mesure des Fmoc) 

avant le couplage afin de constater si la charge de la résine est toujours satisfaisante pour passer à l’étape 
suivante de synthèse. Une fois cette vérification faite, l’histidine marquée est couplée à l’aide de 
1,1 équivalent d’acide aminé marqué et 1,2 équivalent de PyBOP. Pour (PH-)*, le premier acide aminé étant 

l’His marquée, l’étape de couplage est réalisée une seule fois avec 1,1 équivalent d’acide aminé et 
1,2 équivalent de PyBOP à température ambiante, durant 16 heures. Après cette étape, la synthèse du peptide 

est terminée à l’aide du robot de synthèse. Les peptides ainsi obtenus sont précipités dans l’Et2O, puis purifiés.  

4.5.2 Purification, analyse HPLC et caractérisation LC-MS 

Tous les produits bruts sont purifiés à l’aide d’une HPLC préparative LaPrep en appliquant la méthode de 
purification A pour tous les peptides, excepté Ac-IHIHIQI-NH2 qui a été purifié en utilisant la méthode B (détails 

du matériel dans la partie 3.2 et des méthodes de purification dans la partie 3.3). 

La pureté des peptides est vérifiée par RP-HPLC analytique et leur masse est déterminée à l’aide d’une LC-MS 

(Tableau 15).  

Après purification : 49,9 mg de (PH+) (rendement : 52 %), 36,6 mg de (HP-) (rendement : 41 %), 69 mg de (PH-

) (rendement : 60 %), 79 mg de (HP+) (rendement : 51 %), 49,2 mg de (P+) (rendement : 50 %), 27,6 mg de (P-

) (rendement : 37 %), 4,9 mg de (HP+)* (rendement : 21 %), 5,3 mg de (PH-)* (rendement : 25 %) et 100 mg 

de Ac-IHIHIQI-NH2 (rendement : 44 %) sont obtenus.   

 

 

 

 

 

 



115 
 

Peptide [M+xH]x+ m/z Théorique  m/z Mesuré 

(PH+) [M+H]1+ 889,50 889,6 

(HP-) [M+H]1+ 849,38 849,5 

(PH-) [M+H]1+ 891,40 891,5 

(HP+) [M+H]1+ 847,49 847,6 

(P+) [M+H]1+ 752,45 752,6 

(P-) [M+H]1+ 754,34 754,2 

(PH-)* [M+H]1+ 894,40 894,1 

(HP+)* [M+H]1+ 850,49 850,2 

Ac-IHIHIQI-NH2 [M+H]1+ 914,56 914,5 

 [M+2H]2+ 457,78 457,8 

Tableau 15 : Caractérisation LC-MS de tous les peptides synthétisés ci-dessus 

Les chromatogrammes obtenus par HPLC analytique de tous les peptides purs sont disponibles dans la partie 

Annexes (à la fin de cette partie expérimentale).  

4.6 Détermination des concentrations de CuII et peptides 

La concentration de la solution mère de CuCl2 est déterminée par spectroscopie d’absorption à l’aide du 
coefficient d’extinction molaire ε=12 M-1

.cm-1 à 780 nm. Les solutions mères des peptides sont préparées sur 

la base de la masse molaire, en prenant en compte les éventuels contre-ions. La concentration exacte de ces 

solutions est déterminée à l’aide du coefficient d’extinction molaire de la phénylalanine ε= 200 M-1.cm-1 à 

280 nm dans 50 mM de tampon HEPES à pH 7,4, et mesurant l’absorbance de chaque solution mère de peptide 

sur un spectrophotomètre Agilent. 

4.7 Préparation des échantillons pour la MET 

Les échantillons (PH-)-(HP+) sans cuivre, avec le cuivre ajouté avant la formation de fibres, avec le cuivre ajouté 

après la formation de fibres ainsi que les peptides de référence (P-)-(P+) sont analysés par microscopie 

électronique à transmission. Les échantillons sont préparés de deux manières. La première consiste à 

introduire le peptide (HP+) dans le milieu suivi du cuivre puis du peptide (PH-) et le milieu est incubé pour 

fibrillation, cet échantillon et appelée « cuivre ajouté avant fibrillation ». La seconde consiste à mélanger les 

peptides (HP+) et (PH-), les faire fibriller, et une fois la fibrillation terminée, le cuivre est ajoutée. Cet 

échantillon est appelé « cuivre ajouté après fibrillation ». L’échantillon sans cuivre est préparé de la même 
manière que l’échantillon avec cuivre ajouté après fibrillation, mais sans ajout de cuivre. Tous les échantillons 
sont préparés pour obtenir un volume total de 20 L et sont incubés de la même manière, à 37 °C et agités à 

1200 rpm dans un Thermomixer C (Eppendorf) équipé d’un Thermotop, pour une durée minimum de 30 min. 

Tous les échantillons sont composés de 5 mM de chaque peptide, de 50 mM de tampon HEPES pH 7,4 et pour 

l’échantillon avec cuivre, 0,9 équivalent de cuivre est ajouté.  
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4.8 Microscopie électronique à transmission (MET) 

Tous les échantillons préparés ci-dessus (partie 4.4) sont préparés de la manière suivante pour les analyses de 

MET (préparation des grilles) : une goutte de 2 L d’échantillon dilué 10X avec 50 mM de tampon HEPES à 

pH 7,4 est déposée sur la grille afin d’améliorer l’observation des échantillons (la dilution permet d’obtenir un 
échantillon plus homogène). Toutes les analyses sont réalisées avec un microscope électronique à 

transmission HITACHI H7500. La coloration est réalisée après séchage de la grille par une solution à 2 % (m/v) 

d’acétate d’uranyle (AcU) déposée durant 3 min puis rincée trois fois à l’eau. Les échantillons (PH-) - (HP+) 

sans cuivre n’ont pas été contrastés avec de l’acétate d’uranyle, car il induit une dénaturation des fibres.  

4.9 Spectroscopie ATR FT-IR 

Pour pouvoir réaliser correctement ces analyses, les contre-anions TFA- des peptides ont été échangés par des 

ions chlorure. Sans échange, le signal du carboxylate du TFA recouvrirait celui des liaisons amides. Les peptides 

sont dissous dans une solution aqueuse d’HCl (10 mL, 2 mM) puis lyophilisés. Cette étape est répétée 3 fois.  

Pour les analyses ATR FT-IR des fibres, trois types d’échantillons sont préparés (avant/après/sans). Les 
échantillons sont préparés de la même manière que dans la partie 3.7 avec pour différence la concentration 

en peptide qui est de 2,5 mM et la quantité de cuivre est divisée par deux, mais reste 0,9 équivalent.  Les deux 

peptides seuls avec 0,9 équivalent de cuivre sont également analysés. Les échantillons sont centrifugés à 

10 000 rpm pendant 10 min. 

Le spectre ATR FT-IR est analysé sur un spectromètre Vertex 70 (Brüker, Karlsruhe, Allemagne), d’une source 
Globar et d’un détecteur MCT. Une goutte de 1 L de culot est déposée sur le diamant ATR-cristal (Harrick). 

Les spectres des films séchés sont analysés avec une résolution de 4 cm-1. 5 spectres de 128 scans chacun sont 

moyennés afin d’obtenir le spectre de chaque échantillon.  

Une analyse supplémentaire est réalisée avec le mélange (PH-)-(HP+) et du zinc ajouté après la formation de 

fibres (Vtot = 20 L). L’échantillon est analysé (2 L dilués 10X ont été déposés) 30 min après l’ajout de zinc 
(incubation : 37 °C, 1200rpm), afin d’observer un potentiel réarrangement des fibres. 

4.10 Spectroscopie Raman  

Tous les échantillons précédemment préparés avec du cuivre sont utilisés pour les analyses Raman et les 

échantillons (PH-)* - (HP+), (PH-) - (HP+)* et (PH-)* - (HP+)* avec 0,9 équivalent de cuivre sont analysés.  

Les spectres Raman sont analysés sur un microscope Raman (Renishaw) équipé d’un détecteur CCD. Un laser 
à 514 nm (argon) est utilisé pour exciter l’échantillon (avec une puissance de sortie de 16,5 mW). Le laser est 

focalisé avec un objectif 50 X. 3 L d’échantillon sont déposés sur une fenêtre en silicium. Pour chaque 

échantillon, 6 accumulations sont moyennées avec un temps d’exposition de 10 secondes. La gamme 

spectrale utilisée pour tous les spectres FT-IR et Raman est comprise entre 1750-1200 cm-1. 
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4.11 Résonance paramagnétique électronique 

Les échantillons (PH-), (PH-)*, (HP+), (HP+)*, (P+), (P-), (PH-) - (HP+), (PH-) - (HP+)*, (PH-)* - (HP+) et (HP+)* - 

(HP+)* sont préparés à l’aide de 5 mM de chaque peptide, 0,9 équivalent de cuivre ainsi que 50 mM de 

tampon HEPES à pH 7,4 et 10 % de glycérol ont été ajoutés à chaque échantillon pour augmenter 

l’homogénéité de congélation de l’échantillon et la résolution du spectre RPE. Les peptides (PH-) et (HP+) sont 

analysés « seuls » avec 0,9 équivalent de cuivre, afin d’obtenir les signaux du cuivre coordonné à chaque 
peptide. Un titrage au cuivre de (PH-) - (HP+) est réalisé, chaque équivalent (0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,25, 1,75) 

correspond à un échantillon différent, pour avoir le même volume et la même concentration en peptide dans 

tous les échantillons.  

Deux différentes dilutions (dilution peptidique et dilution métallique) sont ensuite testées afin d’améliorer la 
résolution des spectres. La dilution peptidique est réalisée en mélangeant 60 % de peptide (P+), (P-) et 40 % 

de peptide (HP+) et (PH-) (pour une concentration finale tous peptides confondus de 5 mM), puis 

0,9 équivalent de cuivre par rapport au peptide (HP+) et (PH-) est ajouté et le milieu est mis à fibriller dans les 

mêmes conditions que précédemment. La dilution métallique est réalisée à l’aide de 5 mM de (HP+), (PH-) 

ainsi que 0,9 équivalent de métal composé de 80 % de ZnII et 20 % de CuII (ajout du zinc en premier suivi du 

cuivre). Ces deux échantillons sont également composés de 50 mM de tampon HEPES pH 7,4, de 10 % de 

glycérol et sont incubés comme présenté précédemment.  

Les échantillons (PH-)*, (HP+)*, (PH-) - (HP+), (PH-) - (HP+)*, (PH-)* - (HP+) et (HP+)* - (HP+)* sont analysés 

en utilisant la stratégie de dilution métallique.  

Le spectre RPE en bande X (9,4 GHz) est obtenu à l’aide d’un spectromètre à flux continu EMX-plus (Bruker 

Biospin GmbH, Allemagne) équipé d’un résonateur à haute sensibilité (4119 HS-W1, Bruker). Le facteur de g 

est calibré à l’aide d’un Bruker strong pitch (g = 2,0028). Les échantillons sont introduits dans un tube en quartz 

d’un diamètre de 4 mm (Wilmad-Labglass) puis congelés à l’aide d’azote liquide, puis sont introduits dans la 
cavité prérefroidie (100 K, grâce au cryostat à flux continu d’azote). La valeur du paramètre principal 
expérimental est la modulation de l’amplitude 5 G ; puissance des micro-ondes ca. 0,1 mW ; le temps de 
conversion ainsi que la constante de temps sont programmés à 200 et 80 ms ; 1500 G sont balayés en 5 min 

et 1-4 scans sont accumulés pour obtenir un ratio signal/bruit (S/N) acceptable. 

4.12 HYSCORE 

Les échantillons (PH-) - (HP+), (PH-) - (HP+)*, (PH-)* - (HP+) and (HP+)* - (HP+)* sont préparés avec 3 mM de 

chaque peptide, 50 mM de tampon HEPES à pH 7,4, 10 % de glycérol, 0,72 équivalent de ZnII (2,16 mM) et de 

0,18 équivalent de CuII (0,54 mM). Ils sont ensuite analysés par RPE pulsé à l’aide d’un spectromètre X-band 

Elexsys E500 équipé d’un résonateur ER 4118X-MS3 (Bruker) et d’un cryostat CF935 (Oxford Instrument). 

Les balayages de champ échodétectés (EDFS) ont été enregistrés avec la séquence d’impulsions π/2-τ-π-τ-echo 

(π/2 = 16 ns, π = 32, et τ = 252 ns). Les spectres HYSCORE ont été enregistrés au maximum de l’intensité du 
signal RPE avec la séquence de 4 impulsions π/2-τ-π/2-t1-π-t 2-π/2-τ-echo; π/2 = 16 ns, π = 32 ns, t1 = t2 = 

212 ns, τ = 200 ns et un cycle de phase à 8 étapes. Le domaine temporel t1 et t2 a été varié de 212 ns à 4212 ns 

avec des pas de 20 ns. Les spectres obtenus ont été corrigés (ligne de base), apodisés (fenêtre de Hamming), 

« zero filled » et convertis par la transformé de Fourrier rapide à l’aide de Matlab (Mathworks). 
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4.13 Tests catalytiques (analyse spectrophotométrique) 

4.13.1 Substrat : 4-Nitrophenyl β-D-galacto-pyranoside (S) 

Les premiers tests catalytiques sont réalisés à l’aide d’une microplaque 96 puits (UV-star, Half area, Grenier 

BioOne) pour les mélanges suivants : (PH-) - (HP+) + Cu + S, (HP+) + Cu + S, Cu + S et S seul. Le mélange (PH-) - 

(HP+) + Cu + S est composé de 1 mM de chaque peptide [(PH-) et (HP+)], 0,9 mM de CuCl2, 200 mM de tampon 

HEPES à pH 7,4 et 50 mM de 4-Nitrophenyl β-D-galacto-pyran-oside. Le mélange (HP+) + Cu + S est composé 

de 1 mM de peptide (HP+), 0,9 mM de CuCl2, 200 mM tampons HEPES pH 7,4 et 50 mM de substrat. Le 

mélange Cu + S est composé de 0,9 mM de CuCl2, 200 mM de tampon HEPES pH 7,4 et 50 mM de substrat. Le 

dernier échantillon est composé uniquement de tampon HEPES pH 7,4 et de 50 mM de substrat. Cette série 

d’échantillons est préparée dans trois puits, afin de pouvoir suivre l’activité catalytique dans différentes 
conditions : avec ajout d’un réducteur (Ascorbate de sodium, 50 mM), avec ajout d’un oxydant (H2O2, 50 mM) 

et sans ajout d’oxydant ou de réducteur. Tous les volumes des échantillons sont complétés à l’aide d’eau milliQ 
afin d’obtenir un volume total de 60 L.  

En parallèle, des aliquotes de 99 L, composées de 1 mM d’EDTA et de 50 mM de tampon carbonate à pH 10,5 

sont préparées afin de stopper la réaction lors du prélèvement. 8 prélèvements à 0, 20, 40, 60, 120, 180, 720 

et 960 min de 1 L pour chaque échantillon sont réalisés, puis ajoutés dans les aliquotes préparées (Vtot = 100 

L). L’intégralité de l’aliquote est transférée dans une cuve en quartz, et analysée à l’aide d’un 
spectrophotomètre Agilent. 

Les seconds tests de catalyse sont réalisés pour les échantillons suivants : (PH-) - (HP+) + Cu + S et Cu + S. Le 

mélange (PH-) - (HP+) + Cu + S est composé de 0,5 mM de chaque peptide [(PH-) et (HP+)], 0,45 mM de CuCl2, 

200 mM de tampon HEPES à pH 7,4 et 25 mM de substrat. Le mélange Cu + S est composé de 0,45 mM de 

CuCl2, 200 mM de tampon HEPES pH 7,4 et 25 mM de substrat. Les échantillons sont également préparés dans 

trois puits, afin de pouvoir tester avec ajout d’oxydant (H2O2, 25 mM) ou de réducteur (Ascorbate de sodium, 

25 mM) ainsi qu’une dernière condition ou l’on mélange l’oxydant et le réducteur (25 mM de chaque). De 

l’eau milliQ est ajoutée pour obtenir un volume total de 60 L. 

16 prélèvements à 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39, 42 et 45 min de 1 L pour chaque échantillon 

sont réalisés puis ajoutés dans les aliquotes préparées comme décrit plus haut (Vtot = 100 L), et analysés de 

manière identique.  

4.13.2 Substrat : 2,6-diméthoxyphénol (DMP) 

Quatre solutions mères sont préparées : la première est composée de 93,4 M de peptide Ac-IHIHIQI-NH2 

(+5 % de peptide par rapport au cuivre), 44,44 M de cuivre et 27,8 mM de tampon HEPES pH 8. La seconde 

solution est composée de 45,6 M de chaque peptide (PH-) et (HP+) (+2,5 % de peptide pour chaque peptide 

par rapport au cuivre), 44,44 M de cuivre et 27,8 mM de tampon HEPES pH 8. La troisième solution est 

composée de 44,44 M de cuivre et 27,8 mM de tampon HEPES pH 8. Les trois solutions mères préparées (Vtot 

= 450 L) sont incubées à 37 °C avec une agitation de 500 rpm pendant 2 heures. 

Les tests catalytiques sont réalisés sur les échantillons suivants : Ac-IHIHIQI-NH2 + Cu + DMP, (PH-)-(HP+) + Cu 

+ DMP, Cu + DMP. Les échantillons sont tous préparés à partir de 90 L des solutions mères précédemment 

préparées et 10 L d’une solution de DMP à 2 mM pour obtenir des échantillons avec une concentration de 

10 M de complexe (pour les échantillons composés de peptides avec 5 % de peptide total en excès), 10 M 

de cuivre (pour les échantillons composés de cuivre), 22,5 mM de tampon HEPES pH 8 et 200 M de DMP (Vtot 

= 100 L). Tous les échantillons sont analysés avec le spectrophotomètre Agilent avec une durée de 2050 min 

et acquisition d’un spectre toutes les 2 min.  
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4.13.3 Tests catalytiques, oxydation de la DMP suivie par HPLC analytique 

Les échantillons sont préparés à l’aide de la méthodologie de préparation des quatre solutions mères du 

point 3.12.2. Les échantillons suivants : Ac-IHIHIQI-NH2 + Cu + DMP, (PH-)-(HP+) + Cu + DMP et Cu + DMP sont 

tous préparés avec 450 L de solution mère d’échantillon et 50 L de solution de DMP à 2 mM pour obtenir 

une concentration finale de l’échantillon de 10 M de cuivre, 21 M de peptide [Ac-IHIHIQI-NH2 ou (PH-) et 

(HP+)], 22,5 mM de tampon HEPES pH 8 et 200 M de DMP (Vtot : 500 L).  

Des aliquotes de 0,9 L composées de 1 mM d’EDTA et de 50 mM de tampon HEPES à pH 7,4 sont préparées 

afin de stopper la réaction lors du prélèvement. 15 prélèvements de 12 L pour chaque échantillon sont 

réalisés à 0 min, 2 min, 4 min, 6 min, 8 min, 12 min, 17 min, 22 min, 30 min, 40 min, 1 h, 2 h, 18 h, 24 h et 34 h 

puis ajoutés dans les aliquotes préparées (Vtot = 12,9 L). Les échantillons sont incubés à 25 °C avec une 

agitation de 500 rpm pendant toute la durée des prélèvements. 10 L de chaque aliquote sont injectés et 

analysés par RP-HPLC utilisant la méthode AA.  

4.14 Synthèse des dérivés du deferasirox 

Toutes les étapes de synthèse du deferasirox ont été réalisées sous Argon. 

4.14.1 2- (2 -Hydroxyphenyl)-4 H-1, 3-benzoxazin-4-one163,145 

 
2 g d’acide salicylique (14,5 mmol, 1 équivalent) et 2,42 g de salicylamide (17,6 mmol, 1,2 équivalent) sont 

suspendus dans 3 mL de xylène (mélange d’isomères) et 146 L de pyridine (18 mmol, 1,24 équivalent) séchés 

à l’aide d’un tamis moléculaire. Le mélange est chauffé à reflux jusqu’à la dissolution complète de tous les 
solides. 2,33 mL de SOCl2 (32 mmol, 2,2 équivalents) sont ensuite ajoutés au goutte à goutte pendant 1 h, à 

reflux. Puis, le milieu réactionnel est agité à reflux pendant 20 min supplémentaires. Il est ensuite lentement 

refroidi jusqu’à température ambiante. Le solvant est retiré par évaporation sous pression réduite. Un 
mélange de 8,8 mL d’EtOH et 146 L d’acide acétique (25,4 mmol, 1,75 équivalent) sont ensuite ajoutés sur le 

solide, et le mélange est chauffé à reflux. Après dissolution du solide, le milieu est refroidi à température 

ambiante puis filtré, lavé à l’EtOH et séché sous vide, afin d’obtenir le 2-(2-Hydroxyphenyl)-4 H-1,3-

benzoxazin-4-one sous forme d’un solide jaune-beige (2 g, rendement 67 %).  

1 H NMR (300 MHz, DMSO-d6) : δ 7,17-7,06 (2 H, m), 7,64 (2 H, m), 7,81 (1 H, dd, J = 8,5, 1,1 Hz), 7,96 (1 H, 

ddd, J = 8,8, 7,3, 1,7 Hz), 8,09 (1 H, dd, J = 7,9, 1,6 Hz)), 9,27-8,18 (1 H, m) ppm. 
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4.14.2  Acide 4 -[3,5 -Bis (2-hydroxyphenyl)-1, 2, 4-triazol-1-yl] benzoïque163,145 

 

Le deferasirox a été synthétisé en utilisant 702 mg d’acide 4-hydrazino-benzoïque (4,6 mmol, 1,1 équivalent) 

et 650 L de NEt3 (4,6 mmol, 1,1 équivalent) suspendus dans 30 mL d’éthanol. Le mélange est chauffé à reflux 
jusqu’à la dissolution complète du solide. 1 g de 2-(2-hydroxyphenyl)-4-H-1,3-benzoxazin-4-one (4,2 mmol, 

1 équivalent) est ensuite ajouté, puis le milieu réactionnel est agité à reflux pendant 2 h. Il est ensuite refroidi 

jusqu’à température ambiante à l’aide d’un bain de glace. Le milieu est ensuite acidifié à l’aide d’une solution 
à 18 % d’HCl, afin de faire précipiter l’acide 4-[3,5–Bis-(2-hydroxyphenyl)-1,2,4-triazol-1-yl] benzoïque. Une 

fois le pH à 1, le milieu est agité dans un bain de glace durant 10 min, puis filtré sous vide. Le solide beige-

marron obtenu est rincé avec une solution glacée d’HCl 18 % m/v, puis séché sous vide. Le produit est obtenu 

sous forme de sel de chlorure (1,542 g rendement 90 %).  

1 H NMR (300 MHz, DMSO-d6) : δ 6,91 (1 H, dd, J= 8,3, 1,0 Hz), 7,11-6,97 (3 H, m), 7,47-7,37 (2 H, m), 7,65-

7,54 (3 H, m), 8,07-7,99 (2 H, dd, m), 8,09 (1 H, dd, J= 7,8, 1,7 Hz) ppm 

Ligand [M+xH]x+ m/z Théorique m/z Mesuré 

Deferasirox [M+H]1+ 374,37 374,3 

Tableau 16 : Caractérisation LC-MS du deferasirox 

4.14.3 N -(2-aminoethyl)-4 -(3,5 -bis (2-hydroxyphenyl)-1 H-1, 2, 4-triazol-1-yl) 

benzamide47,47,164 

 

200 mg de deferasirox (49 mmol, 1 équivalent) sont dissous dans 3 mL de DMF. 356 mg de PyBOP 

(68,5 mmol, 1,4 équivalent) sont ensuite ajoutés, ainsi que 500 L de DIEA (294 mmol, 6 équivalents). Une fois 

les réactifs dissous, 83 L de N-Boc-éthylènediamine (59 mmol, 1,2 équivalent) sont ajoutés et le milieu 

réactionnel est agité à température ambiante pendant 24 heures. La consommation de deferasirox est suivie 

par CCM (SiO2, éluant 90/10 DCM/MeOH). Le solvant est évaporé sous vide et le composé obtenu est engagé 

directement dans la réaction suivante : 1,5 mL de HCl 37 % est ajouté au composé intermédiaire, ainsi que 

8,5 mL de dioxane. Le milieu est agité à température ambiante pendant 2 heures puis le solvant est retiré sous 

vide. Le solide obtenu est dissout dans un mélange 8:2 (A/B) de solvant A (0,1 % TFA dans H2O) et de solvant 

B (0,1 % TFA dans ACN/H2O 9 : 1), puis est purifié par HPLC préparative équipé d’une colonne XBridge peptide 
BEH C18 (130 Å, 5 μm, 19 mm × 150 mm) avec un gradient de 7:3 (A/B) 100 % B en 30 min (20 mL/min). Les 
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fractions récupérées sont ensuite lyophilisées, pour obtenir un sel de TFA de couleurs beige-marron (122 mg, 

rendement global 55 %). 

1 H NMR (500 MHz, DMSO-d6) : δ 3,0 (2 H, m), 3,5 (2 H, m), 7,04-6,86 (3 H, m), 7,44-7,34 (2 H, m), 7,58-7,49 

(2 H, m), 7,86-7,90 (2 H, m), 7,93 (2 H, m), 8,05 (1 H, dd, J= 7,8, 1,8 Hz) ppm. 

Ligand [M+xH]x+ m/z Théorique  m/z Mesuré  

Deferasirox-NH-Boc [M+H]1+ 516,57 515,2 

 [M+2H]2+ 258,79 258,1 

Deferasirox-NH2 [M+H]1+ 416,45 416,2 

 [M+2H]2+ 208,73 208,7 

Tableau 17 : Caractérisation LC-MS des composés deferasirox-NH-Boc et deferasirox-NH2 

4.15 Synthèse des dérivés de la 8-hydroxyquinoléine 

4.15.1 5-(chloromethyl)quinolin-8-ol 165 

 

4 g de 8-Hydroxyquinoléine (27,6 mmol, 1 équivalent) est introduit dans un ballon, puis dissout dans 12 mL de 

solution d’HCl 37 %. Le milieu est refroidi à l’aide d’un bain de glace à 0 °C, puis 5,5 mL de formaldéhyde 

(55,2 mmol, 2 équivalents) sont ajoutés au milieu froid. Une fois la solution à nouveau à 0 °C, du HCl gazeux 

est mis à buller pendant 2 h, à 0 °C. Aucun précipité ne s’étant formé, un nouvel ajout de 2 mL de 

formaldéhyde est réalisé et le milieu est agité pendant 16 h, à température ambiante. La solution est filtrée et 

le sel de chlorure jaune obtenu est lavé 3 fois avec 6 mL d’HCl à 37 % dans l’eau, puis séché à chaud, sous vide 
(5,16 g, rendement 82 %).  

1 H NMR (300 MHz, DMSO-d6) : δ 5,34 (2 H, s), 7,45 (1 H, d, J = 7,44 Hz), 7,87 (1 H, d, J = 7,85 Hz), 8,11 (1 H, 

dd, J = 8,6, 5,0 Hz), 9,12 (1 H, dd, J = 5,0, 1,4 Hz)), 9,20 (1 H, dd, J = 8,7, 1,4 Hz) ppm. 
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4.15.2 ((8-hydroxyquinolin-5-yl) methyl) proline 153,166 

 

451 mg d’ester de tert-butyle L-proline (2,6 mmol, 1,2 équivalent) et 910 L de NEt3 (7,8 mmol, 3 équivalents) 

sont dissouts dans 10 mL de DCM. En parallèle, 500 mg de 5-(chloromethyl) quinolin-8-ol (2,2 mmol, 

1 équivalent) sont dissouts dans 5 mL de DCM. Après dissolution complète du dérivé chloré de la 8-

hydroxyquinoléine, cette solution est ajoutée à celle de proline au goutte-à-goutte, durant 10 min. Le milieu 

réactionnel est agité à température ambiante pendant 1 h 30. Après vérification de l’avancement de la 
réaction par CCM, (SiO2, éluant 90/10 DCM/MeOH) la phase organique est lavée avec de l’H2O (5 mL x 3), puis 

une fois avec une solution saturée de NaCl. La phase organique est séchée sous vide (620 mg, rendement 

71 %). L’huile obtenue est directement engagée dans la réaction suivante. 361 mg du composé intermédiaire 

(0,9 mmol, 1 équivalent) sont dissous dans 3,7 mL de DCM. Sous faible agitation, 3,7 mL de TFA sont été 

lentement ajoutés. Une fois l’addition terminée, le milieu est agité à température ambiante pendant 18 h. 

Après vérification de la complétion de la réaction par CCM, (SiO2, éluant 90/10 DCM/MeOH) le solvant est 

retiré sous vide. Le milieu résiduel est ensuite redissout dans 13 mL d’H2O. La phase aqueuse ainsi obtenue 

est lavée trois fois avec 6 mL d’Et2O. Elle est ensuite directement purifiée par HPLC préparative utilisant la 

méthode J. Les fractions sont ensuite lyophilisées pour obtenir un sel de TFA jaune (376,7 mg, rendement, 

déprotection 89 %, rendement global 63 %). 

tert-butyl ((8-hydroxyquinolin-5-yl) methyl)prolinate (8HQ-Pro-OtBu) : 
1 H NMR (500 MHz, DMSO-d6) : δ 1,26 (9 H, s), 1,98-1,86 (2 H, m), 2,13 (1 H, m), 2,50 (1 H, m), 3,42 (1 H, m), 

3,58 (1 H, s), 4,46 (1 H, m), 4,85 (2 H, s), 7,19 (1 H, d, J= 7,9 Hz), 7,74 (1 H, dd, J= 7,9; 1,7 Hz), 7,82 (1 H, dd, 
J= 8,6; 4,3 Hz), 8,86-8,79 (1 H, m), 8,99 (1 H, dd, J= 4,2; 1,4 Hz) ppm. 

13C NMR (500MHz, DMSO-d6) : δ 22,5; 27,7 (3C), 28,8; 5,.4; 55,7; 65,9; 111,4; 115,7; 118,0; 120,3; 122,8; 

128,37; 133,1; 148,4 ppm. 

((8-hydroxyquinolin-5-yl) methyl) proline (8HQ-Pro-OH) : 
1H NMR (500MHz, DMSO-d6): δ 2,16-1,81 (4H, m), 3,41-3,38 (2H, m), 4,47 (1H, t, J= 9,1Hz), 4,70 (1H, d, J= 

13,6 Hz), 4,99 (1H, d, J=13,5 Hz), 7,18 (1H, d, J= 7,9 Hz), 7,73 (1H, d, J= 7,9 Hz), 7,80 (1H, dd, J= 8,6; 4,2 Hz), 
8,82 (1H, d, J= 8,8 Hz), 8,99 (1H, dd, 4,2; 1,5 Hz) ppm. 

13C NMR (500MHz, DMSO-d6) : δ 22,3; 28,2; 54,4; 54,8; 66,2; 111,4; 117,6; 122,8; 128,4; 133,1; 133,7; 148,6; 

155,8; 170,5 ppm. 

Ligand [M+xH]x+ Théorique m/z  Mesuré m/z  

8 HQ-Pro-OtBu [M+H]1+ 329,41 329,1 

8 HQ-Pro-OH [M+H]1+ 273,31 273,1 

Tableau 18 : Caractérisation LC-MS des composés 8HQ-Pro-OtBu et 8HQ-Pro-OH 
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4.15.3 5-(aminomethyl) quinolin-8-ol151 

 

200 mg de 5-(chloromethyl)quinolin-8-ol (0,86 mmol, 1 équivalent) sont dissouts dans 6,7 mL de DMSO, 

préalablement séché à l’aide d’un tamis moléculaire, puis 250 mg d’urotropine (1,8 mmol, 2,1 équivalents) 

sont ajoutés et le milieu est agité à température ambiante pendant 16 h. Il est ensuite filtré, afin de retirer 

l’urotropine protonée ayant précipité. Après filtration, 12 mL d’HCl 6 M sont ajoutés et le milieu est agité à 

température ambiante pendant 2 jours. Le solvant est ensuite retiré sous vide grâce à un piège à solvant et le 

composé est obtenu sous forme d’un sel de chlorure jaune (192 mg, rendement 89 %).  

1 H NMR (300 MHz, DMSO-D6) : δ 4,49 (2 H, s), 7,23 (1 H, d, J= 7,9 Hz), 7,68 (1 H, d, 8,0 Hz), 7,79 (1 H, dd, 

J= 8,6, 4,3 Hz), 8,77 (1 H, dd, J= 8,7, 1,5 Hz) ppm 

4.16 Synthèses peptidiques 

4.16.1 H2N-WKWLKKWIKG-NH2
47 

 

La synthèse du peptide NH2-WKWLKKWIKG-NH2 a été réalisée par Synthèse peptidique en Phase solide (SPPS) 

en suivant la stratégie Fmoc/tBu, sur un synthétiseur automatique de peptides à micro-ondes Biotage® 

Initiator+ Alstra™. La synthèse a été faite sur une échelle de 0,2 mmol, sur une résine Fmoc-Rink Amide, 

0,74 mmol/g, 100–200 mesh). La synthèse est réalisé suivant le protocole de la partie 4.4. 

La résine fonctionnalisée par le peptide est approximativement séparée en deux avant la dernière 

déprotection des groupements Fmoc. Puis, chaque moitié est déprotégée afin de déterminer la charge de la 

résine. La partie la plus importante (88 mol) est conservée sur la résine et sera engagée dans la réaction de 

monofonctionnalisation. La partie la plus faible (67 mol) et déprotégée et clivée de la résine. Le solide ainsi 

obtenu est dissous dans une solution 9 : 1 de solutions A/B et purifié à l’aide d’une HPLC préparative utilisant 
la méthode C. La pureté du peptide est évalués à l’aide d’une RP-HPLC analytique et une LC-MS (même 

matériel que dans la partie 4.2) les contre-ions sont échangés par des ions chlorure (80 mg rendement 73 %).  

Une seconde synthèse de 0,1 mmol du peptide est réalisée en utilisant le protocole décrit ci-dessus. 

L’intégralité de la résine fonctionnalisée est conservée afin de réaliser l’étape de monofonctionnalisation.  
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4.16.2 H2N-IRIRIRIRG-NH2
47

 

 

La synthèse du peptide NH2-IRIRIRIRG-NH2 est réalisée en suivant le même protocole que pour le peptide NH2-

WKWLKKWIKG-NH2, sur une échelle de 0,1 mmol.  

L’étape de clivage est réalisée de la même manière que précédemment avec pour seule différence la durée 

du clivage. L’arginine étant difficile à déprotéger, 1 heure de déprotection par arginine est requise. La durée 

totale du clivage a donc été de 4 heures, et la solution (5 mL) est renouvelée toutes les heures (Vtot = 20 mL de 

solution de clivage). Le peptide obtenu après précipitation dans le Et2O est séché, puis dissout dans un 

mélange 9 : 1 (A/B), puis purifié par HPLC préparative utilisant la méthode D. Après lyophilisation, le peptide 
est obtenu sous forme d’un solide blanc (82 mg, rendement 72 %).  

4.16.3 H2N-WKWLKKWIKG-OH167,154 

 

La synthèse du peptide NH2-WKWLKKWIKG-OH est réalisée à l’aide du protocole Fmoc/tBu sur un synthétiseur 
automatique de peptides à micro-ondes Biotage® Initiator+ Alstra™ sur une échelle de 0,25 mmol sur résine 2 

-Chlorotrityl chloride. 

Une solution de DCM contenant de la DIEA (500 L pour 200 mL) est préparée. Cette solution est utilisée pour 

faire gonfler la résine durant 30 min, et pour la rincer trois fois. Le premier couplage est réalisé en 

utilisant 1,5 équivalent de Fmoc-glycine-OH et 10 équivalents de DIEA durant 30 min. Une fois le greffage 

terminé, la résine est rincée une fois avec de la solution basique de DCM. Une étape de saturation et réalisée 

avec une solution de MeOH/DCM/DIEA (1 : 7 : 2) durant 1 min. La résine est ensuite rincée deux fois au DCM 

basifié et trois fois à la DMF. La première déprotection des Fmoc est réalisée à la main avec une solution à 

20 % de pipéridine dans le DMF, afin de déterminer la charge effective de la résine. La suite du peptide est 

synthétisée à l’aide d’un synthétiseur automatique. Des doubles couplages (60 min chacun) à température 

ambiante sont réalisés pour tous les acides aminés en utilisant 4 équivalents de Fmoc-L-acide aminé, 

3,8 équivalents de DIC/K-Oxyma et 20 équivalents de DIEA sous agitation. Une étape de capping est réalisée à 

la fin de chaque couplage avec une solution d’Ac2O/DIEA/DMF (mélange 1 : 1 : 8 pendant 2 min). Le retrait du 

groupement Fmoc est réalisé à l’aide d’une solution à 20 % de pipéridine dans la DMF (3 x 5 min).  

Une fois tous les acides aminés couplés, la résine est séparée en deux pour les prochaines étapes de synthèse 

(0,103 mmol et 0,110 mmol). (rendement jusqu’à cette étape de synthèse, sur la base des Fmoc : 86 %) 
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4.17 Fonctionnalisation des peptides en N-ter 

4.17.1 DFX-WKWLKKWIKG-NH2 et DFX-WKWLKKWIKG-OH 

La synthèse du peptide WKWLKKWIKG-(NH2 ou OH) monofonctionnalisé en N-ter par le deferasirox est 

réalisée sur phase solide. 

4.17.2 DFX-WKWLKKWIKG-NH2
47 

Une solution de 47 mg de deferasirox (0,11 mmol, 1,2 équivalent) dissouts dans 4 mL de DMF est préparée, 

puis 69 mg de PyBOP (0,13 mmol, 1,4 équivalent) sont ajoutés, suivis par 92 L de DIEA (6 équivalents). La 

solution est introduite dans la seringue contenant la résine (0,09 mmol de peptide, 1 équivalent), puis celle-ci 

est agitée à température ambiante durant 5 heures. Deux autres couplages sont réalisés de la même manière, 

avec une durée de 16 heures par couplage. Une fois le deferasirox couplé au peptide, celui-ci est déprotégé et 

clivé de la résine (suivant le protocole de la synthèse de NH2-WKWLKKWIKG-NH2) afin d’obtenir le L-PAM 

fonctionnalisé par le deferasirox. Le produit brut obtenu est purifié à l’aide d’une HPLC préparative, utilisant 
la méthode E. Les contre-ions sont échangés à l’aide d’une solution à 2 mM de HCl. Le solide est dissout dans 

15 mL d’un mélange 80 : 20 HCl (2 mM)/ACN puis lyophilisé. Cette étape est répétée 3 fois afin d’obtenir un 
solide blanc (150 mg, rendement 77 %). 

4.17.3 DFX-IRIRIRIRG-NH2
47

 

La synthèse du peptide IRIRIRIRG-NH2 monofonctionnalisé par le deferasirox a été réalisée sur phase solide, 

mais n’a pas permis d’obtenir le produit voulu. La synthèse de ce composé a donc été réalisée en phase liquide.  

 

Un mélange composé de 15 mg de deferasirox (0,037 mmol, 2 équivalents) dissous dans 400 L DMF est 

préparé. 30 mg de peptide NH2-IRIRIRIRG-NH2 (0,018 mmol, 1 équivalent) sont ajoutés, 13,6 mg de PyBOP 

(0,027 mmol, 1,5 équivalent), suivi par 24 L de DIEA (0.144 mmol, 8 équivalents). Une fois tous les solides 

dissous, le milieu est agité pendant 16 heures à température ambiante. Une fois la complétion de la réaction 

vérifiée par HPLC (après 16 h), la DMF et la DIEA sont évaporées et le milieu est redissout dans un mélange 9 : 
1 (A/B) et est purifié par HPLC préparative, utilisant la méthode E. La pureté du peptide est vérifiée par LC-MS. 

Les contre-anions sont échangés à l’aide d’une solution à 2 mM d’HCl. Le solide est dissous dans 5 mL d’un 
mélange 80 : 20 d’HCl (2 mM)/ACN puis lyophilisé. Cette étape est répétée trois fois afin d’obtenir un sel de 
chlorure blanc (24 mg rendement 70 %). 
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4.17.4 DFX-WKWLKKWIKG-OH154,167 

 

Une solution composée de 54 mg de deferasirox (0,13 mmol, 1,2 équivalent) dissous dans 5 mL de DMF est 

préparée, puis 86 mg de PyBOP (0,17 mmol, 1,5 équivalent) sont ajoutés, suivis par 118 L de DIEA (1.1 mmol, 

6 équivalents). Ce mélange est introduit dans la seringue contenant la résine fonctionnalisée (0,11 mmol de 

peptide) puis celle-ci est agitée à température ambiante durant 24 heures (même protocole que pour la 

synthèse de DFX-WKWLKKWIKG-NH2). Un second couplage de 24 heures a également été réalisé. Après 

complétion de la réaction (24 h), suivie par HPLC, le peptide est clivé sélectivement de la résine tout en 

conservant les groupements protecteurs.  

Une solution de DCM à 1 % de TFA est préparée (50 mL), ainsi qu’une solution de MeOH avec 5 % de NEt3 

(100 mL). Plusieurs lavages successifs (20 lavages) d’une durée de 1 min, avec la solution de DCM/TFA 1 % sont 

réalisés. Les fractions obtenues sont directement ajoutées dans la totalité de la solution de MeOH/NEt3 5 % 

afin de neutraliser le plus rapidement possible l’acidité et éviter la déprotection du peptide. La libération du 
peptide est suivie par CCM (pas d’élution, observation du relargage à l’aide de la lampe UV à 254 nm) afin de 

déterminer quand le peptide est totalement décroché de la résine. Une fois tout le peptide récupéré, la 

fraction obtenue est évaporée, redissoute dans du DCM (20 mL), puis extraite à l’aide de 3 x 10 mL d’H2O 

acidifié à pH ≈ 4 avec du HCl à 37 %, et le solvant est finalement évaporé sous vide afin d’obtenir un sel de 
chlorure blanc (225 mg, rendement 80 %).  

4.17.5 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-OH 

Les synthèses du peptide NH2-WKWLKKWIKG -(NH2 ou OH) monofonctionnalisé par la 8-hydroxyquinoléine ou 

le deferasirox ont été réalisés sur phase solide. 

4.17.6 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2
47 

 

Une solution de 41 mg de 8-hydroxyquinoléine (8HQ) (0,13 mmol, 1,4 équivalent) dans 4 mL de DMF est 

préparée. Puis, 77,3 mg de PyBOP (0,15 mmol, 1,7 équivalent) est ajouté, suivi par 103 L de DIEA (0.56 mmol, 

6 équivalents). Ce mélange est introduit dans la seringue contenant la résine (0,09 mmol de peptide), puis 

celle-ci est agitée à température ambiante durant 16 heures. Deux autres couplages sont réalisés de la même 

manière, avec une durée de 24 heures chacun. Une fois la 8HQ couplée au peptide, celui-ci est déprotégé et 

clivé de la résine (suivant le protocole de la synthèse de NH2-WKWLKKWIKG-NH2), afin d’obtenir le L-PAM 

fonctionnalisé par la 8HQ-Pro-OH. Le produit brut obtenu est purifié deux fois consécutives par HPLC 

préparative. La première purification est réalisée suivant la méthode F et la seconde suivant la méthode G. Les 

contre-ions sont échangés à l’aide d’une solution à 2 mM d’HCl, comme précédemment décrit. Le solide est 
ensuite dissout dans un mélange 80 : 20 HCl/ACN (V = 15 mL) puis lyophilisé. Cette étape est répétée 3 fois 

afin d’obtenir un sel de chlorure jaune (146 mg, rendement 85 %).  
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4.17.7 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-OH47 

Une solution composée de 43 mg de 8HQ (0,14 mmol, 1,4 équivalent) dissous dans 5 mL de DMF est préparée. 

81 mg de PyBOP (0,16 mmol, 1,6 équivalent) y sont ensuite ajoutés, suivis par 110 L de DIEA (0.62 mmol, 6 

équivalents). Ce mélange est introduit dans la seringue contenant la résine fonctionnalisée (0,103 mmol de 

peptide, 1 équivalent) puis celle-ci est agitée à température ambiante durant 24 heures (suivant le même 

protocole que pour la synthèse de DFX-WKWLKKWIKG-NH2). Un second couplage de 24 heures est également 

réalisé. Le peptide est finalement clivé sélectivement de la résine, tout en conservant ses groupements 

protecteurs.  

Une solution de TFA à 1 % dans le DCM est préparée (50 mL), ainsi qu’une solution de NEt3 à 5 % dans le MeOH 

(100 mL). Plusieurs lavages successifs (20 lavages) d’une durée de 1 min chacun sont réalisés avec la solution 

de DCM/TFA 1 %. Les fractions obtenues sont directement ajoutées dans la totalité de la solution de 

MeOH/NEt3 5 % afin de neutraliser le plus rapidement possible l’acidité, et éviter la déprotection du peptide. 
La libération du peptide est suivie par CCM (pas d’élution, observation du relargage à l’aide de la lampe UV à 
254 nm) afin de déterminer quand le peptide est totalement décroché de la résine. Une fois tout le peptide 

récupéré, la fraction obtenue est évaporée, redissoute dans du DCM (20 mL) puis extraite à l’aide de 3 x 10 mL 

H2O à pH ≈ 4. Une forte émulsion s’étant formée, une perte de produit est à déplorer. Le solvant de la phase 

organique est évaporé une dernière fois sous vide afin d’obtenir un sel de chlorure jaune (120 mg, rendement 

47 %).  
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4.18 Fonctionnalisation des peptides en C-ter 

Les synthèses des peptides (DFX ou 8HQ-Pro)-WKWLKKWIKG-OH bisfonctionnalisés par la 8-

hydroxyquinoléine ou le deferasirox ont été réalisées en phase liquide. 

4.18.1 DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX155 

 

Une solution de 200 mg de DFX-WKWLKKWIKG-OH (0,08 mmol, 1 équivalent) est préparée dans 5 mL de DMF. 

61 mg de PyBOP (0,12 mmol, 1,5 équivalent) sont ensuite ajoutés. Après 2 min d’agitation, une solution 
composée de 42 mg de N-(2-aminoethyl)-4-(3,5-bis(2-hydroxyphenyl)-1 H-1,2,4-triazol-1-yl) benzamide 

(0,09 mmol, 1,1 équivalent) et de 300 L de DIEA (0.48 mmol, 6 équivalents) est ajoutée pour obtenir un 

volume final de 10 mL. Le milieu est agité à température ambiante durant 48 heures. Le solvant est retiré sous 

vide à l’aide d’un piège à solvant. Le produit brut ainsi obtenu est dissout dans une solution TFA/TIS/H2O (95 : 
2,5 : 2,5) puis la solution est agitée à température ambiante durant 45 min. Le L-PAM-L est précipité dans 

l’Et2O. Le solide obtenu est dissout dans un mélange 80 : 20 de A/B et purifié deux fois par HPLC. La première 
purification est réalisée suivant la méthode F et la seconde suivant la méthode H. Les contre-ions sont 

échangés à l’aide d’une solution à 2 mM de HCl, comme décrit précédemment. Le solide est dissout dans un 

mélange 80 : 20 d’HCl/ACN (V = 15 mL) puis lyophilisé. Cette étape est répétée 3 fois afin d’obtenir un sel de 
chlorure blanc (45 mg rendement 25 %).  

4.18.2 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ155 

 

Une solution de 100 mg de 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-OH (0,04 mmol, 1 équivalent) est préparée dans 2,5 mL 

de DMF. 32 mg de PyBOP (0,06 mmol, 1,5 équivalent) y sont ensuite ajoutés. Après 2 min d’agitation, une 
solution composée de 12,1 mg de 5-(aminomethyl)quinolin-8-ol (0,05 mmol, 1,2 équivalent) et de 150 L de 

DIEA (0.24 mmol, 6 équivalents) est ajoutée pour obtenir un volume final de 5 mL. Le milieu est agité à 

température ambiante durant 48 heures. Le milieu est évaporé sous vide, à l’aide d’un piège à solvant. Le 
produit brut ainsi obtenu est dissout dans une solution TFA/TIS/H2O (95 : 2,5 : 2,5) puis le mélange est agité à 

température ambiante durant 45 min. Le L-PAM-L est précipité à l’aide de Et2O. Le solide obtenu est dissout 

dans un mélange 80 : 20 de A/B puis purifié par HPLC suivant la méthode I. Les contre-ions sont échangés à 

l’aide d’une solution à 2 mM de HCl, comme décrit précédemment. Le solide est dissout dans un mélange 80 : 
20 HCl/ACN (V = 15 mL) puis lyophilisé. Cette étape est répétée 3 fois afin d’obtenir un sel de chlorure jaune 
(48 mg rendement 60 %).  
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4.19 Caractérisation des PAM, L-PAM et L-PAM-L par LC-MS 

La pureté des peptides (seul, mono et bis) est vérifiée à l’aide d’une RP-HPLC analytique. La masse des peptides 

est aussi vérifiée par LC-MS (Tableau 19). 

peptide [M+xH]x+ Théorique m/z  Mesuré m/z  

WKWLKKWIKG-NH2 [M+H]1+ 1372,73 1372,8 

 [M+2H]2+ 686,86 686,8 

 [M+3H]3+ 458,25 458,4 

 [M+4H]4+ 343,94 344,0 

WKWLKKWIKG-OH [M+H]1+ 1373,71 1373,8 

 [M+2H]2+ 687,36 687,2 

 [M+3H]3+ 458,58 458,7 

 [M+4H]4+ 344,18 344,3 

IRIRIRIRG-NH2 [M+H]1+ 1152,47 1152,8 

 [M+2H]2+ 576,74 576,9 

 [M+3H]3+ 384,83 385,2 

 [M+4H]4+ 288,87 289,2 

DFX-WKWLKKWIKG-NH2 [M+H]1+ 1728,07 1727,8 

 [M+2H]2+ 864,54 863,9 

 [M+3H]3+ 576,70 576,4 

 [M+4H]4+ 432,77 432,5 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2 [M+H]1 + 1627,01 1626,9 

 [M+2H]2 + 814,01 814,3 

 [M+3H]3 + 543,01 543,4 

 [M+4H]4 + 407,50 407,9 

DFX-IRIRIRIRG-NH2 [M+H]1+ 1507,81 1508,3 

 [M+2H]2+ 754,41 754,6 

 [M+3H]3+ 503,28 503,5 

 [M+4H]4+ 377,71 377,8 

DFX-WKWLKKWIKG-OH [M+H]1+ 1729,06 1728,9 

 [M+2H]2+ 865,03 865,8 

 [M+3H]3+ 577,02 577,2 

 [M+4H]4+ 433,02 433,2 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-OH [M+H]1 + 1627,99 1627,9 

 [M+2H]2 + 814,50 814,2 

 [M+3H]3 + 543,34 543,7 

 [M+4H]4 + 407,75 408,2 

DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX [M+H]1+ 2126,49 / 

 [M+2H]2+ 1063,75 1063,7 

 [M+3H]3+ 709,50 709,8 

 [M+4H]4+ 532,38 532,7 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ [M+H]1+ 1784,17 1784,0 

 [M+2H]2+ 892,59 892,9 

 [M+3H]3+ 595,40 595,8 

 [M+4H]4+ 357,64 357,9 

Tableau 19 : Caractérisation par LC-MS des PAM et leurs dérivés synthétisés 
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4.20 Préparation des solutions stock de FeII et GaIII 

Les concentrations des solutions titrées des ions métalliques sont déterminées par absorbance UV-Vis. La 

concentration de la solution de chlorure de gallium est déterminée par analyse ICP-MS (82 mM). Le FeIII n’étant 
pas stable à pH physiologique (formation d’hydroxydes de fer insolubles), le sel de Mohr (FeII(NH4)2(SO4)2) est 

utilisé, car il possède une stabilité nettement meilleure à pH physiologique (7,4, et s’oxyde lentement en FeIII). 

Ce sel (101 mM) a été dosé à l’aide d’une solution de 8HQ-Pro-OtBu préalablement dosée à l’aide de la solution 
de GaCl3. L’oxydation du FeII en FeIII après coordination est investiguée pour toutes les espèces (L, L-PAM et L-

PAM-L). L’oxydation complète du métal est observée après une durée maximale de 15 min. Tous les dosages 

sont démarrés 15 min après l’ajout de métal dans le milieu.  

4.21 Titrage spectrophotométrique des ligands et de leurs complexes en fonction du 

pH 

Des titrages sont réalisés à l’aide d’un spectrophotomètre UV-Vis Agilent Cary 60 avec toutes les espèces 

synthétisées afin d’observer l’évolution des spectres d’absorbance en fonction du pH. Une solution de 50 M 

de chaque espèce est préparée dans une cuve UV de 1 mL (avec un trajet optique de 1 cm), puis plusieurs 

solutions de HCl sont utilisées (à 0,001 mM, 0,01 mM, 0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM et 1M) 

pour acidifier le milieu à pH 4 et obtenir un volume total de 1 mL. Afin d’augmenter le pH de 0,5 unité entre 

chaque spectre, différentes solutions de soude ont été utilisées (à 0,001 mM, 0,01 mM, 0,02 mM, 0,05 mM, 

0,1 mM, 0,2 mM, 0,5 mM et 1M). Le pH a été varié entre pH 4 et pH 11.  

Dans le cas des complexes, les proportions de métal ajoutées sont dépendantes du ligand analysé. Pour les 

dérivés 8-hydroxyquinoléine, la stœchiométrie étant de 1 pour 3, 0,3 équivalent est ajouté soit en GaIII ou en 

FeIII. Pour les dérivés du deferasirox, la stœchiométrie étant de 1 pour 2, 0,45 équivalent est ajouté soit en GaIII 

ou en FeIII. Le titrage démarre à pH 4 pour finir à pH 11 avec un incrément de 0,5 unité de pH. 

4.22 Titrage spectrophotométrique des L, L-PAM, L-PAM-L et du surnageant de 

culture de PA01 WT avec du FeIII ou GaIII 

 Les titrages des solutions de ligands sont réalisés par le FeIII et le GaIII avec une concentration de 50 M de 

chaque ligand dans du tampon HEPES 100 mM à pH 7,4, préparés dans une cuve UV de 1 mL. Les ions 

métalliques sont ajoutés par faibles portions jusqu’à atteindre un plateau qui correspond à une coordination 
complète des ligands par le métal. Pour les surnageants de culture, la concentration est déterminée en 

utilisant la même méthodologie que ci-dessus, mais avec une concentration environ trois fois plus élevée.   

4.23 Compétition entre deux ligands : à partir des complexes de GaIII et FeIII en 

présence de DFO B. 

Des expériences de compétition de ligands ont été réalisées avec les complexes suivants : [FeIII(8HQ-Pro-

OtBu)3], [GaIII(8HQ-Pro-OtBu)3], [FeIII(DFX-COOH)2], [GaIII(DFX-COOH)2], [FeIII(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2)3], 

[GaIII(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2)3], [FeIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH2)2], [GaIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH2)2], 

[FeIII
2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3], [GaIII

2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3], [FeIII(DFX-

WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n et [GaIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n. Ces expériences sont réalisées dans une 

cuve UV de 1 mL (avec un trajet optique de 1 cm), avec une concentration de 100 mM de tampon HEPES à 

pH 7,4, ainsi qu’une concentration en ligand de 50 M. La quantité de métal ajoutée est dépendante du ligand 

utilisé. Pour les ligands seuls et les L-PAM, un ratio 1 : 3 (métal/ligand, 15 M) est utilisé pour la formation des 

complexes avec un dérivé 8HQ. Un ratio 1 : 2 (22,5 M) est choisi pour la formation des complexes avec un 
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dérivé DFX. Pour les L-PAM-L, un ratio 2 : 3 (30 M) est appliqué pour les complexes composés des dérivés 8HQ 

et 1 : 1 (45 M) pour les complexes composés des dérivés DFX. 100 équivalents (par rapport au ligand) de 

desferrioxamine B sont ajoutés, et la disparition de notre complexe initial est suivie par absorption UV-visible 

sur une durée variant de 1 heure, pour les décoordinations les plus rapides, à 12 jours pour les plus lentes.  

4.24 Détermination des conditions de formation des polymères de coordination 

Différentes conditions sont investiguées, afin de former quatre polymères de coordination différents : 
[FeIII(DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX)]n, [FeIII

2(8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n, [GaIII(DFX-WKWLKKWIKG-

NH-DFX)]n et [GaIII
2 (8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ)3]n. Toutes les conditions sont listées dans le Tableau 20 

ci-dessous. Les conditions utilisées sont colorées en bleu pour les polymères à base de FeIII et en vert pour les 

polymères à base de GaIII. Le volume total des tests est de 100 L et toutes les solutions sont incubées à 37 °C 

et agitées à 500 rpm pendant 24 heures. La stœchiométrie est différente en fonction du L-PAM-L utilisé : pour 

le ligand DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX la quantité de ligand est égale à la quantité de métal et pour le 

ligand 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ la stœchiométrie est de 3/2 (ligand/métal).  

Conditions utilisées  DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX 

(1/1) 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ 

(3/2) 

Pi 0,1 M pH 7,4_0,05 mM complexe FeIII précipitation précipitation 

Pi 0,1 M pH 7,4_0,1 mM complexe FeIII précipitation précipitation 

Pi 0,1 M pH 7,4_0,5 mM complexe FeIII précipitation précipitation 

Pi 0,1 M pH 7,4_1 mM complexe FeIII précipitation précipitation 

 

Pi 0,05 M pH 7,4_0,1 mM complexe FeIII  précipitation précipitation 

 

HEPES 0,1 M pH 7,4_1 mM complexe FeIII 0 0 

HEPES 0,1 M pH 7,4_5 mM complexe FeIII gélification 0 

HEPES 0,1 M CO3
2- 50 mM pH 7,4_1 mM complexe FeIII / gélification 

HEPES 0,1 M CO3
2- 50 mM pH 7,4_1 mM complexe GaIII / 0 

 

TRIS 0,1 M pH 7,4_1 mM complexe FeIII gélification 0 

TRIS 0,1 M pH 7,4_5 mM complexe FeIII / 0 

TRIS 0,1 M pH 7,4_1 mM complexe GaIII gélification / 

 

TRIS 0,1 M CO3
2- 50 mM pH7,4_ 1 mM complexe GaIII / gélification 

TRIS 0,1 M CO3
2- 50 mM pH7,4_ 1 mM complexe FeIII / gélification 

Tableau 20 : Tableau des conditions de polymérisation utilisée : /= échantillon pas réalisé, 0 = échantillon testé, mais aucune 

formation de polymère 
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4.25 Immobilisation du polymère dans un gel d’agarose  

1. Plusieurs gels d’agarose de 4 % 3 %, et 2 % (% massique final) sont préparés dans un microvial, afin de faire 

varier le maillage du gel d’agarose. Chaque gel est préparé en double afin de pouvoir tester les polymères au 
FeIII et au GaIII. 

Une fois le gel fondu, le L-PAM-L est ajouté au milieu (5 L à 20 mM), suivi par le métal (300 mM pour 8HQ et 

1 mM pour DFX de FeIII ou GaIII). Le milieu est incubé à 100 °C et agité à 2000 rpm pendant 5 min. Le tampon 

ou mélange de tampons (100 mM de tampon TRIS pH 7,4 pour les dérivés DFX et 50 mM de carbonate + 

100 mM de tampon TRIS pH 7,4 pour les dérivés 8HQ) est ensuite ajouté au milieu, pour obtenir un volume 

total de 100 L. La solution est agitée une nouvelle fois pendant 5 min à 100 °C et 2000 rpm (13 g), afin 

d’obtenir un échantillon homogène, puis laisser redescendre à température ambiante. Une fois le gel figé, 
celui-ci est rincé trois fois avec 1 mL solution de tampon TRIS pH 7,4 à 20 mM, 2 fois 2 heures et une fois 

16 heures.  

2. D’autres échantillons ont été préparés avec deux types d’agarose : un agarose classique qui fond à 88 °C et 

un agarose à bas point de fusion qui fond à 28 °C. Deux séries de gels à 5 % ont été préparées : deux gels avec 
de l’agarose 88 °C pur, et deux gels avec un mélange 50 : 50 des deux types d’agaroses. 4 échantillons sont 
préparés : DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX + FeIII + agarose 88 °C, DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX + FeIII + agarose 

mélange, 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ + FeIII + agarose 88 °C et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ + FeIII + 

agarose mélange. Les échantillons avec le composé DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX sont composés de 1 mM de 

DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX, 1 mM de FeII (1 : 1) et 100 mM de tampon TRIS pH 7,4. Les échantillons avec le 

composé 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ sont composés de 1 mM de 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ, 660 

M de FeII (2 : 3), 50 mM de carbonate et 100 mM de tampon TRIS pH 7,4. Le protocole de rinçage présenté 

précédemment est appliqué.  

Les analyses des solutions de rinçage sont réalisées à l’aide d’une cuve de 1 mL avec un trajet optique de 1 cm 

dans laquelle sont ajoutés 500 L de la solution de rinçage, puis analysées en absorption UV-Vis. Cette analyse 

a été réalisée pour toutes les solutions de rinçage. Ces analyses sont réalisées afin de déterminer la quantité 

d’ions métalliques ou de L-PAM-L relargué. Pour déterminer la concentration des espèces par 

spectrophotométrie, l’absorbance de la solution est mesurée et divisée par le coefficient d’extinction molaire 
de l’espèce (Beer Lambert [C] = A/( . l)).  

4.26 Immobilisation du polymère dans une cassette de dialyse 

Les quatre polymères de coordination sont directement formés dans les cassettes de dialyse dans les mêmes 

conditions que dans le Tableau 20 de détermination des conditions de formation des polymères ci-dessus. La 

cassette est ensuite mise à incuber dans 3 mL de solution de tampon TRIS 100 mM à pH 7,4 durant 2 heures. 

Cette étape est répétée deux fois, puis une troisième fois pendant 16 heures.  

4.27 Tests de relargage des polymères de coordinations 

4.27.1 Gel d’agarose (DFO B) :  

Une fois les échantillons de la partie 3.25-2. préparés, 1 mL de solution de DFO B à 150 M est déposé sur 

chaque échantillon. Ils sont ensuite mis à l’incubation à 37 °C, avec une agitation de 400 rpm. Deux 

prélèvements sont réalisés pour chaque échantillon, à 18 heures et 83 heures. Les analyses sont réalisées à 

l’aide d’une cuve de 1 mL avec un trajet optique de 1 cm dans laquelle sont ajoutés 500 L du surnageant. 

Après mesure du spectre d’absorption, le volume prélevé est réintroduit dans l’échantillon. Ces analyses nous 

permettent de déterminer la concentration de FeIII libérée dans le milieu ainsi que la quantité de L-PAM-L 

libérée dans le milieu suivant la méthodologie présentée dans la partie 3.25.  
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4.27.2 Gel d’agarose (surnageant PA01 WT) :  

Pour réaliser ces analyses, différents gels d’agarose à différents pourcentages sont préparés comme présenté 

ci-dessus (dans la partie 3.25-1.). Les analyses des solutions de rinçage sont réalisées comme présenté ci-

dessus (3.25-2.). 

Une fois les échantillons préparés, 1 mL de surnageant de culture de la souche sauvage de Pseudomonas 

aeruginosa (PA01 WT) provenant d’une culture réalisée par l’équipe du Dr Isabelle Schalk et étant composée 
d’approximativement 150 M de pyoverdine et 100 M de pyochéline ainsi que du milieu CAA (Il est composé 

de 5 g/L d’acides bacto casamino, 1,46 g/L de KH2PO4, 0,25 g/L de MgSO4) est déposé sur les échantillons. Ils 

sont ensuite mis à l’incubation à 37 °C, avec une agitation de 500 rpm. Quatre prélèvements sont réalisés pour 

chaque échantillon, à 16 heures, 43 heures, 112 heures et 278 heures. Les analyses spectrophotométriques 

de ces échantillons sont réalisées à l’aide d’une cuve ayant un trajet optique de 0,2 cm, dans laquelle sont 

ajoutés 500 L de surnageant. Une fois l’analyse terminée, le volume prélevé est réintroduit dans l’échantillon. 
Ces analyses nous permettent de déterminer la quantité d’ions FeIII libérée dans le milieu par le biais de la 

coordination de la pyoverdine et la pyochéline. Cependant la quantification du gallium n’est pas possible, car 

aucune bande GaIII pyoverdine ou pyochéline n’est observable. 

Une seconde série d’analyse par HPLC est également réalisée avec les mêmes échantillons, car il n’est plus 
possible de déterminer spectrophotométriquement le relargage des L-PAM-L à cause de la forte contribution 

de la pyoverdine et la pyochéline. Seul le relargage du FeIII pourra être quantifié de cette manière. Les analyses 

HPLC nous permettent de déterminer la quantité de L-PAM-L relargué dans le milieu. Pour ce faire il faut 

déterminer l’aire sous le pic d’une solution de concentration connue en L-PAM-L (étalon), puis diviser l’aire 
sous le pic observée pour un échantillon de concentration inconnue par l’aire sous le pic de l’étalon.  

 30 L d’échantillon sont prélevés, puis 20 L de celui-ci sont injectés sur RP-HPLC utilisant la méthode 

d’analyse AA. 

4.27.3 Cassette de dialyse (surnageant PA01 WT) :  

Les échantillons sont préparés comme présenté précédemment. Quatre échantillons sont préparés : DFX-

WKWLKKWIKG-NH-DFX + FeIII, DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX + GaIII, 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ + FeIII et 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ + GaIII suivant le même protocole que dans la partie 3.26. Les analyses des 

solutions de rinçage sont réalisées comme présenté dans la partie 3.25-2.  

Une fois les échantillons préparés, les casettes de dialyse sont incubées dans 3 mL de surnageant de culture 

de PA01 WT à 37 °C et une agitation à 500rpm. Sept prélèvements sont réalisés pour chaque échantillon à 

1 heure, 2 heures, 19 heures, 43 heures, 67 heures, 163 heures et 331 heures. Les analyses 

spectrophotométriques et HPLC sont réalisées comme présenté dans le paragraphe précédent (3.27.2).  

4.27.4 Gel d’agarose (Pseudomonas aeruginosa en culture) :  

Quatre solutions stock sont préparées à partir d’un gel d’agarose à 2 % : DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX + FeIII, 

DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX + GaIII, 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ + FeIII et 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-

8HQ + GaIII. Les échantillons avec le DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX sont composés de 1 mM de DFX-

WKWLKKWIKG-NH-DFX, 1 mM de FeII ou GaIII et 100 mM de tampon TRIS à pH 7,4. Les échantillons avec le 

8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ sont composés de 1 mM de 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ, 660 mM de 

FeII ou GaIII, 50 mM de carbonate et 100 mM de tampon TRIS pH 7,4.  
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L’idée est de pouvoir déposer un milieu de culture de Pseudomonas aeruginosa sur le gel d’agarose chargé et 
observer si les bactéries continuent de croitre ou non ce qui nous communiquera une information sur le 

relargage ainsi que la capacité de notre système à stopper la croissance bactérienne. La stratégie imaginée 

consiste (i) à déposer du gel d’agarose chargé dans le fond d’un puits d’une plaque (plaque 96 puits pour 

lecteur de plaque), (ii) rincer les puits afin de retirer l’excédent de L-PAM-L ou d’ions métalliques n’ayant pas 
réagi (iii) déposer une culture de Pseudomonas aeruginosa dans le puits et (iiii) suivre la croissance bactérienne 

à l’aide d’un lecteur de plaque.  

2 L de gel sont étalés sur le bord du fond du puits et une fois le gel figé, les puits sont rincés avec 100 µL de 

solution de tampon TRIS à 100 mM et analysés à l’aide d’un lecteur de plaque pendant une durée de 4 h 

(Tableau 21). Ce test de rinçage nous permet de déterminer si le rinçage est nécessaire, si une proportion non 

négligeable d’ions ou de L-PAM-Li sont relargués, ou si la quantité relarguée est négligeable et les rinçages pas 

indispensables. Tous les échantillons sont analysés à l’aide d’un lecteur de plaque CLARIOStar Plus (GMB 

Biotech) pour une durée de 1245 min (20 h 45 min), avec acquisition d’un spectre toutes les 5 min.   

Les tests de rinçage suivant sont entrepris. 

A1 à A2 A3 à A4 A5 à A6 A7 à A8 A9 à A10 A11 à A12 

Agarose 2% 

 

Agarose 2 % + NH2-

WKWLKKWI

KG-NH2 seul 

Agarose 2 % + 

(citrate)

FeIII 

Agarose 2 % + 

(citrate)

GaIII 

Agarose 2 % + DFX-

WKWLKKWI

KG-NH-DFX 

seul 

Agarose 2 % 

+ 8HQ-Pro-

WKWLKKWI

KG-NH-8HQ 

seul 

B1 à B2 B3 à B4 B5 à B6 B7 à B8 B9 à B10 B11 à B12 

Agarose 2 % 

+ DFX-

WKWLKKWI

KG-NH-DFX + 

FeIII 

(polymère) 

Agarose 2% + 8HQ-

Pro-

WKWLKKWIKG-

NH-8HQ + FeIII 

(polymère) 

Agarose 2 % + 

DFX-

WKWLKKWIKG

-NH-DFX + GaIII 

(polymère) 

Agarose 2% + 

8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-

NH-8HQ + GaIII 

(polymère) 

  

Tableau 21 : Tableau listant toutes les conditions de rinçage testées  

2 L de tous les échantillons présentés dans le Tableau 22 et 23 ci-dessous sont déposés dans la plaque en 

l’étalant bien sur le bord du fond du puits, puis après s’être figé, 200 L de milieu de culture préalablement 

carencé (incubée 24 h dans un milieu pauvre CAA afin que les bactéries produisent des sidérophores) sont 

ajoutés (analyse réalisée en triplicata ou quadriplicata). La croissance bactérienne dans les puits est mesurée 

toutes les 30 min pendant 48 heures. Les échantillons de la plaque sont répartis comme suit :  
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Tests sur la souche PA01 WT : 

A1 à A3 A4 à A6 A7 à A9 A10 à A12 

Tp + CAA 

 

Tp Agarose 2% + Tp 
Agarose 2 % + NH2-WKWLKKWIKG-

NH2 (1 mM) + Tp 

B1 à B4 B5 à B8 B9 à B12 

Agarose 2 % + (citrate)Fe (1 mM) + 

Tp 

Agarose 2% + (citrate) Ga (1 mM) + 

Tp 

Agarose 2 % + DFX-WKWLKKWIKG-

NH-DFX (1 mM) + Tp 

C1 à C4 C5 à C8 C9 à C12 

Agarose 2 % + DFX-WKWLKKWIKG-

NH-DFX (1 mM) + FeIII (1 mM) 

+ Tp 

Agarose 2 % + DFX-WKWLKKWIKG-

NH-DFX (1 mM) + GaIII (1 mM) 

+ Tp 

Agarose 2% + 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ 

(1 mM) + Tp 

D1 à D4 D5 à D8 D9 à D11 D12 

Agarose 2% + 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ (1 

mM) + FeIII (0,66 mM) + Tp 

Agarose 2% + 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ 

(1 mM) + GaIII (0,66 mM) + Tp 

NH2-WKWLKKWIKG-

NH2 (1 mM) + 

Tp 

Agarose 2 % 

+ 

CAA 

Tableau 22 : Tableau listant toutes les conditions testées sur la souche PA01 WT 

Tests sur la souche PA01 pvdFpchA* : 

E1 à E3 E4 à E6 E7 à E9 E10 à E12 

Tp + CAA 

 

Tp Agarose 2% + Tp Agarose 2 % + NH2-WKWLKKWIKG-NH2 

(1 mM) + Tp 

F1 à F4 F5 à F8 F9 à F12 

Agarose 2 % + (citrate) Fe (1 mM) + 

Tp 

Agarose 2% + (citrate) Ga (1 mM) + 

Tp 

Agarose 2 % + DFX-WKWLKKWIKG-NH-

DFX (1 mM) + Tp 

G1 à G4 G5 à G8 G9 à G12 

Agarose 2 % + DFX-WKWLKKWIKG-

NH-DFX (1 mM) + FeIII 

(1 mM) + Tp 

Agarose 2 % + DFX-WKWLKKWIKG-

NH-DFX (1 mM) + GaIII 

(1 mM) + Tp 

Agarose 2 % + 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ (1 mM) 

+ Tp 

H1 à H4 H5 à H8 H9 à H11 H12 

Agarose 2% + 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ 

(1 mM) + FeIII (0,66 mM) + Tp 

Agarose 2% + 8HQ-Pro-

WKWLKKWIKG-NH-8HQ 

(1 mM) + GaIII (0,66 mM) + 

Tp 

NH2-WKWLKKWIKG-NH2 

(1 mM) + Tp 

Agarose 

2 % 

+ 

CAA 

Tableau 23 : Tableau listant toutes les conditions testées sur la souche PA01 pvdFpchA 

Tp = 100 mM TRIS pH 7,4 (pour DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX) ; 50 mM carbonate + 100 mM de tampon TRIS 

pH 7,4 (pour 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ) CAA = milieu utilisé pour induire une carence en fer chez 

Pseudomonas aeruginosa. Il est composé de 5 g/L d’acides bacto casamino, 1,46 g/L de KH2PO4, 0,25 g/L de 

MgSO4. La concentration en fer du milieu est de 20 nM. * = souche PA01 pvdFpchA : souche ne synthétisant 
pas la pyochéline ni la pyoverdine. 
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5.1 Chromatogramme HPLC analytique chapitre 1 

 

Figure 75 : Chromatogramme du peptide Ac-KFFAAK-NH2 (P+). Conditions d’élution : 0-50 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, ACN = 

10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 
Figure 76 : Chromatogramme du peptide Ac-EFFAAE-NH2 (P-). Conditions d’élution : 0-50 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, ACN = 

10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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Figure 77 : Chromatogramme du peptide NH2-HKFFAAK-NH2 (HP+). Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, 

ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 

Figure 78 : Chromatogramme du peptide Ac-EFFAAEH-NH2 (PH-). Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, 

ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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Figure 79 : Chromatogramme du peptide Ac-KFFAAKH-NH2 (PH+). Conditions d’élution : 0-50 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, 

ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 

Figure 80 : Chromatogramme du peptide NH2-HEFFAAE-NH2 (HP-). Conditions d’élution : 0-50 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, 

ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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Figure 81 : Chromatogramme du peptide NH2-HKFFAAK-NH2 (HP+)* avec l’histidine marquée à l’15N. Conditions d’élution : 0-

50 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 

Figure 82 : Chromatogramme du peptide Ac-EFFAAEH-NH2 (PH-)* avec l’histidine marquée à l’15N. Conditions d’élution : 0-50 % H2O-

ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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Figure 83 : Chromatogramme du peptide Ac-IHIHIQI-NH2. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, ACN = 

10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN 
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5.2 Chromatogramme HPLC analytique Chapitre 2  

 

Figure 84 : Chromatogramme du peptide NH2-WKWLKKWIKG-NH2. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % TFA, 

ACN = 10 % H20 0,1 % TFA) 

 

Figure 85 : Chromatogramme du peptide NH2-WKWLKKWIKG-COOH. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 30 min (H2O = 0,1 % 

TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

0 5 10 15

0

2000000

4000000

6000000

8000000

A
b
s 

/ 
m

A
u

temps / min

 NH2-WKWLKKWIKG-NH2

0 5 10 15

0

2000000

4000000

6000000

8000000

A
b
s 

/ 
m

A
u

temps / min

 NH2-WKWLKKWIKG-COOH



155 
 

 

 

Figure 86 : Chromatogramme du peptide NH2-IRIRIRIRG-NH2. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 30 min (H2O = 0,1 % TFA, ACN = 

10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 

Figure 87 : Chromatogramme du peptide DFX-IRIRIRIRG-NH2. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 30 min (H2O = 0,1 % TFA, ACN = 

10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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Figure 88 : Chromatogramme du peptide DFX-WKWLKKWIKG-NH2. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 30 min (H2O = 0,1 % TFA, 

ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 

Figure 89 : Chromatogramme du peptide DFX-WKWLKKWIKG-COOH. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % 

TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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Figure 90 : Chromatogramme du peptide 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH2. Conditions d’élution : 2-70 % H2O-ACN 20 min (H2O = 0,1 % 

TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 

Figure 91 : Chromatogramme du peptide 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-COOH. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 

0,1 % TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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Figure 92 : Chromatogramme du peptide DFX-WKWLKKWIKG-NH-DFX. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 0,1 % 

TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 

 

Figure 93 : Chromatogramme du peptide 8HQ-Pro-WKWLKKWIKG-NH-8HQ. Conditions d’élution : 0-100 % H2O-ACN 15 min (H2O = 

0,1 % TFA, ACN = 10 % H20 0,1 % TFA, 90 % ACN) 
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5.3 Spectre RMN du protons (1 H) des différents ligands synthétisés  

 

Figure 94 : Spectre RMN 1 H du 2- (2 -Hydroxyphenyl)-4 H-1, 3-benzoxazin-4-one dans le DMSO-d6 à 300 MHz 

 

 

Figure 95 : Spectre RMN 1 H du deferasirox dans le DMSO-d6 à 300 MHz 
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5.4 Spectre RMN du carbone (13C) des différents ligands synthétisés  

 

Figure 101 : Spectre RMN 13C du tert-butyl ((8-hydroxyquinolin-5-yl) methyl)prolinate dans du DMSO-d6 à 500 MHz (BB) 

 

Figure 102 : Spectre RMN 13C du ((8-hydroxyquinolin-5-yl) methyl) proline dans du DMSO-d6 à 500 MHz (DEPT) 
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DÉVELOPPEMENT D’ASSEMBLAGES 
CONTRÔLÉS À VISÉE CATALYTIQUE ET 

ANTI-BACTERIENNE 
 

 

Résumé 

Cette thèse est composée de deux projets de développement d’assemblages peptidiques contrôlés, l’un pour 
la catalyse, l’autre à visée antibactérienne. 

Le premier projet traite du développement d’un hétéroassemblage de peptides courts avec des ions CuII pour 
la formation contrôlée de mimes de métalloenzymes (ici LPMO). Deux séquences complémentaires ont été 
utilisées comme support et ils ont été fonctionnalisés afin de former le site de coordination après 
l’autoassemblage des peptides. Cet objet a été caractérisé par différentes techniques telles que la RPE, l’IR et 
la MET. 

Le second projet est le développement d’assemblages peptidiques maintenus par du FeIII ou du GaIII. Cet 
assemblage est composé d’un peptide antimicrobien, fonctionnalisé avec des ligands affins pour le FeIII (ou le 
GaIII) afin de relier tous les peptides entre eux et produire un polymère de coordination. Cette structure a été 
caractérisée par spectrophotométrie et des tests de MIC100. 

LPMO, métalloenzymes, Histidine brace, conception minimaliste de protéines, peptides, autoassemblage, 
cuivre.  

Peptide antimicrobien, relargage contrôlé, sidérophore, fer, gallium, Pseudomonas aeruginosa. 

  
 

 

Summary in English 

This thesis is composed of two projects for the development of controlled peptide assemblies, one for 
catalysis, the other for antibacterial purposes. 

The first project deals with the development of a heteroassembly of short peptides with CuII ions for the 
controlled formation of metalloenzyme mimes (here LPMO). Two complementary sequences were used as 
support and they were functionalized to form the coordination site after the self-assembly of the peptides. 
This object was characterized by different techniques such as EPR, IR and TEM. 

The second project is the development of peptide assemblies held together by FeIII or GaIII. This assembly is 
composed of an antimicrobial peptide, functionalized with FeIII (or GaIII) affine ligands to link all the peptides 
together and produce a coordination polymer. This structure was characterized by spectrophotometry and 
MIC100 tests. 

LPMO, metalloenzymes, Histidine brace, minimalist protein design, peptides, self-assembly, copper.  

Antimicrobial peptides, controlled release, siderophore, iron, gallium, Pseudomonas aeruginosa.  


