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AcétylCoA
AcOEt
ADN
AdoHcy
AdoMet
ADP
Ala (A)
Arg (R)
ATP
Asp (D)
Boc

BOP

Bz
CBP
CHD
CLHP
CoA
Cys (C)

DIC
Dde
DMF
DTNB
E.coli
Eq

EP
ESI
Fmoc

GCN5
Gln (Q)

ABREVIATIONS

ou AcCoA Acétylcoenzyme A

Acétate d’éthyle

Acide désoxyribonucléique
S-adénosylhomocystéine
S-adénosylméthionine

Adénosine diphosphate

Alanine

Arginine

Adénosine triphosphate

Acide aspartique

Ter-butyloxycarbonyl
Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino)-phosphonium
hexafluorophosphate

Benzoyle

Creb binding protein

Chromodomain Helicase/ ATPase DNA binding protein
Chromatographie liquide haute performance
ou HSCoA coenzyme A

Cystéine

Dalton

diisopropylcarbodimide

4,4-diméthyl-2, 6-dioxocyclohexylidéne)éthyle
Diméthylformamide

Acide 5-5'-dithiobis-2-nitrobenzoique
Escherichia coli

Equivalent

Ether de pétrole

Electrospray ionisation
9-fluorénylméthoxycarbonyle

General control nonderepressible 5

Glutamine

Abréviations
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Abréviations

Glu (E) Acide glutamique

Gly (G) Glycine

GNAT General control nonderepressible 5 N-acetyltransférase
GST Glutathion S-transférase

HAT Histone acétyltransférase

HCl Acide chlorhydrique

HDAC Histone désacétylase

HMT Histone méthyltransférase

HNE HeLa nuclear extract

HOBT N-hydroxybenzotriazole

HP1 Hétérochromatine protéine 1

IPTG Isopropyl-p-thiogalactopyranoside
ISW1 Imitation of SWltch

kDa Kilodalton

Kum Constante de Michaelis-Menten

LB Lennox Broth base

LB agar Lennox Broth Agar

LSD Lysine specific demethylase

Lys (K) Lysine

M9 Milieu de culture minimal 9

MART Mono-ADP ribosyltransférase

Me Méthyle

MeOH Méthanol

Mmole Millimole

MYST MOZ, Ybf2, Sas2, Tip60

NAD+ Nicotinamide adénosine dinucléotide (forme oxydée)
NADH Nicotinamide adénosine dinucléotide (forme réduite)
NMM N-méthylmorpholine

NMP N-méthylpyrolidinone

NTB Acide 2-nitro-5-thiobenzoique

P300 Adenovirus E1A protein of 300 kDa
PART Poly-ADP ribosyltransférase

Pb Paire de base

PCAF P300/ CBP associated factor
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Ph
PMSF
PRMT
Rdt

Rf
RMN
SAM
Ser (S)
SM
SUMO
SWI/SNF
TFA
THF
TIS

Tr

Trp (W)
Tyr (Y)

Phényle

Fluorure de phénylméthylsulfonyle
Protéine arginine méthyltransférase
Rendement

Rapport frontal

Résonance magnétique nucléaire
ou AdoMet S-adénosylméthionine
Serine

Spectrométrie de masse

Small Ubiquitin-like Modifier
Mating type SWItching/Sucrose Non Fermenting
Acide trifluoroacétique
Tétrahydrofurane
Triisopropylsilane

Temps de rétention

Tryptophane

Tyrosine

Abréviations

13



14



Introduction

INTRODUCTION

Le noyau d'une cellule humaine contient environ 3 milliards de paires de bases
réparties en 23 chromosomes. Non compacté, la taille de 'ADN est estimée a 2 metres. Il
requiert donc une compaction importante afin d’étre contenu dans un noyau de 6
micrometres de diametre. Pour que cette compaction soit possible, I’ADN s’enroule autour
de petites protéines, dont des histones, et I'ensemble forme un complexe appelé chromatine.
La chromatine, en recrutant d’autres protéines, peut atteindre divers niveaux de compaction,
le plus élevé étant le chromosome.

La chromatine est une structure dynamique et son degré de compaction influence
directement I'activité de I’ADN. En effet, lorsqu'une voie de signalisation est activée, la
cellule traduit ce signal en produisant les protéines appropriées. Ceci nécessite I'expression
des geénes conduisant a la transcription ouis a la traduction de la(les) protéine(s) voulue(s).
Or, une ouverture de la chromatine est requise pour que les opérateurs permettant la
transcription accedent a I’ADN. Certaines enzymes et complexes protéiques interagissent
avec la chromatine afin de permettre ’acces a I’ADN.

Les histones acétyltransférases (HATSs) font partie des enzymes pouvant décondenser
et donc « ouvrir » localement la chromatine et ainsi permettre la transcription. Compte tenu
de I'importance du role des HATs dans I'expression des génes, il n’est pas surprenant que le
dysfonctionnement de ces enzymes soit associé a diverses maladies chez I'homme, et
notamment a des cancers. Afin de contrdler la dérégulation de ces enzymes et de les étudier,

des inhibiteurs de HATs ont été mis au point.

Ce projet de these a consisté a élaborer des analogues des substrats d'une HAT cible.
La démarche suivie pour la conception de ces analogues fait intervenir entre autres des
données issues de la chimie physique. De tels composés permettront d’accéder a une
meilleure connaissance de l'enzyme et, peuvent trouver des applications dans le
développement d’anticancéreux.

Dans un premier chapitre, des généralités sur la chromatine seront présentées. Dans
un second chapitre, un inventaire des inhibiteurs de HATs existants sera fait, suivi de la
description des nouveaux effecteurs élaborés. Le troisiéme chapitre traitera de la production

de I'’enzyme cible, c'est-a-dire p300 et le quatrieme chapitre sera dédié aux études cinétiques
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Introduction

effectuées. Enfin, en conclusion, un bilan des travaux et des résultats obtenus permettra
d’établir les perspectives de recherche a venir.

Ce travail s’inscrit dans le cadre d’'un consortium comprenant le Pr. Parello
(Université de Vanderblit), le Dr. Gjerset (centre de cancérologie Sidney Kimmel, San Diego),
le Dr. Baneres (Institut des biomolécules Max Mousseron, Université de Montpellier), Mme
Martin (Université de Montpellier). D’autre part, des contacts avec le Dr. Briet (Laboratoire
de Biologie Moléculaire Eucaryote, équipe du Dr. Trouche, Toulouse) ont permis 1'étude par

radioactivité des HATs p300 et PCAF.
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Chapitre I : Introduction bibliographique

I. La chromatine

En 1880, Flemming fut le premier a réussir a colorer ce qu’il nomma la chromatine (du grec
khroma: couleur et sdma: corps). Localisée dans le noyau des cellules eucaryotes, la
chromatine est une structure complexe constituée d’ADN (notre matériel génétique) et de

protéines. Elle existe sous deux formes :

» L’hétérochromatine, composée de séquences répétées d'ADN non codantes (Figure 1).
Sa formation implique de nombreuses protéines telle que la protéine HP1
(Hétérochromatine Proteine 1). L’hétérochromatine est la partie de la chromatine

inactive au niveau transcriptionnel.

* L’euchromatine, correspond a des zones de genes actifs. L'euchromatine (ou plus
précisément les protéines (histones) de celle-ci) est hyperacétylée et hypométhylée
par rapport a I'hétérochromatine. Elle est la partie de chromatine active au niveau

transcriptionnel (Figure 1).

Membrane
nucléaire Hétérochromatine
Euchromatine
Nucléole

Figure 1 : Noyau d'une cellule a l'interphase du cycle cellulaire
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Chapitre I : Introduction bibliographique

Cette organisation de 'ADN en chromatine permet a environ 2 metres d'ADN d’étre
contenus, grace a une compaction efficace, dans un noyau cellulaire de quelques

micrometres de diameétre.

1. Le nucléosome et les degrés de compaction supérieurs

La chromatine présente plusieurs niveaux organisationnels (Kornberg & Thomas, 1974) dont
"unité fondamentale est une structure appelée nucléosome (Figure 2). Ce terme a été proposé
pour la premiere fois en 1975 (Oudet et al, 1975), et cette unité de base de la chromatine est
composée d'un complexe ADN/protéine, comprenant un cceur protéique autour duquel
s’enroule de I’ADN. La région de liaison qui relie les particules coeurs adjacentes est nommée

région inter-nucléosomale (Figure 6).

Octamere d’histones

2x(  H2B H3

G () eue N-terminale

d’une histone

Figure 2: Structure du nucléosome (les queues flexibles N-terminales des histones figurant sur cette

structure ont été rajoutées) (Luger et al, 1997)

En 1997, le groupe de Timothy Richmond (Luger et al, 1997) a publié la structure du
nucléosome avec une résolution de 2,8 A (Figure 2) puis en 2002 21,9 A (Davey et al, 2002).

Le nucléosome est ensuite réguliérement répété pour former des fibres de 11 nm (collier de
perles) (Figure 3). Les fibres de 11 nm s’empilent pour former la fibre de 30 nm (solénoide de
six nucléosomes par tour) qui s'organise en boucles plus ou moins grandes, pour atteindre

un niveau de compaction maximum dans le chromosome.
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Figure 3 : Les différents niveaux de compaction de la chromatine

2. Les histones

Nous avons vu précédemment que le nucléosome est composé d’ADN et d'une
particule coeur globulaire composée de protéines. Ces protéines comportent 1/3 de protéine
histones dont les extrémités N-terminales sont situées a 1'extérieur du nucléosome (Figure 2).
Dans les cellules eucaryotes, on observe 5 classes de protéines histones : H2A, H2B, H3, H4
(les histones nucléosomales) et I'histone H1 (histone inter-nucléosomale) qui permet la
liaison entre les particules cceurs (Felsenfeld & Groudine, 2003). Ce sont de petites protéines
basiques car composées de plus de 20% d’arginine et de lysine. De ce fait, elles font partie
des protéines les plus basiques existantes. Elles ont une masse molaire comprise entre 12 et
20 kDa et sont également extrémement bien conservées soulignant ainsi leur importance

biologique.

2.1 Le coeur d’histones

La particule cceur du nucléosome, dont la structure est trés conservée parmi les

especes, comprend deux exemplaires de chacune des histones H3, H4, H2A et H2B; elles
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forment ainsi un tétramere (H3-H4)-(H3-H4) central et deux dimeres H2A-H2B venant
s’associer de chaque coté du tétramere. Autour de cet octamere protéique s’enroulent
environ 1,8 tours d’ADN soit environ 146 pb d'ADN. L’enroulement de I’ADN autour de la
particule cceur est assuré par des interactions électrostatiques entre les charges négatives des
groupes phosphates de ’ADN et les charges positives des acides aminés des histones. En
plus des interactions électrostatiques, des liaisons hydrogenes permettent de stabiliser la
structure histone-ADN.

Les histones de la particule cceur du nucléosome présentent des structures
secondaires identiques nommeées « histone fold » (Figure 4) composées d'une grande hélice
alpha centrale (a2) entourée de deux petites hélices alpha (al et a3) ainsi que de boucles (L1

et L2) en contacts avec '’ADN (Figure 5).

Extrémités N-terminales

— H3

T

H2B

Figure 4 : La structure secondaire des histones « histone fold » (Luger et al, 1997)
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Figure 5: Interaction histones/ADN (Luger et al, 1997)

2.2 La région inter-nucléosomale : I'histone H1

La région inter-nucléosomale (Figure 6) est composée d’'une portion d’ADN de
longueur variable selon l'espece et le type cellulaire. L’histone H1 (histone inter-
nuclésomale) adhére a cette région et permet a I’ADN d’atteindre des degrés de compaction

supérieurs (Noll & Kornberg, 1977).
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Figure 6 : Le nucléosome et sa région inter-nucléosomale

(voir (Kornberg, 1977))

L’histone H1 est donc impliquée dans la formation de la chromatine mais également
dans sa stabilisation. Outre cette propriété, des études ont montré que la présence de cette
histone pouvait inhiber la transcription, en effet, il a été remarqué, dans certains cas, que la
suppression de H1 serait associée avec une activation de la transcription (Bresnick et al, 1992;
Laybourn & Kadonaga, 1991; Paranjape et al, 1994).

Cependant, H1 a été trouvée en présence de geénes actifs transcriptionnellement
(Ericsson et al, 1990) bien que ce soit dans une chromatine a I’organisation altérée (Shick et al,
1985). Ceci s’explique par le fait que l'acétylation des histones altére la capacité de H1 a
condenser la chromatine (Ridsdale et al, 1990). De plus, la présence de H1 affecte les
interactions entre I’ADN et les facteurs de transcription (Juan et al, 1994; Schultz et al, 1996) .
Il a aussi été remarqué que la phosphorylation de H1, se traduisant par une perte d’affinité
vis-a-vis de la chromatine, est impliquée dans I’activation de genes (Lee & Archer, 1998). Ces
données suggeérent donc que 1'activation des genes nécessite une réorganisation de H1 dans

la chromatine.

2.3 Les parties N-terminales des histones

Tandis que la partie centrale du nucléosome adopte une conformation stable, les

extrémités N-terminales (Figure 4) des histones présentent une plus grande flexibilité
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structurale. Elles n’interagissent pas avec la partie centrale du nucléosome, a la surface

duquel elles émergent.

H2A Vertébrés ISGRGKQGGKARAKAKY?...
Levure ISGGKGGKAGSAAKAS?. ..
H2B Vertébrés IPEPAKSAPAPKKGSKKAVTKT2. ..
Levure ISSAAEKKPASKAPAEKKPAAKK2...
H3  Vertébrés IARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAA?...
Levure TARTKQTARKSTGGKAPRKQLASKAA?...
H4  Vertébrés !'SGRGKGGKGLGKGGAKRHRK2...
Levure 1ISGRGKGGKGLGKGGAKRHRK2. ..

Figure 7 : Premiers acides aminés des parties N-terminales chez les vertébrés et chez Saccharomyces

cerevisiae (levure) (Roth et al, 2001)

Bien que des travaux sur la conformation éventuelle des parties N-terminales des
histones ait été menés, il n'a pas été démontré que celles-ci possedent une organisation
structurale (Grant, 2001), exception faite des histones H3 et H4 qui adoptent une structure en
hélice a dans le nucléosome (Baneres et al, 1997). Ces extrémités N-terminales jouent un role
important au niveau des degrés de compaction supérieurs de la chromatine ainsi que dans la
formation des domaines chromatiniens (euchromatine et hétérochromatine). De plus, il
apparait clairement qu’elles jouent un role régulateur de la transcription car I’ADN sous
forme de chromatine est inaccessible aux facteurs de transcription. En effet, celui-ci étant
compacté dans la chromatine, une « ouverture » de cette derniere est donc nécessaire afin
que divers processus tels que la réplication, la recombinaison ou la transcription soient
possibles. Cette organisation de I’ADN en chromatine joue donc un réle déterminant dans
toutes les fonctions du génome. Initialement, on pensait que la répression seulement due a
'inaccessibilité de ’ADN du fait de la présence des histones. Pourtant depuis peu, il a été
démontré que ces extrémités jouent un roéle a part entiere dans la régulation des mécanismes
touchant a I’ADN (Wu & Grunstein, 2000) et une délétion de ces parties N-terminales est
létale (Ling et al, 1996; Schuster et al, 1986).
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Pour rendre ’ADN accessible, des changements structuraux doivent étre opérés au
niveau de la chromatine et plus précisément au niveau du son unité de base, le nucléosome.
Pour cela, des facteurs interviennent pour rendre la structure de la chromatine beaucoup
plus dynamique. Principalement, deux familles de facteurs sont connues pour remplir cette
fonction : les facteurs de remodelage de la chromatine et les protéines qui modifient les
extrémités des histones (ces deux familles seront décrites dans les sections II et III
respectivement). L’action de ces familles permet a divers processus nucléaires d’avoir lieu,

mais nous nous focaliserons sur la transcription des genes.

IL. Les facteurs de remodelage de la chromatine

1. Les complexes de remodelage ATP-dépendant

L’ADN, compacté sous forme de chromatine, présente une structure défavorable a
l'interaction avec les facteurs de transcription et les complexes initiateurs, essentiels dans
l'activation de la transcription. Un remodelage de la chromatine est donc nécessaire pour que
cette activation soit réalisable. Le remodelage de la chromatine se traduit par une altération
controlée de sa structure (Aalfs & Kingston, 2000). Il peut s’effectuer a l'aide de facteurs
utilisant I'énergie libérée lors de 'hydrolyse de I’ATP. De facon générale, I'activation de la
transcription implique la fixation d’un facteur de transcription qui recrute le complexe de
remodelage. Ces facteurs sont des complexes multiprotéiques qui peuvent altérer les liens
histones/ ADN. Les modifications induites par ces complexes se réalisent de maniere non
covalente et conduisent a un changement de la localisation et de la conformation du
nucléosome (Kingston & Narlikar, 1999) permettant ainsi a la machinerie transcriptionnelle

d’atteindre I’ADN (Figure §).
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Figure 8 : Schématisation générale du remodelage de la chromatine

A I'heure actuelle, une dizaine de complexes sont impliqués dans le remodelage dépendant
de I’ATP. Ils sont regroupés en 4 grandes familles (Figure 9) suivant les similarités de leur
sous-unité catalytique ATPase: SWI/SNF (mating type SWItching/Sucrose Non
Fermenting), ISW1 (Imitation of SWItch) (Aalfs & Kingston, 2000), CHD (Chromodomain
Helicase/ ATPase DNA binding protein) et INO (INOsitol).

Bien que ces facteurs de remodelage aient en commun la présence de nombreuses
sous-unités protéiques dont 1'ATPase (Figure 9), ils présentent toutefois des différences dans

leur quantité et dans leur activité.
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Figure 9: Les 4 grandes familles de complexes ATP-dépendant de remodelage de la chromatine
(Modifié de Tsukiyama, 2002). Le domaine ATPase est représenté en rouge. Les bromodomaines
(reconnaissent les résidus acétylés) sont représentés en violet, les chromodomaines (reconnaissent les
résidus méthylés) en rose, les domaines SANT en bleu (proposés comme domaine de reconnaissarce

des histones) et les domaines liant I’ADN en vert.

La spécificité de chacun des complexes dans l'activation d’un géne donné n’est pas évidente.
Toutefois, ces complexes de remodelage ATP-dépendant joue un réle dans la régulation de la

transcription des génes.

2. Les modifications post-traductionnelles des histones

Le remodelage de la chromatine peut également s’effectuer par modification des parties N-
terminales des histones (Berger, 2001; Wu & Grunstein, 2000). En effet, ces extrémités sont le
siege de diverses modifications post-traductionnelles. I y a au moins 8 types de
modifications épigénétiques différentes mises en évidence (Tableau 1) et ces modifications ont

été détectées sur plusieurs résidus d histones (Figure 10).
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Figure 10 : Les 4 principales modifications et la localisation des résidus modifiés sur les parties N-

terminales des histones humaines (Margueron et al, 2005)

Modifications Résidus modifiés Fonctions régulées

Acétylation Lysine Transcription, réparation,

réplication, condensation

Méthylation Lysine, arginine Transcription, réparation

Phosphorylation Sérine, thréonine Transcription, réparation,
condensation

Ubiquitinylation Lysine Transcription, réparation
Sumoylation Lysine Transcription
ADP ribosylation Acide glutamique Transcription
Deimination Arginine Transcription
Isomérisation de la proline Proline Transcription

Tableau 1 : Quelques modifications post-traductionnelles d’histones identifiées (Kouzarides, 2007)
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Dans un premier temps, nous allons passer en revue les principales modifications
post-traductionnelles (acétylation, méthylation, phosphorylation...) qui peuvent avoir lieu

sur les extrémités N-terminales des histones.

2.1 L’acétylation

Découverte en 1964 par Allfrey et al. (Allfrey et al, 1964), 'acétylation est une
modification post-traductionnelle majeure des parties N-terminales des histones
(Marmorstein, 2001a; Marmorstein, 2001b). Elle a lieu sur la fonction amine en position ¢ des
résidus lysines des histones (Figure 11) (Marvin et al, 1990; Thorne et al, 1990). Bien que les
histones soient généralement acétylées sur leurs parties N-terminales, il a été observé que la
lysine 56 de H3, une lysine de la particule coeur, peut également étre acétylée (Driscoll et al,

2007; Han et al, 2007).

1ISGRGSKQGGIKARABKABKTRSSR. ..

1PEPSSKSAPAPK12KGSBSKKAIT2OK AQKKDGKKRKR. ..
IART*KQTARKSTGG1KAPRBKQLATBKAARZKSAPA...

ISGRGSKGGSKGLGI2KGGASKRHR2KVLRD. ..

Figure 11 : En gras, sites d’acétylation in vivo des branches N-terminales des histones de cellules

humaines (Marvin et al, 1990; Thorne et al, 1990)

L’acétylation des histones est une réaction catalysée par des enzymes, les histones
acétyltransférases (HATs) (Roth et al, 2001) (Figure 12). Ces enzymes catalysent le transfert
d’'un groupement acétyle de l'acétylcoenzyme A vers des résidus lysine des parties N-

terminales des histones.
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Figure 12: Réactions d’acétylation et de désacétylation d'une lysine, catalysées par les HATs et les

HDAC:sS, respectivement

L’acétylation des histones engendre la neutralisation de la charge positive portée par
I'atome d’azote de la fonction amine en e de certaines lysines localisées sur la queue N-
terminale des histones. Ainsi les contacts histones/ADN sont affaiblis et les interactions
entre nucléosomes voisins sont également affectées. Les contacts inter-nucléosomaux sont
importants pour la stabilisation de la structure hautement ordonnée de la chromatine. Ainsi,
un changement de la charge des histones a des conséquences sur l'architecture de la
chromatine. Les fonctions de cette modification sont diverses, mais généralement elle est

associée a l’activation de la transcription (Hebbes et al, 1988; Turner, 1993).

L’acétylation est une modification épigénétique réversible et les histones
désacétylases (HDACs, Figure 12), qui catalysent la réaction inverse, sont également

impliquées dans la transcription des genes. En effet, la désacétylation est associée a la

répression des génes.

L’activité antagoniste des HATs et des HDACs régule 1'expression des genes. Cette
activité correle avec 'activation (pour les HATS) et la répression/silence (pour les HDACs)
des genes (Brownell & Allis, 1996; Mizzen & Allis, 1998). Une revue plus détaillée des HATs
et des HDACs est donnée dans les sections III et IV de ce chapitre.
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2.2 La méthylation des histones

La méthylation des histones a été décrite pour la premiere fois en 1964 (Murray,
1964). Cette modification a lieu principalement sur les histones H3 et H4 (Figure 10). La
méthylation ne change pas la charge globale du résidu mais augmente progressivement le
poids moléculaire et I'’hydrophobie. Ceci pourrait provoquer I'interruption des interactions
de type liaison hydrogéne intra- ou intermoléculaire, créant ainsi de nouveaux sites de
liaison pour les protéines se liant préférentiellement aux protéines méthylées. La méthylation
des histones régule des processus fondamentaux tels que la formation de 'hétérochromatine,
I'inactivation du chromosome X, la mémoire génétique, ainsi que la transcription et la

réparation de ’ADN (Lachner & Jenuwein, 2002; Margueron et al, 2005).

(a) La méthylation des arginines

Les résidus arginine peuvent étre monométhylés ou diméthylés de fagon symétrique
ou asymétrique (Figure 13) par les protéines arginine méthyltransférases (PRMTs). Elles
catalysent le transfert d’'un groupement méthyle de la S-adénosylméthionine (SAM ou
AdoMet) sur la fonction amine du groupement guanidine des résidus arginine. Dix PRMTs
ont été identifiées chez les mammiferes (Bedford, 2007) : PRMT1 (Lin et al, 1996) , PRMT2,
PRMT3 (Tang et al, 1998), CARM1/PRMT4, JBP1/PRMT5, PRMT6, PRMT7 , PRMT 8,
PRMT9 et FBXO11. Huit d’entres elles catalysent le transfert d'un groupement méthyle de
AdoMet vers un résidu arginine, générant ainsi la S-adénosylhomocystéine (AdoHcy) et une
arginine méthylée. En revanche, aucune activité n’a encore été démontrée in vitro pour

PRMT9 et PRMT2.

Ces enzymes ont été divisées en 4 groupes. Les enzymes de type I (PRMT 1, 3, 4, 6 et
8) catalysent la formation de résidus NG-monométhylarginine intermédiaires puis la
formation de NG ,NG-diméthylarginine asymétriques. Les enzymes de type II (PRMTS,
PRMT7 et FBXOI11) catalysent la formation de résidus NG-monométhylarginine
intermédiaires puis la formation de NG ,NG-diméthylarginine symétriques. Un troisiéme
type catalyserait la formation de NG-monométhylarginine uniquement (PRMT2). Toutefois,
PRMT?7 dans certains cas, peut ne procéder qu’a une monométhylation et constituerait un

quatrieme type de PRMT.
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Figure 13: Réaction de méthylation catalysée par les PRMT de type I et 11

Le site de liaison d’AdoMet, tres conservé chez les mammiféres, correspond
également au site catalytique. Les régions C-terminales et N-terminales des PRMTs ne sont

pas conservées et leurs fonctions sont inconnues.

Les structures cristallines de la PRMT Hmtl de la levure (Weiss et al, 2000), de
PRMT3 du rat (Zhang et al, 2000) et de PRMT1 (Zhang & Cheng, 2003) ont été publiées,

toutefois le mécanisme de reconnaissance des substrats reste indéterminé.

L’ensemble des fonctions liées a la méthylation n’a pas encore été déterminé.
Cependant, la méthylation peut étre répressive ou activatrice vis-a-vis de la transcription
(Tableau 2), les PRMTs étant recrutées aupres des promoteurs par des facteurs de

transcription (Lee et al, 2005).
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Enzymes Résidus/histones modifiés Fonctions régulées

PRMT1 H4-R3, H2A Coactivateur
transcriptionnel
PRMT2 Inconnu Coactivateur du récepteur a
I'cestrogene
PRMT3 Inconnu Coactivateur
transcriptionnel
PRMT4/CARM1 H3-R2, H3-R17, H3-R26, Coactivateur
H2A transcriptionnel
PRMT5 H3, H4, H2A Répresseur transcriptionnel
PRMT6 H4, H3, H2A Réparation de ' ADN
PRMT7 H4, H2A ?

Tableau 2 : Sites de méthylation et fonctions régulées connues (Bedford, 2007)

Il faut noter que des arginines déméthylases n'ont pas encore été identifiées.
Cependant, les peptidylarginine déiminases 4 (PAD4/PADI4) peuvent inverser Ila
méthylation des résidus arginine (Cuthbert et al, 2004; Wang et al, 2004b).

(b) La méthylation des lysines

De facon similaire la monométhylation, la diméthylation, la triméthylation des lysines
peuvent également avoir lieu. A ce jour, les lysines 4, 9, 27, 36 et 79 de H3 et les lysines 20 et
59 de H4 peuvent étre méthylées (Berger, 2002; Strahl & Allis, 2000; Zhang et al, 2002; Zhang
et al, 2003a; Zhang & Reinberg, 2001) (Figure 10). Cette modification peut soit réprimer soit

activer la transcription (Bannister & Kouzarides, 2005).

La méthylation des lysines des histones est catalysée par les histones

méthyltransférases (HMTs) (Figure 14).
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Figure 14: La réaction de méthylation des lysines

Toutes les HMTs contiennent un domaine SET, a 'exception de 'HMT Dotl. Ce domaine
constitue a la fois le domaine de liaison de AdoMet et le domaine catalytique (Lee et al,

2005). Ce motif d’environ 130 résidus est tres conservé.

La méthylation des lysines 4, 36, 79 de H3 est généralement impliquée dans
l'activation de la transcription et participe a I’établissement de I'’euchromatine (Krogan et al,
2003; Martin & Zhang, 2005; Schubeler et al, 2004). Les méthylations des lysines 9 et 27 de H3
et de la lysine 20 de H4 sont généralement impliquées dans la répression de la transcription
(Cao et al, 2002; Nielsen et al, 2001; Peters et al, 2003; Reinberg et al, 2004; Rice et al, 2003;
Schotta et al, 2004)

(c) La déméthylation des lysines

La méthylation étant un processus important impliqué dans la régulation des genes,
lidentification du processus permettant d’inverser cette méthylation a été un challenge.
Ainsi en 1964, I'équipe de Paik a isolé une enzyme du rat, la N6-méthyle-lysine-oxidase,
capable d’oter un ou deux groupements méthyle de lysines d’histones libres (Kim et al,
1964). Depuis, deux types de lysines déméthylases ont été identifiées : LSD1 (Lysine Specific
Demethylase 1) et la famille des protéines a domaine JmjC (Jumonji C); LSD1 étant la
premiére lysine déméthylase a avoir été caractérisée (Shi et al, 2004).

La découverte d’histones déméthylases a mis en évidence la réversibilité de cette

modification. Toutefois, seuls quelques résidus sont substrats des déméthylases décrites. Par

exemple, LSD1 déméthyle H3-K4 et H3-K9 (Shi et al, 2004). Il faut noter que la méthylation
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est souvent associée a d’autres modifications et particulierement a la phosphorylation et a

I"acétylation.

2.3 La phosphorylation des histones

La phosphorylation fait partie des modifications post-traductionnelles se produisant
sur les parties N-terminales des histones (Paulson & Taylor, 1982).

Les histones kinases sont les enzymes catalysant le transfert du groupement y-
phosphate d'une molécule d’ATP sur I'hydroxyle d"un résidu sérine ou thréonine : c’est la

réaction de phosphorylation (Figure 15).

ATP ADP

fSer\/OH — -

-«

Figure 15: La réaction de phosphorylation d'une sérine
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Chez les eucaryotes supérieurs, la phosphorylation a lieu sur : les thréonines 3 et 11,
la sérine 10 et la sérine 28 de H3, la sérine 1 de H2A et de H4, et les sérines 14 et 32 de H2B
(Wu et al, 1986). Cette modification semble jouer un role dans divers processus tels que la
condensation des chromosomes (de la Barre et al, 2000; Goto et al, 1999; Sauve et al, 1999;
Van Hooser et al, 1998), la transcription (Nowak & Corces, 2004), la réparation de I’ADN

(Cheung et al, 2005; Downs et al, 2000; Fillingham et al, 2006) et 'apoptose (Loury & Sassone-
Corsi, 2003).

2.4 L'ubiquitinylation

L"ubiquitine est une petite protéine de 76 acides aminés que 1’on retrouve dans toutes
les cellules eucaryotes. En général, la fixation d’ubiquitine sur une protéine sert a marquer

cette derniere en vue d"une destruction par une protéase.
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Dans le cas des histones, la fonction de l'ubiquitination est autre. Elle aurait un role dans la
régulation de la transcription, la recombinaison et dans le controle des réponses aux
dommages de I’ADN (Giannattasio et al, 2005; Osley, 2004, Wang et al, 2004a). Cette
modification touche entre autres la lysine 119 de I'histone H2A (H2A-K119) et la lysine 120
de I'histone H2B (H2B-K120) chez 'Homme (correspond a la lysine 123 (H2B-K123) chez la

levure S. cerevisiae).

L'ubiquitination de H2A-K119 est catalysée par la protéine Bmi/RinglA et est
associée a la répression de la transcription (Wang et al, 2006). Cette modification n’est pas
conservée chez la levure contrairement a I'ubiquitination de H2B-K120. Elle est modérée par
les protéines RNF20/RNF40 et UbcH6 chez I'homme et par les protéines Rad6 et Brel chez la
levure (Robzyk et al, 2000; Wood et al, 2003).

L’ubiquitination de H2B contrairement a celle de H2A, active la transcription (Zhu et
al, 2005). En plus de la transcription, I"'ubiquitination est impliquée dans la recombinaison
méiotique en réponse aux dommages de ’ADN (Giannattasio et al, 2005; Yamashita et al,

2004).

Chez la levure, deux enzymes capables d’inverser 1'ubiquitination de H2B-K123 ont
été identifiées : Ubp8 et Ubpl0. L'enzyme Ubp8 fait partie du complexe multiprotéique
SAGA acétyltransférase. Elle est requise pour l'activation de la transcription, indiquant ainsi
que l'ubiquitination et sa réaction inverse sont impliquées dans la stimulation de la

transcription (Henry et al, 2003).

2.5 Mais encore...

Les parties N-terminales des histones sont sujettes a bien d’autres modifications post-

traductionnelles. Parmi celles-ci, on peut noter I’ADP-ribosylation et la sumoylation.

L’ADP ribosylation est le transfert d’'un groupement ADP ribose de la nicotinamide
adénine dinucléotide sur un résidu arginine, acide aspartique ou gutamique. C'est une
modification épigénétique dont la fonction est mal connue. Toutefois, elle semble impliquée

dans des processus nucléaires tels que la réparation et la transcription de I’ADN. II peut y
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avoir mono- ou poly-(ADP ribosylation), réaction catalysée par les mono-ADP
ribosyltransférases (MARTSs) et les poly-ADP ribosyltransférases (PARTSs) respectivement
(Hassa et al, 2006).

La sumoylation des histones n'a été que tres récemment identifiée chez les
mammiferes (Shiio & Eisenman, 2003). Cette modification aboutit a la liaison d'une ou
plusieurs protéines SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier, 12 kDa, ~100 acides aminés) sur
une lysine. Elle peut avoir lieu sur les 4 histones de la particule cceur, et des sites spécifiques
de sumoylation ont été identifiés sur H2A (K126), H2B (K6, K7, K16, K17) et H4 (K5, K8, K12,
K16, K20) (Nathan et al, 2006). Cette modification est antagoniste de l'acétylation et de
"'ubiquitination, et de ce fait elle est associée a la répression de la transcription chez la levure

(Shiio & Eisenman, 2003).

3. L’hypothése du « code histone »

Les modifications se réalisant au niveau des parties N-terminales semblent se
produire de fagon coordonnée. En effet, il a été observé qu’une modification influait une
autre modification. Par exemple, certaines HATs tels que GCN5, PCAF, et p300 ont plus
d’affinité pour H3 lorsque la sérine 10 de H3 est phosphorylée (Cheung et al, 2000; Clements
et al, 2003; Lo et al, 2000) et 1’acétylation de la lysine 14 de H3 par GCN5 en est stimulée
(Clements et al, 2003). La phosphorylation de la serine 10 de H3 empéche la méthylation de
I'arginine 9 de H3 (Rea et al, 2000). L'ubiquitination de H2B-K123 est nécessaire a la
méthylation de H3-K4 et H3-K79 (Briggs et al, 2002; Sun & Allis, 2002). La méthylation de
I'arginine 3 de H4 facilite ’acétylation des résidus lysine 8 et 12 de H4 par p300 (Zhang &
Reinberg, 2001).

Cette grande diversité de modifications reliées a des processus biologiques a conduit a
proposer I"hypothese d'un langage appelé «code histone » (Margueron et al, 2005; Strahl &
Allis, 2000). Ce « code » serait lu par d’autres protéines ou complexes protéiques capables de
reconnaitre ces profils de modifications. Cette hypothese a été proposée afin d’expliquer
comment cette succession de modifications régule la structure et les fonctions de la

chromatine.

38



Chapitre I : Introduction bibliographique

III. Les histones acétyltransférases (HATS)

Dans cette section, les 3 grandes familles d’'HATs ainsi que d’autres protéines
possédant une activité HAT vont étre présentées.

Les histones acétyltransférases englobent un panel d’enzymes dont certaines ont pu
étre regroupées en fonction de ’homologie de séquence dans leur domaine HAT. La famille
des GNATs et MYST et p300/CBP sont les familles de HATs prédominantes. Toutefois, il
existe d’autres protéines possédant une activité HAT tels que les co-activateurs de récepteurs
nucléaires ou les facteurs associés aux protéines liant la boite TATA (TAFII250).

On retrouve certains domaines chez diverses HATs de différentes familles, bien que les

similarités entre les familles de HATs soient faibles:

* Le bromodomaine est un domaine conservé et son interaction avec les résidus
acétylés a été montrée,

* Le chromodomaine, motif conservé structurellement, interagit avec la chromatine en
se liant aux lysines méthylées des histones,

* Le domaine Tudor, a l'origine identifié comme étant un motif se liant a I'’ARN, son
interaction avec les arginines et les histones méthylées a été montrée,

* Le doigt PHD (Plant Homeodomain), motif que l'on retrouve chez plusieurs
protéines liés a la transcription chez les eucaryotes, est caractérisé par un motif liant

le zinc.

Notre intérét s’est porté dans un premier temps sur la famille de HAT p300/ CBP qui sera
I'objet de notre travail. Puis, nous passerons en revue les autres familles de HATs (GNAT,

MYST et autres).

1. La famille p300/CBP

p300 (adenovirus E1A protein of 300 kDa) et CBP (CREB Binding protein) sont des
enzymes possédant une activité HAT (Ogryzko et al, 1996) et dont les similarités ont tres tot

été remarquées (Arany et al, 1994) (Figure 16).
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Figure 16 : Représentation de I’alignement de séquence de p300(2414 acide aminés) et CBP (2442
acides aminés ) (Sterner & Berger, 2000)

Elles sont présentes dans plusieurs organismes multicellulaires tels que les mouches,
les vers, les plantes, les mammiferes (Arany et al, 1994; Bordoli et al, 2001; Yuan & Giordano,
2002).

p300/CBP sont de larges protéines de 300 kDa et de plus de 2400 résidus. Ces enzymes
présentent des identités de séquences :
* dans leurs trois régions riches en cystéines et en histidines, nommées CH1, CH2, CH3
* dans le site de liaison du facteur de transcription CREB, le domaine KIX
* dans le bromodomaine
* dans le domaine HAT, qui contient le motif A commun aux GNATs et aux MYST, et
un domaine PHD de type doigt de zinc
* le domaine d’interaction avec le co-activateur de récepteurs nucléaires stéroidien
(SRC-1).
Les autres régions sont peu conservées (Arany et al, 1994).

L’activité HATs de ces enzymes a été mise en évidence (Bannister & Kouzarides,
1996) in vivo (Martinez-Balbas et al, 1998) et des tests in vitro ont montré qu’elles acétylent les
histones avec une préférence pour les lysines 12 et 15 de H2B, les lysines 14 et 18 de H3, et les
lysines 5 et 8 de H4 (Schiltz et al, 1999). Contrairement aux autres HATs, p300 et CBP ont la
capacité d’acétyler les 4 histones nucléosomales aussi bien que les histones libres (Sterner &
Berger, 2000).

Ces enzymes stimulent la transcription de genes spécifiques en interagissant,
directement ou non, avec divers facteurs de transcription tels que CREB, les récepteurs
nucléaires d’hormones ou encore les activateurs d’oncoprotéines (Sterner & Berger, 2000).
Ainsi p300 et CBP sont des co-activateurs transcriptionnels globaux qui possedent des roles

biologiques importants dans le contréle du cycle cellulaire, la différenciation et 1’apoptose
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(Giordano & Avantaggiati, 1999; Kalkhoven, 2004; Shiama, 1997). Outre cela, p300/CBP
interagit avec d’autres HATs telles que PCAF et ACTR.

L'importance de l'activit¢ HAT de p300/CBP implique que ces enzymes soient
régulées. Elles possedent la capacité de s’autoacétyler (Ogryzko et al, 1996), une propriété
qui semble réguler 'activité HAT (Thompson et al, 2004). De plus, d’autres modifications
telles que la phosphorylation (Yuan et al, 2002), la sumoylation (Girdwood et al, 2003) et la
méthylation (Zhang & Reinberg, 2001) semblent réguler I'activité HAT de ces deux enzymes.

D’un point de vue mécanistique, il a été proposé et pratiquement admis que ces
enzymes procédaient via un mécanisme enzymatique « ping pong » (Thompson et al, 2001)
(Figure 17). Dans un tel mécanisme (« ping pong »), I'acétylcoenzyme A se lierait en premier
puis un premier produit, le coenzyme A, serait libéré. L'« enzyme-acétyle » modifiée lierait
I'histone, formant un complexe ternaire de faible durée de vie, I'acétylation aurait lieu et le

second produit, I'histone acétylée, serait relachée.

‘ Meécanisme ping-pong

Histone-NH CHg P3 00
g A AcétylCoA

o]
- / \\
p300 p300
9
Hlstone-NHs\ Acétyl KHSC A

p300

Figure 17 : Mécanisme de type « ping pong »

Récemment, la structure du domaine HAT de p300 a été publiée par I'équipe de P.A.
Cole (Liu et al, 2008). Un hétérodimeére constitué de Lys-CoA et du domaine HAT de p300 a

été cristallisé. Dans cette construction, p300 est composé d'un sous-domaine de la partie N-
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terminale et de la partie C-terminale de p300. De plus, les acides aminés 1523-1554 ont été
éliminés afin de limiter le phénomene d’autoacétylation. Outre la proposition d'un
mécanisme réactionnel de type Theorell-Chance, cette étude a fourni plusieurs informations
sur la structure du site actif d'une part et sur les résidus impliqués dans le transfert du

groupement acétyle et dans la reconnaissance du substrat d’autre part (Figure 18).

Figure 18 : Site de reconnaissance de Lys-CoA par le domaine HAT de p300 (Liu et al, 2008)

Ainsi, de l'étude cristallographique publiée, les données liées a la reconnaissance du

substrat sont les suivantes :

* Larégion du domaine HAT liant I’acétylcoenzyme A (motif A), conservée chez GNC5

et Esal, semble également conservée chez p300 (Figure 19);
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Figure 19 : Superposition du ceeur du domaine HAT de GCND5, Esal et p300 (en bleu clair : p300, en
vert : GCNJ, en beige : Esal, en bleu foncé : motifs A, B et D commun a p300 et aux GNAT, cf
chapitre I1I) (Liu et al, 2008)

* Une boucle appelée L1 apparait comme encapsulant Lys-CoA et semble influencer les

interactions substrat /enzymes (Figure 20);

Figure 20 : Une vue de l'interaction de p300/Lys-CoA. La boucle L1 est représentée en rouge (Liu et
al, 2008)

* Le bras pantéthéine de la partie coenzyme A se positionne, par rapport a la région

cceur, de facon similaire chez GCNG5 et Esal ; la partie adénosine adopte une conformation
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différente et plus ordonnée que celle adoptée chez les deux autres HAT avec le résidu Arg

1410 qui établit des liaisons hydrogenes avec les groupements phosphates (Figure 18);

* L’azote e-N de la lysine de Lys-CoA établit des liaisons hydrogenes avec le résidu Trp
1436 (Figure 21) et les résidus Tyr 1397, Trp 1436, Tyr 1446 et Cys 1438 forment un couloir
hydrophobe qui interagit avec la chaine carbonée de la partie lysine de Lys-CoA (Figure 21).

Figure 21 : Une vue de l'interaction de p300/Lys-CoA. Les résidus nucléophiles sont représentés en

vert (Liu et al, 2008)

* De plus, ce site hydrophobe pourrait avoir comme roéle d’abaisser le pKa de la lysine
du substrat afin qu’il soit sous forme d’amine -NHo,, cette forme étant requise pour attaquer

'acétylcoenzyme A (Liu et al, 2008) ;

* Une poche riche en électron a été décelée pres de ce couloir hydrophobe, formé par
les résidus Tyr 1397, Trp 1436, Tyr 1446 et Cys 1438, et ces deux cavités sont liées par un
sillon étroit et peu profond composé sur une face par les résidus Ser 1396 et Tyr 1397. Cette
poche contient les résidus Thr 1357, Glu 1505, Asp 1625 et Asp 1628, résidus nécessaires pour
que l'activité HAT soit optimale (Figure 22). Ils sont supposés participer a la reconnaissance
du substrat en interagissant avec les résidus basiques de ce dernier, tels que la lysine ou

'arginine;
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Figure 22 : Résidus étudiés influengant I’activité enzymatique de p300 (en bleu turquoise : résidus
ayant un effet modeste sur l'activité enzymatique, en bleu foncé : activité enzymatique sensible aux

résidus)(Liu et al, 2008)

Des expériences menées par mutagenese dirigée suggerent que les résidus Tyr 1467, Trp

1436 facilitent le transfert du groupement acétyle (Liu et al, 2008) :

* Le résidu Tyr 1467 établit une liaison hydrogene avec le soufre de Lys-CoA et son
role supposé est celui d'un acide qui protonerait le coenzyme A libéré a la fin de la réaction

d’acétylation ;

* Le remplacement du résidu Trp 1436 par un résidu Ala se traduit par une perte

d’efficacité catalytique d"un coefficient de 50.

De plus, un mécanisme séquentiel, passant par un complexe ternaire intermédiaire de courte
durée de vie, a été proposé comme mécanisme catalytique. Dans ce mécanisme, nommé
Theorell-Chance, I'acétylcoenzyme A se fixerait étroitement a p300 puis 1'histone se lierait
faiblement et l'acétylation aurait lieu, libérant également le premier produit, 1'histone
acétylée et générant un complexe « enzyme-coenzyme A »(Liu et al, 2008) (Figure 23). Enfin,

le second produit, le coenzyme A est libéré et I’enzyme libre régénérée.

45



Chapitre I : Introduction bibliographique

Mécanisme Theorell Chance I

AcétylCoA

o

HSCoA

]
LS Histone-NH: CH
istone-
p300 N
A 0

Figure 23 : Mécanisme Theorell-Chance proposé pour p300 (Liu et al, 2008)

p300 et CBP sont des co-activateurs transcriptionnelles dont nous ne venons de voir
qu'un échantillon des processus dans lesquels elles sont impliquées. Avec les MYST et les
HATs de la famille des GNATS, ces enzymes représentent la majorité des HATs. Toutefois il

existe d’autres HATs de natures diverses.

2. La famille GNAT

La superfamille des GNATs (General control nonderepressible 5 (Gen5)-related N-
acetyltransferase, (Neuwald & Landsman, 1997) se compose de plusieurs acétyltransférases
dont les HATs qui présentent une homologie de séquence limitée (Tableau 3, Figure 24) en

dehors de leur domaine HAT.

64% similarity to hGCNS and PCAF

r 1

GCNS (levure) l vzZzzzZz7z7z7Re T T
GCNS (Tetrahymena) | /I B
| /e
GCNS5 (humaine)
PCAF (humaine) | vZzZzZzZzZzZzZzZ I =

HAT domain bromodomain

Figure 24 : Représentation de I’alignement de séquences de quelques GNATSs (Sterner & Berger, 2000)
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Cette famille est caractérisée par 4 motifs, C, D, B, A, allant de la partie N-terminale a
la partie C-terminale respectivement (Figure 25). Le motif A est le plus conservé et il est
présent également dans une autre famille de HAT : les MYSTs. Ce motif est caractérisé par
un segment Arg/GIn-XX-Gly-X-Gly/Ala qui reconnait et lie 'acétylcoenzyme A (Dutnall et
al, 1998a; Wolf et al, 1998). Ces enzymes possédent un domaine HAT constitué d’environ 160
résidus et un bromodomaine du coté C-terminal. En plus de ces régions, les membres de
cette famille possedent des similarités dans le motif 1ié a 'acétylation, notamment un résidu
acide glutamique dont le role supposé est celui d’une base.

Les GNATs sont trés conservés et comptent, chez les eucaryotes et chez les

procaryotes, une grande variété d’acétylases, dont des HATs, ainsi qu'une grande variété de

substrats.
Les HATSs de la famille des GNATSs
Hat1 Gcenb PCAF Elp3 Hpa2
Organismes De la De la levure a Homme, levure De la levure
levure a I’'Homme souris aux
I'Homme mammiferes
Fonction Réparation = Co-activateur Co- Elongation /
de ’ADN dela activateur lors de la
Transcription, dela transcription
réparation de  transcription
I’ADN
Substrat (s)  H4-K5,12  H3-K9, 14, 18, H3-K14 H3 H3-K14
préférentiel(s) 36 H4-K8 H4
H4-K8, 16
H2B

Tableau 3 : Les principales HATs de la famille des GNATs (Sterner & Berger, 2000; Yang, 2004)
(ND : Non Déterminé)

= GCN5

GCNS5 est la premiere HAT nucléaire a avoir été identifiée (Brownell et al, 1996). Elle a

plusieurs homologues dans divers organismes tels que la souris (Xu et al, 1998), ' Homme
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(Candau et al, 1996) et les levures (yGCN5)(Smith et al, 1998). Elle présente une spécificité
vis-a-vis de ses substrats, il a été montré que la lysine 14 de H3 et les lysines 8 et 16 de H4
sont préférentiellement acétylées in vitro (Neuwald & Landsman, 1997). In vivo, yGCN5
acétyle les lysines 9, 14 et 18 de H3, 8 et 16 de H4 et les lysines de H2B (Grant et al, 1999).
Cette enzyme, in vivo, est une sous-unité de complexes multiprotéiques tels que ADA et
SAGA (Grant et al, 1997) chez la levure. Son domaine catalytique est conservé de la levure a
I'Homme. Des études structurales de HATs d’origines différentes ont fourni des éléments
concernant les interactions entre GCN5 et son substrat (Clements et al, 1999; Dutnall et al,
1998a; Dutnall et al, 1998b; Lin et al, 1999; Rojas et al, 1999; Vetting et al, 2005). GCN5
possede un domaine globulaire trés conservé constitué d'hélices a et de feuillets et ott deux
cavités hydrophobes presque orthogonales sont situées a la surface de la protéine (Figure 25).
L’acétylcoenzyme A se lierait dans une cavité tandis que le peptide se lierait dans l'autre
cavité. Le site actif, quant a lui, se situerait a la jonction des deux cavités, et on y retrouverait

dans la plupart des cas, un résidu acide glutamique.

Figure 25 : Structure du domaine HAT de yGCNS (en bleu, motif A et D ; en turquoise, motif B ; en

rouge et vert, parties N-terminale et C-terminale respectivement)(Trievel et al, 1999)

Les premiéres études cinétiques ont été faites avec GCN5 issue de la levure (Tanner et al,
1999). Les études sur cette derniére ont permis de déterminer le type de mécanisme
catalytique utilisé par les GNATSs. Dans le cas de GCNS5, il s’agit d'un mécanisme séquentiel
ordonné (Tanner et al, 2000b). L'acétylcoenzyme A se fixe en premier suivi du peptide ; le
premier produit libéré est 1'histone acétylée puis le coenzyme A est a son tour libéré (Figure

26).
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Figure 26 : Représentation schématique du mécanisme enzymatique de GCN5

Il a été montré que le résidu acide glutamique (E173 chez 'Homme) présent dans le site
catalytique sert de base et catalyse la déprotonation de la fonction amine & du résidu lysine
de I'histone (Tanner et al, 1999).

Cette enzyme est essentielle a l’activation de la transcription de plusieurs genes chez la
levure (Brownell & Allis, 1996; Brownell et al, 1996; Grunstein, 1997; Roth et al, 2001; Wade et
al, 1997). Elle est également requise pour l'activation de genes durant la mitose (Fry &
Peterson, 2001; Krebs et al, 2000). Chez les mammiferes, elle est nécessaire au développement
cellulaire et a la prolifération (Xu et al, 2000; Yamauchi et al, 2000). Cependant, il existe un
cas o GCN5 a été impliquée dans la répression de la transcription (Ricci et al, 2002). En effet,
des expériences menées in vitro indiqueraient que 1'acétylation de la lysine 16 de H4 aurait

un role dans la condensation de la chromatine (Shogren-Knaak et al, 2006).

= PCAF

PCAF (p300/CBP-associated factor) fut identifiée du fait de son aptitude a activer la
transcription de divers genes en interagissant avec p300 et CBP (Bannister & Kouzarides,
1996; Ogryzko et al, 1996; Yang et al, 1996).

Bien que la lysine 14 de I'histone H3 semble étre son site préférentiel (Schiltz et al, 1999;
Trievel et al, 2000b; Xu et al, 1998), elle acétyle également H2B, les lysines 9, 18 de H3, la
lysine 8 de H4, et des protéines non histones. In vivo, PCAF se présente comme une sous-
unité d'un complexe multiprotéique (STAGA)(Ogryzko et al, 1998), et c’est dans ce contexte

qu’elle acétyle efficacement le nucléosome.
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Structuralement, PCAF est une protéine de 832 résidus qui posséde un domaine N-
terminal homologue a celui de GCN5 des mammiferes (Figure 27). Ce domaine est requis lors
d’interactions avec p300/CBP (Xu et al, 1998). Son domaine C-terminal a été identifié comme
étant un bromodomaine. Le domaine HAT de PCAF présente 43 % d’identité de séquence
avec celui de GCN5 de Tetrathymena et yGCN5 (Brownell et al, 1996). Des études
cristallographiques sur ce domaine (résidu 493-658) et des comparaisons avec d’autres HAT
de la méme famille (Clements et al, 1999) ont permis d’établir I'existence de deux cavités,
comme pour YGCNBS. Une de ces cavités lie le coenzyme A et il a été supposé que l'autre
servait a lier le substrat. De plus, le résidu acide glutamique (Glu 570) a été identifié pres des
cavités liant les substrats. Le mécanisme enzymatique de cette enzyme est similaire a celui de

GCN5 : un mécanisme séquentiel ordonné (Lau et al, 2000a; Tanner et al, 2000a) (Figure 26).

Figure 27 : Structure du complexe PCAF-coenzyme A (En bleu et vert, motif A et motif D
respectivement ; en magenta et doré, domaines N- et C-terminaux respectivement ; en rouge,

coenzyme A)(Clements et al, 1999)

PCAF, apres avoir été recrutée par des facteurs de transcription, stimule leur activité
aupres de certains promoteurs (Struhl, 1998). Toutefois, elle posséde également un réle dans
la différenciation et 1’arrét du cycle cellulaire durant la formation des tissus musculaires lors

du développement de I'embryon (myogenese)(Puri et al, 1997).
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* Hatl, Elp3, Hpa2

L’histone acétyltransférase yHatl de levure est la premiere HAT a avoir été identifiée et
structurellement caractérisée (Dutnall et al, 1998b; Kleff et al, 1995). Elle acétyle
préférentiellement la lysine 12 de H4 mais chez d’autres especes, ses orthologues peuvent
également acétyler la lysine 5 de H4 (Parthun et al, 1996). C’est une HAT cytoplasmique, elle
est responsable de I'acétylation des histones lors de la formation de la chromatine. Elle est la
principale source d’activité HAT dans le cytoplasme de S.cerevisiae. Elle est associée a une
autre protéine Hat2 qui lui permet de se lier a H4 (Parthun et al, 1996). Bien que
généralement associées a une activité cytoplasmique, il a été montré que Hat 1 et Hat 2
participent a I'acétylation d’histones nucléaires libres (Ruiz-Garcia et al, 1998). En outre, Hatl
semble impliquée dans la réparation de ’ADN (Qin & Parthun, 2006) et dans 1'inactivation
des genes (Kelly et al, 2000).

Elp3, est une HAT nucléaire de levure. Elle apparait comme ayant un role direct dans la
transcription car elle se complexe a I’ARN polymérase II (Wittschieben et al, 1999). Du fait de
son homologie avec les GNATSs, elle a été produite a partir de cellules d’insectes et son
activité HAT a été testée. Dans ces conditions, Elp3 a été capable d’acétyler les 4 histones de
la particule cceur (Wittschieben et al, 1999). Les fonctions liées a son activité HAT n’ont pas

été mises en évidence et restent a déterminer.

Hpa2, est une HAT de levure. Faisant partie de la famille des GNATSs, son activité a été
testée in vitro et il s’est avéré qu’elle acétyle H3 et H4, avec une préférence pour la lysine 14
de H3, comme GCN5 (Angus-Hill et al, 1999). Toutefois ces fonctions n’ont été pas encore été

élucidées.

3. La famille MYST

Le nom de cette famille de HAT provient de certains de ces membres: MOZ
(monocytic leukemia finger protein), Ybf2 de la levure (renommée Sas3 : something about
silencing), Sas2 de la levure et Tip60 des mammifeéres. Elle possede d’autres membres dont
les plus étudiés sont indiqués dans le Tableau 4, Esal étant la seule a avoir été cristallisée a ce
jour (Yan et al, 2000). Ces protéines existent in vivo sous forme de complexes multiprotéiques

(ex : Nucleosome acétyltransférase de 1'histone H4 (NuA4) contient Tip 60).
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HATs Organisme(s) Roles biologiques connus Substrat(s)
préférentiel(s)
Sas2 Levure Répression de la transcription, H4-K16
réplication
Sas3 Levure Répression de la transcription, H3-K14, 23
réplication
Esal Levure Réparation de I’ADN, progression du H4-K5, 8,12, 16

cycle cellulaire, activation de la

transcription
MOF Homme/ Réparation de I’ADN
Drosophile
Tip60 Homme/Drosophile Activation de la transcription,
réparation de I’ ADN
MOZ Homme Répression et activation de la
transcription
MORF Homme Répression et activation de la
transcription
HBO1 Homme Régulation de I'initiation de la
transcription

H2A

H4-K16

H4-K5, 8,12, 16

H2A

H3-K14

H3-K14

H4-K5, 8,12
H3

Tableau 4 : Les principales HATs de la famille MYST

(Sterner & Berger, 2000)

Les membres de cette famille présentent un domaine MYST hautement conservé

(Figure 28), constitué d’environ 370 résidus, et qui est le site de liaison de I’acétylcoenzyme A.

En plus de ce domaine MYST, certains membres de cette famille partagent d’autres domaines

structuraux tels que le chromodomaine, le domaine C;HC et le domaine PHD (Plant

Homeodomain Linked). Le domaine C:HC est présent chez toutes les MYSTs, excepté Esal.

Chez Sas3, Mof et MOZ, ce domaine est essentiel a 'activité HAT (Akhtar & Becker, 2001;

Deguchi et al, 2003; Takechi & Nakayama, 1999), et chez Mof le nucléosome se lie a ce motif,

in vitro.

Le chromodomaine est conservé chez Esal, Mof et Tip60 (Jones et al, 2000).
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Chez MORF et MOZ, on retrouve le domaine PHD, dans la partie N-terminale
(Aasland et al, 1995; Champagne et al, 1999) de ces enzymes. Du c6té C-terminale, MOZ et
MOREF présentent un domaine riche en résidu cystéine et méthionine, domaine possédant un
puissant potentiel dans l'activation de la transcription (Champagne et al, 1999; Champagne
et al, 2001).

MYST homology
e

Sas2 (levure) P77 A ] 338

Sas3 (levure) 77 ] 831

Esal (levure) (1t V27771 ] 445
MOF (Drosophile) | [ V7AW ]827
Tip 60 (humaine) [Ic] a7 1513
MOZ (humaine) [ [Z]Z] 1417777 ] 2004
MORF (humaine) I [Z]7] T8 ] 1781
HBO1 (humaine) [ il 77 ] 611

Figure 28 : Représentation de I’alignement de séquence des HATs de la famille des MYST (Sterner &
Berger, 2000)

Au niveau du mécanisme réactionnel, des études structurales faites sur Esal ont
montré que cette famille adopte un mécanisme séquentiel, probablement semblable a celui
des GNATSs (Berndsen et al, 2007; Yan et al, 2002).

Malgré leurs similarités de séquence, ces enzymes arborent des fonctions régulatrices
différentes (Tableau 4).

La famille MYST présente une diversité au niveau des domaines qui composent ces
HATs, les complexes auxquels appartiennent ces enzymes et des variétés de fonctions

biologiques associées.

4. Quelques autres HATSs

Outre les trois grandes familles de HATs décrites précédemment, il existe d’autres
protéines possédant une activité HAT. Parmi celles-ci, on peut noter SPT10, une enzyme de
levure, qui semble moduler 'acétylation de la lysine 56 de H3, au niveau du promoteur du
gene codant pour les histones (Xu et al, 2005). Cette acétylation est la seule de son genre du
fait qu’il s’agit d'un résidu ne se situant sur la partie N-terminale des histones mais se situant

dans la région cceur.
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L’acétyltransférase Rtt109 de la levure module également I'acétylation de cette lysine
H3-K56 (Driscoll et al, 2007; Han et al, 2007; Schneider et al, 2006). Récemment, il a été
montré que cette enzyme est impliquée dans la stabilité du génome, dans la réplication de
I’ADN et dans le processus de résistance aux dommages de I’ADN (Schneider et al, 2006).
Outre cela, elle s’est avérée étre un homologue structural de p300/CBP (Tang et al, 2008).
Cependant, malgré cette similarité structurale entre p300 et Rtt109, ces enzymes présentent
une faible identité de séquence et des propriétés biologiques différentes suggérant des
fonctions non similaires pour ces deux enzymes. Par exemple, elles présentent une sélectivité
de substrats différente, et aucune inhibition de Rtt109 par un inhibiteur de p300 (Lys-CoA)
n‘a été détectée (Tang et al, 2008). De plus, contrairement aux autres HATSs, I'activité
catalytique de Rtt109 nécessite un chaperon d’histone (protéines qui escortent les histones

jusqu’al’ADN lors de la formation de la chromatine).

Les cofacteurs SRC-1 et ACTR (Roth et al, 2001) sont des co-activateurs humains de
récepteurs nucléaires hormonaux. Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de
transcription, ils peuvent se fixer directement a I’ADN et induisent I'expression des genes.
Les co-activateurs tels SRC-1 ou ACTR participent donc a la régulation de I'expression des
genes en interagissant avec ces récepteurs nucléaires. SRC-1 acétyle les histones H3 et H4 in
vitro (Spencer et al, 1997). Il interagit avec p300/ CBP et PCAF (Kamei et al, 1996; Smith et al,
1996; Spencer et al, 1997; Yao et al, 1996), suggérant ainsi que la transcription résultant de
signaux hormonaux est régulée par plusieurs HATs. ACTR (Chen et al, 1997), comme SRC-1,
interagit avec des récepteurs nucléaires et active la transcription. Il a la capacité d’acétyler les
histones H3 et H4 libres aussi bien que le nucléosome (Chen et al, 1997). Il interagit
également avec CBP et PCAF et est d’ailleurs acétylé par CBP. Cette acétylation empéche les
interactions avec les récepteurs et empéche donc I'activation de la transcription (Chen et al,

1999).

Le lien entre acétylation et activation de la transcription a été une fois de plus
démontré avec la découverte de I'activité HAT de TAFII un élément de la machinerie basale
de la transcription. TAFII, une sous-unité d’un facteur de transcription général (TFIID),
s’associe a la protéine TBP, protéine se liant a la boite TATA des promoteurs. TAFII250 chez
I"homme, TAFII230 chez la Drosophile et TAFII145/130 ont montré une activité HAT in vitro
(Mizzen et al, 1996). TBP, seule, est capable de se lier aux promoteurs et d’activer la

transcription mais en présence de TAFII, cette activation est stimulée.
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L’état d’acétylation des histones dépend également de la famille d’enzyme qui

catalyse la réaction inverse : les histones désacétylases (HDACs), qui vont étre présentées.

IV. Les histones désacétylases (HDACS)

Les histones désacétylases catalysent la réaction de départ d’un groupement acétyle
situé sur I'amine € d'un résidu lysine d"une histone au sein du nucléosome, restituant ainsi la
charge positive de ces lysines. Ces enzymes ont été divisées en deux familles et quatre classes
en fonction de leurs domaines constitutifs et de leur homologie de séquence (Blander &
Guarente, 2004; Cress & Seto, 2000; Gregoretti et al, 2004; Grozinger & Schreiber,
2002) (Tableau 5) :

Deux familles de désacétylases

HDAC:s classiques protéines relatives a Sir2 ou sirtuins
Classe I Classe I Classe IV Classe II1
HDAC1 aHDAC3 HDAC4aHDAC7 HDACI1 SIRT1 a SIRT7
HDACS HDAC9

Tableau 5: Les différentes HDACs répertoriées chez I'Homme (Hodawadekar & Marmorstein, 2007)

Les enzymes des ces deux familles sont conservées évolutivement des procaryotes a
I’'homme (Grozinger & Schreiber, 2002). Toutes ces HDACs semblent exister dans la cellule

sous forme de sous-unités de complexes multiprotéiques.

Les Sirtuins et les HDACs classiques ne partagent pas d’homologie de séquence ou
structurale, et utilisent des mécanismes catalytiques différents. Les HDACs classiques
fonctionnent a 1’aide d’un cofacteur, I'ion Zn2?* et les sirtuins utilisent NAD* comme substrat
(Landry et al, 2000). Malgré ces différences mécanistiques, les deux familles sont recrutées
aupres des promoteurs et causent une désacétylation locale de la chromatine induisant une

non-expression des geénes au niveau de promoteurs spécifiques ou du domaine
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chromosomique. Ainsi, I'activité de ces enzymes est généralement associée a la répression

des genes.

Ces enzymes désacétylent également des protéines non histones et sont impliquées
dans plusieurs voies de signalisation. Il a été suggéré qu’elles auraient un roéle dans la
prolifération cellulaire et le développement du cceur par exemple (Paris et al, 2008). Les

sirtuins modulent le silence des génes mais aussi les phénotypes liés a I’age (Cole, 2008).

V. HATs et pathologies associées

Nous avons vu que les régions de la chromatine, actives transcriptionnellement, sont
associées a I'hyperacétylation et au recrutement d"HATs.
La balance entre acétylation et désacétylation est un facteur important dans la régulation de
I'expression des genes. Ainsi une hyperacétylation de régions normalement silencieuses et la
désacétylation de régions actives peuvent mener au développement de diverses maladies. De
plus, les substrats des HATs et des HDACs ne se limitent pas aux histones, une large
gamme de facteurs de transcription est incluse. Ainsi, un état d’acétylation inapproprié de
ces facteurs de transcription, causé par l’activité enzymatique anormale des HATSs et/ou des

HDACG:s, est a I'origine de diverses maladies dont des cancers.

Rappelons que p300/CBP joue un role important dans la croissance, la
différenciation, I'apoptose et la transformation cellulaire (Giordano & Avantaggiati, 1999).
Rappelons également que mise a part les histones, p300/CBP acétylent une grande variété de
protéines régulatrices de la transcription telles que p53, CREB, GATA-1 et HIV-1 Tat (Sterner
& Berger, 2000).
p300 possede un role de suppresseur de tumeur et des mutations dans le gene de p300 ont
été associées a divers cancers (Gayther et al, 2000; Iyer et al, 2004; Muraoka et al, 1996). De
plus, p300 participe a la croissance et a la survie des cellules cancéreuses par son interaction
avec la protéine HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor, Figure 29). En effet, lorsque les cellules
cancéreuses sont en état d’hypoxie, le complexe HIF-1a /p300 se forme, et conduit a la
production d’enzymes glycolytiques d’une part, et aux protéines nécéssaires a I’angionese

d’autre part.
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HIF-18

HAT VEGF ——3» Angiogénese
CBP/p300 ‘ / +
Expression —3 IGF-2 — 3y Groissance/survie

(HIF-10) du géne cible de la cellule
Hypoxie Enzymes +
—————————— —> Metabol i
Normoxie ¢ glycolytiques abolisme

Hydroxylation de proline

'

Dégradation, répression tumorale  via p53
Figure 29 : Exemple d'implication de p300 dans la survie des cellules cancéreuses (Semenza, 2002)

Des mutations dans le gene de CBP ont été associées au syndrome de Rubinstein-Taybi,
syndrome dysmorphique associant retard mental et déformations de la face et des extrémités
(Petrij et al, 1995). Des translocations chromosomales impliquant p300 ou CBP ont été
remarquées dans les cas de leucémie myéloide aigiie (Ida et al, 1997). De plus, I'inactivation
de p300/CBP est liée a diverses maladies neurodégénératives (Kalkhoven, 2004; Rouaux et
al, 2003).

Outre ceci, p300/CBP s’associe avec la protéine Tat, une protéine stimulant la transcription
du virus HIV-1, et il a été proposé que p300 serait recruté aupres du promoteur du virus afin
d’exercer son activité HAT (Ott et al, 1999). A cela s’ajoute que p300 est impliquée dans
d’autres maladies telles que I'hypertrophie cardiaque, I'asthme et le diabete (Barnes et al,

2005; McKinsey & Olson, 2004; Morimoto et al, 2008).

Les HATs de la famille des GNATs, comprenant GCN5 et PCAF, sont également
impliquées dans la régulation de la transcription et dans le contréle du cycle cellulaire. PCAF
peut promouvoir la progression du cycle cellulaire en activant E2F et mener a l'arrét du cycle
cellulaire en activant p53 ; p53 et E2F étant des facteurs de transcription et deux importants
régulateurs du cycle cellulaire. La surexpression de PCAF, entrainant I’acétylation de p53 et
E2F, stimule l'activité antagoniste de ces deux enzymes. Le déséquilibre des interactions
entre PCAF, p53 et E2F peut avoir des répercussions importantes sur la prolifération

cellulaire et conduire a la formation de tumeurs (Timmermann et al, 2001).
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Parmi les membres de la famille MYST (Avvakumov & Cote, 2007), Tip60 a été identifiée
a cause de ses interactions avec Tat. De ce fait, Tip60 a été liée a cette infection et donc au
SIDA, et plusieurs observations supportent ce fait (Col et al, 2005; Creaven et al, 1999). A cela
s’ajoute son implication dans le développement du cancer de la prostate (Brady et al, 1999;
Halkidou et al, 2003) et de la maladie d"Alzheimer (Baek et al, 2002; Cao & Sudhof, 2004;
Kinoshita et al, 2002).

Les co-activateurs de récepteurs nucléaires, tel que TIF2 ou AIB-1, sont des protéines
possédant une activité HAT et recrutées par des récepteurs nucléaires afin de permettre une
ouverture locale de la chromatine pour que la machinerie transcriptionnelle se mette en
place. TIF2 peut fusionner avec MOZ et cette fusion est impliquée dans certains types de
leucémie (Carapeti et al, 1998; Liang et al, 1998). AIB-1 est surexprimée dans les cas de cancer

du sein, des ovaires et de I’estomac (Anzick et al, 1997; Sakakura et al, 2000).

Les divers dysfonctionnements de ces enzymes sont impliqués dans un grand nombre de
pathologies et ces enzymes sont donc devenues des cibles thérapeutiques. Des inhibiteurs de
HATSs permettraient de mieux comprendre le fonctionnement et le role de ces enzymes dans
les diverses maladies a laquelle elles sont associées, d"une part, et dans les processus sain ou
elle intervient, d’autre part. De tels composés seraient donc des outils d’études mais aussi

des composés de base pour le développement de thérapies anticancéreuses.

V1. Objectifs du projet

La chromatine, structure complexe sous laquelle I’ADN des cellules eucaryotes est
compactée, est le siege de diverses modifications entrainant la décompaction de cet ADN.
Cette décompaction permet l'expression des genes, cependant, l'activité anormale des
enzymes modifiant la chromatine est la cause de diverses maladies. Les histones
acétyltransférases et les histones désacétylases (Glozak & Seto, 2007) font partie de ces
enzymes.

Afin de traiter les maladies liées a ces deux familles d’enzymes et de mieux

comprendre leur fonctionnement, la recherche s’est orientée dans 1'élaboration d’inhibiteurs
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de celles-ci (Hodawadekar & Marmorstein, 2007; Schafer & Jung, 2005). Ainsi des inhibiteurs
d’"HDAC:s (Trichostatin A) ont montré une activité anticancéreuse puissante et spécifique lors
d’études pré-cliniques (Bolden et al, 2006; Kelly et al, 2002; Marks & Jiang, 2005). Toutefois,
les études concernant les inhibiteurs de HATs n’ont pas connu la méme progression.

Ainsi, la synthese et I'étude de composés dont la structure s’apparente aux substrats
naturels de 'enzyme va étre entreprise. Ce travail s’inscrit dans un projet dont la premiére
étape consiste a synthétiser et a étudier de nouveaux effecteurs d’histones acétyltransférases
dont la cible est le co-activateur transcriptionnel global, p300. L’utilisation d’effecteurs
permettrait de sonder le site actif de I'enzyme et conduirait a une meilleure connaissance de
I'enzyme cible. Par la suite, ces effecteurs pourraient constituer, ou servir de modéle, pour
une nouvelle gamme de molécules pouvant trouver des applications en thérapie
anticancéreuse.

Le chapitre suivant établit une revue des inhibiteurs de HATSs existants a ce jour et

précisera la conception puis la synthese d’une nouvelle famille d’inhibiteurs.

59



60



CHAPITRE 11

SYNTHESE D’INHIBITEURS DE L’ACTIVITE HAT
DE p300



62



Chapitre 11 : Synthese d'inhibiteurs de l'activité HAT de p300

I. Revue bibliographique des inhibiteurs de HAT's

Diverses approches ont été utilisées afin de développer des inhibiteurs de HATSs :

% En élaborant des molécules selon une approche rationnelle,

% En isolant des molécules d’origine naturelle a partir de plantes a lactivité
anticancéreuse connue,

% Par criblage de chimiotheques.
Ces méthodes ont menées a la découverte de plusieurs inhibiteurs plus ou moins efficaces

que nous allons exposer ci-dessous.

1. Les inhibiteurs conc¢us selon une approche rationnelle

(a) Les spermidine-CoA

Avant l'isolation des HATs, Cullis et Wolfenden ont imaginé des inhibiteurs de la
réaction d’acétylation en se basant sur un intermédiaire possible dans le cas ot un
mécanisme passant par un complexe ternaire (histone-enzyme-acétylcoenzyme A) serait mis

en jeu (Figure 30)(Cullis et al, 1982).

o o)

R-NH, + )J\SCOA MR+ Hscoa

Iz

OH
---C
RN : VCHg
1
H SCoA

état de transition

O
RNH

SCoA

spermidine-CoA

Figure 30 : Ressemblance entre l'intermédiaire possible de la réaction d’acétylation et la structure des

spermidine-CoA (Cullis et al, 1982)
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La synthése de ces molécules a été réalisée de maniere non régiosélective, générant ainsi un
mélange de composés (Figure 31). Avec une concentration de 16 nM, ces molécules ont
conduit a une inhibition supérieure a 50% de l'activité histone acétyltransférase d’extraits
nucléaires (Cullis et al, 1982). Ces inhibiteurs sont appelés inhibiteurs de type bi-substrat,
c'est-a-dire, des molécules composées de parties semblables aux substrats (ici, lysine des
histones) et co-substrats naturels (ici, acétylcoenzyme A) de I’'enzyme cible. Ainsi, la partie

polyamine est censée mimer la lysine de la partie N-terminale des histones.

s
®/ N Br *+ HSCoA
o

KHCO3
acétone

(0]
©\S)K/SCOA

spermidine
NaOH, pH11
NH,
N N
espaceur </ ‘ )
1b H N/\/\N/\/\/ S/\/ y o/ ‘\o/ ‘\o
2 H T(\ T(\/ %~ OH OH o
(o] O O
\ J H
' o of
Partie spermidine O:E’*OH
K OH
Partie coenzyme A
NH,
N S
espaceur oH o o </ \ /)N
1a HN >SS NS s Y?,/\o/ e giNe)
2 7(\ 7(\/ ~ ~ OH OH o
(6] O O
N J H
v 2 o

OZI‘D*OH
Partie spermidine K OH /

Partie coenzyme A

Figure 31: Synthese des spermidine-CoA (1a et 1b) selon Cullis et al. (Cullis et al, 1982)

Durant les expériences réalisées, les auteurs ont observé une inhibition spécifique des
histones H2A et H2B: 46% d’inhibition pour H2A avec 0,2 pM de spermidine-CoA, 90%
d’inhibition pour H2B avec 1,6 pM de spermidine-CoA, I'acétylation de H3 et H4 étant peu
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affectée par les mémes concentrations en inhibiteur. IIs ont supposé que les spermidine-CoA

ciblaient préférentiellement les HATs responsables de l’acétylation de H2A et H2B.

Dans les années 90, Parello et al. ont mis au point une synthese régiosélective,
différente de celle de Cullis et al., et permettant d’obtenir individuellement chacune des
spermidine-CoA (la et 1b)(Roblot et al, 1993). Parello et al ont également montré que
l'intermédiaire thiophénylcarboxylméthyl-CoA mentionné par Cullis et al. n’est pas produit
(Roblot et al, 1993). Ils ont donc élaboré une nouvelle voie de synthese utilisant un

intermédiaire réactionnel bromoacétylé (R-NHCOCH:Br, Figure 32).
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Figure 32 : Spermidine-CoA et dérivés (Roblot et al, 1993)

IIs ont également entrepris de vérifier si I'inhibition de I’activité HAT nécessitait que la partie
coenzyme A soit entiére. Pour cela, les molécules nommeées 2a et 3a ont été congues (Parello

et al, 1990) (Figure 33).
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H H H H
AN N N N M H M
HoN TO(\S TO(\/ TO( H2N/\/\/N\/\/N\[C])/\S/\/N\g/
2a 3a

Figure 33 : 2a et 3a, dérivés des spermidine-CoA 1a et 1b

Les tests d’inhibition effectués in vitro, sur des polynucléosomes avec des HATs nucléaires,
ont donné les résultats suivants : I'effet inhibiteur de 1a est supérieur a celui de 2a, lui-méme
supérieur a 3a (la>2a>3a). Lors de ces tests, 1b n’a pas été testé. Cependant, 1a et 1b inhibe
'acétylation des histones de la chromatine de fagon similaire (données non publiées fournies

par le Dr. Martin et le Pr. Parello)

(b) Lys-CoA, H3-CoA-20 et dérivés

Par la suite, d’autres inhibiteurs de type bi-substrat ont été préparés. Ainsi I'équipe
de Cole a synthétisé une premiére série de molécules contenant des fragments de 7 ou 20
acides aminés, fragments composants la partie N-terminale des histones H3 et H4 (Lau et al,
2000b; Zheng et al, 2004). Trois molécules se sont démarquées : Lys-CoA, H3-CoA-20 et H3-
(Me)-CoA-20 (Figure 34).
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Figure 34 : Les peptide-CoA : Lys-CoA, H3-CoA-20 et H3-(Me)-CoA-20 (Lau et al, 2000b; Zheng et
al, 2004)

En effet, ces composés ont été testés sur p300, PCAF et GCN5, et Lys-CoA inhibe
efficacement et sélectivement p300 tandis que H3-CoA-20 et H3-(Me)-CoA-20 montrent une
forte efficacité envers PCAF et GCNb5 (Tableau 6).

Valeurs d'ICs (en uM)

Composés p300 PCAF GCN5
Lys-CoA 0,5 200 200
H3-CoA-20 200 0,752 0,52
H3-(Me)-CoA-20 60 0,36 0,32

Tableau 6 : Valeurs d'ICso mesurées avec les inhibiteurs de type peptide-CoA (Tests réalisés avec un
mélange d’histones, p300 (1-2414), PCAF (1-832), GCNb (1-427). “Tests réalisés avec le domaine
HAT de PCAF (493-676) ou le domaine HAT de GCNb (48-210) et avec le peptide H3-20) (Zheng et
al, 2004)
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Compte tenu des résultats obtenus, cette équipe a élaboré une seconde série de
peptide-CoA dérivé de Lys-CoA afin d’étudier et d’établir des relations structures/activité
(Sagar et al, 2004). Plusieurs sites ont été modifiés (Figure 35) et les tests réalisés avec le

domaine HAT de p300 démontrent que :

* En faisant varier la longueur de I'espaceur (n = 4 ou n = 7), le dérivé obtenu est moins
efficace que Lys-CoA ;

* En ajoutant, un groupement X = Me sur l'espaceur, le dérivé est meilleur que Lys-
CoA, mais si X = Ph, une perte d’efficacité est observée par rapport a Lys-CoA ;

* En changeant le groupement en position Y (Y = Me) par Y = Ph, le composé résultant
montre une capacité d’inhibition supérieure a celle de Lys-CoA. Cependant, un dérivé

comportant a la fois X = Me et Y = Ph ne conduit pas a un inhibiteur meilleur que Lys-CoA.

>:O H
HN N
HIW N SCoA Lys-CoA ICs, =32 uM
NH, o
o

o H

HN\\~ N ~SCOA Effet de la longueur de l'espaceur
NH, n=7 IC5, > 6,4 uyM

0]

>:O H 4

HN\\\ N\[Ké\ SCoA Effet du groupement porté par 1'espaceur
H 0 X=Me ICs,=0,8uM
o “NH;

X=Ph ICy,>6,4uM

X=H Y=Ph ICs=07uM
X=Me Y=Ph ICs;=25uM

>:O H X Effet des groupements X et Y
\H}\SCOA

Figure 35 : Les sites modifiés sur Lys-CoA pour l'étude de la relation structure/activité (Tests réalisés

avec H4-12 comme substrat et p300 (1284-1673)) (Sagar et al, 2004)
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Bien que Lys-CoA, par micro-injection, puisse réduire l'activité HAT d'un systeme
biologique donné, les dérivés du coenzyme A, en général, ne franchissent pas la membrane
cellulaire (Robishaw & Neely, 1985). Une premiére tentative pour pallier ce probléme, a
consisté a préparer une prodrogue qui générerait Lys-CoA in situ, en utilisant les enzymes de
la biosynthese du coenzyme A. Cette méthode ne conduisit pas aux résultats espérés (Cebrat
et al, 2003). Par ailleurs, lors de cette étude, des molécules dont la partie coenzyme A a été
« tronquée » ont été testées sur p300 (1284-1673) (Figure 36), révélant que la partie coenzyme

A entiére était nécessaire a 1’efficacité de Lys-CoA.

>=O H H oo ?

HN N N N~ P

" YOS 7 O en
NH, o] o] o “~°

(0]

IG5 (Lys-CoA) ~ 50 nM
IC5, (Molécule tronquée) >> 6,4 uM

H H

HN N N N -
> T(\S/\/ T(\/ WOH
NH o} o} o *~
o 2

Figure 36 : Dérivés de Lys-CoA tronqués (Tests réalisés avec le peptide H4-20 comme substrat)
(Cebrat et al, 2003)

Les études visant a trouver un dérivé de Lys-CoA pouvant passer la membrane
cellulaire ont été poursuivies, et, une troisieme génération d’analogues de Lys-CoA et de H3-
CoA-20 a été réalisée (Figure 37, Figure 38). Une séquence peptidique (ex : Tat) a été greffée
sur ces molécules afin de rendre leur passage a travers la membrane cellulaire possible.
Ainsi, les composés H3-CoA-20-Tat, Lys-CoA-Tat et Lys-CoA-SS-R10 ont été congus. H3-
CoA-20-Tat inhibe p300 et PCAF avec une inhibition marquée pour PCAF (Cleary et al, 2005;
Guidez et al, 2005) et Lys-CoA-Tat présente une sélectivité modérée pour p300 (Figure 37).
Ces composés, Lys-CoA-Tat et H3-CoA-20-Tat, ont été testés sur des cellules KGI,
conduisant a l'inhibition de p300 et de PCAF respectivement, montrant ainsi que ces

molécules franchissent la membrane cellulaire (Guidez et al, 2005).
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Gly-Gly-Thr-Ser-Lys-Arg-Ala-Thr-GIn-Lys-Thr-Arg-Ala-HNAc

H
HN N
JH\/\/ \g/\SCOA

IC5, (p300 (1-2414)) =12 uM
IC5, (PCAF (1-832)) = 0,04 uM

(0]
NH-Ala-Pro-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-COOH

H3-CoA-20-Tat

N

H
HN N IC;, (p300 (1284-1673)) = 0,25 uM
7 SCoA 50 4
"H 1)(\ ° IC;, (PCAF (493-676)) = 2,2 uM
0 IC5, (GCN5 (48-210)) = 2,3 uM

NH-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gin-Arg-Arg-Arg-COOH

Lys-CoA-Tat

Figure 37 : H3-CoA-20-Tat et Lys-CoA-Tat (Tests réalisés avec H4-20 comme substrat de p300, et
H3-20 comme substrat PCAF et GCNS5)(Cleary et al, 2005, Guidez et al, 2005)

Un autre composé, Lys-CoA-SS-R10, a été con¢u dans le but de produire un composé capable
de passer la membrane cellulaire d'une part, et de libérer Lys-CoA dans la cellule d’autre
part (Zheng et al, 2005) (Figure 38). Ce composé inhibe p300 et PCAF in vitro, et des tests
réalisés avec des cellules 293T ont montré une inhibition de la transcription liée a I'activité
HAT de p300. Ces résultats indiquent que Lys-CoA-SS-R10 franchit la membrane cellulaire,

et suggerent fortement que I’activité de p300 est inhibée dans les cellules.

o:( y  SCoA
HN Nm)
OIH\/\/ O H o ICs, (p300) = 0,07 uM
NWN NH o IC5, (PCAF) = 25 uyM
H (6] S ’ HM
s N— (Al
W N (Arg)10

O

Lys-CoA-SS-R10

Figure 38 : Lys-CoA-SS-R10 (Tests réalisés avec p300 (1-2414) et H4-20 comme substrat ; PCAF
(493-676) et H3-20 comme substrat)
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(c) H4K16-CoA

Les inhibiteurs de type bi-substrat présentés ci-dessus sont généralement testés et
efficaces contre les HATs p300, PCAF et GCNb5. Des inhibiteurs de type bi-substrat de la
famille MYST n’ont pas été répertoriés jusqu’a ce jour. De ce fait, I'équipe de Wu et al. a mis
au point une série d’analogues de type bi-substrat pour I'inhibition de HATs de la famille
des MYSTs (Wu et al, 2009). Ces analogues ont été concus similairement a Lys-CoA et H3-
CoA-20 (Lau et al, 2000b), avec des séquences peptidiques contenant les sites des histones
H4, H3 et H2A préférentiellement acétylés par Esal et Tip60. Ces composés ont été testés sur
les enzymes Esal (105-445), Tip60 (1-513), p300 (1284-1673) et PCAF (493-658). 11 apparait
que H4K16-CoA (Figure 39) est un inhibiteur de Esal, Tip60 et p300 (Tableau 7). Ce composé

pourra étre utilisé afin de compléter les études sur les enzymes Esal et Tip60.

NH,
Ala-Gly-Gly-Lys-Gly-Leu-Gly-Lys-Gly-Gly-Lys-Gly-Arg-Gly-Ser-NHAc /N | N
)
N { N B S e
7 s -~ 01070
" b TN 7 050 %0 o
o) O O (0]
NH-Arg-His-Arg-Lys-COOH Hcl) Oﬁ
OZIID—OH
OH
H4K16-CoA

Figure 39 : H4K16-CoA, inhibiteur de type bi-substrat de Esal, Tip60 et p300 (Wu et al, 2009)

ICs0 (en uM)
Esal Tip60 P300 PCAF
H4K16-CoA 5,51 17,30 6,62 58,47

Tableau 7 : Résultats d'inhibition avec H4K16-CoA (Le substrat utilisé pour les tests avec Esal, Tip60
et p300 est le peptide H4-20 ; pour PCAF, le peptide H3-31)
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2. Les inhibiteurs d’origine naturelle

Certaines plantes sont connues pour leur propriété anticancéreuse, et I'étude de
certaines d’entre elles a mené a l'isolation de molécules possédant une activité anti-HAT.
Ainsi I’acide anacardique issu de la noix de cajou, le garcinol issu du fruit du garcinia indica
et le curcumin issu du safran, ont montré une activité anti-HAT. Ces molécules constituant

une autre catégorie d’inhibiteur vont étre présentées.

(a) L’acide anacardique et ses dérivés

Le premier de cette série est I'acide anacardique (Balasubramanyam et al, 2003) issu
de la noix de cajou (Figure 40). Il inhibe efficacement I’activité HAT de p300 et PCAF in vitro.
En effet, des tests réalisés avec I'histone H3 comme substrat ont montré que l'acide

anacardique inhibe p300 avec un ICso ~ 0,5 pM.

OH

@;Cji/\/\/\/\/\/

Acide anacardique

IC5, (p300) ~ 8,5 uM
ICs, (PCAF) ~5 uM

Figure 40 : L’acide anacardique (Tests effectués avec un mélange d’histones) (Balasubramanyam et al,

2003)

Dans le but d’améliorer la spécificité de 1’acide anacardique, le méme groupe a mis au
point un dérivé de cette molécule nommé CTBP (Figure 41), qui au lieu de bloquer p300, au

contraire, a conduit a une augmentation de son activité HAT.
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CF3

pSNea
N
@iu\/'—l\/\/\/\/\/\/\

CTBP

Figure 41 : CTBP, activateur de la fonction HAT de p300 (Balasubramanyam et al, 2003)

Des études complémentaires réalisées par 'équipe de Kundu, ont révélé que les cellules sont

peu ou pas perméables a ces deux composés (Varier et al, 2004).

Par ailleurs, Sun et al. ont montré que 1'acide anacardique inhibe l'activit¢ HAT de
Tip60 in vitro avec une ICso = 9 uM (Sun et al, 2006). L'activité HAT de Tip60 est requise
aupres de régulateurs activés en réponse aux dommages causés a I’ADN. Il a été montré que
I'acétylation de ces régulateurs est bloquée en présence d’acide anacardique et que donc,
Tip60 est inhibée dans les cellules (Sun et al, 2006). Compte tenu de ces résultats, des
expériences ont été menées sur des cellules cancéreuses. Ces cellules ont été soumises a des
radiations ionisantes en présence d’acide anacardique. En effet, ces radiations étant
génotoxiques, elles sont employées pour traiter des cancers. Il résulte qu’en présence d’acide
anacardique, la sensibilité des cellules tumorales aux radiations est accrue. Contrairement a
I'équipe de Kundu, cette équipe a aussi montré que 1'acide anacardique agit sur des cultures
cellulaires. Ce composé pourrait étre employé afin d’améliorer I'efficacité des traitements
anticancéreux. De plus, ces résultats montrent qu'en plus de p300 et PCAF

(Balasubramanyam et al, 2003), I’acide anacardique est aussi un inhibiteur de Tip60.

Les résultats encourageants obtenus avec l'acide anacardique ont conduit une équipe
de chercheurs américains et allemands, a synthétiser 28 analogues (Eliseeva et al, 2007). Ces
composés induisent une diminution de I'activité HAT in vitro. Ils induisent également une
diminution de croissance de cellules cancéreuses (cellule de type MCF7, avec H4 comme
substrat). Toutefois, ces molécules sont moins efficaces que 1'acide anacardique, a 1'exception
du composé 4g (Figure 42), et la corrélation entre leur cytotoxicité et leur effet sur 'activité

HAT, in vitro, a été mise en évidence (Eliseeva et al, 2007).
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IC;, (4g) = 6 UM
IC5; (acide anacardique) = 5 pM

7

QX

4g

Figure 42 : Structure de 4g, un dérivé de l'acide anacardique (Tests réalisés avec un extrait nucléaire

de cellules HeLa, in vitro) (Eliseeva et al, 2007)

Une autre série de dérivés de I'acide anacardique a été étudiée (Sbardella et al, 2008).
Des études préliminaires sur ces composés ont permis aux chercheurs de se focaliser sur un
seul composé nommé 1b (Figure 43). Ce dernier (a 50 pM) inhibe p300 et CBP (Tableau 8),
mais n’a aucun effet sur GCN5 avec la méme concentration. En outre, une augmentation
significative de l'acétylation du substrat (H3) a été observée lors des tests effectués avec

PCAF. Cette molécule constitue le second activateur d’activité HAT répertorié.

EtO | OEt

1b

Figure 43 : 1b, modulateur d'HAT dérivé de I’acide anacardique

Inhibition en présence de 50 uM d’inhibiteur 1b

1b Curcumin Acide anacardique
P300 74% 46% 87%
CBP 81% 0% 62%

Tableau 8 : Résultats des tests d’inhibition avec 1b réalisés avec p300 et CBP (HATs extraites de
cellules U937), le curcumin (cf 1.2.c de ce chapitre) et I’acide anacardique servent de référence

(Sbardella et al, 2008)
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(b) Le garcinol et ses dérivés

Peu de temps apres la découverte de l'acide anacardique en tant qu’inhibiteur de
HAT, le garcinol, une benzophénone polyisoprénylée a été isolée. Il a été montré que cette
molécule est un inhibiteur de p300 et de PCAF in vitro d’une part et lors de tests réalisés sur
cellules HeLa d’autre part (Balasubramanyam et al, 2004a) (Figure 44). In vitro, I'acétylation
de H4 par p300 est préférentiellement bloquée par rapport a celle de H3: 1 pM de garcinol
inhibe totalement 1'acétylation de H4 par p300 alors que 20 uM de garcinol ne peuvent
inhiber totalement 1'acétylation de H3. Durant les tests réalisés sur cultures cellulaires, la
transcription des genes p300-dépendante fut bloquée en présence de garcinol (20 et 50 uM)
(Balasubramanyam et al, 2004a). Ainsi ce composé possede une activité in vitro et sur

cultures cellulaires.

IC5, (PCAF) ~ 5 uM
IC5, (p300) ~ 7 uM

Garcinol

Figure 44 : Le garcinol, inhibiteur de I'activité HAT de p300 et PCAF (les valeurs d'ICso

correspondent a des tests effectués avec un mélange d’histones, in vitro)

Cependant, le garcinol est un composé toxique et il ne présente pas de spécificité vis-
a-vis des HATSs testées. Afin de résoudre ce probleme, 1'équipe qui 'a isolé a congu presque
50 dérivés de ce dernier (Mantelingu et al, 2007). Plus précisément, ce sont des dérivés de
l'isogarcinol, un produit de la cyclisation du garcinol, qui ont été synthétisés. Trois molécules
de cette série, nommées LTK-13, LTK-14 et LTK-19 (Figure 45) ont inhibé p300 in vitro. En
effet, 10 pM de chacun de ces composés inhibent entre 85 et 90% de 1’acétylation de H3 et H4.
Toutefois, ces composés se sont révélés inefficaces contre PCAF et GCN5 (aucun effet n’a été
observé en présence de 10 uM de composés, et aucun effet sur PCAF en présence de 50 pM

de LTK-14) (Tableau 9).
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Des recherches approfondies avec LTK-14 ont montré que celui-ci inhibe I'activité HAT de
p300 dans des cellules HeLa. De plus, LTK-13, LTK-14 et LTK-19, contrairement au garcinol,

ne présentent pas de cytotoxicité.

LTK-14 LTK-19

Figure 45 : L'isogarcinol et ses dérivés (Mantelingu et al, 2007)

Valeurs d'ICs (en uM)
Isogarcinol LTK-13 LTK-14 LTK-19
Cytotoxique Non cytotoxique Non cytotoxique Non cytotoxique
p300 7 5-7 5-7 5-7
PCAF 5 Pas d’inhibition* Pas d’inhibition* Pas d’inhibition*

Tableau 9 : Inhibition in vitro par Iisogarcinol et ses dérivés (Tests réalisés en présence d'un mélange

d’histones, *avec 10 uM d’inhibiteurs)
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(¢) Le curcumin et ses dérivés

Un autre inhibiteur d’origine naturelle (Figure 46) se trouve étre le curcumanoide
principal du safran, le curcumin (Balasubramanyam et al, 2004b). Il inhibe préférentiellement
l'activité HAT de p300 et n"affecte pas I'activité HAT de PCAF (Tests réalisés avec 100 uM de
curcumin). Il s’est montré efficace in vitro et sur cellules HeLa, avec des protéines histones et
non histones comme substrat. De plus, il réprime la transcription de la chromatine
dépendante de I'activité HAT de p300. Il a également la faculté d’inhiber I’acétylation de la
protéine Tat-HIV, protéine essentielle a la réplication du virus HIV (Balasubramanyam et al,

2004b).

‘ ICs, (p300) ~ 25 M

Curcumin

Figure 46 : Le curcumin (la valeur d’ICso indiquée correspond a des tests effectués in vitro avec un

mélange d’histones)

Outre son effet sur l'activité HAT de p300, le curcumin a été testé sur des cellules tumorales
HL-60 et cette expérience a conduit a l'inhibition de la prolifération des cellules et a

I'induction de I’apoptose (avec une concentration en curcumin de 20 pM) (Pan et al, 2001).

Compte tenu de ses propriétés, des dérivés du curcumin ont été produits afin d’en
augmenter 1'efficacité (Costi et al, 2007) (Figure 47). Leur activité inhibitrice a été testée sur
p300 et il en ressort que les composés 2a-d sont moins efficaces que les composés la-c,
exception faite du composé 2c. De facon surprenante, dans ce test, le curcumin
(concentration utilisée > 400 uM), utilisé comme référence, n’a montré aucune activité anti-

HAT, et ce, bien que du curcumin de provenance différente ait été utilisé (Tableau 10).
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O OH o
T BOROASY
HO OH HO OH
_ 2a R=O0OH
la R=OH -
1 323 2 g =coor
¢ R=Br 2d R =OMe

Figure 47 : Structure des dérivés du curcumin (Costi et al, 2007)

Valeurs d'ICsp (en uM)
la 1b 1c curcumin 2a 2b 2c 2d Lys-CoA
p300 46 21 33 > 400 233 168 5 111 30

Tableau 10 : Résultats des tests d'inhibition in vitro effectués avec les dérivés 1a-c et 2a-d et un

mélange d’histones (Costi et al, 2007)

Parmi les 7 composés, 1b et 2c ont été retenus pour la suite des investigations. Ces molécules
ont été testées sur PCAF et GCN5, montrant ainsi que parmi les enzymes testées, 2c¢ inhibe

préférentiellement p300, 1b inhibe d’autres HATs et n’est donc pas sélectif (Tableau 11).

Activité HAT résiduelle

Composés p300 PCAF GCN5
1b (21 pM) 50% 68% 38%
2¢ (5 uM) 50% 100% 70%

Tableau 11 : Inhibition de PCAF et GCN5 par les dérivés du curcumin (Tests réalisés sur un
mélanges d’histones) (Costi et al, 2007)

Les études réalisées avec 1b et 2c ont été complétées par des tests sur des cellules HeLa. Il est
apparu que 200 pM de 1b n’altéraient pas l'acétylation de H3 par p300, alors que la
diminution de I'acétylation de H3 par p300 a été observée avec 20 uM de 2c. 2¢ agit donc sur

'acétylation en milieu cellulaire.
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(d) Autres dérivés des molécules naturelles

Les molécules naturelles décrites ci-dessus ont inspiré I'équipe de Mai et al. qui a
synthétisé 22 composés dont les structures sont basées sur celle de I'acide anacardique, du
garcinol et du curcumin (Mai et al, 2006). Parmi les composés testés, seuls 3 se sont
distingués (Figure 48) ; en effet, les tests effectués sur des HATSs issues d’extraits nucléaires

(cellules U937) ne montrent qu'une faible inhibition (Tableau 12).

OH O
©\/\/ECOOEI mcooa ©\)\/¢Oi/\
N Me N N
22

Figure 48 : Composés 9, 18 et 22 (Mai et al, 2006)

Inhibition par les dérivés de molécules naturelles

9 18 22 22 Acide Curcumin MB-3
500puM 500 uM 25 uM 50 uM  anacardique 50 uM 50 uM
50 uM
HATs 32% 25% 24% 30% 15% 17,5% 44%

nucléaires

Tableau 12 : Inhibition de HATs nucléaires (Mai et al, 2006)

De plus, des études réalisées sur des levures ont montré que le composé 9 inhibe la
transcription dépendante de GCND5 in vitro, ainsi que l'acétylation de H3 par GCNS5, in vivo
(Ornaghi et al, 2005).

3. Les inhibiteurs issus de criblage

Suite a ces avancées dans le domaine des inhibiteurs d’'HATs, d’autres molécules

possédant une activité anti-HAT ont été découvertes. Ces molécules proviennent soit de
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criblages de librairies de molécules chimiques ou sont inspirées des inhibiteurs existants.
Ainsi 35 isothiazolones (Stimson et al, 2005) d"une part et des a-méthylenes-y-butyrolactones
(Biel et al, 2004) d’autre part ont été testées (Figure 49).

Les isothiazolones inhibent p300 (résidus 1096-1721 ; 30 a 95% d’inhibition avec 35
uM de composé), PCAF (ICso de 1,1 a 100 pM) ainsi que la croissance de plusieurs type de
cellules cancéreuses mais montrent également une cytotoxicité significative (Stimson et al,
2005).

Les dérivés de la y-butyrolactones sont connus pour leurs diverses propriétés
biologiques. Ainsi, parmi les molécules synthétisées par Biel et al., MB-3 (R = n-CsHy) s’est

révélée inhibitrice de GCN5 humaine (Biel et al, 2004).

o Isothiazolones

joR®!
x~ S 7R IC;, (PCAF) =1,1-100 pM
X=H,Cl
R = NO, Cl, CF; OMe, COOEt
o MB-3
HO
o IG5, (GCN5) =100 uM
csH” O

Figure 49 : Les isothiazolones (Stimson et al, 2005), Résultats d’inhibition pour la y-butyrolactones
MB-3 (Tests réalisés avec un mélange d’histones) (Biel et al, 2004)

Suivant ce principe, la molécule 2 (Figure 50), possédant la capacité de traverser la
membrane cellulaire, a été testée sur GCNS en présence de I'histone H3 (Chimenti et al,
2009). Les tests réalisés in vitro avec 800 uM de ce composé montrent une inhibition

comparable a la référence utilisée, I’acide anacardique (200 uM).

Cl

N
E}N—NH—{ |
s

2

Figure 50 : « Composé 2 », synthétisé a la suite d'un criblage chimique
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4. Récapitulatif

Les figures

qui suivent regroupent les principaux inhibiteurs de HATs de la littérature

(Figure 51, Figure 52, Tableau 13)

NH,
espaceur </N ‘ \)N
NN I N _P<__P<
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o) o) o)
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Partie coenzyme A
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Gly-Gly-Thr-Ser-Lys-Arg-Ala-Thr-GIn-LysThr-Arg-ala-NHAc

HIW fSCoA HNIH\/VNTﬁSCOA
o NH, o o

O
NH-Ala-Pro-Arg-Lys-GIn-Leu-COOH

Lys-CoA H3-CoA-20
OY
H
HN N LyS-COA-Tat
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NH-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-COOH

Gly-Gly-Thr-Ser-Lys-Arg-Ala-Thr-GIn-Lys-Thr-Arg-Ala-HNAc
H
HN N H3-CoA-20-Tat
z TO(\SCOA

(e}
NH-Ala-Pro-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-COOH

Ala-Gly-Gly-Lys-Gly-Leu-Gly-Lys-Gly-Gly-Lys-Gly-Arg-Gly-Ser-NHAc

H

HN N

A+ KSCOA H4K16-CoA
NH-Arg-His-Arg-Lys-COOH

Figure 51 :

Les spermidine-CoA (1a et 1b) (Cullis et al, 1982), Lys-CoA et H3-CoA-20 (Lau et al,
2000b; Zheng et al, 2004), H3-CoA-20-Tat et Lys-CoA-Tat (Cleary et al, 2005; Guidez et al, 2005),

H4K16-CoA (Wu et al, 2009)
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Valeurs d'ICsp (en uM)
Composés p300 PCAF GCN5 Esal Tip60 Extrait
nuclaires

(la+1b) @ ND ND ND ND ND <0,016
Lys-CoA® 0,5 200 200 ND ND ND
H3-CoA-200 200 0,752 0,52 ND ND ND
H3-CoA-Tat® 12 0,04 ND ND ND ND
Lys-CoA-Tat® 0,25 2,2 2,3
H4K16-CoA® 6,62 58,47 ND 5,51 17,30 ND

Tableau 13 : Valeurs d’1Cso mesurées avec les inhibiteurs de type bi-substrat (1) 16 nM de (1a+1b)
inhibe plus de 50% de I'acétylation d’extrait nucléaire (Cullis et al, 1982) (2) Tests réalisés avec un
mélange d’histones, p300 (1-2414), PCAF (1-832), GCN5 (1-427). @Tests réalisés avec le domaine
HAT de PCAF (493-676) ou le domaine HAT de GCNb (48-210) et avec le peptide H3-20 (Zheng et
al, 2004) (3) H3-CoA-20-Tat : tests réalisés avec H4-20 comme substrat de p300 (1-2414) et H3-20
comme substrat de PCAF (1-832), Lys-CoA-Tat : tests réalisés avec H4-20 comme substrat de p300
(1284-1673), H3-20 comme substrat de PCAF (493-676) et GCN5 (48-210) (Cleary et al, 2005;
Guidez et al, 2005) (4) H4K16-CoA : le substrat utilisé pour les tests avec Esal, Tip60 et p300 est H4-
20; pour PCAF, le peptide H3-31, ND : Non Déterminé
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Acide anacardique

CO,H IC5, (PCAF) ~ 5 uM
IC50 (Tip60) = 9 pM

Garcinol

IC5, (PCAF) ~ 5 uM
IC5, (p300) ~ 7 uM

Curcumin

ICs, (p300) ~ 25 uM

Figure 52: L’acide anacardique (Tests effectués avec un mélange d’histones, in vitro)
(Balasubramanyam et al, 2003) (Sun et al, 2006), le garcinol (les valeurs d’ICso correspondent a des
tests effectués avec un mélange d’histones, in vitro) (Balasubramanyam et al, 2004a), le curcumin (la

valeur d’ICso indiquée correspond a des tests effectués in vitro avec un mélange d’histones)

II. Synthese de nouveaux effecteurs de type bi-substrat

Parmi tous les inhibiteurs décrits dans la section précédente, les inhibiteurs de type
bi-substrat, tel que Lys-CoA, sont les plus efficaces. Afin de poursuivre les investigations
concernant les spermidine-CoA (1a et 1b, Figure 51), leurs syntheses ont été reproduites. De
plus, la synthése de nouveaux effecteurs de p300 de type bi-substrat a été développée. Par la
suite, des tests d’inhibition ont été réalisés avec le composé Lys-CoA comme référence, qui a

également été synthétisé.
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1. Objectifs de synthése

Chaque partie constitutive de ces inhibiteurs a été choisie sur la base des informations
apportées par I'étude des inhibiteurs existants. Ainsi, ces molécules seront composées d’

(Figure 53) :

NH,
Espaceur X
: OH o o ¢ /)N
Partie diamine H H H l\:\ l\:\ N N
linéaire ou cyclique s WO/ o o
yelq T(\/ g NN o
(0] O
fo  ofl
O=P-OH
OH

Figure 53 : Représentation schématique des nouveaux inhibiteurs de type bi-substrat

* une partie coenzyme A entiere, en effet des dérivés de Lys-CoA avec la partie
conzyme A tronqués ont montré une efficacité au moins 100 fois inférieure a elle de Lys-CoA
(tests avec des enzymes isolées) (Cebrat et al, 2003). De plus, Parello et al. (Parello et al, 1990)
ont montré que les spermidine-CoA tronquées sont également moins efficaces (tests avec des

polynucléosomes);

* un espaceur carboxyméthyléne, augmenter la longueur de l'espaceur conduit a une

perte d’efficacité comme cela a été montré pour des dérivés de Lys-CoA (Sagar et al, 2004);

* une partie diamine linéaire ou cyclique ;

Les diamines choisies sont le 1,3-diamine propane, la putrescine et la cadavérine, en
raison de leurs structures proches de la chaine latérale de la lysine. Par ailleurs, il sera
possible de faire varier le groupement protecteur porté par la diamine (Boc, Bz) qui peut

avoir une influence sur la pénétration cellulaire.

La pipérazine sera également utilisée, sur la base sur les études de co-cristallisation de

GCN5 avec H3-11, montrant que la chaine latérale de la lysine 314 adopte une forme repliée
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proche d"un cycle a six, car lors de I"élaboration de ces molécules, la structure cristalline de

p300 n’avait pas encore été publiée (Figure 54).

Figure 54 : Vue de GCNb (tetrahymena, 48-210) co-cristallisé avec le coenzyme A et H3-11 (Rojas et
al, 1999)

D’autre part, lors d’études portant sur les relations structure/activité, Cole et al. ont
synthétisé une molécule comportant une fonction amine (Figure 55), a la place de I'espaceur,

qui serait protonée dans le milieu réactionnel (Sagar et al, 2004).

ICSO > 6,4 IJ.M

Figure 55 : Molécule étudiée par Cole et al. (Sagar et al, 2004)

Cette molécule n’est pas un bon inhibiteur de p300 (1284-1673). Ces données prises ensemble

suggerent une cavité hydrophobe, d"out1 I'idée de composés cycliques.

La Figure 56 donne un récapitulatif de nos objectifs de syntheése :
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NH,
N B
N
OH o o < J
H N N
Boc — HN{HZC}NT(\ /\/NT(\/ W o
OH OH
n=3
noi HQ oH
n=o 0=P-OH
OH
NH,
N B
N
0 <A
N7 N
Bz—HN{H,C}N N
z {zﬁjﬁs/\/j(\/WOHOH °
n=3
n=4 H(? Oﬂ
n=>5 0=P—OH
OH
NH,
N X
N
<
HoNAH C}N N ” 9 N N/)
2 2 N T(\S/\/ T(\/ W OH OH o
=3 H
n-4 Q of
n=5 0=P-OH
OH
NH,
Ny
OH o o ¢ I J
RN N § § . "N
- A~ P PS
Sl S (i (A % B
R = Boc HQ OH
R =Bz O=P—-OH
R=H OH

Figure 56 : Structures envisagées pour les nouveaux inhibiteurs de type bi-substrat

2. Stratégie de synthese des nouveaux effecteurs

La synthése des nouveaux composés (Figure 57), inspirée de la synthese des
spermidine-CoA établie par Parello et al. (Roblot et al, 1993), débutera par une étape de
monoprotection d’une des fonctions amine de la diamine de départ. Puis, 1'espaceur
carboxyméthylene sera couplé aux molécules obtenues. Enfin, la réaction avec le coenzyme
A sera effectuée afin d’obtenir une premiere gamme d’effecteur. Une étape supplémentaire
de déprotection conduira aux composés sans groupements protecteurs. Ces molécules seront

récupérées sous forme de sel de trifluoroacétate, mais seront représentées sous forme non
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chargée. De plus, les composés 1a, 1b (Roblot et al, 1993) et Lys-CoA (Cebrat et al, 2003)

seront également synthétisés.

HZN{HZC}BNHZ

n =23 1,3-diamine propane
n =4 putrescine
n=>5 cadavérine

PhCOCI
Boc,0O ou
PhCONH,

Boc—HNJgHZc:}—nNH2 Bz—H NJ(HzChNHz

Inu
Tl W
== J=]
o
U1 W

n
n
n

BrCOCH,Br l BrCOCH,Br

P R

BOC—HNJKHzctH\H/\Br Bz—HN-{HZC};‘H\H/\Br

(e} n e}
n
n

=R~ l=}
[
[& 1 NIeN)
un
(S NI¢N)

HSCoA

H
N

()
BOCZO'/
Q)

BrCOCH,Br l BrCOCH,Br

-— TZ

SN
Oj\/Br O)\/Br

HSCoA

Figure 57 : Représentation non détaillée de la stratégie de synthese des nouveaux effecteurs de p300

87




Chapitre 11 : Synthese d'inhibiteurs de l'activité HAT de p300

III. Synthese des spermidine-CoA 1a et 1b

La méthode de synthese de ces composés est tres proche de celle décrite par Roblot et
al. (Roblot et al, 1993) certaines modifications ont toutefois été apportées et seront précisées
dans le texte. Afin d’obtenir les composés 1a et 1b, le 1,3-diaminopropane et la putrescine,

respectivement, ont été utilisées comme produits de départ.

La réaction de monoprotection des diamines de départ a été réalisée en ajoutant une
solution de Boc;O dans le 1,4 dioxanne, a l'aide d'un goutte-a-goutte trés lent et sous
agitation. La formation du produit diprotégé est observée mais ce produit n’est pas génant
pour l'étape suivante car il peut étre éliminé facilement par filtration. On obtient ainsi les
composés 3 et 3" avec des rendements de 70% et 54% respectivement. Les composés 3 et 3
sont utilisés bruts et sont N-alkylés a l'aide de chlorobutyronitrile et d’acrylonitrile,
respectivement, pour conduire aux composés 4 et 4" avec des rendements bruts de 72% et

100% respectivement (Figure 58).

BocHN/\M/n\N/M/E\N

y 4n=1m=2

}‘ BocHN/\M/n\H/MﬁN

4n=2m=1

(@)
HzN/\M/n\NHz — BocHN/\WNHZ

1,3-diamine propane n=1 3
putrescine n=2 3

n=1
‘'n=2

a) bocy eq., 1, 10Xanne 2)3 ,4 €(q., Nax 3 £,0 €]., M eq., 3
Boc:0O1/8 éq., 1,4 di b) CI(CH2);sCN 1,2 éq., NaxCOs 2,8 éq., KI 1,3 éq., CH3CN
(c) acrylonitrile 1 éq., MeOH

Figure 58 : Monoprotection des diamines de départ suivi d’une N-alkylation

La fonction amine centrale libre des composés 4 et 4" est protégée par un groupement
Boc puis la fonction nitrile réduite par hydrogénation catalytique (Figure 59). Les composés 5
et 5’ sont obtenus, apreés purification sur colonne de silice, avec 34% et 58% de rendement
respectivement ; les composés 6 et 6’ sont obtenus avec 71% et 80% de rendement,
respectivement, aprés filtration sur celite. Grace a cette méthode, 2 spermidines protégées

par un groupement Boc en N et N* d"une part et en N* et N8 d’autre part sont obtenues.
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(d)
BocHN/\M/\N/M/E\N — BocHN/\M/n\N/M;?N

ny Boc

\(6‘)\
BocHN/\M/n\lél/M/\NHg

oc m

2
1

4n=1m 5n=1m=2
4n=2m 5n=2m=1

2
1

1m
2m

6 n
6'n

(d) Boc2O 1,2 éq., 1,4 dioxanne (e) Ho, Ni Raney, NaOH 1M, MeOH

Figure 59 : Spermidines protégées en N'/N* et N*/N¢ parle groupement Boc suivi de I’hydrogénation

de la fonction nitrile

L’étape de couplage a l'espaceur carboxyméthylene, initialement réalisée avec de
’acide bromoacétique et des activateurs de fonction acide (BOP et HOBT), a été modifiée. En
effet, des traces d’activateurs d’acide (BOP, HOBT) subsistaient dans les produits finaux (1a
et 1b), et ce, méme apres purification par CLHP. De ce fait, le couplage avec I'espaceur a été
réalisé par réaction avec le bromure de bromoacétyle (Weaver & Whaley, 1947) pour donner
les composés 7 et 7 avec 41% de rendement dans les deux cas, apreés purification sur colonne

de silice (Figure 60).

(@]
® Br
BocHN (I N NH, 2 - BocHN/\M/\N/M/\N)K/
N Boc m N Boc mH
6n=1m=2 7n=1lm=2
6n=2m=1 7"n=2m=1

(f) BrCOCH:Br 1,5 éq., NEt; 1,5 éq., CH,Cly, -10°C

Figure 60 : Couplage a l'espaceur

Les composés 7 et 7° sont ensuite couplés au coenzyme A, par substitution
nucléophile, pour fournir les produits 8 et 8. Ces derniers sont purifiés par CLHP en phase
inverse et les composés 8 et 8’ sont obtenus avec 66% et 46% de rendement respectivement
(Figure 61). Ces composés sont obtenus avec des rendements inférieurs a ceux obtenu par

Roblot et al., ces derniers n’ayant pas réalisé d’étape de purification.
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o)
B
BocHN/\M/\N/M/\N)K/r
N Boc mH
7n=1m=2
77n=2m=1
J(g) NH;
N B
OH 0O o ¢ ‘/)N
BocHN R N N N PP N
A O s Y o B e o
o o} o} “
HQ oH
8n=1m=2 —p_
gn=2m=1 O*gHOH

(g) coenzyme A 1/2 éq., H O pH8, MeOH
Figure 61 : Couplage au coenzyme A
La déprotection en milieu acide fort (TFA) des deux fonctions amines a conduit aux

composés la et 1b, apres purification par CLHP et lyophilisation, avec 73% et 39% de

rendement respectivement (Figure 62).

NH,
OH (@] (@] </ ‘ \/J\l
BocHN E%H N N~ P__P NN
oc| A~ _Po__PJ
A s I o oo o
O (@] O -
HO OH
8n=1m=2 —p_
8n=2m=1 ‘(h) OfZHOH
NH,
1N
H o oH e 9 N N/)
S S S G B G AN NS
(@] (@] O i
lbn=1m=2 9 OH
lan=2m=1 O=P—-0OH
OH

(h) 50% TFA / 50% CH,Cl,, 10 min
Figure 62 : Déprotection des fonctions amines par le TFA
Les spermidine-CoA 1a et 1b ont été obtenues, pour cette étape, avec des rendements

inférieurs a ceux obtenus par Roblot et al. (rendements quantitatifs), ces derniers n’ayant pas

réalisé d’étape de purification.
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Les données RMN H ont été comparées avec celles de la littérature et correspondent a celles
des produits synthétisés (Hu & Hesse, 1996; Roblot et al, 1993). Mais lors de 1’analyse RMN
H de ces composés, des signaux représentant 30% de 1a et 10% de 1b ont été observés
(Figure 65). Nous avons émis 1"hypothése que ces signaux sont probablement ceux de la
spermidine-iso-CoA (Figure 63) (Burns et al, 2005). En effet, en milieu acide fort, le
groupement phosphate situé en 3" sur la partie adénosine migre en position 2’ (Moffatt &

Khorana, 1961).

NH,
N B
OH 0O O N l/)N
R ¥ N BB N
/\/ VL N
DO G AN N o I
(0] (e} (e} -
H
0 oH
0=P-0°
o
NH,
N A
OH 0O O </ l/)N
R ¥ N BB \
/\/ PL NG N
\g/\s \[.!/\/WO(BHO(SHOW
H H
O\ /O
//P\
o 0O~
NH,
N N
N
OH 0O O N l/)
R § N B P N
N P N
HOA (I)H
0=P-0
o

Figure 63 : Mécanisme de la migration du phosphate de la position 3" en 2’, en milieu acide fort

(Burns et al, 2005)

Ces composés ne sont pas distinguables en CLHP et donc non séparables. Il se peut que cette
migration ne soit pas génante, car I'équipe de Cole a montré que Lys-CoA, sans ce
groupement phosphate en 3’, restait un bon inhibiteur (Cebrat et al, 2003). De plus, la

superposition d’environ 60 protéines, liant des composés possédant une partie coenzyme A,
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ont montré que les ligands se supperposaient également (Figure 64). Parmi ces protéines
figurent des GNATs. Nous avons pu observer que la partie adénosine du coenzyme A est

trés mobile. Il se pourrait alors que la position du groupement phosphate en 2" ou 3’ n’ait pas

d’influence.

Figure 64 : Superposition de protéines liant des composés-CoA (Dr Rodriguez, 2009)
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Hy dela

spermidine-iso-CoA
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spermidine- CoA

NH,
N~
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SN N o
-
Hq 2H H;
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1a OH
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Figure 65 : Spectres RMN 'H de 1b et 1a, les signaux utilisés pour la détermination de la quantité de

spermidine-iso-CoA sont signalés par des fléches
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IV. Synthese des diamine-CoA linéaires et cycliques

Ces syntheses sont réalisées a partir des diamines suivantes : la 1,3-diaminepropane,
la putrescine, la cadavérine et la pipérazine.

La synthese de la 1,3-diaminepropane-CoA et de la 1,4-diaminebutane-CoA a été
décrite auparavant (Erwin et al, 1984), utilisant la méthode de synthése de Cullis et
Wolffenden (Cullis et al, 1982; Erwin et al, 1984). Ici, la synthése de ces composés est réalisée

suivant une autre approche (Roblot et al, 1993).

1. Monoprotection des diamines

(a) Par le groupement tert-butyloxycarbonyle

Cette étape est semblable a la premiére étape de la synthése des spermidine-CoA 1a et
1b. Une solution de Boc,O dans le 1,4 dioxanne est trés lentement ajoutée a une solution de
diamine en excés, afin de favoriser la formation du produit de monoprotection. Une légere
optimisation a été apportée, 6 éq. de diamine de départ sont utilisés au lieu de 8 éq. utilisés
pour la synthése des spermidine-CoA. Nous avons obtenu de cette maniéere les composés 10
(= composé 3), 11 et 12 avec des rendements (61%, 72% et 76% respectivement) comparables

a ceux obtenus avec 8 éq. de diamine (Figure 66).

HzN{Hzc)BN Hy — o Boc—HN-ﬁHZC)-nNHz

n=3 13-diamine propane n=3 Composé10
n=4 putrescine n=4 Composé 11
n=5 cadavérine n=5 Composé 12

(@) Boc2O 1/6 éq., 1,4 dioxanne, T°ambiante, 15h

Figure 66 : Monoprotection des diamines de départ par le groupement Boc

En ce qui concerne la monoprotection de la pipérazine, elle est réalisée avec 5 éq. de

diamine et 'addition de la solution de Boc:O se fait a 0°C (Tahtaoui et al, 2004). Le composé
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13 est ainsi obtenu avec 59% de rendement apres purification sur colonne de silice (Figure

67).

H Boc
= )
N N
H H
Composé 13

(a) Boc;O 1/5 éq., CHaCl,, 0°C

Figure 67 : Monoprotection de la pipérazine par le groupement Boc

(b) Par le groupement benzoyle

L’obtention des composés monobenzoylés en quantité suffisante a nécessité plusieurs
essais. Dans une premiere approche, la 1,3-diaminepropane, la putrescine et la cadavérine
ont été traitées avec du 9-borabicyclo(3,3,1)nonane (9-BBN) avant de les faire réagir avec du
chlorure de benzoyle (Zhang et al, 2003b). Le 9-BBN se complexe a I'une des deux fonctions
amine, conduisant a 'encombrement stérique de la fonction amine en question. Ainsi, la
benzoylation peut se faire sélectivement sur une seule fonction amine. Bien que cette
méthode permette d’obtenir les produits désirés, elle est onéreuse (le 9-BBN est coutetix) et

les produits sont obtenus en quantités insuffisantes (Figure 68).

1) 9-BBN 1éq., THF, 1h
HaN{H,C)-NH, ) a Bz—HN-{H,C)-NH,
n 2) PhCOCI 1éq., THF, 2h n
n=3 1,3-diamine propane n=3 7%
n=4 putrescine n=4 12%
n=5 cadavérine n=5 12%

Figure 68 : Monobenzoylation avec pré-traitement au 9-BBN

Une autre approche a alors été tentée. Celle-ci requiert de I’anhydride benzoique et se
réalise dans des conditions dites de basse réactivité (Jacobson et al, 1987). En effet, dans le
but de favoriser la monoacylation, plusieurs parametres ont été combinés. La diamine a été

introduite en exceés, dans des conditions de haute dilution (0,083 M), et I'anhydride
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N

benzoique a été ajouté au goutte a goutte, sous vive agitation. De plus, la réaction a été
réalisée a -78°C. Cette méthode cependant n’a pas abouti aux résultats espérés. En effet,
I'expérience a été réalisée avec la 1,3-diaminepropane et seulement 7% de rendement ont été

obtenu (Figure 69).

0O O
Ph”™o™Ph 1/5 éq.,

HzNJ(Hzc}—SNH2 Bz—HNJ(HthNHz

-78T, CH ,Cl,, 12h
7%

1,3-diamine propane

Figure 69 : Monobenzoylation de la 1,3-diaminepropane dans des conditions de haute

dilution(Jacobson et al, 1987)

En adaptant le protocole précédent, nos rendements ont pu étre améliorés. Des
solutions plus concentrées ont été utilisées et le chlorure de benzoyle a été utilisé comme
agent acylant au lieu de 'anhydride. Le composé 14 a été obtenu avec 17% de rendement soit
une augmentation de 143% (pour ce composé) par rapport aux méthodes précédentes (Figure

70). La diamine en exces a été éliminée par des lavages a I'eau.

HZN{HZC};NHZ @ B ndH,Cl N,
3

1,3-diamine propane Composé 14

(a) PhACOCI 1/5 éq., CH,Cly, -78°C, 15h

Figure 70 : Monobenzoylation de la 1,3-propanediamine

Ce mode opératoire ne conduisant pas a des rendements trés élevés, un autre
protocole a été adopté pour obtenir les composés 15 et 16. Cette réaction a été faite sans
solvant et a reflux pendant 15h (Zaragoza-Dorwald & Von Kiedrowski, 1988). Les composés
15 et 16 sont obtenus avec 35% et 56% de rendement respectivement apres purification sur

colonne ouverte (Figure 71).
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HZN{HZC)BN H, Bz—HN{H,C}-NH,
n

n=4 putrescine n=4 Composé 15
n=>5 cadavérine n=5 Composé 16

(a) PhCONH> 1/3 éq., a reflux, 15h

Figure 71 : Monobenzoylation par transamidation

Malgré les diverses tentatives de syntheése de la benzoylpipérazine, nous ne sommes
pas parvenus a la produire. La méthode utilisée pour le composé 14 (adaptée de (Jacobson et
al, 1987), réalisée a -78°C avec le chlorure de benzoyle comme agent acylant, n’a conduit a
aucune réaction. La transamidation utilisée pour la synthése des composés 15 et 16 n’a donné
aucun résultat (Zaragoza-Dorwald & Von Kiedrowski, 1988). La benzoylpipérazine utilisée

dans les étapes suivantes est un produit commercial.

2. Couplage a I'espaceur

Les composés 10 a 16 ont réagit avec le bromure de bromoacétyle afin de permettre la
fixation de I'espaceur. Dans un premier temps, cette réaction se fera selon le protocole décrit
par Weaver et Whaley, c’est a dire en utilisant 2 éq. d’amine et 1 éq. de bromure de
bromoacétyle (Weaver & Whaley, 1947). Ce protocole est appliqué aux composés 10 a 13 et
ainsi les composés 17 a 20 sont obtenus avec 96%, 31%, 23% et 57% respectivement (Figure

72) apres purification sur colonne de silice.
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Boc—HN-{Hzc)—rl]\le O Boc—HN-{Hzc}EH\n/\Br
o

n=3 Composé 10 n=3 Composé17

n=4 Composé 11 n=4 Composé 18

n=5 Composé 12 n=5 Composé19
Boc Boc

SR
H O)\/Br

Composé 13 Composé 20

(b) BrCOCH,Br 1/2 éq., CH,Cl,, -10°C

Figure 72 : Fixation de l’espaceur carboxyméthylene

Ce protocole nécessite 2 éq. d’amine dont un sert a neutraliser 1’acide bromhydrique
qui se forme au cours de la réaction. Par la suite, 1éq. d’amine a été remplacé par 1 éq. de
triéthylamine. Les composés 21, 22, 23, 24 sont obtenus avec 11%, 66%, 15% et 63% de

rendement respectivement, apres purification sur colonne de silice (Figure 73).

(b)

H
Bz—HNAH,CFNH, ——=  Bz—HN{H,C}-N
n Br
n \[O]/\

n=3 Composé14 n=3 Composé 21
n=4 Composé 15 n=4 Composé 22
n=5 Composé 16 n=5 Composé 23

Bz
N

S
H O)\/Br

Composé 24

(b) BrCOCH,Br 1 éq., NEts 1 éq., CH,Cly, -10°C

Figure 73 : Fixation de ’espaceur sur les dérivés benzoylés
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3. Couplage au coenzyme A

Cette étape de couplage permet de fixer la partie coenzyme A des nouveaux
inhibiteurs et conduira aux premiers composés de la nouvelle série d’effecteurs de type bi-
substrat (Figure 74). Ce couplage se réalise a 1’aide d'une solution de coenzyme A dans I'eau,
a pH 8. Ce pH est important, car au dela, le coenzyme A se dégrade. En effet, des essais de
couplage a pH10-11 ont été réalisés et la dégradation du produit a été observée. Les produits
de dégradation n’ont pu étre identifiés du fait de la superposition des signaux des produits
dégradés et du produit voulu.

Cette réaction est réalisée avec ~2 éq. des composés 17 a 23, solubilisées dans le

méthanol dans le cas des composés benzoylés et dans le THF dans le cas des molécules Boc.

R- HN{HZC}H
n
R = Boc R=Bz o
n=3 Composé17 n=3 Composé 21
n=4 Composé18 np=4 Composé22 (c) NH,
n=5 Composé19 n=5 Composé 23 N
<IN
OH o o N P
R- HN{HZC}N ™ N P N
Th Y\/ Y\C o
HQ oH
R =Boc R=Bz O=P-OH
n=3 Composé 25 n=3 Composé29 é)H
n=4 Composé 26 n=4 Composé 30
n=5 Composé 27 n=>5 Composé 31
R
O
N
O%\/ Br
R =Boc Composé 20
R=Bz Composé 24
(c) NH,
N X
N
< ]
N C\) 9 N N/)
N , N
T(\S T(\/ W OH OH O
fo of
R =Boc Composé 28 —p_
R=Bz Composé 32 o E)HOH

(c) coenzyme A 1/2 éq., NaOH 1M, pH 8, 15h, MeOH ou THF
Figure 74 : Premiere série d’effecteurs de type bi-substrat

Les rendements obtenus a la fin de cette étape sont bons (83-89%) et 8 composés ont ainsi été

obtenus (Figure 74, Tableau 14).
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Composés aliphatiques Composés
cycliques
n=23 n=4 n=>5
Composé 25 Composé 26 Composé 27 Composé 28
Rdt 83% 77% 89% 98%
tr 6,88 min 7,02 min 7,42 min 7,39 min
(TFA 0,05% /CH3CN, (TFA 0,05% /CH3CN, (TFA 0,05% /CH5CN, (TFA 0,05% /CH3CN,
95/5) 95/5) 95/5) 95/5)
Composé 29 Composé 30 Composé 31 Composé 32
Rdt 74% 83% 91% 35%
tr 6,57 min 6,67 min 6,92 min 6,71 min
(TFA 0,05% /CH3CN, (TFA 0,05% /CH3CN, (TFA 0,05% /CHsCN, (TFA 0,05% /CH3CN,
95/5) 95/5) 95/5) 95/5)

Tableau 14 : Rendements des réactions de couplage au coenzyme A (les conditions de départ du

gradient appliqué lors de I’analyse par CLHP sont indiquées)

Les produits issus du couplage ont été analysés par RMN 'H, par CLHP analytique
en phase inverse et par spectrométrie de masse (Les spectres 'H RMN des composés 25 et 29
sont donnés comme exemple dans 1I’Annexe 1). Celui du composé 32, au premier abord,
laissait a penser que le produit s’était dégradé (Figure 75, spectre du haut). Toutefois, ce
composé comporte a la fois un groupement benzoyle et un cycle pipérazine et une
interconversion de cycle pourrait étre a 'origine d'un dédoublement des pics. Afin de
vérifier cette hypothese, le spectre de ce composé a été réalisé a différentes températures :
25°C, 35°C et 45°C. En effet, dans le cas de dédoublements de signaux das a la rotation d’un
cycle, I'augmentation de la température entraine des mouvements rapides du cycle et
conduit a une une superposition des signaux de RMN. L’expérience de RMN réalisée a 45°C
a permis de conclure que le produit voulu a été obtenu.

Ci-dessous les spectres du composé 32 a 20°C et a 45°C, les dédoublements des

signaux les plus flagrants sont encadrés (Figure 75).
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NH,
N X
H8 </ | N
eSS SU SN S S
S S S AN
H(? Oﬁ
0=P-OH
OH
composé 32
Dédoublements
Dédoublement des signaux )
des signaux des méthyles
de Hs et
‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ I ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ [ ‘ I [ ‘ [ [
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)
‘ 1T 1T 1 ‘ 1T 1T 1 ‘ T 1T 1 ‘ T 1T 1 ‘ T 1T 1 ‘ T 1T 1 ‘ T 1T 1 ‘ T 1T 1 ‘ 1T 1T 1
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (t1)

Figure 75 : Spectre RMN 'H du composé 32 réalisé a 20 °C (spectre du haut) et a 45°C (spectre du
bas) a 300 MHz dans D,0O
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Les chromatogrammes réalisés par CLHP analytique ont montré un pic pour chacun
des produits et les RMN effectuées ont permis de conclure a 95% de pureté. Ainsi, les
molécules n"ont pas nécessité de purification a I'exception du composé 32 qui a été purifié

par CLHP.

4. Déprotection des dérivés protégés par le groupement Boc

La fonction amine des produits 25, 26, 27, 28 a été déprotégée par action de l'acide
trifluoroacétique (TFA) en solution dans CH>Cl. La réaction est rapide (10 min) et conduit
aux composés 33, 34, 35 et 36 (Figqure 76). Ces produits ont été purifiés par CLHP et les

rendements apreés purifications sont consignés dans le Tableau 15.

NH,
N
<1 )
OH o O N /)
BocHN{Hzc\rH N N~ PP N
" KS To(V WO o o0
) Ho o
n=3 Composcf 25 O=P—OH
n =4 Composé 26 (d) (5H
n=5 Composé 27
NH,
N
OH o O </ fj\l
HaNAH,OFN N N~ P__P "N
B J( oCH WAS/\/ T(V WO/(‘)LO/(‘)LO o
o] o] o~
n =3 Composé 33 HQ oH
n =4 Composé 34 O=P-OH
n=>5 Composé 35 OH
NH,
N X
N
<
S SN SO S
- A _P< P
DO (g (AN N P
(¢] o
Ho  off
o O
R =Boc Composé 28 0=P—0OH
R=Bz Composé 32 wh
@ OH
NH,
N
\ OH o o </ fj\l
HN N N N = P__P NN
e PSP~
N jfs WO(V Wo o 50 o
. Ho  off
Composé 36 o O
0=P-OH
OH

(d) TFA 50% / CH,Cl, 50%

Figure 76 : Déprotection de la fonction amine
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Composés aliphatiques Composé cyclique
n=3 n=4 =9
Composé 33 Composé 34 Composé 35 Composé 36
Rdt 40 % 41 % 28 % 35 %
tr 19,20 min 15,54 min 15,45 min 15,67 min
(TFA 0,05%) (TFA 0,05%) (TFA 0,05%) (TFA 0,05%)

Tableau 15 : Rendements de la déprotection des composés 25, 26, 27 et 28 (les conditions de départ du
gradient appliqué lors de la purification par CLHP sont indiquées)

Le traitement en milieu acide fort des dérivés du coenzyme A entraine, comme dans
le cas des spermidine-CoA, a une migration du groupement phosphate du ribose de
I'adénosine. Les produits désirés restent toutefois majoritaires et représentent dans chaque
cas 80% du produit final (le spectre RMN 'H du composé 33 est donné comme exemple dans

I’ Annexe 2).

V. Synthése de Lys-CoA

La syntheése de ce composé a été décrite pour la premiere fois en 2000 (Lau et al,
2000b). En 2003, cette synthese a été modifiée et se déroule essentiellement sur support
solide. Elle s’effectue en huit étapes et seule 1'étape menant au produit final est réalisée en
solution. Lys-CoA a été synthétisé selon le protocole de Cebrat et al. (Figure 77) (Cebrat et al,
2003).

103



Chapitre 11 : Synthese d'inhibiteurs de l'activité HAT de p300

NHFmoc
() (b) H
GNHFmoc —_— NH, —_ ONMNHDde
oH
\ (c)
o}
HN)K NH;,

H ©) N
GNMNHDde -~ C} : NHDde
o" H

Composé 1

(a) pipéridine 20%, DMF (b) Fmoc-Lys(Dde)OH 3 éq., BOP et HOBT 3 éq. (c) pipéridine 20%, DMF
(d) 0,4 M (CHsCO)OCOCHs3, 0,4 M NMP, DMF (e) NH>NH: 2%, DMF (f) BrCH.COOH 5 éq., DIC 5
éq., DMF (g) TFA 95%/ H.O 2,5%/ TIS 2,5%

Figure 77 : Etapes de la synthese de Lys-CoA effectuées sur support solide

La résine utilisée est une résine amide. La lysine de départ posséde deux
groupements amines protégés orthogonalement, par un groupement Dde (4,4-diméthyl-2, 6-
dioxocyclohexylidene)éthyle) d'une part et par un groupement Fmoc (9-
fluorénylméthoxycarbonyle) d’autre part.

La résine est déprotégée puis couplée au peptide Fmoc-Lys(dde)OH par formation

d’une liaison amide (Figure 78).

NHFmoc
(@ ®) H
(Q-NHFmoc ——~ NH, — QN 2 NHDde
A
o

(a) pipéridine 20%, DMF (b) Fmoc-Lys(Dde)OH 3 éq., BOP 3éq., HOBT 3 éq.

Figure 78 : Fonctionnalisation de la résine avec la lysine diprotégée
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Le groupement Fmoc est 6té par traitement avec de la pipéridine (solution dans le
DMF) puis la résine est traitée avec de 'anhydride acétique pour obtenir 'amine a acétylée

(Figure 79).

NH
H © H ’
O‘Nmi_"\/\/\NHDde —_— O_NWNHDde
o
(d)
\ o

(c) pipéridine 20%, DMF, (d) 0,4 M (CH;CO)OCOCH3, 0,4 M NMP, DMF

Figure 79 : Fixation du groupement acétyle

Le groupement Dde est a son tour clivé par action de 'hydrazine, et la fonction amine
ainsi libérée peut réagir avec 'acide bromoacétique, en présence de diisopropylcarbodiimide
(DIC), pour fournir I'intermédiaire 6-(2-bromoacétamido)-2-acétamidohexanamide (composé

1, Figure 80).

0
H (e) H HNK

ONMNHDde —_— C}NWNH

H A 2 ®

0 0 \

o
H HN)K (o)
OﬁNTﬁ%\/\/\HK/Br
O

Composé 1 sur bille

(e) NH,NH, 2%, DMF (f) BrCH,COOH 5 éq., DIC 5 éq., DMF

Figure 80 : Obtention du composé 1 fixé a la résine

Puis, le composé 1 est clivé de la résine par action d'une solution de TFA (Figure 81).
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o

H HNJ\ o] /ko H
O_N\H/é\/\/\HJ\/BV @ Hz\j/i\/\/'\'\n/\Br
0 o NH, 0

Composé 1

(g) TFA 95% / H,0 2,5%/ TIS 2,5%

Figure 81 : Le composé 1, précurseur de Lys-CoA

Le composé 1 est obtenu avec un rendement de 42% et apres analyse par RMN H, sa pureté

a été jugée suffisante pour qu'il soit couplé au coenzyme A (Figure 82). Chaque étape de la

synthese supportée a été controlée a I'aide d"un test de Kaiser afin de vérifier la présence ou

non d’amine libre.

>=O H
HN N
HY \n/\Br
NH, C
(6]
Composé 1
‘ ) NH,
N A
OH O O </ | /)N
P PN o
\n/\s/\/ \n/\/ \[]/\:<\O/|\O/ \O o
o 3 IR OH” OH
fo o
Lys-CoA O=p-OH
OH

(h) composé 12 éq., MeOH, coenzyme A 1 éq., H-O pH 8,15 h

Figure 82 : Réaction de couplage avec le coenzyme A

Lys-CoA, est obtenu avec un rendement de 3% apres purification par CLHP, et les

analyses RMN et de spectrométrie de masse correspondent a la structure ci-dessus et aux

données de la publication (Cebrat et al, 2003).
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VI. Conclusion

Une gamme de composés comprenant des molécules Boc, des molécules benzoylées et des
molécules sans groupements protecteurs ont été synthétisés. Ces composés, consignés dans
la Figure 83, seront testés sur les HATs p300 et certains d’entre eux sur PCAF. La production

de ces protéines est décrite dans le chapitre suivant.
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Figure 83 : Récapitulatif des composés synthétisés et rendements globaux
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I. Introduction

Au début de ce travail, la HAT p300 n’était pas commerciale, c’est pourquoi j’ai
produit et purifié cette enzyme. Le plasmide utilisé pour la transformation des bactéries
hotes (Rosetta(DE3) et BL21) a été construit a Montpellier par le Dr. Banéres (Institut des
biomolécules Max Mousseron, Université de Montpellier). Ce plasmide code pour I'enzyme
p300 (1284-1660) avec une étiquette Glutathion S-Transférase (GST) dans la partie N-
terminale et une étiquette 6-Histidines dans la partie C-terminale. Des colonies de bactéries
Escherichia coli (E.coli) de souche BL21 contenant de ’ADN recombinant de PCAF (1-832,
étiquette GST en N-terminale), nous ont été données par le Dr. Briet (Laboratoire de Biologie
Moléculaire Eucaryote, équipe du Dr. Trouche).

Dans un premier temps les méthodes de purification d’enzymes et de détection de
l'activité enzymatique seront décrites. Puis la mise au point du protocole de production de
p300 (1284-1660) sera détaillée. Enfin, la production, la purification et les tests enzymatiques

concernant une autre HAT, PCAF, seront présentés.

II. Description des méthodes utilisées

1. Méthode de purification des enzymes de fusion

Le systeme de purification utilisé pour isoler 'enzyme d’intérét (p300 ou PCAF) est
un systeme dit « en batch ». La purification est effectuée par chromatographie d’affinité sur
billes d’agarose couplées au glutathion (billes-glutathion), puis par chromatographie de
chélation sur billes d’agarose couplées via un lien acide nitriloacétique a I'ion Ni?* (billes-Ni-
NTA, Qiagen) (Figure 84). L’étiquette GST interagit avec son substrat, le glutathion, fixé aux
billes d’agarose, et ainsi une premiere étape de purification est accomplie.

L’ion Ni?* des billes Ni-NTA complexe l'étiquette polyhistidine et conduit a une
seconde étape de purification.

Dans le premier cas, la protéine doit étre correctement repliée pour que la GST

reconnaisse son ligand, alors que la seconde étape étant basée sur la reconnaissance d'une
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séquence d’histidine, ne nécessite pas que la protéine soit correctement repliée. Ces deux

méthodes de purification ne seront pas systématiquement utilisées.

Lyse par sonication

cellules solubilisées
dans le tampon de lyse

surnageantconten?jnt P ‘ — ‘
la protéine d'intéré ::‘ centrlfugat|o|:> débris cellulalnjls

‘ Chromatographie d'affinité I

p300 en présence d'un excés de liganf,
la GST se décroche
bille \ ;
agarose < glutathion

2|0 & ==
Bt LI

. . autres protéines
Mise en contact la nuit éliminées par lavage &2@

sous agitation

‘ Chromatographie de chélationl
p300 en présence d'un excés de ligand,
la protéine se décroche
bille
N Ni-NTA
»\ %— billes-Ni-NTA ‘
A8 S S
—_— - e %@
Ni
&/ I Se
Miseen CQnté}Ct 1H autres protéines @@Q @%
sous agitation éliminées par lavage

Figure 84 : Breve représentation de la purification en batch sur colonnes glutathion et Ni-NTA

La protéine purifiée ainsi que des échantillons prélevés au cours de la
purification sont analysés par électrophorése sur gel de polyacrylamide. Les protéines

déposées migrent sous 1'effet d'un courant électrique. La protéine ainsi qu'un marqueur de

112



Chapitre 111 : Productions et purifications d’histones acétyltransférases

tailles sont chacun mélangés a une solution dénaturante puis déposés dans les puits du gel.
Apreés migration, on peut observer le contenu protéique des échantillons séparés en fonction
de leurs poids moléculaire. A lissue de cette migration, le gel est visualisé suite a sa
coloration au bleu de coomassie suivi de sa décoloration, la coloration des protéines étant
irréversible. Enfin, la protéine subit des dialyses, a 'issue desquelles elle est dosée a I'aide de

la technique de Bradford afin d’évaluer la concentration protéique totale.

2. Détection de 'activité HAT

Apres expression de la protéine, I'activité enzymatique de cette derniere est évaluée.
Plusieurs méthodes permettent de déceler I'activité HAT d’enzyme recombinante : par une
méthode radioactive, par une méthode spectrophotométrique en continu ou en discontinu et

enfin par une méthode de fluorescence.

» La méthode radioactive (Mizzen et al, 1999), implique l'utilisation d’3[H]-
acétylcoenzyme A ou d'#[C]-acétylcoenzyme A. Cette méthode détecte la quantité de
substrat 3[H]-acétylé ou 4[C]-acétylé a la fin de la réaction d’acétylation. Cette réaction est
stoppée en déposant le milieu réactionnel sur du papier filtre P81 (Whatman) qui retient les
histones basiques. Ce papier est lavé puis mis en contact avec du liquide de scintillation
avant le comptage de la radioactivité. Cette méthode est tres sensible mais nécessite une

organisation spécifique a la manipulation de la radioactivité (personne habilitée,

établissement agréé)

> La méthode spectrophotométrique en continu, ot systeme d’enzyme couplée
(Kim et al, 2000), permet de doser indirectement le coenzyme A formé au cours de la réaction
d’acétylation (Figure 85). Pour cela, la réaction d’acétylation est réalisée en présence d'une
autre enzyme, I'a-cétoglutarate déshydrogénase (ou la pyruvate déshydrogénase), de son
substrat, 1'a-cétoglutarate (ou le pyruvate) et de son co-facteur, la nicotinamide adénosine
dinucléotide NAD*. Lors de la réaction, NAD* est réduit en NADH. Ce produit absorbe a 340
nm (¢ = 6230 M1.cm?) et sa formation est suivie par spectrophotométrie UV-visible. Ce
protocole a été mis au point pour les HATs GCN5 et PCAF. Dans le cas d'une autre HAT, il

serait nécessaire de mettre au point les conditions optimales d’expérience. Ce test présente
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I'avantage d’étre en continu, mais il est fort possible qu’en présence d’inhibiteur de HAT,

I'enzyme couplée soit également inhibée.

HAT
ACEtyICOA + histone = > HSCoA + Acétylhistone
a-cétoglutarate déshydrogénase
a-cétoglutarate — » succinyl-CoA + NADH + CO, + H"
HSCoA + NAD" + ou ou
- » Acétyl-CoA + NADH + CO, + H*
pyruvate - J J
pyruvate déshydrogénase “

€ 340 num = 6230 ML.cm

Figure 85 : Détection de I'activité HAT a l'aide du systeme d’enzyme couplée (Kim et al, 2000)

» La méthode de détection par fluorescence met en jeu un fluorophore qui est
couplé soit au substrat (Wu & Zheng, 2008), soit avec le coenzyme A formé (Trievel et al,
2000a). Dans le cas du peptide fluorescent, l'acétylation du peptide entraine une
augmentation de I'intensité de fluorescence. Dans le second cas, le produit de réaction entre
le coenzyme A et le fluorophore (ex: 7-diéthylamino-3-(49-maléimidylphényl)-4-
méthylcoumarine CPM) donne un adduit qui fluoresce fortement. La détection de I'activité
HAT par fluorescence est une méthode sensible mais qui nécessite un matériel et un

protocole adapté.

> La derniere méthode présentée est spectrophotométrique, elle permet de
suivre, de facon discontinue, la formation du coenzyme A formé au cours de la réaction
d’acétylation. L’activité de I'’enzyme est décelée a 1'aide d"un test basé sur la réaction entre
'acide 5-5'-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) et le groupement thiol du coenzyme A libéré
lors de la réaction d’acétylation catalysée par p300 (Thompson et al, 2004) (Figure 86). L’acide
2-nitro-5-thiobenzoique (NTB, € = 13 600 M-1.cm™) produit est jaune vif et peut étre détecté A
=412 nm.
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NO,

S)
COO
NO, o NO,
COoO Ccoo
,S + coenzyme A +
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S<
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Q
cod CoA
NO, NTB
jaune vif
1 ol
DTNB 13 600 M™.cm

Figure 86 : Réaction du DNTB en présence de thiols

La méthode utilisée pour détecter 1'activité HAT de p300 est celle employant le DTNB.
Cette méthode est simple et le protocole a été décrit pour p300 (Thompson et al, 2004).

3. Témoins positifs et négatifs

Afin d’écarter toute erreur au niveau du test d’activité et ainsi rendre fiables les résultats

qui en découlent, plusieurs controles ont été réalisés (Tableau 16).

% La solution d’acétylcoenzyme A est préparée dans le tampon PCAB (cf partie
expérimentale) puis est stockée. Un test constitué de tampon PCAB (pH 7)9),
d’acétylcoenzyme A et d'un mélange d’histones permet de vérifier d'une part que
'acétylcoenzyme A n’est pas hydrolysé et d’autre part qu’il n'y a pas d’hydrolyse pendant la
durée de l'expérience. Ce test est réalisé régulierement pour controler les solutions
d’acétylcoenzyme A stockée a -80°C. Les solutions d’acétylcoenzyme A se conservent
plusieurs mois a -80°C et aucune hydrolyse spontanée n’a été observée durant les

expériences.

% L’étape suivante consiste a vérifier que le test fonctionne dans nos conditions. Pour
cela, un test HAT est réalisé avec un mélange d'HATs (extrait nucléaire de cellules HeLa,
HNE), en présence d'un mélange d’histones et d’acétylcoenzyme A. Ce test s’est révélé

positif et cette expérience a servi de témoin positif.
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% Un témoin négatif est aussi nécessaire. Pour cela, la solution de guanidinium
dénaturante (solution Q) est ajoutée avant l'extrait a tester et le milieu est ensuite incubé a
30°C. Puis, seule la solution de DTNB est ajoutée et la DO est alors relevée. Le témoin négatif

peut aussi étre réalisé avec de I'enzyme dénaturée par chauffage (10 min a 95°C).

% Lors de la purification, du surnageant, obtenu apres lyse et séparation de I'enzyme
des débris cellulaires, est prélevé. Ainsi, avant de poursuivre avec l'étape de purification,

l'activité HAT du surnageant est controlée.

Controle 1 PCAB + acétylCoA + histones

Controle 2 : témoin positif PCAB + acétylCoA + histones + HNE

PCAB + acétylCoA + histones (ou substrats)

Controle 3 : témoin négatif + dénaturant + extrait a tester

PCAB + acétylCoA + histones (ou substrats)

+ extrait a tester dénaturé

Controle 4 : témoin positif PCAB + acétylCoA + histones + surnageant

Tableau 16 : Les différents controles et témoins (d ces solutions sont ajoutées la solution Q et la

solution de DTNB avant la mesure de DO)

Par la suite, le mélange d’histones ne sera plus utilisé comme substrat. En effet, la
composition du mélange d’histones n’est pas connue avec précision et le substrat doit étre
identifié pour les expériences d’enzymologie. Le peptide qui sera utilisé est issu de I'histone
H4 et contient les acides aminés 14 a 21 (H4-8: Ac-GAKRHR2*KV-NH,) de sa partie N-
terminale. Il a été vérifié que ce peptide est substrat de p300 (Kervabon et al, 1979).

III. Mise au point de la production de p300 (1284-1660)

1. Protocole de référence

Le plasmide de type pGEX-6P-3, construit a Montpellier par le Dr Banéres (Institut

des Biomolécules Max Mousseron, Université de Montpellier I), contient la séquence codante
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pour le domaine HAT de p300, domaine compris entre les acides aminés 1284 et 1660. Ce
plasmide conduit a une protéine possédant deux étiquettes (ou tag): une étiquette
Glutathion S-Transférase (GST) localisée dans la partie N-terminale et une étiquette 6-
Histidines dans la partie C-terminale.

La mise au point de la méthode de production de p300 (1284-1660, 68 kDa avec les
tags) et sa validation ont également été réalisées a Montpellier par le Dr Baneres. Les
conditions de production sont briévement récapitulées dans le tableau ci-dessous (Tableau
17). Lors d'un stage effectué a Montpellier, j'ai réalisé la surexpression de p300 (1284-1660)
dans des souches Rosetta(DE3) de E.coli. Le milieu de culture est un milieu minimal 9 (M9)
auquel deux antibiotiques sont ajoutés (ampicilline et chloramphénicol). La culture a été
réalisée en erlenmeyer et la production de la protéine est initiée par lisopropyl-p-
thiogalactopyranoside (IPTG). Une fois les cellules récoltées et lysées, I'enzyme est purifiée
par chromatographie d’affinité, avec une suspension de billes d’agarose couplées au
glutathion, via un systeme composé d'une pompe péristaltique (Biorad Biologic Lb) et d'un
collecteur (Pharmacia Biotech). La protéine a ensuite été analysée par électrophorese sur gel,
permettant ainsi son identification (Figure 87). Cette méthode de production, conduit a partir
de 5L de culture, a 1 mg d’enzymes dans un volume de 1 mL apres dialyse. Cette enzyme,
active, présente une activité spécifique de 50 pmoles/min/ug (Tests réalisés avec [H4] = 0,2

mM, [p300] = 2,94 uM).

92 kDa
66 kDa <«—— 68kDa
p300 (1284-1660)
45 kDa avec tag histidine et GST
31 kDa
21 kDa
14 kDa

Figure 87 : Gel de polyacrylamide montrant p300 apres purification sur colonne de billes-glutathion
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Production de p300 (1284-1660, Montpellier)

Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) | M9+ampicilline+ chloramphénicol 11ha30°C 0,1 mM d'IPTG
La nuit a 35°C

Purification de p300 (Montpellier)

sur billes-glutathion + dialyse

Tableau 17 : Conditions de production et de purification de p300 de Montpellier

Au LSPCMIB de Toulouse, le protocole de production a été répété afin d’obtenir p300
(1284-1660). Ne disposant d'un systeme de purification semblable a celui de Montpellier, la
purification de p300 a été réalisée en batch.

Le schéma de la Figure 88 récapitule les diverses étapes de production de p300.
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Transformation des bactéries

de souche Rosetta(DE3)

- =

Mini-culture, milieu LB Broth 37°C

— =

Pré-culture 35°C milieu LB

e e =—

Culture 30°C milieu M9

— =

Induction a I'IPTG

e E—

Récolte des bactéries — -80°C

S m—

Lyse/Purification/dialyse

s e =——

vAG
—l o=

Figure 88 : Schéma général de production de p300 (1284-1660)

2. Production de p300 (1284-1660) avec le protocole de référence

Le protocole élaboré et mis en ceuvre a Montpellier, a été appliqué a Toulouse. La
production a été réalisée suivant le méme protocole afin d’obtenir p300 (Tableau 18). Les

purifications ont été réalisées selon les protocoles décrits précédemment (Figure 84).
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Production de p300
Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) | M9 + ampicilline+ chloramphénicol 6 ha30°C 0,1 mM d'IPTG
La nuit a 35°C
Purification de p300

sur billes-glutathion + sur billes-Ni-NTA + dialyse

Activité non décelée

Tableau 18 : Production selon le protocole de Montpellier et purifications de p300

Or, la production réalisée a Toulouse conduit a un rendement inférieur a celui de
Montpellier d’une part (estimation qualitative), et d’autre part, I'activit¢ HAT de l'enzyme
n'a pas été décelée. Les rendements protéiques étant variables et pouvant dépendre de la
nature de la cellule hote et des conditions de cultures, certains parametres de production et
de purification ont été modifiés afin de générer une enzyme active et d’améliorer le
rendement protéique. Nous avons donc choisi d’étudier I'influence de la souche bactérienne,

de la température de production, la durée d’induction et le nombre de purification.

3. Influence de la souche bactérienne sur la production de p300 (1284-1660)

3.1 Productions et purifications

Dans un premier temps, nous avons modifié la souche bactérienne a partir de laquelle
la protéine est produite. En effet, la nature de 'hote peut affecter I'expression d"une protéine
et les souches BL21 sont connues pour exprimer fortement les protéines de fusion GST.
Ainsi, des bactéries E.coli de souche BL21(DE3) ont été transformées et le plasmide construit
a Montpellier inséré dans ces souches. La production de p300 a ainsi été réalisée avec ces

nouvelles souches (Tableau 19).
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Production de p300 (1284-1660)

Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) | M9 + ampicilline+ chloramphénicol 7h30 a 30°C 0,1 mM d'IPTG
La nuit a 30°C
Purification de p300

sur billes-glutathion + sur billes Ni-NTA + dialyse @ 200 pg

Production de p300 (1284-1660)

Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
BL21 (DE3) M9 + ampicilline+ chloramphénicol 7h30 a 30°C 0,1 mM d'IPTG
La nuit a 30°C
Purification de p300

sur billes-glutathion + sur billes Ni-NTA + dialyse 2 96 pg

Activité non décelée

Tableau 19 : Conditions de productions et de purifications de p300 (la quantité d’enzyme signalée

correspond a 1L de culture)

Il en résulte que I'enzyme exprimée avec les souches Rosetta(DE3) mene a une
quantité d’enzyme plus importante qu'une production réalisée avec les souches BL21

(Tableau 19)

3.2 Mesure de l’activité enzymatique

L’enzyme issue de chacune des productions, recueillie apres dialyse, a été testée. Pour
I'enzyme de souche Rosetta(DE3), deux tests d’activité au DTNB ont été réalisés avec comme
substrat le peptide H4-20 contenant les résidus1-19 du peptide H4 (AcNH-
SGRGSKGGSKGLGIEKGGA®KRHR-CONH,, fourni parle Pr. Parello, Université de
Vanderbilt).

Test d’activité Tampon H4-20 acétylCoA p300
PCAB 200 uM 2mM 5uM
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Les concentrations choisies sont du méme ordre de grandeur que les conditions utilisées par
Thompson et al.(Thompson et al, 2004). Bien que la quantité d’enzyme du test soit tres
supérieure a celle utilisée dans la publication, la protéine produite ne montra aucune activité.
L’enzyme provenant de la souche BL21(DE3) a été testée avec les histones totales, le peptide

H4-20 et le peptide H4-8. L’activité de I'enzyme n’a été détectée dans aucun des 3 tests.

Tampon histones acétylCoA p300
PCAB 0,4 ng/uL 200 pM 0,16 pM
Souche BL21(DE3) Tampon H4-20 200 uM 0,16 pM
PCAB 200 pM
Tampon H4-8 200 uM 0,16 uM
PCAB 200 pM

3.3 Conclusions

De cette étude, il ressort que les souches Rosetta(DE3) semblent mieux adaptées a la
production de p300. En effet, la production a travers cette souche a permis d’obtenir 6,5 fois
plus d’enzymes que la production a travers les souches BL21(DE3). Ces expériences n’ayant
été réalisées qu'une fois, nous ne pouvons nous permettre de généraliser quant a I'efficacité
d’une souche par rapport a I'autre. Toutefois, nous utiliserons les souches Rosetta(DE3) lors

des prochaines productions de p300.
Les tests d’activité sont réalisés, dans le cas de protéines issues des souches
BL21(DE3), avec trois substrats. Ces expériences ont été réalisées afin d"identifier le meilleur

substrat pour p300. L’activité de p300 n’ayant pas été décelée, nous pouvons conclure que le

substrat n’est pas en cause dans cette absence d’activité HAT.

4. Influence de la température sur la production de p300 (1284-1660)

4.1 Productions et purifications
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La formation de corps d'inclusion est un phénomeéne souvent observé lors de culture
cellulaire. En effet, si la protéine est instable ou si sa vitesse de repliement est lente, les
protéines s’agregent en corps d’inclusion et deviennent alors des corps insolubles. Ces corps
d’inclusion peuvent étre a l'origine de faible rendement. Un des parametres de production
qui peut étre modifié afin de pallier ce probleme est la température d’induction. Ainsi, des
productions ont été réalisées afin de tester l'effet de la température d’induction (Tableau 20).
Un autre parametre influant sur le rendement de production est la durée d’induction, qui

sera exploité dans la section suivante.

Production de p300 (1284-1660)

Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) | M9 + ampicilline+ chloramphénicol 6h a 30°C 0,1 mM d’'IPTG
La nuit a 25°C
Purification de p300

sur billes-glutathion + dialyse 2 261 pg

Production de p300 (1284-1660)

Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) | M9 + ampicilline+ chloramphénicol 6h a 30°C 0,1 mM d'IPTG
5h a 30°C
Purification de p300

sur billes-glutathion + dialyse 2 212 pg
2186 ug

Activité non décelée

Tableau 20 : Conditions de productions et de purifications de p300 (les quantités de protéines

indiquées correspondent a des productions distinctes de 1L)

Deux températures ont été testées : 25°C et 30°C. Les rendements obtenus sont du méme

ordre de grandeur.
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4.2 Mesure de l'activité enzymatique

L’enzyme dialysée est par la suite soumise a un test d’activité. Un mélange d’histones
(0,5 pg/mL) est utilisé comme substrat dans un premier temps, et ce, jusqu'a ce qu'une
activité. HAT soit décelée. La concentration en acétylcoenzyme A est a 250 pM et la
concentration en enzyme est semblable aux tests précédents. Pour les productions dont
I'induction a été réalisée a 30 °C, les tests ont été effectués avec une quantité d’enzyme 6 fois

supérieure. Dans tous les cas de figure, 'activité HAT n’a pas été observée.

4.3 Conclusions

Afin d’optimiser les rendements de production, la température d’induction a été
modifiée. Dans un premier cas, elle s’est faite a 25°C durant une nuit et dans l'autre cas elle
s’est faite 5 h a 30°C. Les rendements obtenus dans les deux cas sont semblables, 262 pg sont
obtenus pour une induction a 25°C la nuit et pour une induction a 30°C durant 5h, 212 pg
sont obtenus lors d"une premiere production et 186 pg lors d'une seconde production. La
différence de température n’est peut étre pas suffisante, cependant nous n’avons pas pu
abaisser davantage la température de I'incubateur. Toutefois cette expérience met en avant

un autre parametre qui peut étre étudié et qui est la durée d’induction.

Un autre parametre a été modifié, il se situe au niveau de la purification. Les billes
utilisées pour la purification étant onéreuses, nous avons décidé de vérifier si l'activité HAT

est présente a la fin d’une purification avant d’en entamer une autre.

Le test d’activité de I'enzyme produite apres l'induction a 25°C est réalisé avec un
mélange d’histones. En effet, on sait que ce mélange contient les substrats de p300 et il est
préférable de vérifier I'activité avec ce mélange avant de tester des substrats mieux identifiés.
L’enzyme produite par induction a 30°C a également été testée mais avec des concentrations
en enzymes supérieures a celles utilisées précédemment. L’activité HAT n’a cependant pas

été détectée.
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5. Influence de la durée d’'induction sur production de p300 (1284-1660)

5.1 Productions et purifications

Le plasmide pGEX-6P-3 utilisé contient le gene laq I9, qui produit une protéine se
liant en aval du promoteur réprimant ainsi I'expression de p300. L'IPTG agit en se fixant a
cette protéine et en inhibe 1'effet. Ainsi, la production de p300 dans E.coli est induite par ajout
d'IPTG. Or, les promoteurs inductibles ont une activité basale, qui méme faible, conduit a
I’expression de p300 sans induction préalable. Cette production prématurée de p300 peut
étre nuisible a la bactérie et mener a de faible rendement protéique. Ainsi des cultures ont été

réalisées avec 3 durées d’'induction différentes : 3h, 5h et une nuit (Tableau 21).

Production de p300 (1284-1660)

Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) M9+ampicilline 5h a 30°C 0,1 mM d’'IPTG
+chloramphénicol 3h a 30°C
Purification de p300
sur billes-glutathion + dialyse 2 147 pg 2 Activité décelée
Production de p300 (1284-1660)
Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) M9+ampicilline 6h a 30°C 0,1 mM d'IPTG
+chloramphénicol 5h a 30°C
Purification de p300
sur billes-glutathion + dialyse 2 309 pg @ Activité décelée
Production de p300 (1284-1660)
Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) M9+ampicilline 6h a 30°C 0,1 mM d'IPTG
+chloramphénicol la nuit a 25°C
Purification de p300

sur billes-glutathion + dialyse 2 261 pg

Tableau 21 : Conditions de productions de p300 réalisées avec des temps d'induction différents (les

quantités d’enzymes indiquées correspondent a des productions distinctes de 1L)
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5.2 Mesure de l'activité enzymatique

Apres dialyse, I'enzyme est récupérée et son activité HAT est testée a I'aide du test au
DTNB. L’enzyme obtenue aprés une nuit d’induction ne montra pas d’activité. L'activité

HAT del’enzyme issue de 5h d’induction n’a pas été observée non plus.

L’enzyme obtenue aprés 3h et 5h d’induction ont été testées avec une quantité
d’enzyme 20 fois supérieure a celle utilisée dans les précédents tests. Ce changement a été
positif car I'activité HAT de p300 a été clairement observée pour une concentration de 3 uM
d’abord, puis pour une concentration moindre de 1,9 uM. L’activité spécifique de I'enzyme

calculée est de 7 pmoles/min/pg.

5.3 Conclusions

Concernant les rendements protéiques, les quantités d’enzymes obtenues n’atteignent
pas le mg en dépit des investigations menées et des tentatives d’optimisation. Les quantités
d’enzymes obtenues dans les productions avec des durées d’induction variables laissent a

penser que la meilleure combinaison serait une induction a 30 °C pendant 5h.

Au niveau des tests au DTNB, l'activité de l'enzyme a été observée pour des
concentrations en enzyme de 1,9 uM minimum. Nous sommes donc parvenus a produire
une enzyme active.

Certains parametres restent a vérifier : I'enzyme testée provient d’une seule étape de

purification, retrouvera t'on cette activité apres la seconde purification? Comment se

comportera I’'enzyme en présence du peptide H4-8 ?

6. Influence de la purification

6.1 Productions et purifications
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Afin de répondre aux questions précédemment posées, des productions de p300,

suivies d"une ou deux étapes de purifications, ont été entreprises (Tableau 22).

Production de p300 (1284-1660)

Souche Milieu de culture Durée de culture Induction
Rosetta(DE3) M9+ampicilline 5h a 30°C 0,1 mM d'IPTG
+chloramphénicol 5h a 30°C
Purification de p300

sur billes-glutathion + billes Ni-NTA + dialyse 2 76 pg < Activité non décelée
sur billes-glutathion + billes Ni-NTA + dialyse @ 32 ug < Activité non décelée
sur billes-glutathion + dialyse 2 186 pg < Activité décelée

Tableau 22 : Conditions de productions et de purifications (les quantités d’enzymes indiquées

correspondent a des productions distinctes de 1L)

On constate que la quantité d’enzyme récoltée est faible apres purification sur billes-
glutathion et sur billes Ni-NTA. Afin de vérifier si cette faible quantité d’enzyme est le
résultat de perte au cours de la purification, un lot de cellules a été purifié sur billes-
glutathion uniquement. La quantité d’enzyme obtenue apres une seule purification est plus
importante. Toutefois, on obtient une enzyme pure apreés deux étapes de purification (sur

billes-glutathion et sur billes Ni-NTA, Figure 89).
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Purification sur billes-glutathion

Purification sur billes-glutathion+billes Ni-NTA|

170 kDa
130 kDa
95 kDa
72 kDa < 68 kDa
p300 (1284-1660)
55 kDa avec tag histidine et tag
GST
43 kDa
34 kDa
26 kDa

Figure 89 : Gel de polyacrylamide obtenu apres électrophorese

6.2 Mesure de 'activité enzymatique

Dans un premier temps, I'enzyme issue des cellules purifiées uniquement par
I'étiquette GST a été testée avec le peptide H4-8 au lieu du mélange d’histones, (250 pM de
peptide) et 500 pM d’acétylcoenzyme A. Ce test s’est révélé étre positif, confirmant ainsi que
p300 produite est active. L'enzyme active présentait une activité spécifique de 38

pmoles/min/pg.

Dans un deuxieme temps, I'enzyme provenant d’une double purification a été testée.

Cette enzyme ne montra pas d’activité.
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6.3 Conclusions

Ces derniéres expériences avec p300 nous montrent que la production de p300 peut se
montrer assez aléatoire. En effet, 32 ug et 76 png de protéines ont été obtenus apres 2 étapes de

purification, et d'une production a l’autre la quantité d’enzyme a été doublée.

Les tests d’activité réalisés confirment que I'enzyme est active aprés une purification
sur billes-glutathion et que cette activité se perd lorsque la seconde purification, sur billes Ni-
NTA, est effectuée. Faute de temps, I'origine de cette perte d’activité n’a pas été déterminée.
De plus, la concentration en enzyme introduite a une grande importance. Trois
concentrations en enzyme ont été testées : 0,4 uM, 1,5 pM, 2,9 uM. Ces expériences montrent

qu’il faut au moins 1,5 pM d’enzymes pour que I'activité HAT soit observée.

7. Conclusions générales

Cette étude a nécessité la réalisation de plusieurs productions de p300 qui n’ont pas
toutes abouties a la production d’enzymes. En effet, certaines précautions sont a prendre. La
matrice d’agarose couplée au glutathion est a conserver a -20°C. Sa conservation a 4°C a
conduit a une dégradation de la résine qui nous a laissé croire a plusieurs reprises que
I'enzyme n’était pas produite et ce, bien que des échantillons de lysat et de surnageant aient

été analysés par électrophorese sur gel.

Plusieurs parametres ont été modifiés afin de produire une quantité d’enzyme
suffisante pour effectuer des tests cinétiques. Parmi ces parametres, la nature de la souche
bactérienne, la température d’induction, le temps d’induction ont été modifiés afin
d’améliorer le rendement en protéine. Les caractéristiques qui peuvent étre retenues sont une

culture avec des souches Rosetta(DE3), suivie d"une induction de 5h a 30°C.

Le systeme de purification utilisé doit se limiter a la chromatographie d’affinité sur
billes-glutathion. Il semblerait qu'un passage par la chromatographie de chélation
s’accompagne d’une perte d’activité. La protéine obtenue est toutefois moins propre que

celle obtenue apres passage sur billes-glutathion et billes Ni-NTA (Figure 89).
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Les quantités d’enzymes utilisées pour détecter I'activité HAT de p300 sont cruciales
dans nos conditions. Lors des tests d’activité réalisés, la différence observée, entre le bruit de
fond (témoin négatif) et le test d’activité, fut suffisante pour attester de I'activité de I'enzyme
mais cet écart n’était pas assez important pour des tests d’inhibition. De plus, la quantité
d’enzyme que nécessitent de telles expériences est tres supérieure a celle produite. Pour la

suite des expériences, p300 commerciale (1284-1673) sera donc utilisée.

Afin de déceler une éventuelle spécificité des effecteurs synthétisés, une autre HAT a

été produite. Ainsi, la production de PCAF a été entreprise.

IV. Production de PCAF

1. Production et purification

La production de I'enzyme PCAF (résidus 1-832, 119 kDa) a été réalisée suivant le protocole
utilisé pour la production de p300. Des boites de pétris contenant des bactéries BL21(DE3),
transformée avec le plasmide contenant le géne codant pour I’enzyme PCAF, nous ont été
données par le Dr. Briet (Laboratoire de Biologie Moléculaire Eucaryote, équipe du Dr.
Trouche, Université de Toulouse III). Le plasmide posséde également un gene de résistance a
I'ampicilline et une séquence codante pour une étiquette GST (en N-terminale). L'enzyme
produite n’est pas dialysée et est déposée sur un gel de polyacrylamide afin d’étre
caractérisée (Figure 90). On observe deux bandes caractéristiques, I'une correspond a
I'enzyme avec le tag GST et I'autre a un arrét de traduction du géne de I'enzyme conduisant

une protéine plus courte.
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170 kDa
130 kDa

M

— Bandes caractéristiques
de PCAF (1-832)
119 kDa avec tag GST

95 kDa
72 KDa

55 kDa

43 kDa

34 kDa

26 kDa

17 kDa

Figure 90 : Gel de polyacrylamide présentant PCAF

La quantité d’enzyme produite est de 30 pg a partir d"1L de culture. Il faut noter qu'une

partie de I'enzyme est restée accrochée aux billes-glutathion.

2. Mesure de 'activité enzymatique

La méthode employée pour détecter l'activité HAT de PCAF est une méthode
radioactive qui consiste a compter la radioactivité émise par le substrat [SH]-acétylé. Le
milieu réactionnel se compose du tampon IPH (pH 8), d’[*H]acétylcoenzyme A, de substrat
(mélange d’histones ou peptide H3-19 : résidus 1 a 19 de la partie N-terminale de 1"histone
H3, Ac-QTARKSTGGHKAPRBKQLAT2K-NH>) et d’enzyme. La réaction est initiée par

ajout d’[*H]acétylcoenzyme A et se déroule a 30°C.

L’enzyme produite a été testée avec un mélange d’histones et comparée a un témoin
négatif constitué de tampon IPH, d'[*H]acétylcoenzyme A et d’histones. L’enzyme active

présentait une activité spécifique de 0,13 pmoles/min/pg.
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Enfin, un test est effectué avec le peptide H3-19 qui sera utilisé lors de cinétiques
enzymatiques. PCAF a montré une activité HAT avec le peptide H3-19 et I'enzyme présentait

une activité spécifique de 0,12 pmoles/min/ pg.

3. Conclusion

Par rapport a p300, la production de PCAF fut aisée. Nous sommes parvenus a
produire une enzyme active et en quantité suffisante pour effectuer des cinétiques
enzymatiques dans nos conditions. En effet, a partir d"1L de culture nous obtenons 30 pg

d’enzymes.

L’enzyme PCAF produite ainsi que les conditions mises au point pourront étre

utilisées lors d’études de cinétiques d’inhibition.
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EVALUATION DU POUVOIR INHIBITEUR DES
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Chapitre 1V : Evaluation du pouvoir inhibiteur des effecteurs synthétisés

Un inhibiteur est une substance capable d’altérer et de réduire l'activité d'une
enzyme. Une telle activité inhibitrice est attendue de la part des molécules concues et
présentées dans le chapitre II. Afin d’évaluer I'effet de ces molécules, nous déterminerons la
concentration nécessaire pour inhiber 50 % de l’activité enzymatique mesurée en I’absence
d’inhibiteur. Un ICsp est un parametre qui dépend des conditions d’expérience, tels que le
protocole, la source d’enzyme, la concentration en substrat, la température et le type
d’inhibition mis en jeu. Pour des conditions d’expériences similaires, cette valeur donne une

information sur l'efficacité d"un inhibiteur par rapport a un autre.

I. Evaluation de I'inhibition de p300 (1284-1673)

1. Mesure de la constante de Michaelis de p300 vs H4-8

Dans un premier temps, la valeur de la constante apparente de Michaelis Kv a été
déterminée pour p300 vs H4-8 (Ce peptide a été utilisé auparavant comme substrat
d’acétylases nucléaires (Kervabon et al, 1979)). Pour cela, une enzyme commerciale p300
(1284-1673, activité spécifique 500 pmoles/min/pug) a été utilisée, car la production faite au
laboratoire fournissait trop peu d’enzyme.

Pour atteindre cette valeur, la vitesse initiale Vo a été mesurée lors d’expérience ou le
mélange réactionnel contenait une concentration en enzyme fixée, une concentration en
[FH]acétylcoenzyme A fixée et des concentrations en peptide H4-8 variables. Le graphe
correspondant a l'équation de Michaelis-Menten a été tracé et modélisé avec les valeurs

obtenues (Figure 91).
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inhibiteur des effecteurs synthétisés

Détermination du Ky,
800
H4-8 (uM) | V, (DPM/min)
= 2 46.52
é 5 98.64
s 10 134.16
= 20 344.40
= 50 528.48
> 100 542.28
C ) ! ! !
0 50 100 150
H4-8 (uM)
: P ) o _ V[
Figure 91 : Tracé généré apres modélisation de la courbe tracée selon I'équation T K + E

La valeur de Ky relevée, 28,9 uM, est du méme ordre de grandeur que les valeurs de Ku de

la littérature (Tableau 23). Ainsi le peptide H4-8 posséde une affinité correcte envers I'enzyme

cible et sera utilisé lors des tests d'inhibition.

Séquence peptidique du substrat H4 Kwm (uM)
p300 (1284-1673) vs H4-8 Ac-GA1KRHR2KV-NH, 289+94
p300 (1287-1666) vs H4-15 GRGKGGSKGLG12KGGAtK 40+8
(Thompson et al, 2004)
p300 (1284-1673) vs H4-15 GRGKGGSKGLG12KGGAtK 306
(Hwang et al, 2007)

Tableau 23 : Valeurs de Ky déterminées lors de I'expérience et relevées dans la littérature

2. Mesure des ICsp par une méthode non radioactive

2.1 Mesures des ICso
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Chapitre 1V : Evaluation du pouvoir inhibiteur des effecteurs synthétisés

Une série de mesures d'ICsp a été réalisée par la méthode au DTNB. Les tests sont
réalisés de la facon suivante : le mélange réactionnel contenant le tampon PCAB (pH 7,9), le
peptide H4-8, I'acétylcoenzyme A et p300 est thermostaté a 30°C. La réaction est initiée par
I'ajout d’enzyme. La réaction est par la suite stoppée par ajout d'une solution dénaturante de
guanidine. Le coenzyme A formé est dosé par une solution de DTNB qui est ajoutée juste
apres la solution dénaturante. Les expériences débutent avec un test sans inhibiteur, le
résultat de ce test représente I'activité maximum de I'enzyme, soit « 100% d’activité ». Puis,
la méme expérience est menée avec des quantités croissantes d’effecteurs, qui sont
incorporées au milieu réactionnel. A la fin de chaque expérience réalisée en présence
d’effecteurs, l'activité résiduelle de p300 est déterminée. Des courbes représentant I'activité
de p300 en fonction de la concentration en inhibiteur sont alors tracées (‘%activité résiduelle =
f (log[I])). Puis, la concentration en inhibiteur nécessaire pour inhiber 50 % de 'activité HAT
de p300 est déterminée soit par régression non linéaire a I'aide du logiciel GraphPad Prism 5,
soit graphiquement sur les courbes d’inhibition. Ces mesures ont été réalisées pour les
composés 25 a 36, 1la et 1b. Pour comparaison, une molécule synthétisée au sein du
laboratoire, DS1 (Soupaya, 2007, Figure 94), a également été testée. Cette molécule a été
concue suivant la stratégie de synthese décrite au chapitre II de ce manuscrit. De plus, Lys-

CoA a également été testée afin de servir de référence.

Les résultats obtenus présentés dans la figure suivante (Figure 92) vont étre analysés dans la

section 2.2:
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IC;,

ICso (uM)

1504 Lys-CoA 46 : 1

. 1a 81+16*
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% 26 [ 39+08

100 % 27 1,7 +04
> é 29 57+1,1
2 - % 30 25+05
L-)% % % 31 2,9+0,6%
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50 é % 34 3,7+0,7%
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é Z 28 141 + 28*
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Figure 92 : Représentation graphique des ICso (en M) de I’ensemble des composés (*valeurs

déterminées graphiquement, tests réalisés avec H4-8 250 uM, I’AcétylCoA 500 uM et p300 0,35 uM)

2.2 Analyse des résultats

2.2.1 Les spermidine-CoA 1a et 1b

Des expériences réalisées avec les composés 1a et 1b ont été menées afin de compléter
les études réalisées par Cullis et al. (Cullis et al, 1982). La Figure 93 schématise les résultats

obtenus avec ces deux molécules ainsi qu’avec la référence Lys-CoA.
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Figure 93 : Représentation graphique de l'inhibition de p300 par 1a, 1b et Lys-CoA

Ces résultats montrent que le pouvoir inhibiteur de 1b (ICso = 13,2 + 3 uM) est 6 fois
supérieur a celui de 1a (ICs = 81 £ 16 pM). Toutefois 1a et 1b sont, respectivement, environ 3
fois et 18 fois moins efficaces que Lys-CoA (ICso = 4,6 +1 uM).

Lors des tests réalisés par Cullis et al., 1a et 1b ont été testés sur un mélange de HATs
nucléaires (Cullis et al, 1982). On peut supposer que 1b a inhibé une ou plusieurs autres

HATSs du mélange et n’est pas spécifique de p300.

2.2.2 Influence de la nature de la diamine des composés diamine-CoA

Les expériences d’inhibition ont été réalisées pour les composés comportant une
partie diamine de 3 (composé 33), 4 (composé 34) et 5 (composé 35) carbones et également
pour deux composés cycliques, aromatique ou non (composés 36 et DS1). Ces expériences

aboutissent aux résultats ci dessous (Figure 94).
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Figure 94 : Les dérivés diamine-CoA et DS1

Ces molécules peuvent étre classées selon leur efficacité :

DS1 <36 <33 <34~ 35~ Lys-CoA

Les composés 34 (ICso = 3,7 £ 0,7 uM) et 35 (ICso = 4,7 £ 0,9 uM) présentent une inhibition
semblable a celle de Lys-CoA (ICso = 4,6 £ 1,2 uM). Le composé 33 (ICso = 6,5 + 1,3 uM) est
légérement moins efficace. Ainsi, des structures plus simples que celle de Lys-CoA, qui est
I'inhibiteur le plus efficace connu, permettent d’obtenir une efficacité semblable a cette
derniere.

Le test réalisé avec le composé 36 (ICso = 19 £ 4 uM) conduit a une inhibition moins
efficace. Cette information laisse supposer que le cycle pipérazine, se retrouverait dans le
couloir hydrophobe formé par les résidus Tyr 1397, Trp 1436, Tyr 1446 et Cys 1438. Ce
couloir serait le site d’interaction avec la partie lysine de Lys-CoA. Ainsi, en supposant que le
cycle de la pipérazine se positionne dans le méme site que celui de la partie lysine de Lys-
CoA, une géne stérique est probablement occasionnée. Cette géne se traduirait alors par une
perte d’efficacité. De plus, le composé DS1, hydrophobe, présente un ICso = 147 + 29 uM.
Cette valeur élevée corrobore I'hypothese de la géne stérique créée par le cycle, mais ne

s’accorde pas avec le fait que la poche ou se loge la partie lysine de Lys-CoA constitue un
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environnement hydrophobe. Le composé 36, dont le cycle est plus hydrophile que celui de
DS1, est meilleur inhibiteur que ce dernier. Il est possible que le groupement méthyléne de
DS1, situé entre le cycle et 'espaceur, génere un encombrement supplémentaire et donc une
perte d’efficacité plus grande que celle observée pour le composé 36.

Afin d’étayer cette hypotheése, une superposition des composés 36, DS1, Lys-CoA, de
I'acétylcoenzyme A et du coenzyme A a été réalisé. La superposition a été faite par rapport a
Lys-CoA, co-cristallisé avec p300 (Figure 95). Cependant, cette figure ne permet pas de

conclure sur I'hypothese de la géne stérique.

Figure 95 : Superposition des composés 36, DS1 et Lys-CoA dans la structure de p300 publiée par Liu
et al. (Liu et al, 2008)(Superposition réalisée au sein du laboratoire par le Dr Rodriguez, en rose Lys-

CoA, en orange le composé 36, en bleu DS1, en vert I'acétylCoA, en gris le coenzyme A)
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Chapitre 1V : Evaluation du pouvoir inhibiteur des effecteurs synthétisés

Les conclusions que 'on peut tirer de ces expériences sont :

* Des deux isomeres de spermidine-CoA testés, 1b est 6 fois plus efficace que 1a. Cette
information indique que 1b contribue plus fortement que 1a a l'inhibition de p300. Les
spermidine-CoA sont sous forme protonée, contrairement a Lys-CoA. On pourrait penser
que cela les rend moins efficaces que Lys-CoA. Or ce phénomene n’est pas observé pour les

diamine-CoA qui sont elles aussi protonées dans le milieu réactionnel.

* Les composés 34 et 35, avec une partie diamine de 4 et 5 carbones respectivement,
conduisent a une meilleure inhibition de I'activit¢ HAT de p300 que les composés cycliques

(composés 36 et DS1). Ils sont un peu meilleurs que le composé a 3 carbones (composé 33).

* Les composés cycliques (composés 36 et DS1) présentent une inhibition moins
importante que les composés aliphatiques, ceci serait en accord avec une géne stérique

occasionnée par le cycle.

2.2.3 Influence du groupement porté par la partie diamine des diamine-CoA

Les molécules comportant soit un groupement benzoyle (Bz), soit un groupement ter-
butyloxycarbonyle (Boc), ont été testées afin d’évaluer leur efficacité en tant qu’'inhibiteur

(Figure 96).
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Influence de la nature du groupement de la partie diamine
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Figure 96 : Influence des groupements Boc et Bz portés par les divers composés

La tendance qui se dégage des expériences menées est que les molécules avec un
groupement Bz sont de meilleurs inhibiteurs que les molécules équivalentes avec un

groupement Boc :

29 (Bz) > 25 (Boc)
30 (Bz) > 26 (Boc)
31 (Bz) ~ 27 (Boc)
32 (Bz) > 28 (Boc)

Parmi ces molécules, les composés 26 (ICso = 3,9 £ 0,8 pM), 30 (ICs0 = 2,5 £ 0,5 uM) et 31 (ICso
=2,9 £ 0,6 M) sont aussi inhibiteurs que Lys-CoA (ICsp = 4,6 + 1 pM) et le composé 27 (ICsp =
1,7 £ 0,4 uM), présente une meilleure inhibition que Lys-CoA.

De plus, l'inhibition due aux composés ne portant pas de groupement (composés 33, 34, 35,)
se situe entre celle des composés portant un groupement Bz ou Boc (ex : ICsp (25) = 10 + 2
uM, ICso (33) = 6,5+ 1,3 uM, ICs0 (29) = 5,7 £1,1 uM).

Le composé 36 (ICso = 19 + 4 uM), inversement, est meilleur que les composés 32 (ICso = 74 +
15 uM) et 28 (ICsp = 141 + 28 uM). Dans ce dernier cas, I'ajout d"un groupement Bz ou Boc sur

ces composés les rend plus encombrant et cela semble étre la cause de cette perte d’efficacité.
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2.3 Conclusions

En comparant les résultats obtenus pour tous les composés, certaines hypotheses peuvent

étre émises :

* Les composés cycliques tels que les composés 36 et DS1 sont moins efficaces que les
composés dont la partie diamine est aliphatique. Ces composés sont susceptibles d’induire
une géne stérique qui entraine une inhibition inférieure & celle des composés 33, 34 et 35. Si
I'augmentation du degré d’encombrement des composés 28 et 32 est liée a la perte
d’efficacité observée, alors I'hypothese d'une géne stérique limitant I'affinité entre I'enzyme

et I'inhibiteur est une explication possible.

e Le composé 27 (ICso =1,7 £ 0,4 pM) est ~ 3 fois plus efficace que Lys-CoA (ICs = 4,6
+ 1 uM), et les composés 30 (ICso = 2,5 £ 0,5 uM) et 31 (ICs0 = 2,9 £ 0,6 uM) présentent une
efficacité semblable a celle de Lys-CoA. Ces composés contiennent une partie diamine de 4
ou 5 carbones suivie d"un groupement Bz ou Boc. Ces données supportent I’hypothése émise
au paragraphe 2.2.2, selon laquelle une chaine carbonée de quatre ou cinq carbones semble

étre un atout pour un inhibiteur.

* De plus, les groupements terminaux des composés 27, 30 et 31 présentent une polarité
variée et ceci suggere que ces composés recrutent probablement des résidus différents de
ceux interagissant avec Lys-CoA, et que ces résidus participent a la stabilisation de
I'inhibiteur dans le site actif. Ceci nous laisse entrevoir la grande complexité des mécanismes

mis en jeu et le besoin de mieux connaitre ces enzymes.

* La comparaison entre les composés avec et sans groupements terminaux (Bz ou Boc)
indique que la taille des groupements étudiés n’influe pas sur le pourvoir inhibiteur (cf
Figure 96). Toutefois, les composés avec un groupement Bz sont « meilleurs » inhibiteurs que
les composés avec un groupement Boc. En regardant la Figure 18, on observe que les
groupements acétamide et amide portés par la partie lysine de Lys-CoA prennent la forme
d"un cycle. Ces groupements sont peut étre orientés de fagon favorable, ce qui expliquerait
que les composés avec un groupent Bz soit meilleurs que les composés avec un groupement

Boc.
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* Les composés 26, 29, 30, 31, 33, 34 et 35 présentent une inhibition similaire ou
meilleure que celle de Lys-CoA. Or, la synthese de ces composés est plus simple et moins
cotiteuse que celle de Lys-CoA. Dans le cadre de I'étude de p300, ils présentent donc un
avantage par rapport a Lys-CoA. De plus, le groupement benzoyle confére un caractére
hydrophobe a cette partie des molécules, alors que les composés sans groupement présentent
une fonction amine libre, protonée et tres hydrophile. Or, a la suite de la co-cristallisation de
Lys-CoA et du domaine HAT de p300, I'équipe de Cole a mis en avant le fait que la partie
lysine de Lys-CoA était logée dans une poche hydrophobe (Liu et al, 2008). L’explication a

ces données réside dans la réalisation d’études complémentaires sur p300.

En résumé, des inhibiteurs plus simples que Lys-CoA ont été synthétisés et ils présentent
une efficacité similaire a celle de Lys-CoA. Les composés 28, 32, 36 et DS1 bien qu’étant des
inhibiteurs moins efficaces, apportent des informations sur le site de liaison de p300. Enfin,
les études sur les composés avec ou sans groupements sur la partie diamine des diamine-
CoA indiquent que la taille du groupement porté n’influe pas de facon marquée sur

I'inhibition.

3. Mesure des ICso par une méthode radioactive

Dans la suite des expériences, le comportement des effecteurs vis-a-vis de p300 et de
PCAF va étre étudié. Pour cela, les conditions utilisées lors de la détermination des ICso avec
p300 doivent étre les mémes pour PCAF. Or, la méthode au DTNB requiert une quantité
d’enzyme dont nous ne disposons pas pour mesurer les ICsp avec PCAF. De ce fait, les ICso
mesurées en présence de p300 vont étre déterminées par une méthode radioactive plus
sensible, donc nécessitant moins d’enzyme (et des concentrations en substrat différentes) et

qui pourra étre appliquée a PCAF.

Le principe est le méme que celui des expériences réalisées au DTNB. Une premiére
expérience est réalisée sans inhibiteur et correspondra a 100% d’activité enzymatique. Puis,
les expériences sont effectuées avec des quantités croissantes d’inhibiteurs et les valeurs
d’ICso sont obtenues apres régression non linéaire (logiciel GraphPad Prism5) des courbes

d’inhibition. Les tests sont réalisés dans un milieu réactionnel qui se compose du tampon
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IPH (pH 8), d’[*H]acétylcoenzyme A, de peptide H4-8 et de p300 (1284-1673). La réaction est

initiée par ajout d’[*H]acétylcoenzyme A et se déroule a 30°C.

Les valeurs d'ICsp obtenues par la méthode radioactive (Figure 97), globalement,
présentent un profil d’efficacité semblable a celui obtenu par la méthode au DTNB. En effet,
le profil d'inhibition établit selon la nature de la partie diamine des diamines-CoA et selon la

nature du groupement porté par la diamine-CoA est le méme pour les deux méthodes.
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Profils d'inhibition obtenus par les deux méthodes de mesure

IC5, (DTNB)
1509 1G5 (radioactivité)
1Cso (uM) ICso (uM)
DTNB radioactivité
Lys-CoA 46+1 0,5+0,2
1a 81+ 16* 237+24
1004 1b 132+3 1,0+0,2
— 25 102 36+15
= 26 | 39:08 | 0401
= 27 1,7+0,4 | 0,070 0,02
J 29 57+1,1 0,7+0,1
- 30 25+0,5 08+0,1
31 29+0,6* | 030+0,07
50 33 65+13 | 16+04
34 3,7+0,7* | 0,20+0,08
35 47+09* | 030%0,1
28 141 + 28* 152 + 28
32 74 +15* 28+8
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Figure 97 : Représentation graphique des valeurs d'ICso obtenues par la méthode au DTNB et par la
méthode radioactive (*valeurs déterminées graphiquement a partir des courbes d'inhibition, tests

réalisés avec H4-8 267 uM, I’AcétylCoA 2 uM et p300 296 nM)

D’autres part, des composés synthétisés au sein du laboratoire ont également été
testés (Saoupaya, 2007, Dr. Lherbet, LSPCMIB, université Toulouse III, Figure 98). 1l s’agit de

molécules congues suivant la stratégie de syntheése utilisée pour les composés cycliques (cf
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chapitre II). De plus CL1.46 porte un groupement azoture photoactivable pouvant se lier de
facon irréversible a I'enzyme apreés irradiation. Les résultats obtenus pour ces composés sont

représentés dans la Figure 98.
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Figure 98 : Résultats d'inhibition par les composés DS1, DS2 et CL1.46

Ces résultats supportent l'interprétation faite a la section 1.2.2. Comme précédemment, les
composés cycliques (DS1 et DS2) sont des inhibiteurs moins performants comparativement
aux autres composés. De facon surprenante, le composé CLI.46 conduit a une bonne

inhibition de p300.

I1. Evaluation de I'inhibition de PCAF (1-832)

1. Mesure des ICs

A partir de I'étude menée précédemment, certaines molécules ont été sélectionnées et
testées contre PCAF. Comme précédemment, la méthode utilisée emploie la radioactivité. Le
test est réalisé dans un milieu réactionnel qui se compose du tampon IPH (pH 8), de

[FH]acétylcoenzyme A, de peptide H3-19 (résidus 1 a 19 de la partie N-terminale de I'histone

148



Chapitre 1V : Evaluation du pouvoir inhibiteur des effecteurs synthétisés

H3, Ac-QTARKSTGGHKAPRBBKQLAT2K-NH>) et de PCAF (1-832). La réaction est initiée
par ajout de [SH]acétylcoenzyme A et se déroule a 30°C. Lys-CoA sert de référence et les
molécules retenues pour cette étude sont les composés 27,31, 36 et DS1 ; soit un composé
avec un groupement Boc, un composé avec un groupement benzoyle, deux composés
cycliques dont un est un des inhibiteurs les moins efficaces de p300 (1284-1673). Les profils
des courbes d’inhibition a partir desquelles sont calculées les ICsy sont présentés Figure 99 et

les valeurs d'ICsp sont données dans la Figure 100.
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Figure 99 : Courbes d'inhibition de PCAF (en abscisse : log de la concentration en mol.L-1 de
inhibiteur, en ordonné : 'activité enzymatique résiduelle de PCAF mesurée par rapport au témoin

sans inhibiteur)

2. Analyse des résultats
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Figure 100 : Valeurs d'ICso (en uM) déterminées avec PCAF (1-832, 144 nM) et H3-19 comme
substrat (50 uM) (Tests réalisés avec 2 uM d’acétylCoA)

Le composé de référence, Lys-CoA n’est pas un bon inhibiteur de PCAF, comme cela a déja

été décrit dans la littérature (Zheng et al, 2004).

Le classement de ces inhibiteurs en fonction de leur efficacité est le suivant :

DS1 > 27 > 31 > 36 > Lys-CoA
Les composés 27 et 31 sont de bons inhibiteurs de PCAF mais c’est DS1 qui s’avere étre le
meilleur des composés testés. Comme pour p300, la nature du groupement (Boc ou Bz) porté

par la partie diamine des effecteurs a peu d’influence sur I'inhibition de PCAF. Le composé

36 présente une inhibition similaire pour p300 et PCAF.

3. Conclusions

De ces expériences, il ressort que :
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* Le composé DS1 s’avére étre un inhibiteur puissant et sélectif de PCAF. Il est
intéressant de remarquer que sa structure est tres différente de celle de H3-CoA-20,

inhibiteur puissant de PCAF (Lau et al, 2000b; Zheng et al, 2004).

* Les composés 27 et 31 sont sélectifs de p300 par rapport a PCAF.

* De plus, le composé 36 est plus hydrophile que DS1 et cette différence se traduit par

une perte d’efficacité d'un facteur 10, on peut supposer que ce parametre est essentiel pour

qu’'un inhibiteur de PCAF soit efficace.
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Conclusions et perspectives

Les histones acétyltransférases sont des co-activateurs transcriptionnels essentielles a
la régulation d'une grande variété de facteurs de transcription. Elles interviennent dans
plusieurs processus cellulaires et la dérégulation de ces enzymes est impliquée dans un
grand nombre de maladies. L'histone acétyltransférase p300 a été la cible principale de ce
travail d’étude. Dans le but d’inhiber cette enzyme, responsable de divers cancers
notamment, une stratégie de synthese basée sur le concept d'inhibiteur de type bi-substrat a
été élaborée. Des spermidine-CoA (la et 1b), inhibiteurs de Il'activité histone
acétyltransférase, ont été synthétisés afin d’approfondir les recherches déja réalisées par
Roblot et al. De plus, 12 nouveaux inhibiteurs de type bi-substrat ont été réalisés. Ces
molécules comportent une partie diamine, dont la fonction amine est soit libre soit porteuse
d'un groupement Boc ou Bz, liée par un pont carboxyméthylene au coenzyme A. Les
différentes étapes de synthése menant a ces composés ont été détaillées dans le chapitre II.
Un inhibiteur de référence, Lys-CoA a également été produit. L’enzyme cible, p300 a été
produite mais les faibles quantités obtenues n’ont pas permis son utilisation. De plus, afin
d’établir si ces composés présentaient une spécificité vis-a-vis de p300, certains d’entre eux

ont été testés sur une autre HAT, PCAF, produite au sein du laboratoire.

Les résultats obtenus ont montré que 7 inhibiteurs (composés 26, 29, 30, 31, 34, 33, 35)
ont une efficacité équivalente, voire supérieure, a celle de Lys-CoA, inhibiteur de référence
de p300 et le meilleur connu a ce jour. Ces molécules de type bi-substrat présentent a leurs
extrémités soit un groupement Bz soit un groupement Boc soit une fonction amine libre.

D’autre part, les inhibiteurs 33 et 34 ont une structure plus simple que celle de Lys-
CoA et sont aussi efficaces que ce dernier. Dans I'ensemble, ces inhibiteurs (composés 26, 29,
30, 31, 34, 33, 35) sont plus facilement accessibles par la synthese que Lys-CoA et nécessitent
des produits de base moins complexes et commercialement disponibles.

Le composé 27 est I'inhibiteur le plus efficace de tous les composés réalisés dans le
cadre de ces travaux de recherche, et il est également plus efficace que Lys-CoA. L'étude
comparative d’une sélection d’effecteurs testés sur p300 et PCAF démontre une nette
prétérence des inhibiteurs 27 et 31 pour p300 et une inhibition par DS1 dirigée sélectivement
sur PCAF. Ces résultats étant encourageants, I'évaluation des autres composés avec PCAF
pourrait étre envisagée. De plus, I'étude de ces composés pourrait s’étendre a d’autres HATSs
et notamment aux HATs de parasites tels que Trypanosoma cruzi et Plasmodium falciparum.

Enfin, les spermidine-CoA 1a et 1b, initialement étudiées par Cullis et Wolfenden ont

été testées sur p300. Il a été établi que 1b inhibe plus efficacement 1'acétylation de H4-8
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catalysée par p300 que 1a. Cullis et Wolfenden (Cullis et al, 1982) ont émis I'’hypothese que
ces composés visaient probablement les enzymes acétylant les histones H2A et H2B. Or, p300
acétyle les 4 histones. 1a ayant montré une efficacité moyenne vis-a-vis de p300, et Cullis et
Wolfenden ayant montré que 1a et 1b inhibent efficacement 1’acétylation de H2A et de H2B,
on peut supposer que ces composés ont une préférence pour d’autres HATs, plus spécifiques
des histones H2A et H2B. En outre, les composés 1a et 1b adoptent un comportement
d’inhibition similaire vis-a-vis de la chromatine (données non publiées fournies par le Dr.

Martin et le Pr. Parello).

Récemment, au sein du consortium, des expériences réalisées avec les composés 1a et
1b ont permis de montrer que bien que ces composés manifestent un effet inhibiteur tres
faible vis-a-vis de la croissance cellulaire, dans le cas de cellules cancéreuses en culture, il a
été établi que 1a pénétre la membrane cellulaire et induit un arrét transitoire de la synthése
de I'ADN (Bandyopadhyay et al, manuscrit soumis pour publication ; études réalisées au
laboratoire du Dr. Ruth Gjerset, Centre de Cancérologie Sidney Kimmel, San Diego). A cela
s'ajoute le fait que 1a fragilise ces mémes cellules cancéreuses, rendant celles-ci plus sensibles
a certains composés utilisés dans des traitements anticancéreux existants, comme le
cisplatine, le 5-fluorouracil et la camptothecine (Bandyopadhyay et al, op.cit.), sans
qu'apparemment la spermidine-CoA 1a sensibilise les cellules normales traitées dans les
mémes conditions (Bandyopadhyay et Gjerset : communication personnelle). Certains
composés synthétisés durant cette these, notamment la diamine-CoA 33 et la pipérazine-CoA
36, manifestent, d'une facon semblable, un effet sensibilisateur aux mémes drogues
anticancéreuses (Bandyopadhyay et Gjerset : communication personnelle). Toutefois, on
remarquera que les composés 33 et 36, un composé aliphatique et un composé cyclique de la
série diamine-CoA, respectivement, s’ils présentent de tels effets de sensibilisation, comme
dans le cas de spermidine-CoA 1a, n'en demeurent pas moins nettement inférieurs au
composé 1la (Bandyopadhyay et Gjerset : communication personnelle). Ces observations
nous aménent a nous demander si les autres diamines-CoA synthétisées durant cette these
auront les mémes propriétés. En effet, la pénétration de la membrane cellulaire est le facteur
limitant de la plupart des inhibiteurs existants. Or, si la spermidines-CoA 1a pénetre la
membrane cellulaire, il est fort possible que des composés tels que les autres inhibiteurs
synthétisés dans cette these puissent aussi franchir la membrane cellulaire. Une étude
approfondie des propriétés de ces molécules constitue une prochaine étape dans ce travail

d'étude.
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De plus, le concept d’inhibiteur bi-substrat, initialement proposé par Cullis et
Wolfenden en 1982, trouve ici un développement avec des inhibiteurs efficaces de p300 mais

aussi de PCAF, deux HATs appartenant a deux familles différentes.

On peut également remarquer qu’il est difficile de rendre totalement compte, a partir
de systemes isolés (fragment d’enzyme recombinante et peptide de synthése), de la

complexité des phénomenes mis en jeu lors d"inhibition de 1’acétylation des histones.

Ce travail de recherche a donc abouti a la découverte de nouveaux inhibiteurs de
p300, plus simples et aussi efficaces que Lys-CoA. Il faut surtout retenir que le composé 27
présente une efficacité supérieure a celle de Lys-CoA. Les spermidine-CoA, les 12 nouveaux
inhibiteurs et DS1 présentent des propriétés uniques et innovantes. Ces composés pourront
servir de base pour l'élaboration d’inhibiteurs plus efficaces et spécifiques, afin de mieux
comprendre le role biologique de cette enzyme et ainsi développer de nouvelles approches

pour la conception de stratégies thérapeutiques.
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Mateériels et méthodes : Chimie

Indications générales

Solvants

Les solvants utilisés (tétrahydrofurane THF, Dichlorométhane CH>Cly, diméthylformamide
DMF, méthanol MeOH) ont été distillés et rendus anhydres selon les méthodes décrites par
D.D.Perrinet W.L.F. Amarego, Purification of laboratory chemicals, Pergamon Press,

London, 1988.

Réactifs

Les produits nécessaires aux synthéses ont été fournis par Sigma-Aldrich, Fluka et Alfa-
Aesar. La résine amide (rink amide™ 200-400 mesh, 0,68 mmoles/g) et le peptide Fmoc-
Lys(Dde)OH ont été achetés chez Novabiochem. Le coenzyme A (sel de sodium ou de

trilithium) a été commandé chez Sigma et Calbiochem.

Spectrométrie de masse (SM)

Les spectres de masse sont réalisés au service commun de spectrométrie de masse de
I"'université Paul SABATIER (Toulouse), sur un appareil TSQ 7000 thermoelectron pour
l'ionisation chimique DCI/NHj3 et sur un appareil API 365 Perkin-Elmer Sciex ou Applied

biosystems pour l'ionisation par électrospray.

Chromatographie sur couche mince

Des plaques d’aluminium recouvertes de silice (MERCK 60-Fzs4) ont été utilisées pour
déterminer l'avancement des réactions, les rapports frontaux (Rf) et les conditions de
purification sur colonne ouverte ou flash. Les révélations sont faites a la ninhydrine (solution
dans I'éthanol) pour les dérivés aminés ou par irradiation UV a 254 nm pour les molécules

possédant des groupements chromophores.
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Chromatographie sur colonne ouverte

Les purifications sont réalisées avec de la silice normale (SDS, 60 A, 70-200 pm) ou fine (60 A,
35-70 pm). Les colonnes utilisées ont un diametre de 1 ou 2 centimetres et une hauteur de 40

cm.
Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Les purifications sont effectuées sur une chaine CLHP composée d"une pompe (Waters 600),
d’un injecteur (Waters™ 717 plus autosampler) et d"un détecteur a barrette de diode (Waters

996).

Les conditions de purifications sont déterminées a 1’aide d"une colonne analytique en phase
inverse C18 Hyperprep 250 x 4,6 mm, 12 p, avec un débit de 1 mL/min, le détecteur opérant

a 260 et 254 nm. Les gradients sont réalisés sur 30 min.

Les purifications ont été effectuées a I'aide d’une colonne préparative en phase inverse C18
Hyperprep 250 x 21 mm, 8 p, avec un débit de 15 mL/min a une longueur d’onde
dépendante du produit. L’éluant utilisé est composé d’acide trifluoroacétique TFA a 0,05%

dans l'eau et d’acétonitrile CH;CN. Les gradients sont également réalisés sur 30 min.
Spectroscopie RMN

Les expériences de RMN sont réalisées avec un appareil Briitker Avance 300 MHz.
Les déplacements chimiques (0) sont exprimés en ppm en prenant le tétraméthylsilane

comme signal de référence.

Les constantes de couplages ] sont en Hz et la multiplicité des signaux est signalée par les
lettres s (singulet), d (doublet), dd (doublet dédoublé), t (triplet), g (quadruplet), gt
(quintuplet), m (multiplet). Les carbones quarternaires seront signalés par Cq et la notation
Cqga sera utilisée pour les carbones quaternaires de la partie adénosine des molécules

couplées au coenzyme A.
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Pour les dérivés aromatiques, le cycle a été numéroté de la fagon suivante :

arb

ard

aré

ar3

arl

ar2

Iz

_R

Cette numérotation apparaitra pour les composés 14-16 puis ’abréviation Bz sera utilisée.

Lyophilisateur

Les produits des réactions réalisées dans I’eau ont été lyophilisés avec un appareil Edwards.

Filtration

Certaines filtrations ont été faites sur silice (SDS, 60A, 70-200 pm) ou sur Celite (SDS, Celite

545).
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Synthese de Lys-CoA

Cette synthese est réalisée a partir d'un protocole établi par Cebrat et al. (Cebrat et al, 2003),

partiellement effectuée sur support solide et suit le schéma suivant :
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Composé 1
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Composé 1

\(h)
NH,

N X
>:o O O 8</Nf\/)NZ

1" N

HN 1L N
g \fhs/\/m/\/m O OH 530 v

N H2 .
O H (I) OH 2
Composé 2 (Lys-CoA) O:g;OH

(a) La résine amide (0,57 g, 1 éq, taux de substitution : 0,68 mmoles/g) est placée dans un
réacteur et est gonflée avec 5 mL de CHxCl, puis déprotégée par 1 mL d'une solution de
pipéridine a 20 % dans le DMF pendant 5 min. La résine est lavée 2 fois au N-méthyl
pyrolidinone (NMP) puis 3 fois au DMF. La résine est mise en contact de nouveau avec 1 mL
de solution de pipéridine a 20 % dans le DMF, pendant 30 min. La résine est ensuite lavée 3

fois au DMF avant de passer a I’étape suivante.

(b) L'acide aminé Fmoc-Lys(Dde)OH (0,57 g, 1,07 mmoles, 3 éq) est solubilisé dans une
solution de N-méthylmorpholine (NMM) a 0,4 M dans le DMF. Du Benzotriazole-1-yl-oxy-
tris-(dimethylamino)-phosphonium hexafluorophosphate (BOP) (0,47 g, 1,07 mmoles, 3 éq)
et du N-hydroxybenzotriazole (HOBT) (0,14 g, 1,07 mmoles, 3 éq) sont ajoutés a cette

solution et le mélange obtenu est mis en contact avec la résine. Le réacteur est agité la nuit.

(c) La résine est lavée 3 fois au DMF puis le groupement 9-fluorénylméthoxycarbonyle
(Fmoc) est enlevé par 2 traitements a la pipéridine (5 min puis 30 min, solution a 20% dans le

DMF). La résine est lavée 3 fois au DMF avant de passer a I'étape suivante.

(d) Une solution d’anhydride acétique (0,4 M) et de NMM (0,4 M) dans le DMF est préparée.
La fonction amine ainsi libérée est acétylée par ajout de cette solution. La réaction dure la

nuit sous agitation.
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() La résine est lavée 3 fois au DMF et le groupement (44-diméthyl-2, 6-
dioxocyclohexylidene)éthyle (Dde) est clivé a I'aide d"une solution d’hydrazine a 2% dans le

DMF. La réaction a lieu avec un minimum de solution d’hydrazine, 2h sous agitation.

(f) De I'acide bromoacétique (0,25 g, 1,80 mmoles, 5 éq), du (DIC) (0,28 mL, 1,80 mmoles, 5
éq) sont solubilisés dans un minimum de DMF. Cette solution est ajoutée a la résine

préalablement lavée. La réaction de couplage dure la nuit.

(g) Le composé 1 est clivé de la résine par traitement avec une solution d’acide
trifluoroacétique (TFA 95%), d’eau (2,5%) et de triisopropylsilane (TIS) (2,5%), sous agitation
pendant 3 h. Le mélange est ensuite filtré et le filtrat est récupéré. Ce dernier est lyophilisé et
donne le composé 1 brut. Ce composé est purifié par CLHP (gradient linéaire, 0,14 g, tr

=12,22 min).

Composé 1 6-(2-bromoacétamido)-2-acétamidohexanamide

o aL

HN 12 N
R Br
H 3L sL \[h
NH, o

(0]

C10H18N3O3B1'
M =308 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05 % / CHsCN 95/5 — 60/40

Rdt:42%

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

1,38 (m, 2H, Hav), 1,52 (m, 2H, Ha), 1,73 (m, 2H, Ha), 2,02 (s, 3H, Me), 3,20 (t, 2H, 3Juu= 6,6

HZ, HsL), 3,86 (S, 2H, CHzBI‘), 4,19 (m, 1H, H1L)

(h) Le composé 1 (39,00 mg, 0,13 mmoles, 2 éq) est solubilis¢é dans 1 mL de MeOH. Une

solution de coenzyme A (50,00 mg, 0,06 mmoles, 1 éq) dans 3,7 mL d’eau est amené a pH 8
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avec de la soude a 1IM. Cette solution est ajoutée a la solution du composé et le milieu
réactionnel est agité la nuit. Le milieu est extrait au CH>Cl» (5 x 10 mL) puis la phase aqueuse
est lyophilisée pour donner le composé 2 (81,00 mg). Aprés purification par CLHP (gradient

linéaire) le composé 2 est obtenu pur (4,00 mg, tr = 14,92) sous forme d"une poudre blanche.

Composé 2 Lys-CoA

4
>:o O O 8<NfN\/)2
HN. 1L /\/N 5'
H‘j:\/\/ th m/\/ W OH OH 3'02' .

NH

2
o H(I) ZH
O=P—OH
OH

C31H53N10019P3S
M =994 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05% / CH3CN 95/5 — 60/40

Rdt:3%

SM : (ESI, m/z) 993,5 (M-H)-

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,85 (s, 3H, Me), 0,97 (s, 3H, Me), 1,41 (m, 2H, Har), 1,55 (m, 2H, Har), 1,75 (m, 2H, Ha), 2,05
(s, 3H, Me), 2,50 (t, 2H, 3Ju.u = 6,7 Hz, He¢"), 2,70 (t, 2H, 3Ju.u = 6,7 Hz, Ho), 3,22 (t, 2H, 3Jun =
6,9 Hz, Hs1), 3,28 (s, 2H, CHS), 3,39 (t, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Hy), 3,50 (t, 2H, 3Juss = 6,4 Hz, Hy),
3,65 (m, 1H, Hy), 3,90 (m, 1H, Hy), 4,05 (s, 1H, Hy), 4,21 (m, 2H, Hu), 4,30 (m, 2H, H), 4,63
(m, 1H, Hy), 4,92 (m, 2H, Hy Ha), 6,25 (d, 2H, 3Jus = 6,9 Hz, Hs), 8,47 (s, 1H, Ha), 8,70 (s, 1H,
Hs)
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Synthese des inhibiteurs N!-[2-(S-coenzyme A)acétyl] spermidine amide (1a) et de la N8-
[2-(S-coenzyme A)acétyl] spermidine amide (1b)

Cette synthése a été réalisée selon le protocole de Roblot et al. (Roblot et al, 1993), seule

I'étape 5, d’acylation de la fonction amine libre, differe.

O Etape 1: Monoprotection d’'une fonction amine par le groupement Boc

Syntheése du composé 3 (= composé 10)

A une solution de 1,3-propanediamine commerciale (15,00 g, 0,20 moles, 8 éq) dans 120 mL
de 1,4-dioxanne est additionnée, a T°’ambiante sous courant d’argon et au goutte a goutte,
une solution de diterbutyloxycarbonyle (Boc;O) (5,40 g, 24,74 mmoles, 1 éq) dans 120 mL de
dioxanne. Une fois le goutte a goutte terminé, 1'agitation est maintenue pendant 15 h. Le
solvant est évaporé et la diamine diprotégée est précipitée par ajout de 50 mL d’eau distillée.
La solution obtenue est filtrée et le filtrat est extrait avec 3 x 40 mL de CH>CL.. La phase
organique est séchée sur sulfate de magnésium (MgSOs) puis concentrée pour donner 3,04 g

de composé 3, une huile jaune clair.

Composé 3 tert-butyl-3-aminopropylcarbamate

1d  3d4gq

BocHN™ " "NH,
2d

CsHisN2O»
M= 174 g/mol

Rdt: 70%

Rf:0,10 (MeOH /AcOEt 4/6)

SM : (ESI, m/z) 175,2 (M+H)*
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RMN H : (CDCl;, 300 MHz, 6 ppm)
1,36 (S, 9H, MeBOC), 1,54 (qt, 3u.n = 6,7 Hz, 2H, sz), 1,72 (S, 2H, NHz), 2,67 (t, 3u.n = 6,7 Hz,
2H, Hsq), 3,11 (m, 2H, Huia), 5,62 (s, 1H, NHsoc)

Synthése du composé 3’ (= composé 11)

La synthese de ce composé est semblable a celle du composé 3. La diamine utilisée, la
putrescine (9,10 g, 0,10 moles, 8 éq), est solubilisée dans 60 mL de 1,4-dioxanne. Le Boc;O
(2,82 g, 12,92 mmoles, 1 éq) utilisé est également mis en solution dans 60 mL de 1,4 dioxanne.

1,32 g de composé 3’, une huile jaune clair sont obtenus.

Composé 3’ tert-butyl-4-aminobutylcarbamate

8d  6d 4d

NH
BocHN™ " ~""12
7d 5d

CoH20N20»
M= 188 g/mol

Rdt: 54%

Rf :0,10 (MeOH / AcOEt 3/7)

SM: (ESI, m/z) 189,3 (M+H)*

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)

1,33-1,48 (m, 15H, MeBOC H@d H7d), 2,63 (t, SIH-H = 6,7 HZ, 2H, Hsd), 3,05 (m, 2H, Hsa), 4,64 (S,

1H/ NHBOC)

O Etape 2: Alkylation de la fonction amine primaire

Synthese du composé 4
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Sous argon, a une solution du composé 3 (3,04 g, 17, 47 mmoles, 1 éq) dans 70 mL de CH;CN
anhydre, sont ajoutées 5,20 g de NaxCOs, 3,80 g de KI et du 4-chlorobutyronitrile (2 mL, 0,02
moles, 1,2 éq). Ce mélange est chauffé a reflux pendant 6h. Les sels sont éliminés par
filtration sur fritté. Le filtrat est ensuite concentré, puis repris dans 25 mL de CH>Cl,. Cette
solution est lavée 3 fois a 1'eau (3 x 20 mL). La phase organique est séchée sur MgSO, puis

évaporée sous pression réduite et conduit a 3,05 g de composé 4, une huile jaune clair.

Composé 4 tert-butyl 3-(3-cyanopropylamino)propylcarbamate

1d  3dg4q 5d 7d
BocHN™ > N7 >""cN
2d H 6d 8d

C12H2s N30
M= 241 g/mol

Rdt:72%

Rf : 0,41 (MeOH / AcOEt 4/6)

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, & ppm)
1,38 (S, 9H, MeBOC), 1,72 (m,, 4H, sz H@d), 2,36 (m, 4H, H3d Hsd), 2,47 (t, 3]H-H = 6,6 HZ, ZH,
Hz4), 3,06 (m, 2H, Hia), 4,58 (s, 1H, NHgo.)

Synthese du composé 4’

Sous argon, a une solution du composé 3’ (1,32 g, 7,02 mmoles, 1 éq) dans 30 mL de MeOH
anhydre est ajoutée au goutte a goutte une solution d’acrylonitrile (0,5 mL, 7,54 mmoles, ~1
éq) dans 40 mL de MeOH anhydre. Ce mélange est agité la nuit a T°ambiante. Le solvant est
évaporé et le résidu (1,69 g), une huile jaune clair, ainsi obtenu est utilisé pour la synthese du

composé 5.
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Composé 4" tert-butyl 4-(2-cyanoethylamino)butylcarbamate

8d  6d H 2d
BocHN” > >~~~ CcN

7d 5979 3d T

Ci2H2sN30;
M= 241 g/mol
Rdt: 100%

RMN H : (CDCl;, 300 MHz, 6 ppm)
1,38 (S, 9H, MeBOC) , 1,46 (m, 4H, Heq H7d) , 2,46 (t, 3. = 6,6 Hz, 2H, sz), 2,60 (t, 3= 6,7
Hz, 2H, Hsa), 2,86 (t, 3Jun = 6,6 Hz, 2H, Hasa), 3,06 (m, 2H, Hsa), 4,67 (s, 1H, NHgoc)

O Etape 3 : Protection de la fonction amine secondaire par le groupement Boc

Synthese du composé 5

Une solution du composé 4 (3,05 g, 12,66 mmoles, 1 éq) dans le 1,4-dioxanne (55 mL) est
préparée, et une solution de BocO (3,40 g, 15,58 mmoles, 1,2 éq) dans le 1,4-dioxanne (30
mL) y est ajoutée, au goutte a goutte sous argon. A la fin de I’addition, le milieu réactionnel
est agité pendant 15 h. Le solvant est évaporé et le résidu repris dans 30 mL de CH>Cl.. Cette
phase organique est lavée 3 fois a I'eau (3 x 25 mL), séchée sur MgSO, puis concentrée. Le
brut réactionnel (4,66 g) est purifié sur colonne ouverte de silice et 1,48 g de composé 5 sont

obtenus, sous forme d’une huile rose.

Composé 5 N!,N3-di-ter-butyloxycarbonylN3-(3-cyanopropyl)1,3-diaminopropane

1d  3d4q 5d  7d

BocHN™ > N7 >""cN
2d Boc 6d gg

C17H31N304
M= 341 g/mol

Condition de purification : silice 35-70 pm, EP / AcOEt 8/2

170



Mateériels et méthodes : Chimie

Rdt:34 %

Rf : 0,22 (EP/ AcOEt 8/2)

SM : (ESI, m/z) 342,2 (M+H)*

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)

1,37 (s, 9H, Mesoc), 1,41 (s, 9H, Meso.), 1,61 (m, 2H, Had), 1,82 (qt, 2H, Jun = 7,0 Hz, Hed), 2,29

(t, 2H, 3]H-H = 7,0 HZ, H7d), 3,04 (m, 2H, H1d), 3,21 (m, 4H, H3d H5d), 4,70 (S, 1H, NHBOC)

Synthese du composé 5

Le mode opératoire est similaire a celui du composé 5, réalisé avec le composé 4’ (1,69 g, 7,01

mmoles, 1 éq) et du Boc2O (1,83 g, 8,38 mmoles, 1,2 éq). Le composé 5’ brut (2,36 g) est purifié

sur colonne de silice et procure 1,39 g de composé 5" sous forme d"une huile marron clair.

Composé 5" N¢,N8-di-ter-butyloxycarbonylN#-(2-cyanoéthyl)1,4-diaminobutane

8d 6d Boc o4

/\/\/N\/\
BocHN o 5d4d o CN

Ci7H31N304
M= 341 g/mol

Condition de purification : silice 35-70 pm EP /AcOEt 7/3

Rdt: 58%

Rf : 0,15 (EP/ AcOEt7/3)

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)

1,38 (s, 9H, Meso), 1,41 (s, 9H, Mesoc), 1,42-1,60 (m, 4H, Hea Hra), 2,54 (m, 2H, Haq), 3,07 (m,
ZH, Hsa), 3,22 (m, 2H, Hsd), 3,40 (t, 3]H-H = 6,7 HZ, 2H, H3d), 4,51 (S, 1H, NHBOC)
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O Etape 4 : Hydrogénation catalysée de la fonction nitrile

Synthese du composé 6

Le composé 5 (1,48 g, 4,34 mmoles) est placé dans un ballon avec du MeOH (40 mL), de la
soude 1 M (2 mL), et quelques gouttes d"une solution de Ni de Raney en suspension dans
I'eau. L'air est chassé par de 1’argon puis celui ci est chassé par de I'hydrogéne en effectuant
plusieurs cycles vide/hydrogene. Le milieu est agité la nuit puis filtré sur celite. La celite est

lavée au MeOH et le filtrat est concentré sous vide et donne une huile jaune (1,07 g).

Composé 6 NI N*di-ter-butyloxycarbonylspermidine

1 3dggsd Td
BocHN™ > N7 > 12
2d Boc 6d 8d

C17H35N304
M= 345 g/mol

Rdt:71%

Rf : 0,15 (AcOEt/ MeOH 6/4)

SM : (ESI, m/z) 346,6 (M+H)*

RMN H : (CDCls, 300 MHz, & ppm)

1,43-1,45 (25, 18H, MeBOC), 1,56 (m, ZH, sz), 1,68 (m, 4H, H6d H7d), 2,63 (t, 2H, 3]H-H = 7,0 HZ,

Hsa), 3,03 (m, 2H, Hia), 3,21 (m, 4H, Haq Hsa), 4,64 (s, 1H, NHgo.)

Synthese du composé 6’

Le composé 5" (1,39 g, 4,08 mmoles) est dissous dans 45 mL d’une solution de soude 1 M

dans EtOH. Quelques gouttes d"une solution de Ni en suspension dans I'eau sont ajoutées au

milieu réactionnel. L'air est chassé par de 1'argon puis celui ci est chassé par de I'hydrogéene
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en effectuant plusieurs cycles vide/hydrogene. Le milieu est agité la nuit puis une filtration
sur celite est réalisée. La celite est rincée au MeOH et le filtrat est concentré sous vide. Le

composé 6’ est obtenu sous forme d’une huile jaune (1,12 g).

Composé 6’ N*Ns-di-ter-butyloxycarbonylspermidine

Ci7H35N304
M= 345 g/mol

Rdt: 80%

Rf : 0,24 (AcOEt/ MeOH 6/4)

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)
1,39 (s, 9H, Mesoc), 1,38 (s, 9H, Mesoc), 1,57-1,63 (m, 6H, Haa Hea H7a), 2,63 (t, 2H, 3Jun = 6,7
Hz, Hig), 3,07 (m, 2H, Hsa), 3,20 (m, 4H, Hsqa Hsq), 4,52 (s, 1H, NHsoc)

O Etape5: Acylation de la fonction amine primaire libre

Synthese du composé 7

Sous atmosphere d’argon, une solution du composé 6 (0,20 g, 0,58 mmoles, 1 éq) dans un
minimum de CH>Cl, (~ 2 mL) a laquelle est ajoutée du NEt; (76 pL, 1,5 éq), est refroidie a -
10°C. Une solution de BrCOCH,Br (120 uL, 0,87 mmoles, 1,5 éq) dans du CH>Cl> (~1 mL) y
est ajoutée au goutte a goutte sous agitation. Aprés une agitation de 45 min, la solution
devient noire. Celle-ci est lavée avec 5 x 5 mL d’eau puis séchée sur MgSO.. Le solvant est
ensuite évaporé pour donner 0,28 g de produit brut. Apres purification sur colonne ouverte,

0,11 g de composé 7 purs sont obtenus sous forme d"une huile jaune.
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Composé 7 N8-(2-bromoacétyle)N!, N4-di-ter-butyloxycarbonylspermidine amide

1d  3d4q 5d  7d N
BocHN/\/\N/\/\/ jﬁBr
2d Boc 6d

C17H36N3O5B1'
M= 465 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, EP / AcOEt 7/3

Rdt:41%

Rf: 0,38 (EP / AcOEt 7/3)

SM : (ESI, m/ z) 464,6 (M-H)-

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)

1,39 (s, 9H, Mesoo), 1,42 (s, 9H, Mesoc), 1,50 (m, 4H, Hea Hra), 1,62 (m, 2H, Hag), 3,07 (m, 2H,

H1d), 3,16 (m, 4H, H3d Hsd), 3,27 (m, 2H, Hsa), 3,83 (S, 2H, CHzBI')

Syntheése du composé 7

La synthése de ce composé est semblable a celle du composé 7 avec comme produit de

départ le composé 6" (0,18 g, 0,52 mmoles, 1 éq) et BrCOCH,Br (68 pL, 0,78 mmoles, 1,5 éq).

Le produit brut est purifié et donne 0,10 g de composé 7’ pur sous forme d’une huile jaune.

Composé 7" N!-(2-bromoacétyle)N* N8-di-ter-butyloxycarbonylspermidine amide

8d 6d ,I::’]oc 2d N
BocHN/\{\/ 4d\3d/\/ j(\Br

C17H36N305Br
M= 465 g/mol
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Condition de purification : silice 70-200pm, EP / AcOEt4/6

Rdt:41%

Rf : 0,42 (EP / AcOEt 4/6)

SM : (ESI, m/z) 466,4 (M+H)*

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)
1,36 (s, 9H, Megoc), 1,34 (s, 9H, Mego), 1,45 (m, 4H, Hea Hzd), 1,59 (m, 2H, Hag), 3,04 (m, 4H,
Hsa H1d), 3,17 (m, 4H, H3d H5d), 3,76 (S, 2H, CHzBI')

O Etape 6 : Substitution nucléophile du brome par le coenzyme A

Synthese du composé 8

Une solution du composé 7 (59,00 mg, 0,13 mmoles, 2 éq) est préparée par dissolution de ce
dernier dans du MeOH (1 mL). A celle ci, est ajoutée une solution de coenzyme A (50,00 mg,
0,06 mmoles, 1 éq) dans 'eau (3,7 mL) basifiée a pH 8 a 1'aide de soude 1IM. Le mélange est
agité toute la nuit. La phase aqueuse est extraite avec 5 x 5 mL de CH:Cl» puis lyophilisée. Le
produit de réaction est purifié par CLHP (gradient linéaire) pour donner une poudre blanche
(48,00 mg). Cette synthese est répétée afin d’obtenir ce composé en plus grande quantité

(80,00 mg).
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Composé 8 N8-[2-(S-coenzyme A)acétyl][N!,N4-di-ter-butyloxycarbonylspermidine amide

8</
1d  3dgq 5d  7d " o )2

O
AN /\/\/N /\/N U
BocHN N S
oc 2d Boc 6d 8d \H/\ \H/\/ \H/X\ OH OH 3‘02 1
H

o 0
O=P—OH
OH

CaoH71N1002:1 P35
M= 1152 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05%/ CH3sCN 95/5 — 60/40

Rdt: 66%

SM : (ESI, m/z) 1151,7 (M-H)-

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,84 (s, 3H, Me), 0,97 (s, 3H, Me), 1,43 (s, 9H, Meso.), 1,44 (s, 9H, Mesoc), 1,52 (m, 4H, Hesa H74a),
1,71 (m, 2H, Haa), 2,49 (t, 2H, 3Jun = 6,8 Hz, He"), 2,70 (t, 2H, 3Juu = 6,8 Hz, Ho), 3,06 (t, 2H,
3Jun = 6,7 Hz, Hia), 3,23 (m, 6H, Haqa Hsa Hsa), 3,27 (s, 2H, CH:S), 3,38 (t, 2H, 3Juu = 6,7 Hz,
Hs), 3,50 (t, 2H, 3Juu = 6,8 Hz, Hs+), 3,65 (m, 1H, Hy), 3,89 (m, 1H, Hy), 4,06 (s, 1H, Hs"), 4,28
(m, 2H, Hx), 4,62 (m, 1H, Hv), 4,91 (m, 2H, H> Hy), 6,22 (d, 1H, 3Ju.u = 5,6 Hz, Hy), 8,47 (s, 1H,
Hb>), 8,71 (s, 1H, Hs)

Synthese du composé 8’

Cette synthese a été réalisée suivant le protocole du composé 8, a partir du composé 7’ (54,00

mg, 0,12 mmoles, 2 éq) en utilisant 1 éq de coenzyme A (45,10 mg, 0,06 mmoles). Apres

purification par CLHP (gradient linéaire), le composé 8" pur est obtenu (30,00 mg) sous
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forme d"une poudre blanche. Cette synthese et répétée afin d’obtenir ce composé en quantité

plus importante (50,00 mg).

Composé 8 N!-[2-(S-coenzyme A)acétyl]N*4 N8-di-ter-butyloxycarbonylspermidine amide

NH,
N \N
4
OH o o 8<le\)N\/)z

Ci0H71N10021P3S
M= 1152 g/ mol

Condition de purification : TFA 0,05%/ CH3CN 95/5 — 60/40

Rdt:46 %

SM: (ESI, m/z) 1151,1 (M-H)-

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,83 (s, 3H, Me), 0,95 (s, 3H, Me), 1,39 (s, 9H, Mes..), 1,41 s, 9H, Mes.c), 1,50 (m, 4H, Hea H7a),
1,74 (m, 2H, Hza), 2,47 (t, 2H, 3Ju.n = 6,6 Hz, He"), 2,69 (t, 2H, 3] = 6,6 Hz, Hy’), 3,04 (m, 2H,
Hsa), 3,20 (m, 6H, H1q Hsq Hsd), 3,26 (S, 2H, Cst), 3,36 (t, 2H, 3Jun= 6,3 Hz, Hg”), 3,47 (t, 2H,
3Jun = 5,8 Hz, Hs"), 3,68 (m, 1H, Hy), 3,89 (m, 1H, Hy"), 4,02 (s, 1H, Hz), 4,30 (m, 2H, Hs), 4,61
(m, 1H, Hy), 4,88 (m, 2H, H> Hz), 6,19 (d, 1H, 3Juu = 5,7 Hz, Hr), 8,43 (s, 1H, H»), 8,63 (s, 1H,
Hs)

O Etape 7: Déprotection des fonctions amines protégées par le groupement Boc

Synthese du composé 9
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Le composé 8 (80,00 mg, 0,07 mmoles) est déprotégé par 1 mL d'une solution de TFA a 50%
dans CH>Cl.. La déprotection dure 10 min, puis, le TFA est évaporé sous vide. Le résidu
obtenu est dissous dans de 1’eau (10 mL) puis lyophilisé. Le produit déprotégé est purifié par

CLHP (gradient linéaire) et donne une poudre blanche (48,00 mg, tr = 13,27 min)).

Composé 9 N8-[2-(S-coenzyme A) acétyle] spermidine amide 1b

NH,
N X
N
4
O (@] 8< | 9
3d4q 5d  7d 1 N™ >N
O o o 0 v
3 2
HQ o
O:?—OH
OH

C30H55N10017P3S
M= 952 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05%/ CH3sCN 95/5 — 60/40

Rdt: 73%

SM : (ESI, m/z) 951,4 (M-H)-

RMN H : (D;O, 300 MHz, 6 ppm)

0,85 (s, 3H, Me), 0,96 (s, 3H, Me), 1,61 (m, 2H, Hea), 1,72 (m, 2H, Hza), 2,11 (m, 2H, Hza), 2,49
(t, 2H, 3Jun = 6,0 Hz, He), 2,69 (t, 2H, 3Jun = 6,6 Hz, Hy), 3,06-3,18 (m, 6H, Hiq Hzq Hsa), 3,24
(m, 2H, 3Jun = 6,6 Hz, Hsa), 3,28 (s, 2H, CH.S), 3,36 (t, 2H, 3Jun = 6,2 Hz, Hy'), 3,50 (t, 2H, 3Jun
= 6,0 Hz, Hs"), 3,65 (dd, 1H, 3Jupr = 4,8 Hz, 2Jun = 9,8 Hz, H1"), 3,89 (dd, 1H, 3Jur= 4,6 Hz
Jun=9,8 Hz, Hr"), 4,03 (s, 1H, Hs), 4,30 (m, 2H, Hx), 4,61 (m, 1H, Hy), 4,88 (m, 2H, H> Hz),
6,21 (d, 1H, 3in = 5,4 Hz, Hy), 8,45 (s, 1H, Ha), 8,66 (s, 1H, H)
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Synthése du composé 9

Le protocole de cette synthese est semblable a celui du composé 9. Le composé 8" (50,00 mg,
0,04 mmoles) conduit au composé 9" (69,00 mg) qui est purifié par CLHP (gradient linéaire)

sous forme d’'une poudre blanche (16,00 mg, tr = 10,17 min).

Composé 9" N'-[2-(S-coenzyme A) acétyl] spermidine amide 1a

) <N | N/)Z
I 0]

8 Hy 9 1
o
/\/\/ /\/N » PO _P< 5
HoN 5d 4d 3d  1d \ﬂ/\s \”/\/ W\O (I)HO (I)HO 4

C30H55N10017P3S
M= 952 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05% / CH3CN 98/2 — 60/40

Rdt: 39%

SM : (ESI, m/z) 951,5 (M-H)-

RMN H : (D;O, 300 MHz, 6 ppm)

0,85 (s, 3H, Me), 0,96 (s, 3H, Me), 1,79 (m, 4H, Hea H7a), 1,94 (m, 2H, Had), 2,50 (t, 2H, 3Jun =
6,5 Hz, He), 2,71 (t, 2H, 3Jun = 6,8 Hz, Hy), 3,08 (m, 6H, Haq Hsa Hsa), 3,31 (s, 2H, CH.S), 3,34
(m, 4H, Hy Hig), 3,51 (t, 2H, 3un = 6,4 Hz, Hs), 3,64 (dd, 1H, up = 5,0 Hz, 2Jun = 9,9 Hz,
Hy), 3,88 (dd, 1H, 3Jup = 4,9 Hz, Jun = 9,9 Hz, Hy), 4,05 (s, 1H, Ha), 4,29 (m, 2H, Hs), 4,62
(m, 1H, Hy), 4,90 (m, 2H, H> Hy), 6,25 (d, 2H, 3Ju.n = 5,5 Hz, Hr), 8,47 (s, 1H, Hy), 8,70 (s, 1H,
Hy)
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Synthese des inhibiteurs a chaines courtes et cycliques

Composés 25 a 36

La synthese de ces composés débute par une étape de monoprotection, soit par un
groupement terbutyloxycarbonyle (Boc) soit par un groupement benzoyle (Bz), d'une des
deux fonctions amine de la diamine de départ. L'étape suivante consiste a fixer l'espaceur
par réaction avec le bromure de bromoacétyle BrCOCH:Br. Une premiére gamme de
composés est obtenue par réaction avec le coenzyme A. Une seconde gamme de composés

est obtenue en déprotégeant les fonctions amine protégées par le groupement Boc.

O Etape 1: Monoprotection de la diamine de départ par le groupement Boc ou Bz

Protocoles de monoprotection par le groupement Boc

Une solution de BocO (1,7 M, 1 éq) dans le 1,4-dioxanne (60 mL) est ajoutée au goutte a
goutte a une solution de diamine commerciale (0,3 M, 6 éq) dans le 1,4-dioxanne (~60 mL)
également. Le goutte a goutte s’effectue lentement, a T°ambiante et sous atmosphere d’azote.
La solution est agitée durant 'addition du BocO et cette agitation est maintenue toute la
nuit. Le solvant est ensuite évaporé et le mélange réactionnel est repris dans 50 mL d’eau. Le
milieu est filtré et le filtrat est extrait au CH2Cl> (3 x 40 mL). La phase organique est lavée a
I'eau, séchée sur MgSO, puis concentrée sous vide pour donner les composés 10, 11, 12 sous
forme d’une huile jaune clair. Ces composés seront utilisés dans 1'étape suivante sans

purification préalable.

Synthese du composé 10 (= composé 3)

Cette synthese est effectuée avec la 1,3-propanediamine (7,53 g, 0,10 moles), du BocO (3,70 g,

17,00 mmoles) et mene au composé 10 (1,81 g).
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Composé 10 tert-butyl-3-aminopropylcarbamate

1d 3d
BocHN™ " NH,

2d

CsHisN2O»
M= 174 g/mol

Rdt: 61%

Rf : 0,10 (MeOH / AcOEt 4/6)

SM : (ESI, m/z) 175,2 (M+H)*

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)

Mateériels et méthodes : Chimie

1,36 (s, 9H, Mesoc), 1,54 (qt, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Haa), 1,72 (s, 2H, NHa), 2,67 (t, 2H, Jun = 6,7

HZ, H3d), 3,11 (m, 2H, H1d), 5,62 (S, 1H, NHBOC)

Synthese du composé 11 (= composé 3’)

Cette synthese est réalisée a partir de la putrescine (9,00 g, 0,10 moles), du Boc.O (3,70 g,

17,00 mmoles) et permet d’obtenir le composé 11 (2,30 g).

Composé 11 tert-butyl-4-aminobutylcarbamate

1d

3d

NH
BocHN™ " 1112

2d 4d

CoH20N20,
M= 188 g/mol

Rdt: 72%
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Rf : 0,10 (MeOH / AcOEt3/7)

SM : (ESI, m/z) 189,3 (M+H)*

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)

1,33-1,48 (m, 15H, Haq Hza NH, Mesod), 2,63 (t, 2H, i = 6,7 Hz, Had), 3,05 (m, 2H, Hia), 4,64

(S, 1H, NHBoc)

Synthese du composé 12

Cette synthese est réalisée avec de la cadavérine (10,02 g, 0,10 moles) et du Boc2O (3,70 g, 17,
00 mmoles) et conduit au produit 12 (2,62 g).

Composé 12 ter-butyl-5-aminopentylcarbamate

1d 3d 5d

AN
BocHN NH»
2d  4d

Cio0H2N>O;
M= 202 g/mol

Rdt: 76%

Rf : 0,10 MeOH/ AcOEt 4/6)

SM: (ESI, m/z) 203,1 (M+H)*

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)

1,24-1,47 (m, 17H, Mepoc NHa Haq Haa Haa), 2,62 (t, 2H, 3Jiu = 6,8 Hz, Hsa), 3,04 (m, 2H, Hua),

4,63 (S, 1H, NHBOC)

RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)
24,0 (C3), 28,4 (MeBOC), 32,7 29,8 (Czd C4d) P 40,4 (C1d) P 41,8 (C5d) P 78,9 (CqBoc) P 156,1 (COBOC)
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Synthese du composé 13

Sous argon, une solution de pipérazine (3,00 g, 34,00 mmoles, 5 éq) dans le CHCl: sec (50
mL) est refroidie jusqu’a 0°C a l'aide d'un bain de glace. Au goutte a goutte, une solution de
Boc20O (1,52 g, 7,00 mmoles, 1 éq) dans le CH>Cl> sec (25 mL) y est additionnée. Le mélange
est agité la nuit a T°’ambiante puis filtré et concentré. Le résidu obtenu est dissous dans de
I'eau (30 mL) et la solution aqueuse obtenue est extraite a 1’éther (3 x 20 mL). La phase
organique est séchée sur MgSOy puis I'éther est évaporé pour donner 0,98 g de composé 13

brut et 0,76 g de composé 13 pur.

Composé 13 ter-butylpipérazine-1-carboxylate

Boc
1d [N] 4d
2d N 3d
H

CoH1s0:2N>
M= 186 g/ mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, MeOH / AcOEt7/3

Rdt : 59%

SM: (ESI, m/z) 187,2 (M+H)*

Rf : 0,35 (MeOH / AcOEt3/7)

RMN H : (CDCl;, 300 MHz, § ppm)
1,38 (S, 9H, MeBOC), 1,90 (S, 1H, NH), 2,74-2,71 (m, 4H, sz H3d), 3,32-3,39 (m, 4H, H1d H4d)
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Protocoles de monobenzoylation des diamines

Synthese du composé 14

Une solution de 1,3-propanediamine (10,55 g, 0,14 moles, 5 éq) diluée dans du CH>Cl» sec (60
mL) est portée a -78°C a l'aide d’un mélange de carboglace et d’acétone. Le chlorure de
benzoyle PhCOClI (3,3 mL, 28,00 mmoles, 1 éq) dilué dans du CH>Cl, sec (30 mL) y est ajouté
au goutte a goutte. Le mélange est agité la nuit a T°’ambiante puis extrait a I'eau (3 x 50 mL).

La phase aqueuse est a son tour extraite au CHxCl> (3 x 100 mL) et la phase organique

obtenue est concentrée pour donner le composé 14 sous forme d"une huile jaune (0,88 g).

Composé 14 N-(3-aminopropyl)benzamide

aré 1d 3d

ar3

C10H14N2O
M=178 g/mol

Rdt:17%

SM: (ESI, m/z) 179,1 (M+H)*

RMN 1H : (MeOD, 300 MHz, § ppm)

1,65 (qt, 2H, 3Juu = 6,2 Hz, Haa), 1,76 (s, 2H, NH>), 2,80 (m, 2H, Hsa), 3,48 (m, 2H, Hi4), 7,36
(m/ 3H/ Hars Hara HarS)/ 7/72 (m/ 2H/ Har Har6)

RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)

31/1 (C2d)/ 38/5 (Cld)/ 39/8 (C3d)/ 127/1 128/4 (CarZ Car3 CarS Car6)/ 131/3 (Car4)/ 134/5 (Carl)/ 167/8
(COpr)
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Sous argon et sous agitation, de la benzamide PhCONH: (1 éq) et la diamine commerciale (3
éq) sont chauffées a reflux pendant 15h. La diamine est ensuite évaporée sous pression
réduite et le résidu obtenu repris dans 50 mL d’eau. La solution aqueuse est acidifiée jusqu’a
pH=1 avec HCI concentré, puis filtrée. Le filtrat est extrait avec 2 x 30 mL de CHxCl; puis il
est basifié jusqu’a pH=14. La phase aqueuse est extraite a nouveau avec 2 x 50 mL de CH>Cl.
La phase organique est lavée avec de la saumure pour étre ensuite séchée sur MgSO,. Cette
dernieére est alors concentrée sous vide puis purifiée pour donner les produits 15 et 16 sous

forme d’une huile marron.

Synthese du composé 15

A partir de putrescine (4,41 g, 45,00 mmoles) et de PhCONH: (2,00 g, 16,50 mmoles) le

composé 15 pur (1,12 g) est obtenu apres purification.

Composé 15 N-(4-aminobutyl)benzamide

aré 1d 3d
ar5 N /\/\/ N H2

ar4 ar2

ar3

C11H16N2O
M=192 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 uym, CH3COCH; / MeOH 6/4

Rdt:35%

Rf : 0,18 (CHsCOCHs / MeOH 6/4)

SM: (ESI, m/z) 193,3 (M+H)*

RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)
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1,43-1,93 (m, 6H, Haq Hzq NHb), 2,68 (t, 2H, 3111 = 6,7 Hz, Hud), 3,39 (t, 2H, 3111 = 6,6 Hz, Hia),
7/36 (m/ 3H/ Hars Hara HarS)/ 7/80 (m/ 2H/ Har Har6)

RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)

26,9 (Caa), 30,4 (Caa), 39,7 (Cia), 41,4 (Cad), 127,0 (Car2 Care), 128,5 (Cars Cars), 131,3 (Cars), 134,8

(Car1), 167,8 (COpr)

Syntheése du composé 16

Cette synthese est réalisée avec de la cadavérine (5,00 g, 49,0 mmoles) et de la benzamide

(2,00 g, 16,50 mmoles) afin d’obtenir le composé 16 pur apres filtration sur silice (1,92 g).

Composé 16 N-(5-aminopentyl)benzamide

aré 9 1d 3d 5d
ar

ar5 L NN
N NH»
H 2d  4d

ar4 ar2

ar3

C1,H1sN>,O
M=206 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, EP / AcOEt1/9

Rdt: 56%

Rf: 0,24 (EP / AcOEt1/9)

Masse : (ESI, m/z) 207,2 (M+H)*

RMN ™H : (CDCls, 300 MHz, & ppm)

1,28-1,60 (m, 8H, sz H3d H4d NHz), 2,62 (t, ZH, 3]1-[_1-[ = 6,8 HZ, H5d), 3,37 (q, 2H, 3]H-H = 7,0 HZ,
H]d), 7,36 (III, 3H, Har?, Har4 HarS), 7,70 (III, 2H, Harz Har6)
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RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)
24,2 (Caa), 29,4 (Caq), 32,6 (Caa), 40,0 (Cia), 41,7 (Csa), 127,0 (Carz Care), 128,5 (Cars Cars), 131,4
(Car4), 134,8 (Carl), 167,8 (COPh)

O Etape 2: Acylation de la fonction amine primaire libre

Protocoles de couplage de I'espaceur carboxyméthyléne

Une solution de BrCOCH,Br (1 éq) dans un minimum de solvant (~1,5 mL) de CH2Cl» sec est
ajoutée au goutte a goutte sous vive agitation a une solution d’amine mono-protégée (2 éq,
composés 10 a 13) dans 2 mL de CHxCl, porté a -10°C. L’agitation est maintenue a -10°C
pendant 30 min. Le milieu réactionnel est filtré et le filtrat est lavé avec HCl dilué (1% dans
I'eau). La phase organique est séchée sur MgSO, et concentrée sous pression réduite. Le
résidu est purifié sur colonne ouverte de silice pour conduire au composé désiré (composé 17

a 20) sous la forme d’une huile marron foncé.

Synthese du composé 17

Cette synthese est réalisée avec du BrCOCH,Br (0,62 g, 3,08 mmoles) et le composé 10 (1,10 g,

6,20 mmoles) afin d’obtenir le composé 17 pur apres purification (0,87 g).

Composé 17 tert-butyl 3-(2-bromoacétamido)propylcarbamate

o)
1d 3d
Br
BocHN/\Zd/\H)K/

C10H19N203B1'
M=294 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, CH>Cl> / MeOH 98/2

Rdt: 96%
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Rf : 0,55 (CH2Cl> / MeOH 98/2)
SM : (DCI/NHs, m/z) 312,2 (M+NH,)*
RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)
1,28 (s, 9H, Mes..), 1,52 (m, 2H, Hoq), 3,02 (m, 2H, Hi4), 3,18 (m, 2H, Hsa), 3,71 (s, 2H, CH:Br),
5,13 (s, 1H, NHsoc), 7,27 (s, 1H, NHz4)
RMN 13C : (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)
28,0 (Mesoc), 28,6 (Caa), 29,4 (CH:Br), 36,3 36,7 (Cia Csa), 79,0 (Cqgsoc), 156,1 (COsoc), 165,6
(COCH:2Br)

Synthese du composé 18

Ce produit (0,18 g) est obtenu a partir du composé 11 (0,71 g, 3,76 mmoles) et de BrCOCH,Br

(0,38 g, 1,88 mmoles), apres purification.

Composé 18 tert-butyl 4-(2-bromoacétamido)butylcarbamate

0O
2d  4d
BocHNW\N)K/Br
d..3d H

C11H21N203B1'
M=308 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, CH2Cl> / MeOH 98/2

Rdt:31%

Rf : 0,27 (CH2Cl> / MeOH 98/2)

SM : (DCI/NHs, m/z) 326,2 (M+NH,)*
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RMN H : (CDCls, 300 MHz, § ppm)
1,33 (S, 9H, MeBOC), 1,45 (m, 4H, sz H3d), 3,01 (m, ZH, H1d), 3,20 (m, ZH, H4d), 3,76 (S, ZH,
CH:Br), 4,65 (s, TH, NHgoc), 6,69 (s, TH, NH.q)

RMN 13C : (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)

26,5 27,5 (Caa Caa), 28,4 (Mesoc), 29,2 (CH2Br), 39,8 40,0 (Cia Caq), 79,3 (Cqsoc), 156,1 (COsoc),
165,6 (COCH,Br)

Synthése du composé 19

Cette syntheése est réalisée a partir du composé 12 (2,02 g, 10,00 mmoles) et de BrCOCH:Br
(1,00 g, 5,00 mmoles). Le produit 19 (0,92 g brut) est obtenu pur (0,36 g) apreés purification sur

colonne.

Composé 19 tert-butyl 5-(2-bromoacétamido)pentylcarbamate

BOCHN\/\/\/N
B
d 1y ag \[h r

C12H23N203B1'
M=322 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, CH>Cl> / MeOH 98/2

Rdt: 23%

Rf : 0,35 (CH2Cl> / MeOH 98/2)

SM : (ESI, m/z) 323,4 (M+H)*
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RMN H : (CDCls, 300 MHz, § ppm)
1,15 - 1,44 (m, 6H, H3d sz H4d), 1,27 (S, 9H, MeBOC), 2,93 (t, 2H, 3]H-H = 6,2 HZ, H1d), 3,10 (q,
2H, 3Jun = 6,9 Hz, Hsq), 3,70 (s, 2H, CH,Br), 4,78 (s, 1H, NHsod), 6,90 (s, 1H, NHsq)

RMN 13C : (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)

23,9 (Caa), 28,4 (Menoo), 28,9 29,3 29,7 (Caq Caa CH,Br), 40,3 40,0 (C1a Csa), 79,1 (Cqpoc) , 156,1

(COkoc), 165,5 (COCH;Br)

Synthese du composé 20

Cette synthese est réalisée a partir du composé 13 (0,30 g, 1,61 mmoles) et de BrCOCH:Br
(0,16 g, 0,80 mmoles). Le composé 20 brut (0,15 g) est par la suite purifié sur colonne (0,14 g).

Composé 20 ter-butyl 4-(2-bromoacétyl)pipérazine-1-carboxylate

Boc
N
1d[ ]4d
2d >~ 3d
O)»\/Br

C11H19N>OsBr
M=306 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, CH>Cl> / MeOH 99/1

Rdt:57%

Rf : 0,49 (CH,Cl,/ MeOH 99/1)

Masse : (DCI/NHs, m/z) 324,1 (M+NH,)*

RMN H : (CDCls, 300 MHz, & ppm)
1,37 (s, 9H, Mesoc), 3,32-3,51 (m, 8H, Hiq Haa Haa Haa), 3,77 (s, 2H, CH;Br)
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RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)
28,2 (MeBOC), 29,5 (CHzBI'), 41,8 46,4 (C1d Czd C3d C4d), 80,3 (CqBoc), 154,3 (COBOC), 165,3
(COCH,Br)

Sous argon, une solution d’amine (1 éq) monobenzoylée (composés 14 a 16) dans un
minimum de solvant (~1 mL de CHxCl» sec) et de NEt; (3,4 M, 1 éq) est portée a -10°C. Une
solution de BrCOCH:Br (2,2 M, 1 éq) dans un minimum de solvant (~1,5 ml de CH>Cl; sec) y
est ajoutée au goutte a goutte. Le milieu est agité 15 min a 0°C puis lavé 4 fois a 'eau (4 x 3
mL). La phase organique est séchée sur Mg SO, puis évaporée pour donner le produit voulu

sous forme d’un solide marron.

Synthese du composé 21

Le composé 21 est obtenu par réaction entre le composé 14 (0,60 g, 3,37 mmoles), BrCOCH:Br
(0,67 g, 3,32 mmoles) et NEt; (0,47 mL, 3,35 mmoles). Ce composé brut (0,30 g) est purifié sur

colonne (0,11 g purs).

Composé 21 N-(3-(2-bromoacétamido)propyl)benzamide

2d

O
1d 3d
BZHN/\/\H)K/BI‘

C12H15N20,Br
M=298 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, EP / AcOEt 2/8

Rdt:11%

Rf : 0,20 (EP / AcOEt 2/8)

SM : (ESI, m/z) 299,1 (M+H)*
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RMN 1H : (CDCls, 300 MHz, 6 ppm)
1,74 (m, 2H, Haa), 3,37 (m, 2H, Hua), 3,47 (m, 1H, Haa), 3,87 (s, 2H, CH,Br), 6,95 7,11 (2,
1H+1H, NHld NH?,d), 7,43 (III, 3H, Har3 Har4 HarS), 7,80 (III, 2H/ Har2 Har6)

RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)

29,1 29,7 (Caa CH2Br), 36,2 36,8 (Cia Caa), 127,1 (Car2 Cars), 128,7 (Cars Cars), 131,7 (Cars), 134,2
(Can), 166,8 (COCH:2Br), 168,1 (COpr)

Synthese du composé 22

Cette synthese est réalisée par réaction entre le composé 15 (0,30 g, 1,56 mmoles) et
BrCOCH:Br (0,32 g, 1,60 mmoles), en présence de NEt; (0,22 mL, 1,58 mmoles). Le composé

22 est obtenu pur (0,32 g) apres purification.

Composé 22 N-(4-(2-bromoacétamido)butyl)benzamide

0
2d
BzHN\/\/“d\N)K/Br
1d  3d H

C13H17N20,Br
M=312 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, EP / AcOEt1/9

Rdt: 66%

Rf : 0,26 (EP/ AcOEt1/9)

SM: (ESI, m/z) 313,2 (M+H)*
RMN H : (MeOD, 300 MHz, 6 ppm)
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1,62 (m, 4H, Haa Haa), 3,25 (m, 2H, Hid), 3,41 (m, 2H, Haa), 3,81 (s, 2H, CH.Br), 7,47 (m, 3H,
Har3 Har4 HarS), 7,80 (m, 2H, HarZ Har6), 8,37 8,48 (ZS, 1H+1H, NHld NH4d)

RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)

26,2 26,4 27,5 (Caq Csqa CH»Br), 39,1 39,2 (C14 Cud), 126,9 (Carz Cars), 128,2 (Cars Cars), 131,2 (Cars),
134,4 (Car1), 168,1 (COCH2Br), 168,9 (COpy)

Syntheése du composé 23

Cette synthése est effectuée a partir du composé 16 (0,50 g, 2,42 mmoles), BrCOCH.Br (0,49
g, 2,43 mmoles) et de NEt; (0,34 mL, 2,44 mmoles). Le produit 23 est obtenu pur (0,12 g),

apres purification.

Composé 23 N-(5-(2-bromoacétamido)pentyl)benzamide

O
1d 3d &g
B
2d 4d H

C14H19N202B1'
M=326 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, EP / AcOEt1/9

Rdt:15 %

Rf : 0,31 (EP/ AcOEt1/9)

SM : (ESI, m/z) 327,1 (M+H)*

RMN H : (CDCls, 300 MHz, & ppm)

1,36 (m, 2H, H3d), 1,57 (m, 4H, sz H4d), 3,25 (m, 2H, H1d), 3,41 (m, 2H, H5d), 3,78 (S, ZH,

CHZBI'), 6,23 6,56 (25, 1H+1H, NHld NHSd), 7,39 (m, 3H, Har3 Har4 HarS), 7,71 (m, 2H, Har2 Har6)
RMN 8C : (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)
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23,8 (Csa), 27,5 28,5 28,7 (Caq Caqa CH2Br), 39,4 (C1d4 Csa), 126,8 (Carz Cars), 128,1 (Cars Cars), 131,2
(Cars) , 134,5 (Car1), 168,8 (COCH2Br), 168,0 (COpn)

Syntheése du composé 24

La synthese de ce composé se fait a partir de la benzoylpipérazine commerciale (0,50 g, 2,63
mmoles), BrCOCHBr (0,53 g, 2,63 mmoles) et NEt; (0,37 mL, 2,66 mmoles). Le composé 25

est obtenu pur (0,51 g), apres purification sur colonne de silice.

Composé 24 2-bromo-1-[4-(phénylcarbonyl)pipérazin-1-yl)]éthanone

CisH15sNO0Br
M=310 g/mol

Condition de purification : silice 70-200 pm, éluant EP / AcOEt1/9

Rdt: 63%

Rf : 0,30 (EP/ AcOEt1/9)

SM : (ESI, m/z) 311,2 (M+H)*

RMN 1H : (MeOD, 300 MHz, § ppm)
3,38 - 3,88 (m, 8H, Hiq Hoa H34 Hua), 4,05 (s, 2H, CH»Br), 7,47 (m, 5H, Ha,)

RMN 8C: (CDCls, 75 MHz, 6 ppm)
42/0 46/3 (Cld Caq Caa Cuq CHZBI'), 126/8 (Car2 Car6)/ 128/5 (Car3 CarS)/ 130/0 (Car4)/ 135/0 (Carl)/
166,7 (COCH,Br), 171,3 (COpx)
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O Etape 3 : Substitution nucléophile du brome par le coenzyme A

Protocoles de couplage au coenzymeA

Les dérivés bromés (composés 17 a 24) sont dissous sans 1 mL de THF. A cette solution est
ajoutée une solution de coenzyme A (17,60 mM, 1 éq) dans l'eau (3,7 mL) basifiée jusqu’a
pH=8 a l'aide de soude 1M. Le mélange est agité toute la nuit puis le THF ou le MeOH est
évaporé. La phase aqueuse restante est diluée avec 10 mL d’eau puis extraite au CH2Cl: (3 x
10 mL). La phase aqueuse est lyophilisée pour donner les produits finaux sous la forme
d’une poudre blanche hygroscopique. Ces composés ont été analysés par CLHP (gradient

linéaire), RMN 'H, RMN 13C et SM.

Synthese du composé 25

Cette synthese est réalisée avec le composé 17 (31,00 mg, 0,10 mmoles, 1,6 éq) et du
coenzyme A (50,00 mg, 65,14 umoles, 1 éq). Le composé 25 est obtenu pur (53,00 mg, tr = 6,88

min).

Composé 25 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-(ter-butyloxycarbonyl)propanamide

NH,
N N
N
8(’
O O <N | N/ 2
BocHNWN /\/N 5
S
) W W oF OHj@ .
Hc|> oH
0=P-OH
OH
C31H54NoO19P5S
M=981 g/mol

Condition de contréle : TFA 0,05% / CH3CN 95/5 — 60/40

Rdt: 83 %

SM : (ESI, m/z) 489,9 (M-2H)>
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RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,75 (s, 3H, Me), 0,88 (s, 3H, Me), 1,41 (s, 9H, Mesoc), 1,68 (qt, 2H, 3Ju.u = 6,8 Hz, Hod), 2,46 (t,
2H, Jun= 6,5 Hz, He), 2,69 (t, 2H, Jini = 6,6 Hz, Hy), 3,08 (t, 2H, i = 6,7 Hz, Hid), 3,23 (t,
2H, 3 = 6,9 Hz, Had), 3,27 (s, 2H, CHS), 3,36 (t, 2H, 3Jini = 6,6 Hz, Hy'), 347 (t, 2H, 3pin =
6,5 Hz, Hs), 3,55 (dd, 1H, ur= 4,8 Hz ZJuu= 9,8 Hz, Hy), 3,83 (dd, 1H, Jur= 4,9 Hz i =
9,7 Hz, Hyr'), 4,02 (s, 1H, Hy), 4,25 (m, 2H, Hy), 4,59 (m, 1H, Hy), 4,84 (m, 2H, Hy Hy), 6,17 (d,
1H, 3Jun = 6,7 Hz, Hy), 8,24 (s, 1H, H), 8,55 (s, 1H, H)

RMN 13C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,7 (Me), 21,4 (Me), 28,3 (Mesoc), 29,0 (Caa), 31,8 (Co), 35,4 35,9 36,0 (CH:S Ce Cs- ), 38,1
(Cs), 38,8 38,9 (Cid Caa), 66,2 (Cs), 72,4 (Cr), 74,5 74,6 74,7 (Cx Cy Cs), 84,4 (Cy), 87,0 (Cr),
119,1 (Cqa), 140,7 (Cs), 149,9 (Cqa), 153,4 (C2), 156,1 (COsoc Cqa), 173,0 174,4 175,2 (Cy
COCHS,S C77)

Syntheése du composé 26

La synthese du composé 26 est réalisée avec le composé 18 (32,70 mg, 0,11 mmoles, 1,6 éq) et

le coenzyme A (50,40 mg, 65,14 umoles, 1 éq). Le produit désiré est obtenu pur (50,00 mg, tr

= 7,02 min).

Composé 26 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-(ter-butyloxycarbonyl)butanamide

NH,
</N
8
10 3 A ¥ Q 9 ) 2
NN /\/ 5
BocHN 2d  4d Y\S 71/\/ W\ OH OH 4{3023’ 1
H(I) oH
O=P—OH
OH

Cs2Hs56NoO19P3S
M=995 g/mol
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Condition de contréle : TFA 0,05% / CH3CN 95/5 — 60/40

Rdt:77%

SM : (ESI, m/z) 497,0 (M-2H)>

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,76 (s, 3H, Me), 0,89 (s, 3H, Me), 1,42 (s, 9H, Mesoc), 1,51 (m, 4H, Haq Hzq), 2,48 (t, 2H, 3Jun =
6,5 Hz, H¢"), 2,70 (t, 2H, 3Juu = 6,6 Hz, Ho), 3,07 (t, 2H, 3Ju.u = 6,6 Hz, Hi4), 3,22 (t, 2H, 3Jin =
6,2 Hz, Haia), 3,28 (s, 2H, CH-S), 3,37 (t, 2H, 3Ju.n = 6,6 Hz, Hs"), 3,49 (t, 2H, 3Ju.n = 6,6 Hz, Hs),
3,56 (dd, 1H, 3Jur=4,9 Hz 2Jun = 9,8 Hz, Hyv), 3,84 (dd, 1H, 3Jur=4,9 Hz JJun= 9,8 Hz, Hr"),
4,03 (s, 1H, Hs"), 4,26 (m, 2H, Hx), 4,60 (m, 1H, Hy), 4,83 (m, 2H, H> Hz), 6,19 (d, 2H, 3Jun =
6,9 Hz, Hy), 8,27 (s, 1H, H>), 8,57 (s, 1H, Hs)

RMN 13C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,6 (Me), 21,4 (Me), 26,2 27,0 (Caa Caa), 28,2 (Mesoc), 31,7 (Co~), 35,3 35,9 36,0 (CH:S Cs- Cs7),
38,8 (Cs), 39,9 40,1 (Cia Cua), 66,3 (Cs), 72,3 (Crv), 74,2 74,6 74,8 (C» Cy Cs), 84,5 (Cy), 87,0
(Cr), 119,1 (Cqa), 1404 (GCs), 149,9 (Cqa), 153,4 (C2), 156,1 (COpoc), 172,8 174,4 175,2 (Cy
COCHS,S C77)

Synthése du composé 27

Cette synthese est effectuée a partir du composé 19 (24,60 mg, 0,08 mmoles, 1,1 éq) et du

coenzyme A (50,00 mg, 65,14 pmoles, 1 éq). Le composé 27 est alors obtenu pur (59,00 mg, tr
= 7,42 min).
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Composé 27 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-(ter-butyloxycarbonyl)pentanamide

NH,
N B
N
4
O O 8<N |N/)2
BOCHN\/\/\/N /\/N 5'
3d WAS 7(\/ W o o {3.02}‘, v
"o oH
O=P-OH
OH

C33H55NoO19P5S
M=1009 g/mol

Condition de contréle : TFA 0,05%/ CH3CN 95/5 — 60/40

Rdt: 89%

SM : (ESI, m/z) 1008,5 (M-H)-

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,76 (s, 3H, Me), 0,89 (s, 3H, Me), 1,30 (m, 2H, Hsa), 1,42 (s, 9H, Mesoc), 1,51 (m, 4H, Hzq Haa),
2,47 (t, 2H, 3Jun = 6,5 Hz, H¢"), 2,69 (t, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Ho), 3,04 (t, 2H, 3Jun= 6,7 Hz, Hia),
3,20 (t, 2H, 3Ju.u = 6,8 Hz, Hsa), 3,26 (s, 2H, CH:S), 3,37 (t, 2H, 3Ju-u = 6,6 Hz, Hy"), 3,48 (t, 2H,
3Jun = 6,6 Hz, Hx), 3,56 (dd, 1H, 3Jur =4,7 Hz Jun= 9,9 Hz, H1"), 3,84 (dd, 1H, 3Jur=4,8 Hz
3un = 9,9 Hz, Hr), 4,03 (s, 1H, Hz), 4,25 (m, 2H, Hs), 4,60 (m, 1H, Hy), 4,85 (m, 2H, H> Hy),
6,18 (d, 1H, 3Jun= 6,7 Hz, Hr), 8,26 (s, 1H, H>), 8,56 (s, 1H, Hs)

RMN 13C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,6 (Me), 21,4 (Me), 28,3 (Mesoc), 28,5 29,1 (Caa Cua), 31,7 (Co), 35,4 35,9 36,0 (CH:S Cs- Cs7),
38,8 38,9 (Cs-), 40,1 40,4 (C1a Csa), 66,2 (Cs), 72,4 (C1v), 74,4 74,6 74,7 (C» Cy Cs), 84,3 (Cy), 87,0
(Cr), 119,1 (Cqa), 140,5 (GCs), 149,9 (Cqa), 153,4 (Co), 156,1 (COsoc), 172,8 174,4 175,2 (Cy
COCHS,S C77)
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Synthese du composé 28

Cette synthése est effectuée a partir du composé 20 (20,00 mg, 65,36 pmoles, 1 éq) et du
coenzyme A (50,00 mg, 65,14 pmoles, 1 éq). Le composé 28 est ainsi obtenu pur (64,00 mg, tr
= 7,39 min).

Composé 28 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-(ter-butyl)piperazine-1-carboxylate

NH,
N S
N
1d 2d 8</ |
B N N lg 9 \ N/ i
oc— o \ 5
— W/\ 7(\/ W OH> OH° ﬁoy
4d 3d O 3 291
Hcl) oH
0=P-OH
OH
C32H54NoO19P3S
M=993 g/mol

Condition de contréle : TFA 0,05 % / CH3CN 95/5 — 60/40

Rdt: 98%

SM : (ESI, m/z) 496,0 (M-2H)?*

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,76 (s, 3H, Me), 0,90 (s, 3H, Me), 1,46 (s, 9H, Mes.c), 2,48 (t, 2H, 3Jun = 6,4 Hz, He), 2,74 (t,
2H, 3Jun = 6,5 Hz, Hy), 3,39 (t, 2H, 3Jun = 6,5 Hz, Hg’), 3,46-3,58 (m, 13H, Hia Hoda Haqa Hag
CH,S Hi» Hs ), 3,85 (dd, 1H, %Jur = 4,6 Hz Ju.n = 9,6 Hz, H1), 4,03 (s, 1H, Hz), 4,26 (m, 2H,
Hs), 4,60 (m, 1H, Hy), 4,85 (m, 2H, H> Hy), 6,18 (d, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Hr), 8,25 (s, 1H, Hy),
8,56 (s, 1H, Hy)
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RMN 1C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,7 (Me), 21,5 (Me), 28,2 (Mesac), 31,7 (Co), 33,3 36,1 (CH:S Ce» Cs ), 38,9 (Cy), 42,6 46,5 (C1a
Caa Csa Caa), 66,2 (Cs), 72,5 (Crv), 74,3 74,7 74,8 (C» Cx Cx), 84,5 (Cy), 87,1 (Cr), 119,1 (Cqa)
140,1 (Cs), 149,9 (Cqa), 153,4 (C2), 156,1 Cqa), 156,8 (COoc), 171,1 174,4 175,3 (Cs+ COCH,S
Cr)

Les molécules 21 a 24 (2 éq) sont dissoutes dans 1 mL de MeOH. Une solution de coenzyme
A (17,60 mM, 1 éq) dans l'eau (3,7 mL) est basifiée jusqu’a pH=8 a 'aide de soude 1M puis
est ajoutée a la solution précédente. Le mélange est agité toute la nuit puis le MeOH est
évaporé. La phase aqueuse restante est diluée avec 10 mL d’eau puis extraite au CH>Cl» (3 x
10 mL). L’eau du milieu est lyophilisée pour donner les produits finaux sous la forme d"une
poudre blanche hygroscopique. Ces composés ont été analysés par CLHP (gradient linéaire),

RMN 'H, RMN 13C et SM.

Syntheése du composé 29

Cette synthése s’effectue avec le composé 21 (38,80 mg, 0,13 mmoles) et du coenzyme A

(50,00 mg, 65,14 pmoles). 48 mg de composé 29 sont ainsi obtenus (tr = 6,57 min).

Composé 29 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-benzoylpropanamide

NH,
N S
OH O O 8</ | /N
SN (S TS N
ZAN N~ S " INar T 5
1d  3d jﬁs 8" W WO O o o
o (@] (@] e AN{3 21
HQ oH
0=P—OH
OH
C33H50NoO15P5S
M=985 g/mol

Condition de contréle : TFA 0,05% / CH3CN 95/5 — 60/40
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Rdt: 74%

SM : (ESI, m/z) 984,3 (M-H)-

RMN H : (D;O, 300 MHz, 6 ppm)

0,72 (s, 3H, Me), 0,86 (s, 3H, Me), 1,83 (qt, 2H, 3Jun = 6,8 Hz, Haa), 2,42 (t, 2H, 3Jun = 6,6 Hz,
He), 2,66 (t, 2H, 3Junu = 6,7 Hz, Ho), 3,25 (s, 2H, CH>S), 3,28 - 3,45 (m, 8H, Hiq Haa Hs* Hs),
3,53 (dd, 1H, 3Jur = 4,8 Hz, JJun = 9,8 Hz, Hyv), 3,82 (dd, 1H, 3Jur = 4,8 Hz Jun = 9,8 Hz, Hyr),
4,00 (s, 1H, Hs), 4,24 (m, 2H, Hs), 4,58 (m, 1H, Hy), 4,83 (m, 2H, H> Hz), 6,13 (d, 2H, 3Jun =
6,5 Hz, Hy), 748 (m, 3H, Has Haw Hars), 7,68 (m, 2H, Hare Hare), 8,18 (s, 1H, Hy), 8,51 (s, 1H,
Hs)

RMN 1C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)
18,1 (Me), 20,9 ( Me), 28,0 (Cad), 31,2 (Co), 34,9 35,3 35,4 (Cs- Cer CH,S), 37,3 37,4 (Cra Caa), 38,3
(Cs), 65,5 (Cs), 71,9 (Cr), 73,8 73,9 74,1 (C» Cy Cx), 83,7 (Cs), 86,4 (Cr), 118,5 (Cqa), 126,8
(Car2 Cars), 128,6 (Cars Cars), 132,0 (Cara), 133,3 (Car), 139,5 (Cs), 149,1 ( Cqa), 152,7 (Cs), 1554
(Cqa), 170,5 172,4 173,8 174,6 (COPh COCH,S Cy+ Cy)

Synthese du composé 30

Le composé 30 est obtenu par réaction du composé 22 (41,00 mg, 0,13 mmoles) et du

coenzyme A (50,00 mg, 65,14 umoles). Le composé désiré est obtenu pur (54,00 mg, tr = 6,67

min).
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Composé 30 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-benzoylbutanamide

NH,
N \N
s ||
W s H \ O N N/)z
/\/\/ /\/ 5
BzHN WAS \f(\/ W OH’ OH €3,02}‘, v
HCI) oH
O:FI’—OH
OH

Cs4H35NoO1sP3S
M=999 g/mol

Condition de contréle : TFA 0,05% / CH3CN 95/5 — 60/40

Rdt: 83%

SM : (ESI, m/z) 998,5 (M-H)-

RMN H : (D;O, 300 MHz, 6 ppm)

0,73 (s, 3H, Me), 0,87 (s, 3H, Me), 1,62 (m, 2H, Hza Hza), 2,40 (t, 2H, 3Jun = 6,6 Hz, He'), 2,64 (t,
2H, 3Jun = 6,7 Hz, Hy), 3,23 (s, 2H, CH:S), 3,23 - 3,44 (m, 8H, Hiq Hsa Hs Hs), 3,54 (dd, 1H,
Tiwr = 4,4 Hz, Jin = 9,8 Hz, Hy), 3,82 (dd, 1H, 3Jur = 5,0 Hz Jun = 9,8 Hz, Hy), 4,01 (s, 1H,
Hs), 4,25 (m, 2H, Hs), 4,58 (m, 2H, Hy), 4,83 (m, 2H, H> Hy), 6,15 (d, 2H, 3Ju.u = 6,8 Hz, Hy),
7,51 (m, 3H, Hars Hara Hass), 7,68 (m, 2H, Harz Hars), 8,21 (s, 1H, H), 8,54 (s, 1H, Hs)

RMN 13C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,0 (Me), 20,9 ( Me), 25,9 26,0 (Caa Caa), 31,2 (Co), 34,8 35,3 35,4 (Cs» Cs CH2S), 38,3 (Cs), 39,3
39,5 (Cia Cua), 65,8 (C5), 71,8 (Cr), 73,7 74,0 74,3 (C» Cs Cs), 84,0 (Cx), 86,5 (Cr), 118,5 (Cqa),
126,8 (Car2 Case), 128,6 (Cars Cars), 131,9 (Cara), 133,5 (Car1), 139,6 (Cs), 149,2 ( Cqa), 152,8 (Co),
155,5 (Cqa), 170,5 172,4 173,8 174,6 (COPh COCH,S C7 Cy)
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Synthese du composé 31
La synthese du composé 31 a été réalisée a partir du composé 23 (42,50 mg, 0,13 mmoles) et
du coenzyme A (50,00 mg, 65,14 umoles). Le composé 31 est obtenu pur (60,00 mg, tr = 6,92

min).

Composé 31 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-benzoylpentanamide

NH,
N BN
N
8/
ey
BZHN\/\/\/N /\/N
ad WAS \f(\/ W o & 02' )
Hcl) oH
0=P—OH
OH

C35H54NoO15P5S
M=1013 g/mol

Condition de contréle : TFA 0,05% / CH3CN 98/2 — 60/40

Rdt:91%

SM : (ESI, m/z) 1012,4 (M-H)-

RMN H : (D;0, 300 MHz, 6 ppm)

0,75 (s, 3H, Me), 0,89 (s, 3H, Me), 1,35 (m, 2H, Haza), 1,56 (m, 4H, Haa Had), 243 (t, 2H, 3Jun =
6,5 Hz, Hy), 2,58 (t, 2H, 3Jun = 6,6 Hz, Hy), 3,17 - 3,22 (m, 4H, CHS Hua), 3,26 (t, 2H, 3Jun =
6,7 Hz, Hsa), 3,26 (t, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Hy'), 3,45 (t, 2H, 3Jun = 6,8 Hz, Hy), 3,57 (dd, 1H, Jup
=4,7Hz, Jun = 9,6 Hz, Hyv), 3,85 (dd, 1H, 3Jur =49 Hz Juu = 9,7 Hz, Hr"), 4,03 (s, 1H, Hz),
4,26 (m, 2H, Hs), 4,60 (m, 2H, Hy), 4,85 (m, 2H, Hy Ha), 6,14 (d, 2H, 3Jux = 6,2 Hz, Hy), 7, 49
(m, 3H, Hars Hara Hars), 7,68 (m, 2H, Har2 Hare), 8,18 (s, 1H, H>), 8,52 (s,1H, Hs)
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RMN 1C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,1 (Me), 20,9 ( Me), 23,4 (Cad) , 28,0 28,1 (Caa Cad), 31,1 (Co), 34,8 35,3 35,4 (Cs Cer CH,S),
38,2 (Cs), 39,5 39,7 (Cra Csa), 65,5 (Cs), 71,9 (Crv), 73,9 74,0 74,1 (Cx Cy Cx), 83,5 (Cx), 86,4
(Cr), 118,5 (Cqa), 126,8 (Car2 Care), 128,6 (Cars Cars), 131,9 (Cars), 133,5 (Cant), 139,6 (Cs), 149,1
(Cqa), 152,6 (C2), 155,3 (Cqa), 170,4 172,2 173,7 174,7 (COPh COCHSS C Cy)

Synthese du composé 32
Cette synthése est effectuée avec le composé 24 (40,00 mg, 0,13 mmoles) et du coenzyme A
(50,00 mg, 65,14 umoles). Le composé 32 est par la suite purifié et conduit a 23 mg de

produits purs (gradient linéaire, tr = 6,71 min).

Composé 32 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]-N-pényl(piperazin-1-yl)-1-méthanone

NH,
N BN
N
1d 2d 8</ f\
; N/—\N O O N N/) 2
Z 5
N W o
4d SdE/\ W/\/ 2 or OH 3 21
HQ oH
0=P—OH
OH

C34H50N9O15PsS
M=997 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05% / CH3CN 98/2 — 60/40

Rdt:35%

SM : (ESI, m/z) 996,8 (M-H)-
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RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,76 (s, 3H, Me), 0,90 (s, 3H, Me), 2,46 (m, 2H, Hy¢"), 2,73 (m, 2H, Hy), 3,23 (t, 2H, 3Jun = 6,6
Hz, Hs), 3,36 - 3,60 (m, 13H, Hiqa Haqa Hsa Haa CH2S Hi- Hs), 3,88 (m, 1H, Hi), 4,03 (s, 1H,
Hs), 4,26 (m, 2H, Hs), 4,61 (m, 1H, Hy), 4,86 (m, 2H, H> Hy), 6,16 (d, 2H, 3Ju.u = 5,6 Hz, Hy),
7,47 (m, 5H, Har), 8,23 (s, 1H, H>), 8,55 (s, 1H, Hs)

RMN 13C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,1 (Me), 20,7 (Me), 31,0 (Co), 32,5 (CH2S), 35,3 35,4 (Cs- Cs), 38,2 (Cs~), 41,9 42,2 45,4 46,9
(C1a Caaq Caq Caq), 65,3 (Cs), 71,7 (Cr), 73,7 73,8 74,0 (C2» Cy Cs), 83,4 (Cy), 86,3 (Cr), 118,3
(Cqa), 126,6 (Car2 Car2 Car), 128,7 (Cars Cass), 130,5 (Cars), 133,8 (Cann), 139,8 (Cs), 149,0 ( Cqa),
152,4 (C), 155,1 (Cqa), 170,4 172,6 173,7 174,6 (COPh COCH,S C7- Cy)

O Etape de déprotection des molécules protégées par un groupement Boc
Protocole de déprotection de la fonction amine
Les molécules 25 a 28 sont déprotégées par 1 mL d’une solution de TFA (0,5 mL) dans le
CH2Cl> (0,5 mL). Cette solution est agitée 10 min puis le TFA est évaporé sous vide. Les
résidus obtenus sont dissous dans de I’eau (10 mL) puis lyophilisés. Les produits déprotégés
sont purifiés par CLHP et donnent les produits de déprotection sous forme d’une poudre
blanche.

Obtention du composé 33

Ce composé est réalisé a partir du composé 25 (0,13 g, 0,13 mmoles). Il est ensuite purifié par

CLHP (46,00 mg, gradient linéaire, tg = 19,20 min).
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Composé 33 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]propane-1,3-diamine

NH,
N S
N
8/
O <N |N/)2
HZNM\/N /\/N 5
S
\fh 7(\/ W OH’ OH ﬂs-oz}' 3}
Ho  of
O:F:’—OH
OH
Ca6H16NoO17P5S
M=881 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05% / CH3CN 100/0 — 60/40

Rdt:40%

SM : (ESI, m/z) 880,4 (M-H)-

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,86 (s, 3H, Me), 0,97 (s, 3H, Me), 1,91 (m, 2H, Haa), 2,49 (t, 2H, *Jun = 6,8 Hz, H¢"), 2,71 (t, 2H,

3Jun = 6,8 Hz, Hy), 3,03 (t, 2H, 3Jun = 7,6 Hz, Hiq) 3,31 (s, 2H, CH:S), 3,33 - 3,40 (m, 4H, Hsq

Hs-), 3,51 (t, 2H, ®Ju.n = 6,3 Hz, Hs), 3,65 (dd, 1H, 3Jur = 4,4 Hz Jun = 9,9 Hz, Hy), 3,89 (dd,
H, 3Jur = 5,0 Hz Jun = 9,8 Hz, Hr’), 4,05 (s, 2H, Hs"), 4,30 (m, 2H, Hs), 4,63 (m, 1H, Hy),

4,90 (m, 2H, H> Hy), 6,24 (d, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Hr), 8,46 (s, 1H, H>), 8,68 (s, 1H, Hs)

RMN 1C : (D,O, 75 MHz, & ppm)
18,6 (Me), 21,0 (Me), 26,8 (Caa), 31,4 (Co), 35,0 35,5 35,6 (CH:S Cer Cs'), 36,7 37,2 (Cra Caa), 38,5
(Cs), 65,3 (Cs), 72,3 (Crv), 74,0 74,1 74,4 (Cy Cy Cx), 83,4 (Cy), 87,8 (Cr), 118,6 (Cqa), 142,8
(Cs), 145,4 (C5), 150,0 (Cqa), 173,1174,1 174,8 (Cs» COCH,S Cr)
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Obtention du composé 34

Ce composé est issu du composé 26 (67,00 mg, 67,32 umoles). Apres purification par CLHP,

25 mg de produits purs sont obtenus (gradient linéaire, tr = 15,54 min).

Composé 34 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]butane-1,4-diamine

% f
d  3d H N Q N /) 2
/\/\/ /\/ )
HN \fhs 7(\/ W OH OH ‘% 307‘

"ol 1'
H(I) oH
0=P—OH
OH

Co7HasNoO17P3S
M=895 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05% / CH3CN 100/0 — 60/40

Rdt:41%

SM : (ESI, m/z) 894,5 (M-H)-

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,84 (s, 3H, Me), 0,95 (s, 3H, Me), 1,63 (m, 4H, Hzq Hsa), 2,48 (t, 2H, 3Ju.n = 6,3 Hz, He'), 2,68 (t,
2H, 3Jun = 6,6 Hz, Hy), 3,00 (t, 2H, 3.1 = 7,2 Hz, Hia), 3,24 (t, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Hua), 3,27 (s,
2H, CH-S), 3,36 (t, 2H, 3Jun = 6,6 Hz, Hs), 3,49 (t, 2H, *Ju.n = 6,3 Hz, Hs), 3,64 (m, 1H, Hy"),
3,90 (m, 1H, Hy-), 4,03 (s, 1H, Hs"), 4,29 (m, 2H, Hx), 4,61 (m, 1H, Hy), 4,88 (m, 2H, H> Hz),
6,21 (d, 2H, 3Jun = 5,3 Hz, Hr), 8,44 (s, 1H, H>), 8,67 (s, 1H, Hs)
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RMN 1C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,6 (Me), 21,1 (Me), 24,4 25,6 (Caa Csa), 31,4 (Co), 35,1 35,6 35,7 (CH.S C¢ Cs), 38,6 (Cs), 39,2
39,3 (Cia Cad), 65,3 (Cs), 72,2 (Cr), 74,2 74,4 74,5 (Co Cy Cx), 83,3 (Cy), 87,7 (Cr), 143,0 (Cs),
144,8 (C), 150,1 (Cqa), 174,9 174,2 172,8 (Cy» COCH:S Cr)

Obtention du composé 35

Le composé 35 est obtenu a partir du composé 27 (67,00 mg, 66,40 pmoles). Ce composé est

purifié par CLHP pour donner 17 mg de produits purs (gradient linéaire, tr = 15,45 min).

Composé 35 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]pentane-1,5-diamine

NH,

/fN
N AL P

\/\/\/
e 3d N\fhs/\/Nm/\/ W OH’ OH EOB

3 2HA L
Hcl) oH
0=P~-OH

OH

CasHs50NoO17P5S
M=909 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05% / CH3CN 100/0 — 60/40

Rdt: 28%

SM : (ESI, m/z) 908,5 (M-H)-

RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,85 (s, 3H, Me), 0,96 (s, 3H, Me), 1,39 (m, 2H, Haq), 1,55 (m, 2H, H»q), 1,67 (m, 2H, Haa), 2,49

(t, 2H, 3Jun = 6,3 Hz, H6"), 2,69 (t, 2H, 3Jun = 6,7 Hz, Hg”), 2,99 (t, 2H, 3Jun = 7,6 Hz, H1d), 3,21
(t, 2H, 3Jun = 6,9 Hz, Hsq), 3,26 (s, 2H, CH2S), 3,36 (t, 2H, 3Ju.n = 6,6 Hz, Hg"), 3,49 (t, 2H, *Jun
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= 6,3 Hz, Hx), 3,65 (m, 1H, Hy+), 3,90 (m, 1H, Hy"), 4,04 (s, 1H, Hy), 4,30 (m, 2H, Hs), 4,62 (m,
1H, Hy), 4,90 (m, 2H, Hy Hy), 6,21 (d, 2H, 3J1n = 5,4 Hz, Hy), 8,44 (s, 1H, H,), 8,67 (s, 1H, H)

RMN 1C : (D,O, 75 MHz, 6 ppm)
18,6 (Me), 21,1 (Me), 23,2 (Csa), 26,6 ( Caa), 28,0 (Caa), 31,4 (Cy), 35,1 35,6 35,7 (CH,S Cs Cx),
38,6 (Cs), 39,5 39,6 (C1a Csa ), 65,2 (Cx), 72,2 (Cr), 74,1 74,4 74,5 (C» Cy Cx), 83,5 (Cy), 87,7
(Cr), 143,2 (Cs), 144,9 (C), 150,0 (Cqa), 172,7 174,2 175,0 (C4» COCH,S Cr)

Obtention du composé 36

Ce composé est préparé a partir du composé 28 (64,00 mg, 64,45 pmoles). Il est obtenu pur
(20,00 mg) apres purification par CLHP (gradient linéaire, tg = 15,67 min).

Composé 36 N-[2-(S-coenzyme A)acétyl]pipérazine

NH,
N BN
N
s |
1d 2d <
HN N 2 N 2N S x ('P') (IF? " N/) 2
4" AN T 5
s 3N o0 o o
ST Y T O o T
4d 3d O o) o) ~ 4 g3z 2
HQ oH
0=P—OH
OH

Ca7H16NoO17P5S
M=893 g/mol

Condition de purification : TFA 0,05% / CH3CN 100/0 — 60/40

Rdt: 35%

SM: (ESI, m/z) 892,4 (M-H)-
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RMN H : (D20, 300 MHz, 6 ppm)

0,85 (s, 3H, Me), 0,97 (s, 3H, Me), 2,50 (m, He¢"), 2,74 (m, 2H, Ho), 3,27 - 3,53 (m, 8H, Hi4 Had
Hsq Hua), 3,48 - 3,59 (m, 4H, CH:S Hy-), 3,65 (m, 1H, Hy), 3,87 (m, 3H, Hi” Hs), 4,04 (s, 1H,
Hs), 4,30 (m, 2H, Hs), 4,62 (m, 1H, Hy), 4,89 (m, 2H, H> Hy), 6,23 (d, 2H, 3Ju.u = 5,2 Hz, Hy),
8,46 (s, 1H, H>), 8,68 (s, 1H, Hy)

RMN 13C : (DO, 75 MHz, 6 ppm)

18,3 (Me), 20,9 (Me), 31,1 (Co), 32,5 (CH.S), 35,4 35,5 ( C¢ Cs), 38,2 38,9 42,9 43,1 (C1a Caa Caa
Cua Gg), 64,9 (Cs), 72,0 (Crv), 74,1 74,2 74,3 (Cx Cz Cs), 82,8 (Cx), 87,5 (Cr), 142,3 (Cs), 144,4
(C2), 149,8 (Cqa), 170,5174,0 174,7 (C4» COCHS C77)
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Matériels et méthodes : Enzymologie

Matériels

O Matériels communs aux expériences

L’eau utilisée pour la préparation des milieux et des diverses solutions est déminéralisée a

I'aide d’un appareil de filtration Millipore (PURELAB maxima, ELGA labwater).

La stérilisation du matériel est effectuée en autoclave.

O Produits et Matériels pour la production et la purification d’enzyme de fusion

Un plasmide de type pGEX-6P-3 porteur du gene de résistance au chloramphénicol, du géne
codant pour p300 (1284-1660), d'un gene de résistance a l'ampicilline et un promoteur
inductible a l'isopropyl-p-thiogalactopyranoside (IPTG) a été construit a Montpellier par le
Dr. Baneres (Institut des biomolécules Max Mousseron, Université de Montpellier). Ce
plasmide code pour I'enzyme p300 (1284-1660) avec une étiquette Glutathion S-Transférase

(GST) dans la partie N-terminale et une étiquette 6-Histidines dans la partie C-terminale.

p300 (résidus 1284-1660) avec Séquence (Annexe 3) 68 000 Da
une étiquette 6-Hist et GST e =69 070 M-1.cm!

Des colonies de bactéries Escherichia coli (E.coli) de souche BL21 contenant de "’ADN
recombinant de PCAF (1-832, étiquette GST en N-terminale) et ampicilline résistant, des
extraits nucléaires de cellules HeLa (mélange d’'HATs) ainsi que de la protéine PCAF
accrochée sur des billes d’agarose-GST nous ont été données par une collaboratrice, le Dr.

Briet (Laboratoire de Biologie Moléculaire Eucaryote, équipe du Dr. Trouche).

PCAF (résidus 1-832) avec Séquence (Annexe 4) 93 013 Da sans la GST
une étiquette GST 119 013 Da avec la GST
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Les différents sels utilisés pour la préparation du milieu de culture minimal 9 (milieu M9) ou
des tampons proviennent de plusieurs fournisseurs: Sigma-Aldrich, Fluka, Alfa-Aesar,

Accros et SDS.

Les cellules bactériennes E.coli de souche rosetta(DE3) ainsi que le milieu enrichi SOC
(composé de 2% de tryptone, 0,5% d’extrait de levure, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSOs, 20 mM de glucose) sont fournis par VWR.

Les milieux de cultures Lennox Broth Base® (LB) et Lennox Broth Agar (LB agar) ont été
commandés chez Invitrogen. Les antibiotiques, ampicilline (sel de sodium) et
chloramphénicol, proviennent de chez Sigma. L'IPTG vient de chez Acros et le fluorure de

phénylméthylsulfonyle (PMSF) a été fourni par Alfa-aesar.

La chromatographie d’affinité est réalisée a 1'aide d'une suspension de billes d’agarose
couplées au glutathion (Glutathione Sepharose 4 Fast flow, capacité de liaison: 10 mg de

protéine/mlL, taille des particules : 90 pM) commandée chez Amersham.

Les gels de polyacrylamide a 10% utilisés viennent de chez Gene application LTD (protein
GeBaGel, 8 cm x 7,5 cm, 10 puits). La coloration des protéines du gel est réalisée avec un
révélateur a base de bleu de Coomassie en provenance de chez Fermentas. Le marqueur de
taille, mélange de protéines colorées de poids moléculaire connu, provient également de

chez Fermentas.

La membrane de dialyse (Spectra/Por 4 dialysis membrane, MWCO : 12 000-14 000 Da) est

fournie par Spectrumlabs®.

Le réactif de Bradford a été commandé chez Sigma. Le sérum albumine bovin a été

commandé chez Bio-Rad.

Les tubes de concentration (Nanosep, filtre 30 kDa) proviennent de chez Pall corporation.
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O Produits et matériels pour I’enzymologie

L’acide 5-5’-dithiobis-2-nitrobenzoique (DTNB) a été commandé chez Alfa-aesar.
Les histones totales sont issues du thymus du veau (type IIA) et ont été fournies par Sigma.

L’[*H]acétylcoenzyme A (250 uCi, 4,1 Ci/mmol) provient de chez Amersham.

Le papier de chromatographie Whatman est de type P-81, nous y ferons référence sous le

nom de papier Whatman.
Le liquide de scintillation Ecolume™ provient de chez MP Biomedicals.
L’enzyme p300 (1284-1673) commerciale et le peptide H3-19 ont été fournis par Biomol.

International. Le peptide H4-8 a été commandé chez Millegen et il a également été synthétisé

sur support solide au sein de I'équipe (Dr. Baudoin C.).

Séquence Poids
moléculaire

p300 (résidus 1284-1673) (Annexe 5) 45100 Da
H4-8 (résidus 14-21 de la partie N- Ac-GAKRHR2KV-NH> 991,6 Da
terminale de I'histone humaine H4)

H3-19 (résidus 5- 23 de la partie N- | Ac- 2068,4 Da
terminale de I'histone humaine H3) | QTARKSTGGMKAPRBKQLAT2K-

NH»

O Milieux de culture et tampons

Le milieu de culture LB est préparé comme indiqué par le fabricant.

Le milieu de culture minimal M9 est composé de : NaxHPO4,7H>O (48 mM), KHPO, (22
mM), NaCl (8,6 mM), NH4Cl (18,7 mM), MgSO, (3 mM) et CaCl» (100 pM).

Les différents tampons utilisés sont décrits ci-dessous :
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Tampon phosphate (PBS) pH 7,3

Tampon d’élution pH 8

140 mM NaCl

50 mM Tris-HC1

2,7 mM KCl 25 mM glutathion réduit
10 mM Na,HPO,
1,8 mM KH>PO4
Tampon de dialyse pH 7,9 Tampon PCAB pH 7,9
20 mM Tris-HCl 50 mM HEPES
0,5mM EDTA 0,1 mM EDTA
100 mM KClI 50 pg/mL BSA

10% de glycérol

Tampon IPH pH 8 Tampon carbonate
50 mM Tris base NaHCO; 50 mM, pH 11,5
150 mM NaCl Na,COs 50 mM, pH 7,8
5mM EDTA

0,5% NP40

Solution pour I’électrophorése

Tampon Q

25 mM Tris base
192 mM glycine
0,1% SDS

3,2 M guanidinium-HCl (agent dénaturant)
dans un tampon phosphate (Na,HPO, 100
mM+ NaH>PO, 100 mM, pH 6,8)

La solution de PMSF est préparée dans de l'éthanol absolu et conservée a -20°C. Les
solutions de glucose (solution a 20%), d'IPTG (solution a 0,1 M) et d"antibiotiques (solutions
a 100 mg/mL pour I'ampicilline et a 34 mg/mL pour le chloramphénicol) sont préparées

dans I'eau.

Avant dépot des échantillons sur le gel, ces derniers sont mélangés a une solution
dénaturante composée de Tris base (200 mM), de glycérol (10%), de SDS (2%), de pB-
mercaptoéthanol (0,2%) et de bleu de bromophénol (0,2%).

La solution de DTNB utilisée dans les tests est a 20 mM. Elle est préparée dans un tampon

phosphate (Na,HPO; 100 mM + NaH>PO,; 100 mM) a pH 6,8 et contient 10 mM d’EDTA.
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Meéthodes

N.B : Les expériences utilisant 1'élément radioactif ont été réalisées par le Dr. Briet, habilitée a

manipuler la radioactivité, et ont été effectuées dans établissement agréé, I'IBCG.

O Transformation des cellules rosetta(DE3) compétentes par choc thermique

La transformation est un transfert génétique au cours duquel I’ADN libre, nu en solution est
introduit dans une bactérie réceptrice. E.coli, la bactérie réceptrice, n’est pas naturellement
compétente, c'est-a-dire qu’elle n’est pas apte a capturer 'ADN environnant. Afin de
permettre la pénétration du plasmide dans la bactérie, nous avons utilisé une technique qui
consiste a placer les bactéries dans un milieu riche en calcium et a faire subir au mélange un

choc thermique.

Protocole
Les manipulations ont été faites sous une atmosphere stérilisée par la flamme d'un bec
Bunsen. Le tube, les pointes de pipetman et la boite de pétri contenant le LB Agar ont été
stérilisés. Les bactéries et le plasmide sont placés dans la glace pendant 15 min. Dans un
tube :

- 20 pL de cellules sont introduites,

- 2 pL d’ADN recombinant sont ajoutés, le tube est agité, centrifugé et placé dans

la glace 5 min,

- le tube est placé exactement 30 s dans un bain marie a 42°C,

- puis le tube est placé 2 min dans la glace.
Une fois ce lapse de temps écoulé, 80 pL de SOC sont ajoutés dans le tube et celui-ci est
incubé, sous agitation, a 35°C pendant 1h. Dans une boite de pétri contenant une gélose de
LB-Agar-Ampicilline a 100 pg/mL, 100 pL de bactéries transformées y sont déposées et

étalées, puis la boite est incubée a 37°C toute la nuit.
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O Production de p300 (1284-1660) fusionnée a la GST

Le matériel utilisé a été stérilisé et les manipulations sont effectuées sous atmosphere
stérilisée par un bec Bunsen. La mise au point du protocole de production de cette enzyme
ainsi que les tests de viabilité de cette méthode ont été réalisés a Montpellier par le Dr.

Baneres.

Protocole

Deux ou trois colonies sont prélevées sur le gel de LB Agar et sont inoculées a une mini-
culture constituée de 5 mL de LB, de chloramphénicol a 34 pg/mL et d’ampicilline a 100
png/mL. Le milieu est agité la journée a 37°C. Par la suite, une pré-culture est débutée par
ensemencement de 50 pL. de mini-culture dans 50 mL de milieu LB contenant de I'ampicilline
(100 ng/mL) et du chloramphénicol (34 ng/mL). Le milieu est agité la nuit a 35°C.

La culture de p300 est réalisée dans 2 x 500 mL de milieu M9, auquel est ajouté une solution
de glucose (0,2% finale), du chloramphénicol (34 pg/mL), de I'ampicilline (100 pg/mL) et
500 pL de pré-culture. La croissance des cellules s’effectue a 35°C, jusqu'a la phase de
croissance exponentielle (DOgsoonm = 0,5-0,7). La production de p300 est induite par I'IPTG (0,1
mM finale) et du glucose est ajouté au milieu de culture (0,2% finale). L'induction s’effectue a
25°C et dure 5h a la suite desquelles les cellules sont centrifugées 10 min a 7500 rpm, a 4°C.
Les culots cellulaires sont repris dans du tampon PBS froid (4°C), centrifugés a nouveau et

placés a -80°C.

O Purification de p300 (1284-1660) de fusion par chromatographie d’affinité

Toutes les manipulations sont réalisées a 4°C.

Protocole

Les culots cellulaires initialement a -80°C, sont décongelés dans de la glace pendant 30 min.
Puis ils sont solubilisés dans 20 mL de tampon PBS auquel une solution de PMSF (ImM
finale) est ajoutée. Les cellules de la solution obtenues sont lysées en discontinu 5 x 30
secondes avec 30 secondes de pause entre chaque pulsation (sonicateur Vibra cell-Bioblock
Scientific, 50% du cycle actif, puissance 3). Les débris cellulaires sont sédimentés par

centrifugation pendant 30 min a 10 000 rpm. Le surnageant est récupéré et est mis en contact,
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sous agitation douce, durant une nuit avec 400 pL de la suspension de bille d’agarose
couplée au glutathion, préalablement lavées avec du tampon PBS (5 x 1 mL). Cette mise en
contact permet a la partie GST de p300 de se fixer a son substrat, le glutathion. Le mélange
surnageant+bille est déposé dans une colonne ouverte munie d'un robinet. Les billes-
glutathion-GST-p300 sont lavées avec 2 x 20 mL de tampon PBS. Les billes sont ensuite
éluées avec 1,7 mL (fraction 1) + 1,7 mL (fraction 2) d"une solution de glutathion (tampon
d’élution). Les fractions sont réunies et placées dans un tube de dialyse d'une longueur
appropriée. La membrane est ensuite placée dans 1L de tampon de dialyse sous agitation.
Deux dialyses sont réalisées, la premiére d'une durée de 7h, I'autre dure toute la nuit. Suite a
la dialyse, la protéine en solution (1,5 mL) est récupérée et une électrophorese sur gel est
alors effectuée. Un premier gel montre que la protéine est contenue dans la fraction 1 qui est
alors concentrée 10 fois par centrifugation (8000 rpm) dans un tube de concentration. La

protéine est ensuite conservée a -80°C.

Electrophoreése sur gel de polyvacrylamide

L’électrophorese permet de séparer des protéines selon leur poids moléculaire, par migration
sous l'effet d'un courant électrique. Le protocole suivi est celui fourni avec l'appareil a
électrophorese (appareil GebaRunner, Gene Bio-Application Ltd). Les échantillons sont
préparés et déposés sur le gel. La migration a lieu sous une tension de 160 mV pendant 1h30.
Le gel est ensuite séparé de sa cassette et lavé a I'eau 3 x 15 min. Puis il est recouvert de
colorant et teinté sous agitation pendant 1h. Enfin, le gel est décoloré a 1'eau et seuls les
complexes protéines-Bleu de Coomassie restent teintés.

Sur le gel ci-dessous, on peut voir la fraction protéique concentrée et la bande correspondant

a p300 (1284-1660).
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Purification sur billes-glutathion
Purification sur billes-glutathion+billes Ni-NTA|
170 kDa
130 kDa
95 kDa
72 kDa < 68 kDa
p300 (1284-1660)
55 kDa avec tag histidine et tag
GST
43 kDa
34 kDa
26 kDa

Gel de polyacrylamide apres électrophorese (a gauche : échelle de taille, a droite : échantillon contenant

p300 purifiée)

O Production de PCAF (1-832) fusionnée a la GST

Le matériel utilisé a été stérilisé et les manipulations sont effectuées sous une atmosphere
stérilisée par un bec Bunsen. Les bactéries contiennent I’ADN codant pour la protéine PCAF

entiere fusionnée avec la GST.

Protocole

Deux ou trois colonies sont prélevées sur le gel de LB Agar et sont inoculées a une mini-
culture constituée de 3 ml de LB d’ampicilline a 100 ng/mL. Cette mini-culture est agitée la
journée a 37°C. Une pré-culture est préparée en inoculant 50 uL de mini-culture a 50 mL de
milieu LB contenant de I'ampicilline (100 pg/mL finale). La croissance des cellules se déroule
sous agitation pendant une nuit a 35°C.

La culture de PCAF est effectuée dans 3 x 500 mL de milieu LB auxquels sont ajoutés une

solution de glucose (20% finale), de I'ampicilline (100 pg/mL) et 500 pL de pré-culture. La
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croissance des cellules s’effectue a 35°C jusqu’a la phase de croissance exponentielle (DOgoonm
= 0,5-0,7). La production de PCAF est induite par ajout d'IPTG (0,1 mM finale). L'induction
s’effectue a 25°C et dure 5h a la suite desquelles les cellules sont récoltées par centrifugation
10 min a 7500 rpm. Les culots cellulaires sont suspendus dans du tampon PBS, centrifugés a

nouveau et placés a -80°C.

O Purification de PCAF (1-832) de fusion par chromatographie d’affinité

Chaque étape de la procédure de purification est réalisée a 4°C.

Protocole

Les culots cellulaires initialement a -80°C, sont décongelés dans de la glace pendant 30 min.
Les culots de cellules sont repris dans 20 mL de tampon PBS+PMSF (1 mM finale) et lysés en
discontinu 5 x 30 secondes avec 30 secondes de pause entre chaque pulsation (sonicateur
Vibra cell-Bioblock Scientific, 50% du cycle actif, puissance 3). Le lysat obtenu est centrifugé
30 min a 10 000 rpm afin de séparer les débris cellulaires de la protéine qui se retrouvera
dans le surnageant. La purification démarre avec 1'ajout de 400 pL de bille-glutathion au
surnageant. Le contact entre bille et surnageant est maintenu sous agitation durant une nuit.
Ce mélange est ensuite placé dans une colonne et le surnageant est évacué. Les billes restées
sur la membrane de la colonne, sont lavées avec 4 x 30 mL de tampon PBS. Le décrochage de
PCAF est effectué par élution avec 1,7 mL (fraction 1) + 1,7 mL (fraction 2) + 1mL (fraction 3)
de tampon d’élution. Aucune dialyse n’est réalisée pour PCAF. Une premiére électrophorese
sur gel est effectuée et montre que la protéine est contenue dans la premiere fraction qui est
alors concentrée 10 fois, par centrifugation, a I'aide d'un tube de concentration. La protéine

est introduite dans un tube, 20 pLL de glycérol y sont ajoutés et la tube est placé a -80°C.

Electrophorése sur gel de polyvacrylamide

Le protocole est le méme que celui appliqué pour p300. Les bandes caractéristiques de PCAF
sont observées entre 95 et 130 kDa, une bande correspondant a I'enzyme avec 1'étiquette

GST, l'autre correspondant a I’enzyme sans étiquette.
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170 kDa
130 kDa
— Bandes caractéristiques

de PCAF (1-832)
119 kDa avec tag GST

MA

95 kDa
72 KDa

55 kDa

43 kDa

34 kDa

26 kDa

17 kDa

Gel de polyacrylamide apres électrophorese (a gauche : échelle de taille, a droite : échantillon contenant

pCAF purifiée)

O Dosage des protéines p300 (1284-1660) et PCAF (1-832)

La méthode de dosage utilisée pour quantifier p300 et PCAF est la technique de Bradford.
Cette méthode colorimétrique est basée sur la réaction qui se produit entre le réactif, le bleu
de coomassie et les protéines. Le réactif rouge/brun donne une coloration bleue en présence
de protéines. L'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité de protéines dans
I’échantillon. Cette méthode est sensible et permet de détecter des concentrations de 1'ordre

du pg/mL.

Protocole

Afin de déterminer la quantité d’enzyme obtenue a l'issue de la production, une courbe
étalon est réalisée avec de l'albumine de sérum bovin (BSA). La gamme d’étalonnage
préparée contient 750 pL de réactif de Bradford + 0, 5, 10, 15, 20, 25 pg de BSA et chaque
échantillon est complété a 775 pL avec de l'eau. Aprés 10 min d’incubation, la DO est

mesurée a 595 nm. La droite étalon typique obtenue est la suivante :
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Droite étalon pour le dosage protéique par la méthode de Bradford

1.0

DO =0,03224 g + 0, 4573
R?=0,998

40

m,,, proteine

Le dosage de l'enzyme produite (p300 ou PCAF) se fait par la mesure de la DO d'une

solution contenant 750 pL de réactif de Bradford et 25 pL de solution contenant la protéine.

O Test de I'activité catalytique de p300 (1284-1660)

Afin de vérifier si I'enzyme produite est active, un test HAT a été réalisé suivant une
méthode colorimétrique décrite par Thompson et al. (Thompson et al, 2004). Cette technique,
non radioactive consiste a doser la quantité de coenzyme A produite a I'issue de la réaction
d’acétylation par p300. Il s’agit d'un dosage indirect, le groupement thiol du coenzyme A
réagit avec le DTNB (réactif d'Ellman) produisant du 5’-thionitrobenzoate (NTB) qui est dosé
par spectrophotométrie UV-visible a 412 nm. Un test composé du tampon PCAB, du peptide
H4-8 (250 uM, 12,5 nmoles) et de l'acétylcoenzyme A (500 pM, 25 nmoles) dans un volume

total de 50 pL a été effectué et sert de témoin négatif.
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Réaction entre le DNTB et le coenzyme A

Protocole

Des solutions d’acétylcoenzyme A dans le tampon PCAB et de peptide H4-8 dans le tampon
PCAB également, sont préparées. Le test est réalisé avec 250 pM (12,5 nmoles) de H4-8 et 500
uM (25 nmoles) d’acétylcoenzyme A, p300 (1,8 a 2,9 uM, 88 a 147 pmoles) dans un volume
complété a 50 pL avec le tampon PCAB. La réaction est initialisée par I'ajout d’enzyme et
dure 1h a 30°C. Ce lapse de temps écoulé, la réaction est stoppée avec 100 uL de tampon Q et
50 pL de solution de DTNB sont immédiatement ajoutées. Le mélange est placé a 30°C
pendant 5 min au bout desquelles 200 pL d’eau sont incorporés au milieu. La DO est alors

relevée a 412 nm.

O Tests d’activité HAT de PCAF (1-832)

L’activité enzymatique de PCAF a été vérifiée par une méthode radioactive utilisant le
[FH]acétylcoenzyme A. Le test est réalisé dans le tampon IPH. Une solution du peptide H3-19
dans le tampon IPH est préparée et PCAF est diluée, si nécessaire, dans ce méme tampon. Ce
test consiste a mesurer la quantité de [3H]acétyl-peptide produite lors de la réaction
d’acétylation par PCAF. La réaction est initiée par 1'ajout d’[*H]acétylcoenzyme A. Le témoin
négatif de ce test est constitué de tampon IPH, de peptide H3-19 (50 uM, 1,5 nmoles) et de
[FH]acétylcoenzyme A (2 uM, 60 pmoles).

Protocole
Le milieu réactionnel, d"un volume total de 30 pL, composé de H3-19 (50 uM, 1,5 nmoles), de
PCAF (144 nM, 4,3 pmoles) et de [*H]acétylcoenzyme A (2 pM, 60 pmoles) est incubé a 30 °C

pendant 25 min. Apres incubation, le milieu réactionnel est déposé sur du papier Whatman
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P-81. Apres deux lavages rapides au tampon carbonate (volume suffisant pour couvrir le
papier), le papier est rincé pendant 30 min sous agitation a T° ambiante. Le papier est lavé
rapidement a l'acétone et séché. Ce dernier est introduit dans un tube a scintillation

contenant 4 mL de liquide de scintillation. Enfin le comptage est effectué.

O Détermination du Km pour le peptide H4-8 et p300 (1284-1660)

La valeur de la constante de Michaelis-Menten Ky permettant d’évaluer l'affinité de p300
pour son substrat H4-8 a été déterminée. Pour atteindre Ky, I'équation de Michaelis—-Menten
va étre utilisée et nécessite que des valeurs de vitesse initiales Vo soient déterminées. La

méthode employée est radioactive et utilise de I'[3BH]acétylcoenzyme A.

Equation de Michaelis - Menten : Vo = Vimax [S]/Ku + [S]

Ces tests seront réalisés avec l'enzyme commerciale p300 (1284-1673). La réaction
d’acétylation se réalise dans le tampon IPH et dans un volume de réaction de 30 pL. Les
différentes valeurs de vitesses initiales Vo ont été obtenues pour une concentration fixe
d’[*H]acétylcoenzyme A a 2 uM et pour les concentrations en peptide H4-8 suivantes : 2, 5,
10, 20, 50, 100 et 250 uM (0,06 ; 0,15; 0,3, 0,6 ; 1,5; 3 ; 7,5 nmoles). La réaction est initiée par
'ajout d’[*H]acétylcoenzyme A.

Protocole

Le milieu réactionnel, d’'un volume total de 30 pL, composé de tampon IPH, H4-8 , de p300
(296 nM, 8,9 pmoles) et d’[*H]acétylcoenzyme A (2 pM, 60 pmoles) est incubé a 30 °C
pendant 25 min. Apres incubation, le milieu réactionnel est déposé sur du papier Whatman
P-81. Apres deux lavages rapides au tampon carbonate, le papier est rincé pendant 30 min
sous agitation a température ambiante. Le papier est lavé rapidement a I'acétone et séché. Ce
dernier est introduit dans un tube a scintillation contenant 4 mL de liquide de scintillation.
Enfin le comptage est effectué.

Les données obtenues ont été modélisées par régression non-linéaire a 1'aide du logiciel

GraphPad Prism 5. La valeur obtenue de Kest de 29 + 9 pM.
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O Deétermination de la concentration en inhibiteur nécessaire a 'inhibition de 50% de

I'activité HAT (ICso) de p300 (1284-1673)

Méthode non radioactive

Les concentrations nécessaires pour inhiber 50% de l'activité HAT de p300 ont été
déterminées pour chacun des inhibiteurs a l'aide du test avec le DTNB. La concentration en
inhibiteur a été déterminée par dosage spectrophotométrique en assumant & =16 800 M-1.cm-
1 pour le coefficient d’extinction molaire a 259 nm. Les valeurs de DO sont relevées a 412 nm,
et il a été vérifié que les inhibiteurs n'absorbent pas a cette longueur d’onde. Des tests
réalisés avec de I'enzyme dénaturée (par chauffage, 10 min a 95°C) montrent que cette
derniere n’apporte aucune contribution a la valeur d’absorbance relevé a 412 nm. Pour
chaque inhibiteur, un témoin négatif composé du tampon PCAB, du peptide H4-8 (250 uM,
12,5 nmoles) et de I'acétylcoenzyme A (500 uM, 25 nmoles) dans un volume total de 50 uL a
été effectué. De plus, pour chaque série de mesures correspondant a un inhibiteur, un témoin
positif sans inhibiteur comprenant le tampon PCAB, du peptide H4-8 (250 uM, 12,5 nmoles),
de I'acétylcoenzyme A (500 pM, 25 nmoles) et p300 (0,35 pM, 17,7 pmoles) dans un volume

total de 50 pL a été mis en place.

Protocole
L’enzyme commerciale p300 (1284-1673), le peptide H4-8 et les divers inhibiteurs sont
préalablement dilués ou préparés dans le tampon PCAB et conservés dans la glace. Le milieu
réactionnel d’un volume total de 50 pL est constitué :

- De peptide H4-8 (250 uM, 12,5 nmole)

- D’acétylcoenzyme A (500 uM, 25 nmoles)

- D’inhibiteur (Lys-CoA, 1a, 1b, composés 25 a 36, DS1 (Soupaya D., 2007))

- De p300 (0,35 uM, 17,7 pmoles)

- De tampon PCAB,
Les réactifs sont introduits dans 1'ordre dans lequel ils sont cités. La réaction est initiée par
I'enzyme. Le milieu réactionnel est incubé 1h a 30°C puis la réaction est stoppée avec 100 pL
de tampon Q et 50 pL de solution de DTNB sont ajoutées juste apres. Le mélange est placé a
30°C pendant 5 min au bout desquelles 200 uL d’eau sont ajoutés au milieu. La DO est alors
mesurée a 412 nm. Les inhibiteurs testés, les concentrations utilisées et l'activité HAT

résiduelle mesurée en présence d’inhibiteur (% AR), sont consignés dans le tableau suivant :
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Inhibiteur Concentration en puM
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Méthode radioactive

L’enzyme commerciale p300 (1284-1673), le peptide H4-8 et les divers inhibiteurs sont
préalablement dilués dans le tampon IPH dans lequel les réactions ont lieu. Les composés 25
a 36, DS1 (Soupaya D., 2007), DS2 (Soupaya D., 2007), CLI1.46 (Dr. Lherbet C.) ainsi que la
référence Lys-CoA ont été testés. Les tests sont réalisés avec des concentrations en inhibiteurs
aléatoires, non prises dans 'ordre, sur 2 jours différents en tenant de I'activité de I'enzyme
du jour. Un témoin négatif contenant le tampon IPH, le peptide H4-8 (267 uM, 8 nmoles) et le
[FH]acétylcoenzyme A (2 uM, 60 pmoles) ainsi qu'un controdle positif constitué de tampon
IPH, de peptide H4-8 (267 pM, 8 nmoles), de [*H]acétylcoenzyme A (2 uM, 60 pmoles) et de
p300 commerciale (296 nM, 8,9 pmoles), dans un volume total de 30 uL, ont été réalisés pour

chaque série de mesure associée a un inhibiteur.

Protocole

Dans un tube en plastique, sont introduits dans I'ordre, le tampon IPH, le peptide H4-8 (267
uM, 8 nmoles), l'inhibiteur (concentrations variables), p300 (296 nM, 8,9 pmoles) et
I'[*H]acétylcoenzyme A (2 uM, 60 pmoles). La réaction est initiée avec I'ajout de
[FH]acétylcoenzyme A. Le milieu, d'un volume total de 30 pL, est placé 25 min a 30 °C a
I'issue desquelles il est déposé sur du papier Whatman P-81. Ce papier est lavé rapidement
deux fois avec du tampon carbonate puis lavé durant 30 min sous agitation avec ce méme
tampon, a T° ambiante. Puis, le papier est rincé rapidement a 'acétone et séché. Enfin, le
papier est introduit dans un tube a scintillation contenant 4 mL de liquide de scintillation et

le comptage est effectué.

Le tableau suivant donne I'activité HAT observée (%AR) apres 25 min d’incubation avec

'inhibiteur.

Inhibiteur Concentration en uM

DS1 1 10 50 100 200 500 1000
% AR 100 100 100 74 64 18 8
DS2 1 10 50 100 200 1000 2000
% AR 100 100 100 100 100 41 26
CLI.46 0,1 1 5 10 50 100 500
% AR 100 92 90 39,5 11 17 10
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Inhibiteur Concentration en uM
Lys-CoA 0,25 0,5 1 2 10
% AR 67 61 35 25
la 10 30 50 100 200
% AR 98 27 30 15 6,5
1b 1 2 5 10 20 50 100
% AR 55 37 16 15 5 2 2
25 0,5 2 5 10 20 100
% AR 84 71 42 25,5 17 6
26 0,2 0,5 1 10
% AR 59 51 23 0
27 0,1 0,5 2 10
% AR 40 26 13 0
28 5 10 30 40 50 200 500
% AR 100 100 89 97 83 45 27
29 0,5 1 5 10 20
% AR 60 38 1 9 0
30 0,1 0,25 0,5 2 10
% AR 64 55 59 32 6,5
31 0,1 0,2 0,5 2 10
% AR 80 63 35 14 1
32 5 10 15 20 40 100 200
% AR 84 97 79 67 41 20 12
33 0,1 0,3 0,5 1 10
% AR 100 100 37 54 10
34 0,1 0,2 0,5 2 10
% AR 70 62 26 9,5 3
35 0,2 0,3 0,5 1 10
% AR 100 55 26 21 20
36 1 2 5 10 20 100 200
% AR 100 100 74 72 43 12 9

229



Matériels et méthodes : Enzymologie

O Deétermination de la concentration en inhibiteur nécessaire a 'inhibition de 50% de

I'activité HAT de PCAF (ICs)

L’enzyme produite PCAF (1-832), le peptide H3-19 et les divers inhibiteurs sont
préalablement dilués ou préparés dans le tampon IPH dans lequel les réactions sont
réalisées. Les composés 27, 31, 36, DS1, ainsi que la référence Lys-CoA ont été testés avec des
concentrations en inhibiteurs prise de fagon aléatoire, sur 2 jours différents en tenant compte
de l'activité de I'enzyme du jour. Un témoin négatif composé du tampon IPH, du peptide
H3-19 (50 uM, 1,5 nmoles) et d’[*H]acétylcoenzyme A (2 uM, 60 pmoles); ainsi qu'un controle
positif constitué de tampon IPH, de peptide H3-19 (50 pM, 1,5 nmoles),
d’[*H]acétylcoenzyme A (2 pM, 60 pmoles) et de PCAF (144 nM, 4,3 pmoles) ont été effectués

pour chaque série de mesure correspondant a un inhibiteur.

Protocole

Le milieu réactionnel contenant du tampon IPH, du peptide H3-19 (50 uM, 1,5 nmoles),
l'inhibiteur (concentrations variables), PCAF (144 nM, 4,3 pmoles), dont la réaction est initiée
avec l'ajout d’[*H]acétylcoenzyme A (2 uM, 60 pmoles), est placé 25 min a 30 °C. Puis, ce
milieu est déposé sur du papier Whatman P-81. Ce papier est lavé rapidement deux fois au
tampon carbonate puis lavé durant 30 min sous agitation avec ce méme tampon, a
température ambiante. Le papier est ensuite rincé rapidement a 'acétone et séché. Enfin, ce
dernier est introduit dans un tube a scintillation contenant 4 mL de liquide de scintillation et
le comptage est entrepris.

L’activité HAT observée (%AR) aprés 25 min d’incubation avec I'inhibiteur a été relevée et

figure dans le tableau suivant :
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Inhibiteur Concentration en uM

Lys-CoA 10 100 200 500 1000
% AR 100 74 32 19 4
27 0,1 2 10 100 500
% AR 100 91 35 4 1
31 0,1 2 10 100 500
% AR 100 83 48 4,5 0
36 0,2 2 10 100 500
% AR 100 95 72 16 4
DS1 0,1 2 10 100 500
% AR 96,5 52 20 1 0
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Annexe 1 : Spectre RMN 'H des composés 25 et 33 (300 MHz,D-0O)
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Annexe : 2 Spectre RMN 'H du composé 29 (300 MHz,D-O)
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Annexe 3: Séquence du domaine HAT de p300 (1284-1660) (Montpellier, Dr. Banéres)

1284-

KENKFSAKRLPSTRLGTFLENRVNDFLRROQNHPESGEVTVRVVHASDKTVEVKPGM
KARFVDSGEMAESFPYRTKALFAFEEIDGVDLCFFGMHVQEYGSDCPPPNQRRVYISYLDS
VHFFRPKCLRTAVYHEILIGYLEY VKKLGYTTGHIWACPPSEGDDYIFHCHPPDQKIPKPKR
LOQEWYKKMLDKAVSERIVHDYKDIFKQATEDRLTSAKELPYFEGDFWPNVLEESIKELEQE
EEERKREENTSNESTDVTKGDSKNAKKKNNKKTSKNKSSLSRGNKKKPGMPNVSNDLSQ
KLYATMEKHKEVFFVIRLIAGPAANSLPPIVDPDPLIPCDLMDGRDAFLTLARDKHLEFSSL
RRAQWSTMCMLVELHT-1660
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Annexe 4 : Séquence de PCAF (1-832) (Toulouse, Dr. Briet)

1-
MSEAGGAGPGGCGAGAGAGAGPGALPPQPAALPPAPPQGSPCAAAAGGSGACGPATA
VAAAGTAEGPGGG GSARIAVKKA QLRSAPRAKK LEKLGVYSAC KAEESCKCNG
WKNPNPSPTPPRADLQQIIV SLTESCRSCS HALAAHVSHL ENVSEEEMNR LLGIVLDVEY
LFTCVHKEEDADTKQVYFYL FKLLRKSILQ RGKPVVEGSL EKKPPFEKPS IEQGVNNFVQ
YKFSHLPAKERQTIVELAKMFLNRINYWHLEAPSQRRLRSPNDDISGYKE NYTRWLCYCN
VPQFCDSLPRYETTQVFGRT LLRSVFTVMR RQLLEQARQE KDKLPLEKRT LILTHFPKFL
SMLEEEVYSQNSPIWDQDFLSASSRTSQLG IQTVINPPPV AGTISYNSTS SSLEQPNAGS
SSPACKASSGLEANPGEKRKMTDSHVLEEAKKPRVMGDIPMELINEVMST ITDPAAMLGP
ETNFLSAHSARDEAARLEERRGVIEFHVVGNSLNQKPNKKILMWLVGLONVFSHQLPRM
PKEYITRLVFDPKHKTLALI DGRVIGGICFRMFPSQGFTE IVFCAVTSNE QVKGYGTHLM
NHLKEYHIKHDILNFLTYAD EYAIGYFKKQ GFSKEIKIPK TKYVGYIKDY EGATLMGCEL
NPRIPYTEFSVIIKKQKEIIKKLIERKQAQIRKVYPGLSCFKDGVRQIPIESIPGIRETGWKPSGK
EKSKEPRDPDQLYS TLKSILQQVK SHOQSAWPFME PVKRTEAPGY YEVIRFPMDL
KTMSERLKNRYYVSKKLFMA DLQRVFTNCK EYNPPESEYY KCANILEKFF FSKIKEAGLI
DK-832

237



Annexes

Annexe 5 : Séquence de I’enzyme p300 (1284-1673) commerciale

1284-
KENKFSAKRLPSTRLGTFLENRVNDFLRRONHPESGEVTVRVVHASDKTVEVKPGMKARF
VDSGEMAESFPYRTKALFAFEEIDGVD  LCFFGMHVQEYGSDCPPPNQ  RRVYISYLDS
VHFFRPKCLRTAVYHEILIGYLEY VKKLGYTTGHIWACPPSEGDDYIFHCHPPDQKIPKPKR
LOQEWYKKMLDKAVSERIV HDYKDIFKQA TEDRLTSAKELPYFEGDFWP NVLEESIKEL
EQEEEERKREENTSNESTDVTKGDSKNAKKKNNKKTSKNKSSLSRGNKKKPGMPNVSND
LSQKLYATMEKHKEVFFVIRLAGPAANSLPPIVDPDPLIPCDLMDGRDAFLTLARDKHLEF
SSLRRAQWSTMCMLVELHT QSQDRFVYTC NEC-1673
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Histone Acetyltransferases : Design, synthesis and evaluation of inhibitors

Chromatin is the state in which DNA and histone proteins are packaged within eukaryotic
cells. Post-translational modifications of histones permit localized decondensation and
remodeling that facilitates the progress of transcriptional activity. Histone acetylation,
regulated by histone acetyltransferases, is one of these modifications. HATs play a key role
in a variety of cellular processes and function as transcriptional co-activator. Deregulation or
mutation of these enzymes is associated with the manifestation of several diseases,
predominantly cancer. Here, we describe the development and biological evaluation of
bisubstrate inhibitors of p300 and PCAF, which may have therapeutic applications for the
treatment of HAT-mediated cancers.
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