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Les tanins sont impliqués dans le pouvoir gustatif d’un vin de par leur possibilité d’interagir
avec certaines protéines. Cette interaction induit la précipitation du complexe tanin-protéine,
propriété exploitée lors du collage des vins rouges de Bordeaux. De méme, ’interaction des
tanins avec des protéines de la salive a pour conséquence de provoquer la sensation
d’astringence en bouche. Le but de cette thése est de déterminer la nature de cette interaction
d’un point de vue chimique et physique. Cet objectif nécessite trois étapes clés : la synthése des
deux protagonistes de I’astringence, I’étude structurale des protéines spécifiques, et I’interaction
tanin-protéine en milieu aqueux ou hydroalcoolique. Ces divers aspects devraient conduire a une
meilleure compréhension de la typicité des vins d’une maniére générale ainsi qu’a I’étude
d’autres protéines susceptibles d’interagir avec les tanins durant I’étape de clarification des vins,

les protéines du collage.
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Chapitre I INTRODUCTION :
INTERACTION TANIN-PROTEINE : LA CLE
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Lors de la dégustation d’un vin rouge diverses caractéristiques sont prises en
compte : comme la robe, la couleur, la texture et la souplesse, mais au-dela de ces aspects
visuels, les sensations tactiles et gustatives en bouche apparaissent comme primordiales afin
de définir le caractére propre d’un vin. La reconnaissance, au niveau buccal, d’un vin rouge
est ainsi fortement basée sur son potentiel «tannique ». La communauté des cenologues
s’attache donc a relier la qualit¢ d’«un tanin» a ses propriétés d’auto-agrégation et
d’association avec les protéines, les polysaccharides et les alcaloides'”. Dans le vin, ces
propriétés sont en relation avec les qualités appelées corps, structure et souplesse d’un vin.
Les tanins s’agreégent avec les protéines, donc ont un réle dans la stabilité colloidale et le gofit.
En effet, ils sont capables de précipiter les protéines originaires du raisin ou de la levure, mais
aussi les protéines rajoutées lors du collage telles que I’albumine ou la gélatine. La sensation
de sécheresse en bouche lors de la dégustation d’un vin rouge, serait liée, quant a elle, a
I’interaction entre les polyphénols issus du vin avec les protéines de la salive® : cette sensation
est appelée I’astringence. Aristote (384-322 av. JC) fut le premier a ouvrir le débat concernant
I’astringence pergue comme une sensation tactile ou gustative. Aujourd’hui, I’ensemble de la
communauté scientifique associe I’astringence a une sensation tactile”” tant d’un point de vue

physique® que perceptif™'®.

Ce phénomene d’astringence serait la somme de plusieurs effets tels que la
sécheresse (perte de lubrification), la rugosité (différence de texture dans la cavité orale) et la

. . 11-13
rétraction des muqueuses

. Ces notions sont tout a fait subjectives étant donné que
I’astringence est usuellement définie par des tests de dégustation, or il est évident que toute
¢tude sensorielle dépend de la perception de chacun. Les individus possédent des taux de
sécrétions salivaires plus ou moins importants et donc ont une perception différente’®.

L’astringence est liée a I’interaction entre certains tanins et les protéines de la

41516 1 a salive est un fluide aqueux contenant protéines, glycoprotéines, glycolipides,

salive
polysaccharides et ions organiques'’. L’une des principales fonctions de ces composés est de
lubrifier la surface muqueuse'®. 70% des protéines sécrétées par les glandes parotide et

submandibulaire appartiennent a la famille des PRPs"*°

, constituées majoritairement par 3
résidus (proline, glycine et glutamine jusqu’a 88%). Les PRPs sont les protéines salivaires
ayant le plus d’affinité pour les tanins, en raison de leurs multiples séquences riches en
proline'. L’astringence serait principalement due a I’interaction entre les tanins et les PRPs’'
car celles-ci constituent un lubrifiant buccal. D’ailleurs, Kallithraka et al?* observent un

changement de la distribution des protéines salivaires aprés dégustation d’un vin rouge.
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L’acteur causal de I’astringence est donc le Tanin, appartenant a la grande famille
des polyphénols. Ainsi, la notion d’astringence est reliée a la notion de tanin qui a été utilisée
pour la premiere fois par Seguin (1796) pour décrire le matériel dans les barriques de chéne.
Les flavan-3-ols mono et polymériques sont les principaux constituants phénoliques du vin®.
IIs sont issus des parties dures des grappes de raisin (pépins et pellicule) durant la

fermentation®* mais pas de la pulpe®.

Dans ce qui suit nous allons donc rappeler ce qui est connu sur les deux partenaires

de I’astringence, les protéines de la salive et les tanins.

I. 1. LES PROTEINES DE LA SALIVE

D’apres les derniéres informations des banques de données, recherche effectuée
jusqu’en 2002, plus de 50 protéines et peptides, distinctes par leur structure et leur réle, ont
¢té mis en évidence dans la salive humaine. Deux types de protéines constituent les acteurs
forts de la lubrification salivaire, les mucines et les protéines riches en proline (PRPs). Les
mucines constituent 26% des protéines totales de la salive, principalement sécrétées par la
glande sublinguale®®. La grande majorité des protéines salivaires appartient & la super famille
des Protéines Riche en Proline, appelées PRPs. Les PRPs ont la capacité de précipiter les
tanins. D’autres protéines ont une certaine affinité pour les tanins comme les histatines - dont
12 ont été identifiées’” qui sont de petits peptides cationiques et antifongiques riches en
résidus histidines ayant des roles de défense contre des agents pathogénes salivaires - ou
encore les statherines, cystatines, mucines et o-amylases qui ont un role contre les
microorganismes oraux>". La répartition de ces protéines ainsi que leur nature dépend du

donneur (sexe, age, alimentation...).

I. 1. 1. Les Protéines Riches en Proline (PRP)

Les Protéines riches en Proline (PRPs) constituent environ 2/3 des protéines totales

sécrétées par la glande parotide et par le conduit submandibulaire'*2°

. L’expression de ces
protéines suit un schéma constitutif, c’est a dire qu’elles ne sont produites en masse qu’en

présence d’agents activateurs, ce qui explique leur relative faible abondance dans la cavité
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orale, en terme de concentration. Malgré cela de hauts niveaux sont présents chez les
primates, contrairement a d’autres especes tels que les chevaux, chiens et chats qui ne les
synthétisent pas. Dans la grande famille des muridés, les PRPs ne sont présentes de manicre
naturelle qu’en infime quantité, mais la présence d’agents activateurs tels qu’un type de

catécholamine ou les tanins, induit une forte augmentation de leur concentration.

L 1. 1.a. La notion de multifamille

A ce jour, plus d’une vingtaine de PRPs ont été identifiées dans la salive humaine.
Elles sont classées en trois groupes selon leur nature chimique et leurs charges

caractéristiques qui leur conférent des propriétés basiques ou acides, plus ou moins

phosphorylées ou encore en fonction de leur aptitude a fixer covalemment un groupement
carbohydrate, on les appelle dans ce cas les glycosylées®. Leur appartenance a une
multifamille vient d’un précurseur nucléotidique commun. En effet toutes ces protéines ne
sont codées que par seulement 6 génes dotés d’un fort polymorphisme®. Deux génes codent
pour les acides, les autres pour les basiques et les glycosylées’'. Pour chaque géne, un
précurseur est traduit puis il est clivé par des convertases par protéolyse post-

transcriptionnelle ce qui explique le haut degré de similarité entre les différentes protéines™”.

1. 1.1.b. Roles des PRPs

Tous leurs roles ne sont pas encore totalement identifiés. Cependant, comme toutes
protéines, les rdoles des PRPs au sein de I’organisme sont dictés par leurs groupements
fonctionnels. Elles sont impliquées dans de nombreuses réactions enzymatiques et dans les
processus de reconnaissance biologique chez I’homme. Elles sont aussi connues pour avoir de

multiples fonctions de défense au sein I’organisme.

Les PRPs acides possedent des sites de liaison spécifiques de 1’ion calcium (avec un
nombre de sites variable en fonction des protéines™) et pourraient agir comme un réservoir a
calcium permettant le maintien de I’homéostasie calcique dans la bouche”. Différentes
actions vont en ce sens: elles lient le calcium et inhibent la croissance des cristaux

d’hydroxyapatite 4 la surface des dents**>°

, phénomeénes reliés au processus de minéralisation
dentaire et jouent un role dans la stabilisation des sels de phosphate de calcium dans la
salive’’. Les protéines basiques glycosylées agissent comme des lubrifiants®® et fixent les

bactéries buccales® de sorte qu’une augmentation du taux de PRPs basiques entraine une
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diminution de la formation de caries*. Plus récemment, leur role antiviral a été démontré, par

1**2. En ce qui

liaison aux virus et plus particulierement a une protéine du manteau du HIV-
concerne les PRPs basiques, aucun role spécifique n’a encore été identifié. En revanche, ces
protéines basiques ont une trés forte capacité a fixer les polyphénols. En effet, toutes les PRPs
possédent cette propriété mais les basiques de part leur structure fibrillaire sont davantage
aptes a neutraliser les effets néfastes des tanins alimentaires, par complexation et
précipitation® . Cette propriété constitue un rdle protecteur contre le potentiel toxique et
carcinogénique des tanins alimentaires®****’. En effet, les PRPs liant les tanins préviendraient

du cancer de I’cesophage™.

I. 1. 2. Les PRP basiques

Les PRPs basiques représentent ~23% des protéines totale de la salive'’, sécrétées
majoritairement par la glande parotide ** mais aussi par les glandes Ebner. La majorité des
¢tudes faites sur les PRPs utilisent un donneur humain unique mais trés peu de différences en
composition ont été mises en évidence d’un individu a 1’autre par comparaison entre les

différentes études.

L 1. 2. a. Diversités des PRPs basiques

L’ensemble des PRPs présente une forte homologie de séquence du fait du peu de
nombre de geénes codant pour ces protéines. En effet six génes seulement codent pour les
PRPs basiques, acides et glycosylées. De plus, le nombre important des PRPs (pas encore
identifié¢ a ce jour) provient de dégradations protéolytiques post traductionnelles des produits
du gene. La présence d’une enzyme kallikreine-like dans la salive parotide humaine, enzyme
de dégradation protéolytique spécifique de ces protéines’’, pourrait expliquer cette
multiplicité.

Elles peuvent étre séparées en deux groupes polymorphiques distincts selon leur
poids moléculaire dont Ps1 et Ps2 pour le groupe de haut poids moléculaire et de IB1 a IB9

pour le second groupe de faible poids moléculaire avec peu ou pas de carbohydrates.

L 1. 2. b. Structure primaire des PRP basiques
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A ce jour onze PRPs basiques ont été mises en évidence . La figure I-1 représente

un alignement de séquences de dix PRPs dont la structure primaire est connue (d’apres

Kauffman et al.>?).

(a)
IB7: SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDNKSR >’
IBS8c : GS--—-SA®!
IB9 : R ~----SPR®!

IB4: SPPGKPQGPPQQEGNNPQGPPPPAGGNPQQPQAPPAGQPQGPPRPPQGGRPSRPPQ™

IB5 : K GKPQGPPPPGGNPQQPQAPPAGKPQGPPPPPQGGRPPRPAQGQQPPQ’

IB8b : GRPQGPPQQGGHQQGPPPPPPGRPQGPPPQGGRPQGPPQGQSPQH

(b)
1B7 :
SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDNKSR ¥
IB1 :
ENLNEDVSQEESPSLIAGNPQGAPPQGGNKPQGPP . SPR”
11-2 :
PS . SPR”
(©)
IB7 : SPPGKPQGPPPQGGNQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDNKSR ¥
IB6 : A-----GS-----QSARSPPGKPQGPPQQEGNNPG
PPPPAGGNPQQPQAPPAGQPQGPPRPPQGGRPSRPPQ! !
IB8a: QSAKPQGPPQGGKPQGPPPQGG

NKPQGPPPQGK(Q,K,2G,3P)SARSPPGKPQGPPQQEGNNPQGPPPPAGGNP(2A,2R, D,9E, 15P, 7G)GSKSR |72

Figure I-1 : Comparaison de dix séquences de PRPs, d’aprés Kauffman er al.”. Les
résidus en rouge et/ou soulignés représentent des micro-séquences fréquemment
rencontrées dans la chaine peptidique. Les tirets remplacent les acides aminés identiques
par rapport a la séquence d’IB7 et les points indiquent des délétions. Les nombres en fin
de séquence correspondent au nombre de résidus aminés dans la protéine. (a) : Protéines
basiques dites « classiques » ayant une trés forte homologie de séquence. (b) : Séquence
primaire de la protéine basique IB7 comparée aux deux protéines phosphorylables IB1 et
[I-2. (c): Séquence primaire de la protéine basique IB7 comparée a deux protéines
glycosylables, IB6 et IB8a.
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L’ensemble de ces protéines est principalement constitué par trois résidus : la proline
(40% £ 2), la glycine (21% £ 2) et la glutamine (17% = 3). Ces trois acides aminés
représentent donc 70 a 85% des résidus totaux dans les protéines. Certaines micro-séquences
sont inscrites en tandem dans la chaine peptidique tel qu’un nonapeptide PPGKPQGPP
(représenté en rouge dans la figure I-1) ainsi qu’un pentapeptide PQGPP (souligné dans la
figure I-1). La figure I-1 (a) offre une vision claire de la superposition en séquence des
protéines basiques dites « classiques ». Entre IB7, IB8c et IB9 I’identité compte pour 95% des

I. >*** montrent également une forte homologie entre IB5 et IB4 pour plus

résidus. Saitoh et a
de 70%, de méme Shibata et al. *° remarquent des ressemblances frappantes entre IB9, IB8c

et IB5 (72% entre 1B9 et 1BS5).

IB1 et II-2 sont des phosphoprotéines basiques qui contiennent 35 résidus
supplémentaires en partie amino-terminale (N-ter). Leur phosphorylation potentielle sur la
serine 8 leur procure des propriétés moins basiques que les « classiques ». Cependant la
protéine IB7 s’inscrit parfaitement dans la partie carboxy-terminale (C-ter) de ces deux
protéines (figure I-1 (b)). IB8a et IB6 sont quant a elles potentiellement glycosylables,
propriété émanant des résidus en partie C-ter. En effet, Kauffman e al. démontrent que 1B9
constitue pour partie IB6 a laquelle est rajoutée en partie C-ter une extension d’une trentaine
de résidus®®. Malgré cette différence fonctionnelle, ’alignement de séquences avec IB7 sur la

partie N-ter est remarquable (figure I-1 (c)).

II est intéressant de noter qu’une grande homologie de séquence existe aussi entre les

protéines acides et basiques.

I. 1. 3. Choix d’une protéine et d’un peptide modéles

Les PRPs sont les protéines les plus représentées en nombre dans la salive humaine.
Au sein de cette multifamille, les protéines basiques ont le plus d’affinité pour les
polyphénols. Parmi elles, une protéine voit sa séquence reprise dans la majorité des autres, la
protéine IB7°2, une des plus petites des PRPs. Elle posséde 59 résidus répartis principalement
en 3 acides aminés : 25 prolines (42%), 13 glycines (22%) et 9 glutamines (15%) composant
ainsi la chaine peptidique pour 79%. Elle est superposable par trois reprises en segments de
12 résidus : PPGKPQGPPPQG comme le montre la figure I-2. Certaines microséquences sont

présentes de nombreuses fois comme le pentapeptide PQGPP répété 5 fois.
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SPPGKPQGPPPQGGNQPOGPP
PPPGKPQGPPPQGGNKPOQGPP

PPGKPQGPPPQGDNKSR *°

Figure [-2 : Séquence primaire de la protéine IB7 de la salive humaine composée de
59 résidus. En rouge est représenté un motif répété trois fois et un second motif trés
ubiquitaire est souligné.

La protéine IB7 apparait comme un bon mod¢le représentatif des PRPs. Nous nous
sommes également intéressés a un motif répété a trois reprises dans la protéine IB7 et trés
ubiquitaire dans I’ensemble de la population des PRPs, la partie N-ter de la protéine IB7
appelée 1B7,4, car constituée des 14 premiers résidus de la chaine peptidique

(nerSPPGKPQGPPPQGG™....).

I. 2. LES TANINS

Les composés phénoliques ont un rdle primordial en cenologie, notamment ils sont
responsables des différences de couleur et de saveur entre vins blancs et rouges. Ils
interviennent dans la matieére colorante du vin de part les anthocyanes libres ou combinées
aux tanins. Les tanins appartiennent a cette grande famille. IlIs sont indispensables a la
réalisation d’un vin de qualité, ils participent a des propriétés organoleptiques telles que le
«corps », la « charpente » ou encore le « volume » du vin’°. La saveur du vin résulte en partie
des propriétés physico-chimiques des tanins et de leurs caractéristiques structurales. Ces

propriétés étant nécessaires a la compréhension du comportement organoleptique des tanins.

Une premicre définition physico-chimique des tanins est donnée par Bate-Smith et
Swain™’ : « composés phénoliques solubles dans 1’eau, possédant une masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Da, qui en plus de la réactivité usuelle des composés phénoliques,
ont la capacité de faire précipiter les alcaloides, la gélatine et les autres protéines ». Il y a alors

formation de colloides dont la dimension est comprise entre 10 nm et 1 m environ.
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Ces métabolites secondaires sont localisés dans les feuilles, 1’écorce et les fruits de
nombreuses plantes. IlIs font ainsi partie intégrante de notre alimentation (vin, thé, divers

fruits...).

I. 2. 1. Les tanins du vin et du raisin

Les tanins du vin et du raisin sont responsables des propriétés dites « positives »
telles que le corps d’un vin, mais également de propriétés « négatives » comme la rusticité ou
I’agressivité. Ils sont par nature astringents, c'est-a-dire capables de donner des combinaisons

stables avec les protéines.

Les tanins appartiennent a la classe abondante des polyphénols caractérisés par leurs
multiples groupements phénoliques. Les tanins sont séparés en deux grandes catégories selon
leur composition chimique : les tanins condensés qui sont des procyanidines, ou oligoméres
de flavan-3-ol principalement composés d’unités monomériques de type é€picatéchine en
majorité et catéchine (1) ou des prodelphinidines composés d’unités monomériques de type
(épi)gallocatéchine, et les tanins hydrolysables, esters de 1’acide gallique et ses dérivés
souvent estérifiés avec le glucose dont le pentagalloyl glucose est le précurseur (2).
Certaines especes végétales synthétisent également des tanins mixtes constitués d’unités de

type tanin hydrolysable et de type tanin condensé reliées par une liaison carbone-carbone.

La présence de ces deux types de tanins dans le vin a des origines différentes. En
. , . . . . .. , - 59
effet, les tanins condensés proviennent directement des parties solides du raisin, pépins™ et

60,6

pellicule®®®!, alors qu’en quantité moindre, les tanins hydrolysables sont issus du bois et cédés

au vin lors de la macération des lors que les vins sont élevés en fit de chéne.
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Figure I-3 : Formules chimiques développées du monomére flavan-3-ol, 1, et du

penta galloyl glucose, le plus représenté¢ des gallotanins, 2. R; = OH, R, = H:
épicatéchine ; R; = H, R, = OH : catéchine ; A : cycle phloroglucinol ; B : cycle catéchol ;
C : cycle pyrane ; G = acide gallique.

I. 2. 2. Les tanins condensés

Les tanins les plus rencontrés dans le vin appartiennent a la famille des tanins
condensés. Leur teneur globale dans les vins rouges a été estimée entre 1 et 4 g.L”', dépendant
du cépage et des conditions climatiques et de la vinification. Les tanins condensés font partie
de la famille des flavonoides. Ils posseédent comme unité structurale fondamentale le noyau
flavane. Ils sont également appelés proanthocyanidines, nom provenant de leur capacité a
libérer des anthocyanidines de couleur rouge par rupture de la liaison interflavane en milieu
acide et en conditions d’oxydation. Les tanins condensés ont une masse comprise entre 500 et

20000 Da en fonction de leur degré de polymérisation et de différents tissus de plantes' '

L 2.2.a. Nature des proanthocyanidines et degré de

polymérisation

La grande diversité structurale de ces flavan-3-ols résulte du nombre de groupes
hydroxyles, de leurs positions sur les noyaux aromatiques A et B, de la stéréochimie des
carbones asymétriques du cycle pyrane C ainsi que du nombre et du type de liaisons dites

« interflavaniques » entre les unités monomériques. Nous ne parlerons ici que des dérivés de

27

oG



flavan-3-ols ayant la catéchine ou I’épicatéchine comme unités de construction, mais certains

peuvent étre estérifiés notamment par 1’acide gallique.

Les propriétés des proanthocyanidines dépendent de leur structure et particulierement
de leur degré de polymérisation. Les tanins ont ainsi la propriété d’auto-association jusqu’a
former des complexes plus ou moins importants. Il existe deux classes de dimeres de
flavan-3-ol en fonction de la nature de la liaison reliant les unités monomériques. Les plus
abondants appartiennent a la série B (figure 1-4), pour lesquels la liaison se fait par des
liaisons C4-Cg (3) majoritaires ou C4-Cq (4). 11 existe aussi des polymeéres de type A (trés peu
représenté dans le vin et le raisin), ayant une liaison éther entre les carbones Cs ou C; de
I’unité terminale et le carbone C, de 'unité supérieure en plus de la liaison interflavane

existant dans la série B.

Les seuls trimeéres trouvés dans le vin posseédent deux liaisons de type B. Il existe
¢galement des polymeéres dans le vin, provenant des raisins dont le degré moyen de

polymérisation avoisine 10 dans les pépins de raisin et peut aller jusqu’a 30 dans la pellicule.
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WWWWWWW MMM
B1: R1=0OH ; R2=H ; R3=H ; R4=0OH N — B5: R1=0OH; R2=H ; R3=OH ; R4=H ———mmll
B2 : R1=OH ; R2=H ; R3=0OH ; R4=H el B6: R1=H; R2=OH ; R3=H ; R4=OH = i
B3 : R1=H ; R2=0OH ; R3=H ; R4=0OH o] B7 :R1=0OH; R2=H ; R3=H ; R4=OH  —emmsl
B4 : R1=H ; R2=0OH ; R3=0OH ; R4=H TTHIIIL B8 :R1=H; R2=0OH; R3=OH; R4=H - il
Nomenclature

B1 : épicatéchine-(43-8)-catéchine B5 : épicatéchine-(43-6)-épicatéchine
B2 : épicatéchine-(43-8)-épicatéchine B6 : catéchine-(43-6)-catéchine
B3 : catéchine-(4B-8)-catéchine B7 : épicatéchine-(43-6)-catéchine
B4 : catéchine-(43-8)-épicatéchine B8 : catéchine-(4B-6)-épicatéchine

Figure [-4 : Structure et nomenclature des procyanidines dimeéres de flavan-3-ols de

la série B : diméres liésen4 — 8§, 3, eten4 — 6, 4.

I. 2. 3. Choix du tanin modele

Les tanins condensés sont les plus abondants dans le vin et ils proviennent
directement des raisins. Parmi eux, les oligoméres sont les plus représentés en nombre. Etant
donné qu’ils sont quantitativement les plus importants, les dimeres et triméres pourront
représenter la population de tanins issus des pépins du raisin. La synthése par voie chimique
de ces composés a été optimisée pour le dimére B3 par Karine Barathieu® (au Laboratoire de

Chimie Organique et Organométallique), dont nous pouvons avoir des quantités de produits
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intéressantes. Le dimére B3 (catéchine-(4p-8)-catéchine) (figure 1-5) a donc été choisi comme

modele de tanin dans le raisin et le vin.

Figure [-5 : Structure semi-développée du dimere B3 (catéchine-(43-8)-catéchine).

I. 3. L’ INTERACTION TANINS-PROTEINES

I. 3. 1. Généralités

Les tanins sont des polyphénols qui agissent comme barricre protectrice de certaines

L16.6465 . o effet, Bate-Smith explique que, d’un

plantes vis-a-vis de la prédation animale
point de vue biologique, I’'importance des tanins dans les plantes provient de leur efficacité a
écceurer les prédateurs, animaux ou microbes. La propriété commune a tous les tanins est
d’€tre astringents en précipitant certaines protéines de la salive. La communauté scientifique
leur confére également des propriétés médicinales a la suite de leur ingestion par ’homme,
d’ou la théorie du « French paradox ». En effet, leurs multiples groupements phénoliques
auraient des effets antiradicalaire“, antioxydant67, anticancérigéne, antibactérien,
vitaminique... et préviendraient donc de maladies cardiovasculaires’®®®, de certains cancers,
d’infections bactériennes... Les effets néfastes des tanins sur la santé sont souvent oubliés,
mais ils perturberaient ’absorption minérale®, provoquent ’inhibition de certaines enzymes
digestives”® et participent au développement de certains cancers (comme celui de

48,71,72

I’cesophage) . Toutes ces propriétés dépendraient de leur structure méme et surtout de

leur degré de polymérisation.
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D’un point de vue du prédateur, I’interaction tanins-protéines joue un role protecteur
contre le potentiel toxique et carcinogénique des tanins alimentaires*®*’. A titre d’exemple,
citons la comparaison de ’homme avec le hamster”” : en effet, cet animal ne synthétise pas de
PRPs, donc lorsqu’il ingere des polyphénols il voit sa croissance ralentir, contrairement a
I’homme sur qui la présence de ce composé dans la nourriture n’a aucun effet phénotypique.
Pourtant si I’homme synthétise en continu les PRPs, cette synthese est fortement stimulée par
la présence de polyphénols suggérant que 1’induction de la synthése des PRPs constitue une

défense contre la présence des polyphénols dans ’alimentation’”,

I. 3. 2. Principes de la complexation

. : . . e . 76
Un mod¢le de complexation des tanins avec les protéines a été proposé par Haslam

puis raffiné par Saucier et Ribereau-Gayon’”’® dont le schéma est présenté figure 1-6 :

Interaction flavanols-protéines

o °9 ®
o

o ® Protéine

o /v .. Protéine

® —
o | _,o:.o /
e ® “—— o o

o Particule colloidale E E
de flavanols \ ) ® /—)\{\/\

®

Molécules de flavanols /_)\J\/\ o
®

;{‘%

Interaction flavanols-polysaccharides

77,78

Figure -6 : Modéle de précipitation des protéines par les polyphénols

31



Ce processus de complexation s’effectuerait en deux étapes: en premier lieu,
I’interaction est telle qu’un ou plusieurs tanins fixe(nt) la protéine formant une mono couche,
diminuant ainsi leur caractére hydrophile. Ensuite, 1’augmentation de la concentration en
protéines permettrait aux polyphénols de jouer le role d’agents pontants entre les différentes
molécules, grice a leur propriété multidentate”. La couche superficielle hydrophobe se
reformerait alors et entrainerait la précipitation des protéines. Cette précipitation pouvant étre
réversible par un ajout de protéine™, chacune n’étant apte a fixer qu’un nombre fixe de
polyphénols®' ou bien par ajout de polysaccharides avec lesquels les tanins se complexent ce
qui provoque une diminution de la liaison avec les protéines par effet compétitif*’. Cette
complexation pouvant étre favorisée par de nombreux facteurs (nature des protagonistes,
concentration, solvant, pH, force ionique...) d’ou I’'intérét de se rapprocher au mieux des

conditions naturelles.

I. 3. 3. Capacité d’interaction avec les polyphénols

Toutes les PRPs ont la capacité a complexer les polyphénols. La différence d’affinité
des protéines pour les tanins tient a leur nature chimique. Les PRPs acides et glycosylées
possédent une extension N- ou C-ter par rapport aux basiques. Ces extensions leur conférent
leurs propriétés « acides » ou « glycosylables » et induisent des conformations globulaires
(figure I-7-B), ne se prétant pas a la fixation de tanins, contrairement aux PRPs basiques,
fibrillaires (figure I-7-A). Les protéines acides ou glycosylées auxquelles sont clivées les
séquences leur conférant cette propriété (partie N-ter et partie C-ter respectivement)

retrouvent la méme affinité pour les tanins a I’image des PRPs basiques®’.

A E
Figure -7 : Deux assemblages possibles de protéines : en A : modele de protéine

fibrillaire, en B : modéle de protéine globulaire (d’aprés Cid et al.™).
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I. 3. 4. Nature du site de liaison

La structure tridimensionnelle des protéines est primordiale dans 1’interaction tanins-
protéines. Elles doivent adopter une structure ouverte, plus exposée au solvant, pour faciliter
I’approche des tanins. Il n’existe pas de séquences spécifiques d’interaction, seule leur
particularité a posséder en tandem des résidus proline, glycine et glutamine suffirait a
provoquer une forte affinité pour les polyphénols. Ces trois résidus suffisent a engendrer une
conformation ouverte et étendue a la protéine. Les nombreux résidus prolines joueraient un
role central dans cette interaction : la conformation du squelette proline, la restriction de la
conformation du résidu précédent la proline et la nature de I’amine et du carbonyle font de ce

résidu un site préférentiel pour I’interaction avec les polyphénols®.

Les principaux mécanismes d’interaction entre les tanins et les protéines sont au
nombre de trois, représentées sur la figure I-8: les interactions hydrophobes (forces
attractives de Van der Waals), les liaisons hydrogene et enfin les interactions de type ioniques

absentes au pH utilisé, acide.

Liaison hydrogene

Interaction —v
hydrophobe

Figure I-8 : Interaction des protéines avec les polyphénols®.
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A ce jour, la force majeure d’interaction n’a pas pu étre définie et liaisons hydrogene
ou interactions hydrophobes se battent la vedette. Ces deux forces d’interaction auraient un
role dans I’association polyphénols-protéines et I’ensemble de la littérature révele le flou
existant. Tous sont pourtant d’accord avec la nécessité¢ de la présence de prolines dans la
séquence peptidique : d’un coté car elle induit le caractére hydrophobe du squelette carboné et
de I’autre car la fonction carbonyle des prolines des PRPs, liée a une amide tertiaire, est
reconnue comme plus accepteur de liaisons hydrogeéne que les autres résidus possédant une
amide secondaire™. Ces liaisons hydrogéne seraient fournies pas les fonctions hydroxyles des

polyphénols'*.

L’empilement hydrophobe du phénol sur la proline serait le mode
d’interaction majeur’. Le cycle pyrrolidine de la proline offre un site ouvert et rigide
d’interaction avec la partie aromatique du phénol®. Le troisiéme type d’interaction, ionique,
est probablement moins importante mais peut s’ajoutter a I’ensemble des interactions

précédentes.

I. 4. OBJECTIFS ET PLAN DE LA THESE

L’astringence, vue comme une sensation tactile, est habituellement étudiée de
maniere tactile ou gustative. Ce travail concerne une premicre approche quant a 1’étude de
’astringence d’un point de vue physico-chimique : 1’adaptation conformationnelle du peptide
IB714 au sein du complexe IB7,4-B3 ainsi qu'une étude approfondie concernant la nature de

I’interaction pourrait nous amener a quantifier la notion d’astringence.

La compréhension de I’interaction tanin-protéine passe par leur étude structurale. En
effet, malgré I’importance de la relation structure-activit¢ des protéines, aucune ¢étude
structurale a I’aide de ces deux techniques n’a été entreprise sur de telles protéines a ce jour.
L’analyse du complexe formé lors de la mise en présence des deux composés peut prendre
différents chemins : en effet, ’adaptation de la conformation tridimensionnelle du peptide en
présence de tanins, tout comme la nature des liaisons et la nature des sites de fixation entre
tanin et protéine ou encore I’aspect thermodynamique du complexe (stcechiométrie et
constante de dissociation) sont des approches complémentaires quant a la compréhension de
I’interaction Tanin-Protéine. Le complexe est ainsi étudié par le biais de la spectrométrie de

masse, la RMN ainsi que la dynamique moléculaire.
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La multiplicité des techniques utilisées nous ameéne a considérer un premier chapitre
davantage théorique afin de bien comprendre le but de chacune d’entre elles dans notre étude,
le chapitre II. Ensuite, la synthése et la purification des polypeptides IB7,4 et IB7 ainsi que du
dimeére tannique B3, font 1’objet du chapitre III. L’étude structurale du peptide IB7,4 et de la
protéine IB7 fait I’objet du chapitre IV. Ceci a été réalis¢ par Dichroisme Circulaire (DC),
RMN et dynamique moléculaire. La mise en présence de diméres B3 avec le peptide ou la
protéine entraine la formation d’un complexe. Le chapitre V relate de cette interaction qui a
¢té mise en évidence par DC, spectrométrie de masse, RMN (1D et 2D) ainsi que par
dynamique moléculaire. Une conclusion générale et quelques perspectives termineront ce

mémoire.

35



36

Introduction :

Interaction Tanin-Protéine : la clé du « gout » ?



Chapitre II METHODES PHYSICO-

CHIMIQUES

37



38

Méthodes Physico-Chimiques



L’analyse structurale des peptides (IB7 et IB7,4) et de la procyanidine B3, ainsi que
I’¢tude de Dinteraction de ces composés au sein d’un complexe non covalent ont été
entreprises par différentes méthodes. Le dichroisme circulaire (DC) nous apporte des
renseignements de structure secondaire, puis la spectroscopie de résonance magnétique
nucléaire (RMN) multidimensionnelle suivi de la dynamique moléculaire (DM) nous
permettent d’accéder a la conformation tertiaire des peptides. L’interaction a pu étre mise en
¢évidence par spectrométrie de masse (SM), RMN et DM également. Nous allons rappeler

brieévement les principes de ces différentes techniques.

I1. 1. LE DICHROISME CIRCULAIRE

Le dichroisme circulaire est une technique largement développée pour étudier la
structure secondaire des protéines, car les spectres sont obtenus rapidement et sur de faibles
quantités de produits (de 8 a 80 g pour le peptide IB7,4 et de 35 a 350 ug pour IB7). Cette
spectroscopie de différence est sensible a la quantité et a 1’activité optique des molécules
chirales, qui, en interaction avec une lumiére polarisée, modifient leur absorbance. En effet,
un compos¢ chiral aura un spectre de DC caractéristique contrairement a un mélange
racémique. Dans le cas des protéines, seul I’'un des composés optiquement actif est présent
donc chaque protéine posséde une empreinte spectrale. Les spectres dichroiques sont tres
sensibles aux repliements de la chaine peptidique, et présentent alors des courbes différentes
selon la structure secondaire et ’arrangement spatial qu’adoptent les protéines®. Ainsi, le
pourcentage de chaque type de structure (hélice o, feuillet B, hélice de type II ou pelote
statistique . . .) peut étre obtenu en déconvoluant le spectre DC d’une protéine grace a des

spectres de peptides possédant des structures secondaires définies.

II. 1. 1. Principe

Selon la loi de Beer-Lambert, si Iy est I’intensité de la lumiére entrant dans la cellule

et I I’intensité sortant, I’absorbance A est définie par la relation suivante :
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c étant la concentration dans 1’échantillon (en molaire), I 1a longueur de la cellule de
mesure (en cm) et € est le coefficient d’extinction molaire (ou coefficient d’absorption
molaire, en M'.cm™). Le dichroisme circulaire est I’absorption différentielle par un
chromophore des deux composantes circulaires gauche et droite du champ électrique d’une
lumiere polarisée plane. On mesure la différence d’absorption de la lumiére entre les deux

coefficients d’extinction molaire, définie de la maniére suivante :

1
cl

As = AA

OB
--O0Or

Apres la traversée de 1’échantillon, la résultante de ces composantes décrit une
ellipse dans le plan perpendiculaire a la direction de propagation. L’ellipticité, appelée v, est
définie par tan y = (a/b), a et b étant respectivement les demi petit et demi grand axes de

I’ellipse®’. Lellipticité molaire est enfin décrite par la relation suivante :

= 3300 A [1]

L’ellipticité molaire [0] est exprimée en deg.dmol™.cm?, Y en degrés.

Dans le cas des protéines, le chromophore dominant 1’absorption dans I’UV lointain
(180 a 240 nm) est la liaison peptidique. Chaque liaison peptidique étant un chromophore,
I’ellipticité molaire mesurée doit étre pondérée par le nombre de liaisons peptidique dans la

protéine étudiée, noté n :

[9 ]: 3300 Ac
n

[2]

L’ellipticité molaire [0] est notée de la méme mani¢re que pour I’équation [1] en

accord avec la littérature, mais elle devient Iellipticité molaire par résidu.

II. 1. 2. Courbes standard et méthode de déconvolution

Il. 1. 2. a. Meéthode de déconvolution

11 existe de nombreuses méthodes pour déconvoluer les spectres de DC. En général,

la déconvolution des spectres expérimentaux utilise une bibliothéque de structures connues

88-90

d'apres des expériences préalables de RMN ou de diffraction aux rayons X™ . Il est donc
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d'autant plus fiable que le nombre de structures dans la base de données est important. La
fiabilit¢ des structures standards a été¢ assurée par ’utilisation de peptides synthétisés au
laboratoire. De plus, les déconvolutions effectuées au moyen des banques préexistantes
utilisent des protéines standards dont les familles de structures ont été déterminées par rayons
X ou RMN. Or, certaines structures comme [’hélice de type II ou encore les protéines
membranaires n’apparaissent pas dans les banques données, d’ou I’intérét de confectionner
nous-mémes une banque de données a I’aide de protéines connues ayant des structures

secondaires que I’on retrouve dans les protéines étudiées comme les PRPs.

L'ellipticité est caractéristique de chaque structure, or nous allons considérer pour
nos protéine et peptide courts, qu'il n'existe que les quatre conformations dont les
dichrographes caractéristiques sont présentés figure II-1. L'ellipticité globale est alors

déterminée par la relation suivante’" :
[6] = [B]ofe + [O]pEp + [O]ufu + [O],£p

ou [0]a, [6]s, [6]u, [O]p, sont les ellipticités molaires par résidu correspondant a
chaque structure standard, et £, , £5 , £11, £, les fractions de résidus appartenant a chaque
type de structure (o pour I’hélice a, B pour I’hélice B, II pour I’hélice de type II et p pour la
pelote statistique). La proportion de chaque structure au sein de la protéine suit la relation :
fo + £ + £1 + £, = 1. Un programme de déconvolution codé en FORTRAN a été mis au
point au laboratoire (Dufourc, non publi¢). Ce programme détermine toutes les combinaisons

possibles et détermine la meilleure solution par la méthode des moindres carrés.

II. 1. 2. b. Obtention des courbes standard

Afin d'accéder aux structures secondaires des protéines, la réponse dichroique des
différentes structures secondaires classiques (le feuillet B, 1'hélice a, 1'hélice de type II ou
encore la pelote statistique - désordonnée) de protéines connues doit étre enregistrée. Les
spectres dichroiques de protéines de structures définies ont été enregistrés en utilisant les

standards suivants :

e la poly(L-lysine) a température ambiante et pH neutre (7,6) prend une forme

intégralement en pelote statistique, représentant une structure aléatoire. Une poly(L-lysine) de

20 résidus a été synthétisée par SPPS selon la stratégie Fastmoc dans les mémes conditions de

synthése que IB74 (cf § II1. 1. 2).
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e la poly(L-lysine) est également capable d'adopter les conformations hélice o ou
feuillet B (pH = 11,4 & température ambiante et & 60°C respectivement)’>. Cependant, en
raison du manque de précision obtenu avec la poly(L-lysine) pour I’hélice o et le feuillet J3,
nous avons utilis¢ des standards dont les motifs structuraux ont été déterminés par
spectroscopie InfraRouge”**. Chaque peptide de référence présente une structure en hélice
o (hélice droite avec 3,6 résidus par tour, c'est le motif structural le plus répandu dans les
protéines) ou bien en feuillet B (forme particuliére d'une hélice a deux résidus par tour
parallele, antiparalléle ou mixte) pour l'ensemble de leurs résidus. Un peptide poly(L-valine) a
également été synthétisé par SPPS dans le but de mimer parfaitement 1’hélice m (hélice droite

«aplatie » avec 5 résidus par tour).

o |'hélice de type II est le composant structural majeur des conformations appelées

«non-ordonnées » dans la littérature”. Cependant, elle correspond a une hélice allongée,
typique de la poly(L-proline), qui est une hélice gauche avec 3 résidus par tour. Nous utilisons

la poly(L-proline) de Sigma, qui a une masse proche de celle de la protéine IB7.

Les spectres dichroiques des quatre structures secondaires standard sont montrés
figure II-1. Chaque motif structural posséde un spectre dichroique caractéristique. En effet, le
spectre de I'hélice a possede trois points singuliers : un maximum d'intensité trés important a
192 nm, puis deux minima d'intensités voisines a 208 et 220 nm. Le feuillet 3 conduit a un
spectre de moins grande intensité que I'hélice o avec un maximum d'absorption & 198 nm et

un minimum a 217 nm. La structure en pelote statistique a ses maximum et minimum inversés

par rapport au feuillet B: un minimum a 196 nm et un maximum de trés faible intensité a 220

nm. L'allure du spectre représentant 1'hélice de type II est proche du spectre de la pelote

statistique, mis a part pour l'intensité et pour le déplacement de son minimum a 206 nm.
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Figure II-1 : Spectres dichroiques de peptides caractéristiques des principales

structures secondaires de protéines : 1'hélice o (noir), le feuillet B (orange), I'nélice de
type II (bleu), ainsi que la pelote statistique (vert). [0] est l'ellipticité molaire par résidu,

définie dans 1'équation [1].
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I1. 2. LA SPECTROMETRIE DE MASSE (SM)

La spectrométrie de masse s’est révélée longtemps inefficace pour 1’étude des
composés faiblement volatiles, ce qui est le cas pour des molécules polaires et/ou de masses
¢levées comme les protéines. En effet, lorsque I’on chauffe ces composés afin de les
introduire dans une source de spectrométre de masse, ils se pyrolysent. Ce phénoméne rend
alors leur étude difficilement réalisable par cette technique. Afin de surmonter ces problémes,
de nouveaux procédés ont été¢ développés que 1’on peut regrouper sous le titre « d’ionisation
douce », notamment la désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI, Matrix
Assisted Laser Desorption Ionisation) et 1’électronébulisation (ESI, ElectroSpray Ionisation).
Ces deux techniques couplées a un analyseur a temps de vol (TOF, Time Of Flight) nous ont
permis de controler la pureté a I’issue de la synthése du peptide et de la protéine. De plus,

I’ESI associé a un analyseur de type trappe a ion permet 1’étude de complexes non covalents.

II. 2. 1. Le MALDI

La technique d’analyse MALDI a connu un essor considérable au cours de ces
derni¢res années pour I’analyse de molécules complexes, de biopolyméres et de polyméres
synthétiques. Son succes repose sur des déterminations précises de masses moléculaires, des
¢tudes structurales avec une sensibilité dépassant souvent une picomole alliée a une gamme

de masse tres étendue (de 500 a >200000 Da).

Le MALDI doit son origine & Karas et Hillenkamp’®. Le principe de cette méthode
consiste a diluer 1’échantillon dans une matrice, ici I’acide o-cyano-4-hydroxy-cinnamique,
composée de petites molécules organiques absorbant fortement a la longueur d’onde du laser.
Le mélange est déposé sur une cible métallique et « cristallise » apres évaporation du solvant.
La cible est ensuite introduite dans la source du spectrométre de masse, sous vide.
L’échantillon est ensuite irradié par un faisceau laser impulsionnel. La relaxation de 1’énergie
absorbée conduit a une volatilisation trés rapide du solide. Dans ces conditions les molécules
intactes du composé analysé sont désorbées et ionisées. Les ions formés sont généralement du

type (M+H)".

Les ions expulsés de la source MALDI sont accélérés et parcourent une distance 1

dans le tube a temps de vol (TOF, Time Of Flight) de 1’analyseur en un temps t, qui est
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fonction de leur rapport masse sur charge. Les masses moléculaires des ions sont alors

facilement analysées par la relation :
m/z = 2VAty, /1’

ou m et z sont la masse et la charge de l'ion; V est le potentiel accélérateur; I
représente la longueur du tube analyseur et Aty, est l'intervalle de temps entre 1'impulsion laser
et l'impact de l'ion sur le détecteur. L’équation ci-dessus montre que deux ions de masses
différentes et de méme charge auront des vitesses différentes. Ils auront donc des temps de vol
différents dans I’analyseur, de telle sorte que 1’ion le plus léger provoquera un impact sur le
détecteur avant 1’ion le plus lourd. Ainsi les protéines peuvent étre triées de manicre linéaire

en fonction de leur masse.

Cette technique offre un grand nombre d'avantages pour 1'étude de peptides et de
protéines. Tout d'abord, la sensibilité avoisine la picomole et I'échantillon peut aussi étre
dissout dans une large gamme de solvant, détergents ou tampons sans perturber la mesure. Un
autre avantage important tient du fait que la pureté du produit n'est pas nécessaire. Enfin, la
lecture du spectre est facile étant donné que I'on lit une masse associée a une, deux, trois ou n

charge.

A chaque étape de purification suivant les synthéses, une analyse de masse a été

effectuée par la technique de MALDI-TOF en mode reflectron (Bruker Reflex III).

II. 2. 2. L’ESI

L’ESI doit son développement & Fenn et Yamashita’'. Cette technique produit des
molécules ionisées par électronébulisation. L’échantillon est introduit dans la source via un
capillaire a I’aide d’un gaz de nébulisation chaud (azote). L’application d’un champ électrique
entre ce capillaire et le cone d’entrée entraine une accumulation de charges en surface du
liquide, telle que les répulsions électrostatiques des charges entre elles sont supérieures a la
tension superficielle qui garantit la cohésion. Le liquide se transforme alors en fines
gouttelettes chargées. Lorsque le solvant s’évapore, grace au chauffage de la source et a
I’introduction du gaz de désolvatation, les gouttelettes deviennent plus petites mais gardent

leur charge initiale. A cause des répulsions électrostatiques, la cohésion d’une goutte n’est
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plus assurée lorsqu’elle atteint une taille limite par rapport a sa charge, la limite de stabilité de
Rayleigh. A ce stade, les gouttelettes explosent en plus petites unités, de méme polarité.
Finalement, le processus aboutit a la formation d’ions multichargés qui, pris dans un flux
gazeux, sont introduits dans la partie vide du spectrométre et analysés. L’électrospray peut

aussi étre couplé a un analyseur a temps de vol.

Un spectre de masse complexe est obtenu, montrant une distribution des ions
multichargés. Un traitement mathématique permet de définir la masse réelle de la
macromolécule. Elle peut étre calculée en considérant les valeurs m/z de deux pics distincts

d’une charge, de masse m; et m, respectivement :
m1=(M+n1)/ n; et 1’1’12:(M+1’12)/ np

Avec n,=n;-1 et m;<my
Soit : nj=(m;-1)/(my-m;) et M=(n;-1)(m,-1)

Les nombres de protons n; et n, ainsi que la masse moléculaire M de la molécule

sont alors identifiés.

L’ESI est trés utilisé pour 1’étude de petites molécules polaires et permet également
I’acces a des protéines de haut poids moléculaire (jusqu’a 100 kDa). Cette technique a
toutefois ses limites car lors de 1’analyse de mélanges complexes chaque composé donne un
ensemble de pics qui se superposent. Au-dela d’un mélange d’une dizaine de composés, il est
impossible de résoudre le spectre. La sensibilit¢ de I’ESI est la méme que celle du MALDI
(de I’ordre de la picomole), en revanche, elle ne supporte pas la présence de quantités
importantes d’impuretés (sels, tampons . . .) et donc nécessite un dessalage préalable des

échantillons’®.

I1. 2. 3. L’ESI couplé a la trappe a ions

La visualisation de complexes par I’ESI couplé a un analyseur de type trappe a ions
consiste en I’isolement d’un composé¢ de masse précise, puis en sa fragmentation en
différentes unités non liées de maniere covalentes. La distinction de chacune des masses de
chaque unité, ainsi séparées, nous permet de connaitre les membres appartenant au complexe

originel.
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Technique de la fragmentation des complexes non covalents : la trappe ionique

La production des ions a lieu par 1’utilisation de la technique nanospray, développée
a partir de I’ESI, qui permet de réduire considérablement les quantités de matériel nécessaire.
La compatibilit¢ de cette méthode d’ionisation avec le piege ionique quadripolaire, ou
«trappe a ions » permet par exemple, de sélectionner des ions d’une masse donnée au sein de
I’échantillon. Une fois le nuage d’ions focalisé au centre du piége ionique, les trajectoires des
ions sont rendues instables par une augmentation progressive de I’amplitude radiofréquence
appliquée au niveau des électrodes. A chaque valeur de la tension, un ensemble d’ions de
méme valeur m/z sera éjecté. Ces ions ¢jectés sont ensuite détectés, en fonction de la masse
des molécules, pouvant résulter d’un complexe non covalent composé de plusieurs unités
indépendantes. Ensuite, une certaine quantité¢ d’énergie fournie au systeme provoque une
collision entre les différents ions présents, chacun représentant une unité d’un complexe. Ces
ions sont alors libérés du complexe par pallier, ce qui peut nous amener a distinguer tous les
complexes intermédiaires. Par exemple, si une masse (Mc;) représente un complexe non
covalent avec trois macromolécules, une premiére fragmentation génére des masses d’une
unité seule (Mi) et d’un complexe secondaire (Mc;) ; une seconde fragmentation va libérer

tous les intervenants du complexe (2Mi et Mj) comme présenté schématiquement figure I1-2 :

£l SEEIEY SX

Mci Mc2 Mi Mi Mj Mi

Figure [I-2 :  Représentation schématique de la méthode de fragmentation permettant

de décomposer un complexe non covalent.
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II. 3. LA SPECTROSCOPIE DE RESONANCE MAGNETIQUE
NUCLEAIRE

La spectrométrie de résonance magnétique nucléaire s’est largement développée pour
I’¢tude des protéines : elle permet d’obtenir des informations sur leurs structures (primaires,
secondaires et tertiaires), ainsi que sur leur dynamique et les interactions entre protéines et
ligands. La RMN a ¢été utilisée non seulement dans le but d’obtenir des informations
structurales sur le peptide mais également lors de I’étude physico-chimique du complexe
peptide-tanin formé, par mesure de la variation de déplacement chimique, de coefficient de
diffusion, etc. L’intérét de travailler dans des conditions les plus proches du milieu naturel
nous impose de solubiliser nos échantillons dans I’eau. L’¢limination du signal de 1’eau ainsi
que I’inconvénient relatif a la formation d’agrégats colloidaux (complexes tanins-protéines)
seront expliqués par la suite. Ces différentes approches vont étre rappelées aprés un bref

résumé du principe de la RMN, issu de la littérature *'°"

II. 3. 1. Brefs rappels du principe de la RMN

Les noyaux de certains atomes possédent un moment cinétique, et un moment
magnétique, non nuls ce qui leur confére un spin nucléaire non nul ("H, "°C, *'P par exemple).
A T’équilibre, lorsque ces noyaux sont placés dans un champ magnétique principal, By, les
spins précessent a la fréquence de Larmor, que 1’on note vy. La valeur de v est liée a B par la

relation de Larmor :

B,
2T

Vg =

vy étant le rapport gyromagnétique, caractéristique de chaque noyau.

Si on applique sur I’échantillon, perpendiculairement au champ principal, un
deuxiéme champ radiofréquence, By (B, =2B, cosw,At), oscillant a une fréquence vo, le
champ B, interagit avec les spins et perturbe leur distribution entre les niveaux d’énergie due

au champ fixe By.
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B, est appliqué pendant une durée
T =1/(yB)) le long de I’axe x’ (du référentiel
tournant), de sorte que le vecteur résultant My
bascule le long de ’axe y’ (précession autour

de Bj). Une projection sur I’axe y’ est

obtenue pour un angle de basculement

" B, | 8= yB At

0 = 90° (schéma ci-contre).

Lorsque le champ radio-fréquence B, cesse, le systéme retourne progressivement a
I’état d’équilibre initial, phénomene appelé la relaxation. Ce retour a 1’état d’équilibre peut se
décomposer en une relaxation longitudinale (ou spin-réseau) selon I’axe z et une relaxation
transversale (ou spin-spin) par rapport au plan xy de détection. La figure II-3 traduit le signal
du systeme au cours de la relaxation décomposée selon I’axe y et selon I’axe z. L’évolution
par rapport a y constitue le signal de précession libre des spins ou FID (Free Induction

Decay), évoluant sous la forme d’une cosinusoide amortie en fonction du temps.

Mz
A M, =M, (1-e7™)

z
+1 R
Relaxation longitudinale
B, M,
y B
My A
M, =M, cosm,te/T?
X
; /Ql

Relaxation : retour a I’état d’équilibre

Relaxation transversale : FID

Figure I11-3 : Retour a 1’équilibre aprés une impulsion de champ radiofréquence B;.
L’aimantation précesse au cours du temps a la fréquence de Larmor des signaux
(p = YBy) et décroit dans le plan xy et croit le long de 1’axe z. Le signal de précession
libre, détectable le long de I’axe y, est une cosinusoide d’argument (myt) multipliée par
une exponentielle décroissante caractérisant la relaxation transversale T,. Le retour a
1’équilibre sur I’axe z suit une exponentielle caractérisant la relaxation longitudinale T.
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Le passage du domaine temporel au domaine fréquentiel est assuré par un outil
mathématique, la transformée de Fourier et conduit a I’obtention d’un spectre composé de
raies dont la position en fréquence est associ€e a I’environnement €lectronique des noyaux et

la largeur des raies a la dynamique des molécules.

Le déplacement chimique §; caractérise la résonance d’un noyau i et il est déterminé
par sa position dans le spectre par rapport a une référence. Ecrit sous la forme
& = [(v; — Vréf)/Vréf].106, il est indépendant de By et s’exprime en ppm. Afin de calibrer la
valeur du déplacement chimique d’un spectre a I’autre nous utilisons 1’acide propionique

triméthylsilyl (TSP) comme référence interne (2 0 ppm).

II. 3. 2. Détermination de la structure de Protéines

Dans une protéine le nombre de protons est trés important ce qui entraine un
recouvrement partiel de nombreux pics. En outre, les PRPs sont constituées a 70% en trois
résidus ce qui augmente le chevauchement des signaux. L’interprétation du spectre 1D est
alors difficile (figure 1I-5 (B) et (C)). Cette difficulté est contournée en utilisant la RMN
multidimensionnelle qui permet d’éclater les raies de résonance dans un espace a 2, 3 voire 4
dimensions. La RMN bidimensionnelle (2D) homonucléaire (‘H — "H) nous a suffi quant a
I’attribution des protons du peptide IB7,4. La RMN 2D hétéronucléaire (°C - 'H) a quant a
elle permis Dattribution ainsi que la reconnaissance de la régio-chimie de la liaison

interflavane du dimére B3.

II. 3. 2. a. Stratégie d’attribution

La détermination structurale de protéines par RMN se déroule en plusieurs étapes,
dont la stratégie a ét¢ définie par Wiithrich'®” : un échantillon de protéine est solubilisé a une
concentration suffisante (plusieurs mM) dans des conditions de pH et de température fixées.
La premiere étape consiste en ’attribution de tous les protons de la protéine par acide aminé,
chacun considéré comme un systeme de spin. La deuxiéme étape permet de relier les acides
aminés en fonction de leur emplacement dans la chaine peptidique et donc d’accéder a la
structure primaire. Ensuite, un autre jeu de séquences multidimensionnelles procure des

contraintes conformationnelles d’angles et de distances entre les atomes, qui sont enfin
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utilisées par la modélisation moléculaire pour remonter a la structure secondaire et tertiaire de

la protéine.

La stratégie d’attribution développée par Wiithrich est schématisée ci-dessous :

Préparation de I’échantillon, concentration, pH,
température. ..

\J

Attribution du « premier-ordre » : 1D, 2D
Détermination des systémes de spins par TOCSY

)

Attribution du « second-ordre » :
Attribution séquentielle par ROESY, NOESY

\

Contraintes conformationnelles : structure 3D

\

Raffinement de structure par dynamique moléculaire

II. 3. 2. b. Premiere étape : Identification des systémes de
spin

L’attribution des protons de la protéine commence par 1’utilisation de séquences de
type COSY et TOCSY. La séquence COSY'” met en ceuvre des couplages scalaires entre les
protons appartenant & un méme systeme de spin (c’est-a-dire a un méme résidu dans le cadre
des protéines). Seuls les protons géminés ou vicinaux donnent naissance a des pics de

104 -
met en évidence les

corrélation (couplage *J ou °J). En revanche, la séquence TOCSY
couplages scalaires de type COSY et relayés existant entre tous les protons appartenant a un
méme systeme de spin. Ceci par I’introduction d’un temps de mélange isotrope permettant le

transfert de I’aimantation entre les spins couplés.

Le schéma ci-dessous représente la répartition des protons par systéme de spin pour

un dipeptide constitué d’une lysine (I ) et d’une glutamine ( = ).
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Le schéma ci-contre représente des
acides aminés par systeme de spin. Les
groupes de protons sont corrélés entre eux par
couplage J et identifiables lors des expériences
de type TOCSY.

Cette étape permet de cartographier tous les systémes de spin en attribuant tous les

protons par résidu.

1L 3. 2. c. Deuxiéme étape : Structure Primaire

Aprées I'identification de chaque systéme de spin, il faut leur attribuer une position
exacte dans la séquence primaire en utilisant la méthode d’attribution séquentielle développée

par Wiithrich'®*

. La méthode repose sur I’existence systématique dans la carte NOESY ou
ROESY de corrélations (interaction spin-spin directe) entre le proton Ho d’un résidu (i) et le
proton HN du résidu suivant (i+1), schématisé ci-dessous : la méthode de détermination de
a r I’enchainement en acides aminés par

'-|' R |_|| i ‘I\ attribution séquentielle est effectuée grace
b ‘Faf N it aux corrélations entre le Hoy et le NHiy

obtenues avec des séquences de type NOESY

\/ ou ROESY.

Cette méthode est valable pour tous les acides aminés mis a part la proline dont la

chaine latérale est cyclisée sur I’azote tertiaire.

Des informations séquentielles sont fort K\‘S .___.-Yx_‘\
heureusement accessibles en observant les effets H \ P |U
NOEs entre les HO de la proline et le Ho du résidu ~ IJ\
précédent (i-1). Ri1 Ll:! Ho:
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Les expériences utilisées, NOESY et ROESY, sont basées sur l’interaction entre
protons proches dans 1’espace, interaction dipdle-dipdle (moins de 6 A de distance) et
s’appuient sur I’effet NOE (Nuclear Overhauser Enhancement)'®. Celui-ci correspond & une
variation de 1’aimantation (intensité des signaux) d’un spin i lorsqu’on perturbe I’aimantation
d’un spin s en interaction avec i au travers des phénomenes de relaxation (couplages
dipolaires). L’effet NOE est négatif, nul ou positif en fonction de la masse molaire des

peptides ou protéines.

L’expérience ROESY'*'?7 differe de I’expérience NOESY par I’introduction d’un
champ radiofréquence supplémentaire (le « spin lock ») pour verrouiller la composante de
I’aimantation transversale le long de 1’axe y’ du référentiel tournant. Dans ces conditions
I’effet NOE est toujours positif quelle que soit la taille du peptide. L’expérience ROESY a
donc été privilégiée lors de 1’étude du peptide IB7,4 ou les expériences NOESY ne donnaient

aucun signal.

1L 3. 2. d. Troisieme étape : Etablissement d’une liste de
contraintes

A ce stade de I’analyse, il est nécessaire d’obtenir des informations spatiales pour le
repliement du squelette ou la conformation des chaines latérales. Deux paramétres nous
apportent des informations structurales : les valeurs de constante de couplage *J et les effets
NOE. Les valeurs de distances inter proton et d’angle de torsion, déterminées
expérimentalement permettent d’établir des listes de contraintes géométriques, utilisées par la

suite pour la détermination de structure spatiale a I’aide de la modélisation moléculaire.
Effets NOE :

Lorsque tous les effets NOE séquentiels (Hoy; et NH;;;) sont attribués, il reste les
taches de corrélations impliquant des proximités spatiales (i—i+2, i+3, i+4...), indiquant une
estimation de la distance des protons dans I’espace en fonction de I’intensité des pics (entre 2
A et 6 A). L’examen des effets NOE permet de repérer ’existence de motifs de structure
secondaire ainsi que des repliements tridimensionnels de la protéine. En effet, I’intensité des
pics corrélés en ROESY est proportionnelle a I’inverse de la distance entre deux protons. De
fait, si une distance entre deux protons est connue, que 1’on nomme 1y, il est alors possible de

comparer une distance a déterminer 1;, selon la relation suivante :
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ou Syr et S; sont respectivement 1’intensité de la tache de corrélation entre les protons
dont la distance est connue et I’intensité d’une tache entre proton dont la distance reste a

déterminer.

Les contraintes de distances sont obtenues par I’intensité des pics corrélés en

ROESY et déterminées par XEASY'%,

Constantes de couplage 3

- 3 1z
Les valeurs des constantes de couplage scalaire °J sont corrélées aux valeurs des
angles dieédres entre atomes voisins donc nous informent sur les contraintes d’angles du
fi 109 . oo Ao
squelette protéique . Elles sont mesurées soit directement sur le spectre 1D, soit grace a

I’utilisation d’une séquence COSY avec un filtrage double quanta (COSY-DQF)!'!,

c 0 La relation existant entre les constantes
. H s e
v /)’ 37 et les angles diedres O est définie selon la

C
/ \ relation de Karplus :
R
J=Acos’0+Bcos6+C

A, B et C sont des constantes, dont les valeurs sont respectivement 6,4, -1,4 et 1,9 Hz

i 112
dans le cadre des protéines .

Il 3. 2. e. Structure tridimensionnelle

Les renseignements structuraux issus de la RMN, comme les valeurs de
déplacements chimiques, et les contraintes d’angles et de distances sont intégrées dans le

logiciel DYANA'". 1l nous permet de générer un fichier de contraintes sous forme de

54



coordonnées spatiales. Ce fichier est ensuite utilisé¢ pour effectuer un raffinement de structure

par modélisation moléculaire (cf § I1-4).

II. 3. 3. Dynamique

La RMN permet ¢galement d’obtenir des informations dynamiques sur des systemes

en échange.

Soit un échange entre deux especes A et B :

[B]

K,
A=B avec K, =+—

[A]
La figure 1I-4 montre 1’aspect du spectre en fonction de la vitesse de I’échange entre

les formes A et B :

Vg

Va
M . M => FEchange lent

_J"L'.‘.

=> Echange intermédiaire

/\\_ => Echange rapide

Figure [1-4 : Variation de la nature du spectre RMN 'H en fonction de la vitesse de
I’échange.

Dans le cas d’un échange dit «rapide», un signal unique est observable qui
représente un déplacement chimique moyen dont la position dépend de la fraction de A (fa)

et de B (fs) dans le mélange, tel que :
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5=f,5, +,8,

Ainsi, si I’on suit la variation de la valeur du déplacement chimique (J) en faisant
varier la concentration de 1’'une des composantes de 1’échange (A ou B) on peut remonter a
K,''*. Cette propriété sera appliquée a la détermination de la constante de dissociation tanin-

protéine (cf chapitre V).

II. 3. 4. Coefficient de Diffusion translationnel, D

La diffusion translationnelle d’une molécule dans un solvant suit un mouvement
brownien de temps de corrélation T, caractérisé par un coefficient de diffusion D. Ce dernier

est associé a la taille de 1a molécule comme le montre 1’équation de Stockes-Einstein [3] :

kT

D= 6ﬂ'7]1‘ :

[3]

OB
1-O0O

ou k est la constante de Boltzmann, n la viscosité de ’eau (en poiseuille), et r le

rayon hydrodynamique de la molécule considérée sphérique.

Le suivi du coefficient de diffusion D du peptide en fonction de la concentration en
B3 rajouté dans la solution, nous permettra de rendre compte de la taille du complexe ainsi
obtenu mais également de la constante de dissociation, de la méme maniére que la variation

du déplacement chimique.

Mesure des coefficients de diffusion

Les mesures de coefficient de diffusion translationnel sont réalisées a 1’aide de
séquences unidimensionnelles consistant en un écho de spin stimulé en parall¢le a 1’utilisation

de gradients bipolaires (séquence de type stebpgpld - Bruker)''>''¢.

La technique consiste a faire disparaitre le signal au fur et a mesure de
I’augmentation des gradients. La puissance et le temps d’impulsion des gradients sont calibrés
de telle sorte qu’entre 1’application de 2% et 95% de gradient z, il ne reste qu’environ 5 a 10%

du signal.

Il existe une relation directe entre l’intensité du signal résiduel et le gradient

appliqué, définie par la relation [4] :
In(I/lp) = -[V* x & x G,* x (A-8/3)] D [4]
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Avec I, I’intensité du pic avec un gradient z de 2%, et I I’intensité résultante ; y étant
le rapport gyromagnétique. A et & sont respectivement le temps de diffusion et la durée
d’application des gradients. Lorsqu’on trace In(I/ly) versus G,°, la pente permet de remonter a
D.

L’étape préliminaire est la calibration du gradient propre au spectrometre. Pour cela
différents échantillons dont le coefficient de diffusion est connu (sous certaines conditions de
concentration et de température), sont testés. Par exemple, I’eau dans I’eau a 25°C a un
D = 2 10° m’s™’. Par un cheminement inverse la valeur du gradient effectif (G.) est de
G. = 0,55xG, pour la sonde BBI du spectrometre 400 MHz donc il faudra systématiquement

corriger la valeur du gradient par 0,55.

II. 3. 5. Spectres de protéines dans I’eau et complexées
avec les tanins

II. 3. 5. a. Elimination de la résonance de I’eau

L’intérét de travailler dans de 1’eau est primordial pour s’approcher des conditions
naturelles. Or la concentration des protons dans 1’eau avoisine les 110 M, ce qui est de tres
loin supérieur aux concentrations de protéine ou de complexe utilisés (10° M). De plus,
travailler a 100% de D,O provoquerait une extinction des protons échangeables. Il est donc
indispensable de supprimer la résonance des protons de I’eau pour visualiser ceux de la
protéine ou du dimére B3. Deux techniques sont envisageables : la présaturation ou la

technique WATERGATE (WATER suppression by Gradient Tailored Excitation).

La présaturation''” est une séquence simple dans laquelle une puissance d’irradiation,
centrée sur le signal de I’eau, est insérée en début de séquence (puissance d’irradiation a 48

dB). Le WATERGATE a ét¢ introduit par Piotto et al. "8 on utilisant des gradients de champ.

La figure II-5 représente trois spectres obtenus respectivement avec une simple

impulsion (A), avec une présaturation (B) et enfin avec un WATERGATE (C).
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Figure I1-5 : Nécessité de la suppression du signal de 1’eau. Spectres 1D du peptide
IB7,4, avec une séquence d’impulsion classique (A), avec une présaturation sur le signal
de I’eau (puissance de présaturation 48 dB) (B), avec un WATERGATE (gradients 3-9-
19) (O).

Chacune des techniques a ses avantages et ses inconvénients dans le cas de I’étude de
protéines. En effet, lors d’une expérience de présaturation 1’élimination du signal de ’eau a
lieu avant 1’acquisition donc tous les protons de I’eau ou ceux en échange avec I’eau vont étre
perturbés. Lors de I’expérience WATERGATE, les gradients sont appliqués pendant
I’acquisition et donc n’affectent pas les protons labiles. De ce fait, I’élimination du signal de
I’eau par présaturation peut diminuer I’intensité des pics protons des groupements NH en
échange avec le solvant que 1’on irradie. Malheureusement, la technique WATERGATE ne
permet pas de visualiser correctement les pics sortant a proximité de la résonance de 1’eau. Il
faudra jongler avec ces deux méthodes en fonction des groupements que ’on souhaite

distinguer.

Il. 3. 5. b. HR-MAS

L’utilisation d’une sonde HR-MAS (High Resolution - Magic Angle Spining) a
plusieurs intéréts. Les échantillons étudiés ici peuvent se retrouver sous forme colloidale,
d’une part par la nature colloidale des tanins’’ et d’autre part parce que les complexes tanins-

protéines formés sont susceptibles de former des agrégats. Or les spectres RMN de composés
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colloidaux présentent des raies €largies dues aux interactions de RMN des solides qui ne sont
plus annulées par les mouvements rapides des molécules. En effet, les agrégats colloidaux ont
des mouvements beaucoup plus lents que les molécules isolées en solution. Le blindage

¢lectronique devenant anisotrope et le couplage spin-spin direct provoquent 1’¢largissement

3cos ‘6-1

des raies de résonance. Toutes les interactions ont une loi d’échelle en >

. Ce terme

s’annule pour un angle 6 de 54,7°.

La rotation a 1’angle magique (54,74°) permet z
A
d’éliminer les potentielles interactions dipolaires pouvant B, B=54.7° &
apparaitre sur des solutions a la fronticre entre le liquide et ’

le solide. Les interactions magnétiques internes anisotropes

sont alors généralement moyennées a condition que la y

vitesse de rotation de [’échantillon soit suffisamment

rapide. Le spectre obtenu en rotation est donc typique d’un

spectre liquide haute résolution.

La figure II-6 montre les spectres de la catéchine aprés agrégation (en plusieurs
jours) en statique (A) et en rotation a 1’angle magique (B). Il semble évident que la rotation

nous ramene a un spectre résolu.

A L A

6.8 6.4 6.0 5.6 52 3.6 32 2.8 2.4
(ppm)

8 44 4
B , M M . Mo

68 64 60 56 52 48 44 40 36 32 28 24

(ppm)

Figure I11-6 : Spectres 'H de la (+)-catéchine, A : enregistré dans une sonde liquide et
B : enregistré dans une sonde HR-MAS'"”.

En outre, une sonde de ce type avec gradients est disponible sur un spectrometre d’un

champ de 11,7 T, a 500 MHz sur le proton, ce qui va tout d’abord nous permettre
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d’augmenter la résolution et le rapport Signal/Bruit par rapport au 400 MHz. De plus, cette
sonde permet de travailler sur des rotors de 80 Ul ce qui nécessite donc moins de matériel
(pour une solution a 5 mM, il faudrait 2,6 mg pour 400 ul et 0,52 mg pour 80 pul pour le
peptide IB7,4, et on passe de 11,3 mg a 2,27 mg pour la protéine 1B7).

I1. 4. LA MODELISATION MOLECULAIRE

La modé¢lisation moléculaire utilise des méthodes de calcul théorique (mécanique
moléculaire, dynamique moléculaire, mécanique quantique ab initio ou semi-empirique)
confrontées a des expériences réalisées sur la matiere : ces deux approches expérimentales ou
purement théoriques deviennent alors complémentaires. La dynamique moléculaire propose
une description de la matiére a 1’échelle atomique ainsi que son suivi au cours du temps. Cette
analyse répond a de nombreuses questions sur la structure de protéines et sur la dynamique

des systémes.

I1. 4. 1. Principes de la dynamique moléculaire

La dynamique moléculaire est une méthode d'étude des mouvements et de 1'évolution
de la configuration spatiale des systémes moléculaires. La technique repose sur la nature des
liaisons et des atomes, avec leurs forces associées. Elle dépend également du milieu dans
lequel I’échantillon est placé. Ces deux notions vont étre abordées uniquement dans le cadre

des expériences réalisées sur 1’étude des protéines et des complexes.

Le champ de forces

Le mouvement des atomes est inhérent a tout systeme chimique et les vibrations
atomiques dépendent de la température. Au niveau moléculaire, cet effet se traduit par une
compression/extension des liaisons ou par la variation des angles de valence ou de torsion.
Ainsi une molécule est considérée comme un ensemble d'atomes dont les interactions
mutuelles peuvent étre décrites par une fonction d'énergie potentielle ou champ de forces. Les
atomes représentés par des sphéres sont reliés dans le cas d'une liaison covalente par des
ressorts. La distribution des électrons, considérée comme implicite, est localisée sur les

liaisons du systeme et représentée par la distribution de charges sur les atomes de chaque
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molécule. Ces charges peuvent étre calculées de fagon a reproduire le moment dipolaire de la

molécule ou la surface de potentiel €lectrostatique obtenue par calcul ab initio.

On appelle « champ de forces », le fichier ou tous les paramétres de charges, de
constantes d’oscillateur ou de rayons de Van der Waals sont définis. On y distingue deux
types de termes énergétiques : les termes liés et les termes non liés. Il existe divers champs de
forces mais seul AMBER'?" a été utilisé pour ce travail. Il est reconnu comme le meilleur

champ de forces pour 1’étude de peptides et de protéines.

Ce champ de forces est définit par trois termes liés pour une molécule et trois termes

non liés, selon I’équation suivante :

Termes liés
A
e I
ET :Eliaison +Evalence +Et0rsion +EH—H +VdW+e—
\ﬁf—J

Termes non liés

Les termes liés sont les énergies de déformation de liaisons, des angles de valence,
des angles de torsions et des interactions en dehors du plan (figure II-7). Pour avoir
I’expression compléte de 1’énergie d’une molécule, il faut aussi rajouter les termes d’énergie
non liés, dus a I’interaction électrostatique d’une part et a I’interaction de Van der Waals
d’autre part. Dans le cadre des protéines, un terme spécifique pour les liaisons hydrogéne est

indispensable.

E o"ug E

i) ]

13 (4}

Figure [I-7 :  Illustration graphique des quatre termes d’énergie liée du champ de force
AMBER ; déformation (1) des liaisons, (2) des angles, (3) des angles de torsion et (4) des
interactions en dehors du plan. Les atomes sont représentés par des sphéres et les liaisons
par des ressorts.
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Le solvant implicite et la périodicité

Il est important de replacer notre échantillon protéique dans un solvant mimant la
réalité. Les calculs ont été faits dans un solvant implicite, I’eau (€ = = 78,5), ou les atomes de
I’eau ne sont pas représentés mais remplacés par un potentiel continu, contrairement au
solvant explicite qui nécessitait alors beaucoup trop de temps de calculs. Ce solvant implicite
ne considére que les énergies de solvatation et de cavitation par rapport a la molécule placée

artificiellement dans 1’eau.
Le Cut-Off

Le nombre de paires d'atomes a considérer augmente avec la taille du systeme étudié.
En effet, si le systéme étudi¢ comporte 1 000 atomes, la somme des interactions non-liées est
~ 500 000 termes. Une distance de troncature ou "Cut-Off " est utilisée pour limiter les temps
de calcul et réduire ce nombre. Une revue regroupant plusieurs méthodes de Cut-Off a été

publiée par Brooks et al.'*'.

Le Cut-Off est une distance limite au-dela de laquelle les interactions "non-li¢es"
(van der Waals et électrostatiques) sont ignorées. Le Cut-Off peut étre défini par paire
d'atomes ou par groupe. Avec un Cut-Off défini par paire d'atomes, ne sont calculées que les
interactions d'un atome X avec les autres atomes contenus dans la sphére centrée sur X et

ayant le Cut-Off pour rayon.

La notion de « cut-off » permet donc de réduire le nombre d’interactions en estimant

qu’au-dela d’une certaine distance les interactions sont négligeables.

II. 4. 2. Minimisation des structures de protéines

Lors de la reconstruction d’un systéme biologique par modélisation moléculaire, les
atomes peuvent en un premier temps prendre des positions arbitraires. Tous les angles ne sont
pas possibles pour de simples considérations géométriques. Des modéles atomiques, prenant
en compte les distances interatomiques connues et les rayons de van der Waals, permettent
d'observer que certains angles sont beaucoup plus probables que d'autres selon la nature des
acides aminés. Des conformations sont donc plus stables que d'autres demandant moins
d’énergie au systeme. Il est donc impératif de relaxer la géométrie du systéme afin de

diminuer le colit énergétique. Ce mécanisme s’appelle la minimisation.
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La minimisation de la structure du peptide a été réalisée en maintenant les contraintes
obtenues par RMN sur les angles diedres et les distances entre les protons. Les minima
atteints aprés minimisation dépendent de la géométrie de départ. Ceci est di a la complexité
des systémes étudiés et a la multitude de minima de I'hypersurface de I'énergie potentielle qui
en résulte (représenté schématiquement figure II-8). Le logiciel DISCOVER permet entre
autres deux méthodes de minimisation que nous avons également utilisées : la méthode des

.,)122

gradients par "steepest descent" (SD) (littéralement "a descente le plus rapide ou celle des

123 e . .
. L’utilisation successive des deux

gradients conjugués (CG) (Conjugate Gradient)
techniques permet dans un premier temps, par SD de descendre rapidement vers un minimum
local, puis, par CG, d’affiner le calcul. Cette méthode est une méthode de choix pour les gros
systemes, le temps d'intégration est plus long que par SD car la minimisation se fait pour
toutes les directions, cependant cette perte est compensée par une meilleure convergence vers
un minimum. La minimisation s'arréte lorsqu’un critére de convergence RMS (Root Mean
Square) du gradient de I'énergie potentielle V atteint une valeur inférieure a celle définie par
l'utilisateur ou le nombre d'itérations défini par l'utilisateur est atteint.
Energie

A
Position arbitraire de départ

/ inimum conformationnel

» Espace conformationel

Figure 11-8 : Représentation schématique des puits d’énergie.

II. 4. 3. Dynamique

La simulation en dynamique moléculaire (DM) utilise la seconde loi de Newton pour

décrire le mouvement d’une molécule en fonction du temps :

Fi=mixai
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Ou F; est la force, m; la masse et a; 1’accélération de I’atome i. Comme le montre
'équation de Newton, la vitesse et le sens du mouvement atomique dépendent des forces qui
s'exercent entre les atomes. Les vitesses des particules sont réparties selon une distribution de
Maxwell-Boltzmann qui centre la distribution des vitesses autour d’une vitesse moyenne
choisie en fonction de I’énergie cinétique que 1’on attribue au systéme. Elle est habituellement
obtenue en ¢levant la température d’un systéme moléculaire placé initialement au zéro absolu
et en amenant ainsi progressivement les atomes qui le constituent a 1'énergie d'équilibre. La
dynamique moléculaire permet de calculer la force exercée sur chaque atome et de déterminer
les différentes informations liées a la connaissance de cette donnée (vitesse et position des
atomes pendant un intervalle de temps spécifique, de I'ordre de 1 ps a quelques ns suivant les

systemes moléculaires).

La force F; qui s'exerce sur un atome i peut étre directement calculée depuis la
dérivée de 1'énergie potentielle V. La mécanique moléculaire ne permet de calculer I'énergie
que pour des applications n'induisant pas de modifications importantes de la structure
¢lectronique (ex : rupture/formation d'une liaison). La chimie quantique donne une valeur de
I'énergie permettant d'étudier des processus dynamiques entrainant des changements
chimiques mais cette application est d'utilisation limitée compte tenu de la durée des calculs
nécessaires a la détermination de la fonction énergie. La dynamique moléculaire permet
d'étudier la trajectoire des atomes a partir de la connaissance des forces s'exercant sur chaque

atome et des masses atomiques.

Par la dynamique nous avons acces au minimum d’énergie par une traversée rapide de
tous les puits d’énergie (représenté figure II-8). La technique de la dynamique stochastique a
¢été utilisée a ces fins. Elle prend en compte la viscosité et les termes de chocs aléatoires, ceci

en ¢levant la température pour favoriser le passage des barrieres d’énergie.

64



Chapitre III SYNTHESE D’UNE PRP DE LA
SALIVE HUMAINE ET D’UN TANIN DU RAISIN
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Synthese d’une PRP de la salive humaine et d'un Tanin du raisin



II1. 1. PRODUCTION DE PROTEINES ET DE TANINS:
SYNTHESE OU EXTRACTION DE PRODUITS NATURELS ?

L’¢étude structurale de protéines ainsi que la mise en évidence d’un complexe entre
tanin et protéine, suivie de 1’étude physico-chimique de ce complexe requiert des quantités
relativement importantes de matériel. La synthése des deux protagonistes impliqués a donc
¢té optimisée dans ce but. Nous allons décrire dans ce chapitre les voies empruntées pour
I’obtention de produits purs. La protéine IB7 étant une protéine naturelle de la salive humaine,
trois voies d’obtention sont envisageables : 1’extraction directe a partir de la salive, la
synthése par voie chimique ou bien la surexpression. La salive constitue un mélange de
protéines, de carbohydrates et d’ions ayant pour principale fonction de lubrifier les
muqueuses'®. La grande diversité des constituants rend difficile 1’extraction d’une protéine en
particulier. De plus, les protéines peuvent subir des modifications post-traductionnelles,
comme par exemple ’hydroxylation des prolines'*, ce qui ajoute encore de la multiplicité.
Dans ce cas, purifier et caractériser une protéine de masse aléatoire n’est pas aisé. Par le biais
de la syntheése chimique nous pourrons travailler sur une protéine homogene et de
composition primaire connue. Cependant, certains peptides sont connus pour leur difficulté a
étre synthétisés comme les peptides hydrophobes en raison de leur faible solubilité¢ en milieu
aqueux . Certains résidus requiérent également une attention particuliére de part leur nature
chimique. Les prolines engendrent la formation de coudes qui peuvent géner 1’attachement a
I’acide aminé suivant. La glycine, le plus petit des résidus, est capable de s’enfouir entre les
différentes chaines en élongation et donc masquer 1’extrémité réactive. Les protéines riches en
proline sont, comme leur nom I’indique, constituées de nombreux résidus proline (40 %) et
glycine (21 %). Pour ces raisons, la voie de synthése sur de longues protéines riches en
proline n’est pas utilisée. En effet, dés lors que les peptides riches en proline étudiés
possédent plus d’une vingtaine de résidus, I’extraction directe a partir de la salive est préférée
a la synthése par voie chimique : la synthése a donc été privilégiée pour des tétra-peptides a

124,126-130

des peptides d’une vingtaine de résidus , alors que I’extraction a majoritairement €té

effectuée dans le but d’obtenir un ensemble de protéines de la salive humaine et non une

i o 4a21,92,131-133
protéine isolée™ "~ .
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Le défi que constitue la synthése peptidique de PRPs a été entrepris.

En ce qui concerne les tanins, deux voies d’obtention de diméres sont également
possibles : 1’extraction directe de tanins a partir de pépins de raisin ou la synthése chimique.
Les deux techniques ont été utilisées lors de ce travail. Comme nous le verrons, la synthése

chimique a donné de meilleurs résultats.

Nous allons donc présenter ici la synthése en phase solide de la protéine, qui nous a
permis d’isoler des quantités suffisantes de protéines ainsi que la synthése par couplage

cationique du dimére B3.

II1. 2. LA PROTEINE IB7 ET LE PEPTIDE IB7,,

I1I. 2. 1. Synthese du peptide et de la protéine

La synthése peptique sur support solide de IB7 et IB7;4 (dont les séquences primaires
sont reprises ci-dessous), a été entreprise grace a un synthétiseur de peptides semi-

automatique.

SPPGKPQGPPPQGG"“NQPQGPPPPPGKPQGPPPQGGNKPQGPPPPGKPQGPPPQGDNKSR ¥

IIL. 2. 1. a. Stratégie de la synthése : Synthése Peptidique en
Phase Solide (SPPS)

Merrifield en 1963 introduit la synthése de peptide en phase solide (SPPS) pour créer
une chaine peptidique linéaire'**. Depuis, cette technique a été largement développée et
reconnue comme la meilleure méthode de synthése de peptides, permettant I’obtention rapide
de peptides plus longs. Il existe deux méthodes de chimie en synthése sur support solide, les
chimies Boc ou Fmoc, la premicre nécessitant un milieu acide et la seconde un milieu
basique, lors des déprotections. La méthode Fmoc, plus douce, a été choisie au détriment de la

Boc qui requiert 1’utilisation d’acide fluorhydrique hautement acide.
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La caractéristique de la SPPS est l'utilisation d'un support solide, qui d’une part,
apparait inerte vis-a-vis des solvants et réactifs de synthése et d’autre part, permet une
solvatation optimale du peptide en ¢longation. Il se présente sous la forme d'une résine
constituée de billes de polystyréne réticulé a 1% de divinyl-benzeéne. Cette résine est
préchargée : c’est-a-dire qu’elle porte le résidu aminé par lequel la synthése doit commencer,
soit le carboxy-terminal (C-ter) car la synthése se fait dans le sens C-ter vers 1’extrémité

amino-terminale (N-ter).

Tous les acides aminés sont protégés au niveau des groupements amines par un
groupement Fmoc ce qui permet de rendre I’extrémité N-ter momentanément non réactive.
Afin de prévenir les réactions secondaires entre les o-amines et les chaines latérales
fonctionnelles, d’autres protections masquent les groupements réactifs des chaines latérales,

comme suit :

e le groupement hydroxyle de la serine et la fonction acide carboxylique de

’acide aspartique sont protégés par un t-butyle ;
e [’ammonium de la lysine porte un Boc ;
e les amides primaires des glutamines et asparagines portent un trityle ;

e un 2,2,5,7,8-pentamethylchroman-6-sulfonyl (PMC) masque le groupement

guanidium de I’arginine.

IIL. 2. 1. b. Etapes de la synthése

La synthése d’un peptide est réalisée par fixation séquentielle de chaque acide aminé
constituant la chaine peptidique. Chaque fixation d’un résidu consiste en une série d’étapes

résumées dans la figure III-1.

La résine est porteuse du premier résidu aminé, la premiére étape dans 1’assemblage
de la chaine est donc la déprotection du groupement Fmoc de I’acide aminé préchargé sur la
résine, pour laisser une extrémité o-amine libre a 1’extrémité peptidique accessible. Cette

déprotection est assurée par une amine secondaire, la pipéridine.

La seconde étape est ’activation de 1’acide aminé libre (et encore muni de son Fmoc
en N-ter), a fixer en deuxiéme position, par transformation en ester activé. Différentes
méthodes d’activation sont alors possibles, comme les milieux HOBt/DCC, I’anhydride

acétique symétrique ou le HBTU-FastMoc.
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L’activation par HBTU a ¢été introduite d’apreés Dourtouglou et a

stratégie Fmoc par Fields'®,
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Le succes du couplage d’acides aminés en phase solide dépend non seulement de la
réactivité du groupement carboxyle de ’acide aminé protégé mais aussi de I’accessibilité du
résidu terminal du peptide en cours d’élongation fixé & la résine'®’. Par exemple, les acides
aminés esters HOBt sont connus pour réagir rapidement avec les amines'® mais si le temps
pour I’activation est insuffisant, la concentration d’ester activé n’est pas suffisante pour faire
réagir complétement les sites amines durant le couplage. Les solvants de couplage et
d’activation doivent étre compatibles avec les solvants de solvatation du peptide-résine'*’.
L’HBTU, combiné a ’HOBt et DIEA, produit une forte activation des Fmoc-acides aminés'*’
ceci plus rapidement qu’un activateur de type HOBt/DCC. La méthode FastMoc tient son
nom de ['utilisation de HBTU en plus de I’HOBt (Applied Biosystem). Les deux réunis
entrainent une réaction cinétiquement favorisée et une meilleure solvatation de la résine'*!.
Donc ’HBTU est dissout dans une solution de HOBt dans DMF, puis le tout est mélangé a
une solution contenant du DIEA dans NMP.

L’acide aminé libéré est alors prét a recevoir le résidu suivant que 1’on a donc

préalablement activé par une solution de HOBt/HBTU.

Durant le couplage, 1’ester activé forme une liaison amide avec le résidu déprotégé
en cours d’¢longation (figure III-1). La mise en présence des deux groupements réactifs est
réalisée en deux passages successifs : un premier acide aminé est présenté a la résine avec un
exces de 4 résidus libres pour une chaine en élongation. Une fois le couplage terminé, la
résine est lavée puis incubée a nouveau avec le méme acide aminé. Apres ce double couplage,
les sites n’ayant pas réagi lors du premier passage d’un résidu sont encore susceptibles d’étre
fixés au cours du second passage. En ce cas, I’objectif a chaque fixation se situe a 98% du
couplage. Un des problémes rencontrés lors du couplage est la formation de liaisons
hydrogéne intra peptidiques. Elles pourraient alors entrainer la formation d’« agrégats »
bloquant ainsi 1’accessibilit¢ de I’acide aminé déprotégé pour I’acide aminé libre. Afin de
pallier cette éventualité¢ le couplage est réalisé¢ en rajoutant une base (DIEA) dans du NMP

(couplage anhydre).

Malgré toutes les précautions prises pour atteindre une réactivité maximale des
résidus et donc une fixation optimale, certains acides aminés (aa™™") ne fixent pas les acides
aminés (aa") libres, laissant place a une fonction aminée active pouvant étre fixée par le résidu
présenté ultérieurement (aa™"'). Ce phénoméne donnerait naissance a des peptides possédant
des délétions en milieux de chaine (aa"'— aa™"'), comme montré sur la figure I1I-2. Afin

d’éviter ces syntheses tronquées en milieu de chaine, le blocage de toutes les fonctions amines
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qui n’ont pas réagi est réalisé par un traitement a I’anhydride acétique : c’est I’étape de
capping. Ce produit va bloquer les groupements aminés libres du Fmoc n’ayant fixés aucun
résidu, ce qui inhibera la fixation avec un quelconque acide aminé pour éviter de créer des

séquences incompletes en milieu de chaine.

Fmoc-NH coon NH,

Pas de fixation

:

Lavage NMP

NH,

Fmoc-NH COOH Incubation avec le résidu suivant
e

Figure III-2 :  Représentation de la formation de peptides tronqués en milieu de chaine.

:

Un nouveau cycle peut alors commencer par la déprotection de I’amine sur le peptide

en ¢longation. Ces étapes sont alors répétées jusqu’a 1’obtention du peptide complet.

Suivi de la synthése par mesure de la conductivité

Au cours de la synthése, des réarrangements structuraux du peptide peuvent se
produire. Or, cette redistribution peut interférer avec la capacité de déprotection et de
couplage. Le suivi du succeés de I’¢longation est réalis¢ en temps réel aprés chaque
déprotection de maniere automatique par la mesure de la conductivité. Le principe repose sur

2 Un faible taux de déprotection

I’étroite corrélation entre la déprotection et le couplage
indique un couplage faible ou incomplet. Rajoutée en excés 1’action de la pipéridine a lieu a
deux niveaux successifs. La premiere génére un dibenzofulvéne qui réagit en un second temps
avec une molécule de pipéridine pour donner un dibenzofulvéne-pipéridine, quantifiable en

U.V., et un sel de carbamate détectable par mesure de conductivité (figure III-3). L'efficacité
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Figure llI-3:  Mode d'action de la pipéridine et produits secondaires formés permettant
le suivi en temps réels de la synthése par mesure de la conductivité.
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de la déprotection a pu étre suivie grice a un systéme de mesure automatique de la
conductivité installé sur le synthétiseur ABI 433A. Un exemple d’enregistrement schématisé
est montré sur la figure IlI-4. L’action de la pipéridine est effective par cycles (avec un
minimum de quatre) a la fin desquels une mesure de conductivité est réalisée. L’étape de
déprotection cesse des lors que le dernier pic observé est €gal au précédent (2 10% du signal

de départ), ce qui suggere que la conductivité mesurée provient du bruit de fond.

IIL. 2. 1. c¢. Isolement et purification

Une fois la synthese arrivée a terme apres fixation du dernier résidu, le peptide est
sépar¢ de son support solide, la résine et les groupements protecteurs des chaines latérales

sont clivés simultanément.

Il reste alors a purifier le peptide parmi les morceaux de séquences tronquées, par
chromatographie liquide haute performance. La vérification de la présence de peptide de

masse connue est effectuée par spectrométrie de masse de type MALDL

II1. 2. 2. Matériels et Méthodes

II1. 2. 2. a. Synthétiseur

La synthése peptidique a été réalisée a 1’aide d’un synthétiseur de peptide semi-
automatique Applied Biosystems Syntheziser 433A (PE Biosystem, Courtaboeuf, France). La
méthode de chimie s’est orientée vers la stratégie FastMoc, notée FastMoc-
CondMonPrevPeak chez le fabricant. La résine, les Fmoc-acides aminés, protégés au niveau
des groupements latéraux, ainsi que HOBt et HBTU proviennent de la compagnie

Novabiochem (Laufelfingen, Switzerland) et les solvants de SDS (Peypin, France).

Les solvants et réactifs sont délivrés au synthétiseur sous pression. La composition

des bouteilles, numérotées par le fabricant, est détaillée ci-dessous :
O Bouteille de déprotection : 20% de pipéridine dans NMP,

® Bouteille de capping : anhydride acétique/DIEA/HOBt (19 ml/9 ml/0,8 g, v/v/v)
dans 400 ml de NMP,

© Bouteille d’activation : HBTU/HOBLt (37,9 g/13,6 g) dans 200 ml de DMF,

@ Bouteille d’activation et couplage : 35% de DIEA dans NMP
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O ct ©® Bouteilles de lavage : DCM et NMP respectivement.

IIL. 2. 2. b. Synthése du peptide IB7,, et clivage de la résine

0,1 mmol de résine Wang préchargée avec une glycine sont utilisées. Les acides

amings libres sont présentés en exces de 10 par rapport a la résine.

Le double couplage est un module conditionnel du programme de gestion de
I’automate, il dépend de la fixation précédente, dont le bon déroulement est suivi par la
mesure en temps réel de la conductivité, comme présenté figure I1I-4. Le second couplage
n’est effectué que lorsque la derniére déprotection observée n’est pas conforme aux

restrictions demandées pour la déprotection (§ II1.2.1.b suivi de la conductivité).

Double couplage

Gly' Gly' Gln!2  Glp!2-bis

Figure [1I-4 :  Représentation du suivi de la conductivité apres action de la pipéridine.
Le double couplage est un module conditionnel fonction de la qualité de la déprotection
précédente.

A la fin de 1’¢longation, le peptide fixé a son support solide, est récupéré. Le clivage
de la résine ainsi que des groupements protecteurs des chaines latérales du peptide IB7,4 est
réalis¢é simultanément en milieu acide. Le peptide est placé dans un mélange
TFA/thioanisol/H,O Milli Q (95/3/2, v/v/v), 10 ml pour ~0,8 g de peptide-résine, sous
agitation non magnétique pour ne pas broyer la résine. Apreés 120 mn par un passage de 0°C a
température ambiante, la résine est filtrée du mélange de peptides libres et des groupements
protecteurs sur verre fritté. L’ensemble est lavé avec TFA puis DCM. Ces deux solvants sont
ensuite évaporés sous pression réduite et le brut de synthése est récupéré par une extraction au

diéthyléther froid/H,O (10/10, v/v), répétée deux fois pour chaque phase. Le peptide étant
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soluble dans I’eau, seuls les réactants du clivage se retrouvent dans la phase éthérée et cela
permet une premiere €limination grossiére des groupements protecteurs. La phase aqueuse

contenant le peptide est alors lyophilisée.

IIL. 2. 2. c. Synthése de IB7 et clivage de la résine

La synthese du peptide IB7,4, représentant la partie amino-terminale de la protéine
IB7, ne nécessite pas de précautions particulieres car sa taille le rend relativement facile a
synthétiser. Au contraire, pour arriver a son terme avec un rendement correct, la synthese de

la protéine entiere IB7 requiert quelques modifications.

La méthode utilisée est la FastMoc a 0,25 mmol d’arginine prégreffé sur la résine,
avec un excés d’un facteur 4 en acides aminés libres. La résine utilisée est la résine NovaSyn®™
préchargée avec de I’arginine, que nous avons préférée a la résine Wang, reliée au premier
acide aminé par un groupement HMP. En effet, le taux de substitution de la résine NovaSyn®
est moins élevé (entre 0,1 et 0,3 mmol.g” de résine) ce qui la rend plus adaptée a I’élongation
de longues chaines peptidiques. De plus la résine NovaSyn® est dotée d'un polyéthyléneglycol
qui constitue un bras espaceur empéchant un retour de I'o-amine sur la résine. Ceci permet

d’obtenir un meilleur rendement.

Au préalable, nous avons réalisé une plus longue solvatation (doublée) de la résine

grace a deux passages successifs de DCM ainsi que de NMP.

Au niveau du synthétiseur, chaque étape de la synthese est représentée par un module
qui consiste en une série de commandes que nous pouvons modifier, en maintenant un
langage Applied Biosystem cohérent. Certains modules de la méthode FastMoc2.5 sont donc

optimisés dans ce but :

¢ Module B : déprotection : étape 21, fonction 51 : 14 ; soit une augmentation de

30%du temps de délivrance de la pipéridine, étape 22, fonction 56 : 5 ; lavage au NMP

¢ Module A : activation : étape 13, fonction 94 : 10 ; étape 14, fonction 98 : 10 ; soit
une augmentation de 20% du pourcentage d’anhydride acétique délivré,

¢ Module C : capping : étape 3, fonction 52 : 42 ; étape 4, fonction 40 : 5 ; étape 5,
fonction 41 : 5; soit la quantité d’agents activants (HBTU, HOBt, DIEA) est augmentée
~20% ;
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¢ Module F : coulage : étape 22, fonction 98 : 35 ; soit le temps de couplage entre le
peptide en cours d’élongation et les acides aminés libres a été rallongé de 17% pour chaque

résidu.

Les temps d’action de la majorit¢ des produits sont ainsi augmentés le double

couplage est rendu obligatoire pour tous les acides aminés.

A la fin de I’¢longation, la protéine IB7 est récupérée pour subir un traitement acide
dans le but de récupérer un produit libéré de la résine et comportant des chaines latérales
fonctionnelles, sans groupements protecteurs. Il est a noter que le processus de clivage et
d’extraction différe entre le peptide IB7;4 et la protéine IB7 entiére. IB7 requiert une solution
de clivage plus complexe en raison de la substitution du groupement protecteur de 1’arginine
principalement. Le mélange réactionnel est alors composé de
TFA/thioanisol/H,O/¢thanedithiol/cristaux de phénol (84/4/4/2/6, v/v/v/v/g), tel que 20 ml de
mixture réagissent avec ~ 2 g de peptide-résine. Cette réaction clivante doit étre de plus courte
durée possible (ici 150 mn) pour diminuer le contact du peptide néo-synthétis¢ avec les
réactifs de clivage. En effet, une action prolongée de la mixture de clivage pourrait produire

des groupements PEG génant I’étape de purification suivante.

IIL. 2. 2. d. Purification par Chromatographie Liquide a
Haute Performance

L’analyse ainsi que la purification des peptides et protéines sont effectuées par
chromatographie liquide haute performance en phase inverse (RP-HPLC) WATERS dotée
d’un détecteur Alliance. La phase stationnaire est une colonne analytique greffée de chaines
aliphatiques de 18 carbones (5 um, 100 A, 3,9 x 150 mm). Les solvants d’élution sont en A de
I’eau a 0,1 % de TFA et en B de I’acétonitrile a 0,08 % de TFA, délivrés avec un débit de 1
ml/mn. La purification est effectuée sur des colonnes semi-préparative (15 um, 100 A, 7.8 x
300 mm) permettant un meilleur débit (2,5 ml/mn) donc le passage d’une plus grande quantité
de matériel a chaque injection. La sortie de colonne est reliée a un collecteur de fractions
préalablement programmé afin de récolter les fractions un certain temps apreés le début de
I’¢lution. Ceci est possible car le pic contenant le peptide est ¢lué¢ de la colonne a un temps

donné parfaitement reproductible d’une injection a 1’autre.
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La présence de protéine ou de peptide, est caractérisée par la valeur de la densité
optique a 214 nm, spécifique de la liaison peptidique liant les résidus amino acides constituant
la chaine protéique. Le suivi de 1’absorption a 254 nm est utilis¢ comme controle. En effet,
seuls les groupements aromatiques absorbent a cette longueur d’onde. Or le peptide n’en
posséde pas, donc la variation de cette valeur va nous informer sur la présence d’impuretés

dans la solution, comme certains groupements protecteurs.

IIL. 2. 2. e. Dessalage

La SM nous a informés sur la présence de sels dans la solution du peptide pur, par
des adduits a +23 (ions sodium) et +39 (ions potassium). Or cette contamination doit
impérativement étre traitée (par dessalage”™) afin de réaliser ultérieurement des expériences de
RMN. En effet, la présence de sels a forte concentration produit une inhomogénéité du champ
B, ce qui rend le réglage des impulsions difficiles et provoque une baisse en résolution. Une
seconde chromatographie utilisant des micro-colonnes de silice greffée par des chaines de 18
carbones est donc réalisée (Sep-Pack cartridge). Chaque injection ne contient que 2 mg de
produit peptidique pour ne pas saturer la colonne. La colonne est solvatée par du méthanol
puis rincée avec de I’eau a 1%o0 de TFA (5 volumes de colonne). Aprés dépdt du peptide, une
premiére €lution est réalisée avec de 1’eau 1%o de TFA, qui permet d’enlever les ions
directement. Puis le décrochage du peptide de la colonne a lieu lors du passage du second

¢luant consistant en un mélange acétonitrile/H,O (3/1) & 1%o de TFA.

IIL. 2. 2. f. Verification de la composition en masse par
Spectrométrie de Masse

Le brut de synthése obtenu est analysé par spectrométrie de masse en mode MALDI-
TOF, capable de définir des masses avec une précision allant jusqu’au dalton. La solution
issue de la chromatographie est directement déposée sur une matrice, I’acide o-cyano-4-
hydroxy-cinnamique, avec laquelle elle « co-cristallise ». Le laser va ioniser I’échantillon de
telle sorte que chaque molécule comportera un proton (masse et charge) en plus. Nous avons
ainsi acces au rapport masse sur charge, ce qui nous permet un suivi fin de la masse +1 de

tous les composés.
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II1. 2. 3. Résultats et Discussion

IIL. 2. 3. a. Caractérisation du peptide IB7,

Le spectre de masse en MALDI-TOF du brut de synthése est présenté figure I1I-5.
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Figure III-5 :  Spectre de masse en MALDI-TOF du brut de synthése du peptide IB7,4
aprés dissolution dans I'eau. Le pic majeur de 1300,66 Da correspond au peptide 1B7;4
monoprotoné (1+) de masse mono isotopique 1300,66 (masse exacte 1299,66). Les pics
secondaires 1322,68 et 1338,65 correspondent respectivement aux masses du peptide li¢
par du sodium ou du potassium. La présence d’autres pics traduit I’impureté de la
solution.

Le pic largement majoritaire d’un rapport masse/charge (m/z) de 1300,66 correspond
au peptide IB7,4 de masse mono isotopique de 1300,66 soit de masse exacte 1299,66 g.mol™.

Les impuretés présentes dans I’échantillon sont éliminées par RP-HPLC.

La figure III-6 montre les chromatogrammes obtenus avant (en trait plein) et apres
(en pointillés) la purification. Sur le brut, les pics €¢lués le plus rapidement correspondent aux
groupements protecteurs. Le pic étalé reflete un mélange de plusieurs produits peptidiques

ayant une composition de nature trés proche. Apres fractionnement, seul le peptide IB7;4 est
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présent dans la solution. La pureté de la fraction peptidique apparait nettement sur le spectre

car seul le pic correspondant au temps d’élution du peptide (~11 minutes) est présent.

A D’issu de cette chromatographie, le succes de la purification est confirmé par SM

dont le spectre ne contient que la masse du peptide avec ou sans adduits de sels.

B7_ e
I:I'-'_r-'_

Figure llI-6 :  Chromatogrammes obtenus apres synthese du peptide IB7,, par RP-
HPLC, munie d’une colonne analytique greffée avec des chaines aliphatiques de 18
carbones, sous un gradient en continu H,O/Acétonitrile (de 100/0 a 0/100) delivré avec
un débit de 1 ml/mn. Le spectre en trait plein représente le brut de synthese et en pointillé
est obtenu aprés purification.

Le rendement obtenu pour la synthese du peptide est de 59%, ce qui fait un taux de
greffage par acide aminé de §0,59, soit 96%. Cette valeur est proche du rendement théorique

maximal proposé par la technique qui est de 98%. 35 mg de peptide IB7,4 pur ont été obtenus.
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IIL. 2. 3. b. Caractérisation de la protéine IB7

Le spectre de masse en MALDI-TOF du mélange brut obtenu est présenté
figure III-7. On observe deux séries de pics majeurs: 5766,8 et 5748,8 correspondant

respectivement 4 la masse M+H"™ et M+H'-18 d’IB7; 2883,7 et 2875,2 correspondant

respectivement aux masses M+2H et M+2H -18 d’IB7.
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Figure III-7 :  Spectre de masse en MALDI-TOF obtenu pour le mélange réactionnel du
brut de synthése aprés dissolution dans de 1’eau. Les pics majeurs correspondent aux
masses mono- (1) et di- (27) protonées des espéces IB7 et IB7-18. Des pics secondaires
représentent des peptides tronqués issus de 1’¢longation d’apres IB7 ou IB7-18. Certains
peptides tronqués sont schématisés au-dessus du spectre de masse.

D’autres pics minoritaires sont également observables. Ils correspondent a des
peptides tronqués, acétylés lors du capping a I’anhydride acétique. La figure III-7 montre
Iattribution de certains d’entre eux, du fragment Arg’-Pro®® a Arg’-GIn'* allant

respectivement d’un rapport m/z de 4584,3 a 3984,5 Da. L’origine de ces fragments peut étre
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expliquée par la présence de 5 prolines consécutives en position 22-18. En effet, ces résidus
sont capables de se replier pouvant ainsi géner 1’élongation.

La composition en résidus aminés étant la méme que celle du peptide 1B7,4 nous
prévoyons un profil d’hydrophobicité quasiment identique, donc la méthode de purification
est effectuée selon le protocole RP-HPLC précédemment décrit. Le chromatogramme obtenu
ne présente pas une raie fine mais un pic majeur tres étalé (figure II1-8). Cette allure est due a
un mélange de différents peptides dans lesquels on trouve IB7 et un certain nombre de
peptides tronqués. Tous ces peptides ont donc la méme composition en résidus aminés et
présentent donc un méme profil d’hydrophobicité. Ils sont ainsi coélués malgré leur
différence en taille. Les pics en début de chromatogramme ont été identifiés comme les

groupements protecteurs clivés par action du TFA.

Groupements
, protecteurs

—

Mélange IB7 et peptides tronqués

Absorbance (ua)

Temps (minute)

Figure I1I-8 :  Chromatogramme du brut de synthése obtenu par HPLC en phase inverse
sur une colonne analytique C18. L’¢lution subi un gradient variant de 18% a 45 %
d’¢luent B. Les premiers pics correspondent aux groupements protecteurs libérés lors du
clivage au TFA et la fraction majeure éluée entre 15 et 20 mn contient un mélange de

IB7, IB7-18 ainsi que les peptides tronqués.

La purification a été effectuée par un fractionnement fin du pic ¢lué entre 15 et 20
mn. Trois passages successifs en RP-HPLC ont été nécessaires a 1’obtention de la protéine

IB7 pure. L’avancement de la purification est suivi par la méme technique de spectrométrie de
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masse MALDI-TOF que précédemment. La figure III-9 montre un spectre de masse de la

fraction purifiée de la protéine IB7.
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Figure I1I-9 :  Spectre de masse en MALDI-TOF de la fraction purifiée par RP-HPLC.
Les deux espéces présentes sont les peptides IB7 et IB7-18 mono- et di-protonées.

Plus aucun pic n’est présent dans la région 4000 a 5000, suggérant que tous les
peptides tronqués ont €té €liminés. En revanche les deux pics correspondant a la masse de la
protéine IB7 M ou M-18, de formes mono (IH") et di-protonées (2H") sont toujours
présentes. Nous avons donc un mélange de deux protéines, inséparables par HPLC, la
protéine IB7 et une protéine dont la masse correspond a la protéine IB7 moins 18 Da.

Un probléme majeur rencontré lors de la synthése chimique de protéines comprenant

14314 Ta figure II-10 nous

des résidus acides aspartiques est la formation d’aspartimide
montre une réaction classique basée sur la réactivité de 1‘aspartate. Plusieurs facteurs peuvent
entrainer ce type de réaction comme la nature des groupements protecteurs ou 1’utilisation de
solvants acides en présence de séquences Asp-Gly ou Asp-Asn. La formation d’aspartimide

catalysée en milieu acide a lieu indifféremment sur des résidus aspartates libres ou protégés
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au niveau de leur chaine latérale. Or dans la protéine IB7 un seul aspartate est présent,
encadré par une glycine et une asparagine (Gly’*-Asp>-Asn’®), condition favorable & la
formation d’aspartimide. Cette réaction peut étre €évitée en diminuant le temps d’action du
TFA lors du clivage peptide-résine ou en utilisant des bases comme la pyridine qui réduit ce
type de réaction en diminuant I’acidité. Malheureusement, cela provoque une déprotection
incompléte des chaines latérales ainsi qu’un faible rendement du clivage. D’aprés Tam et
al."*, une autre alternative & cette réaction parasite serait d’utiliser une protection benzyle
ester. La déprotection nécessaire se déroule en deux étapes, un faible puis un fort traitement a

HF. La formation résiduelle d’aspartimide ne dépasse alors pas les 8 %.
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Figure [1I-10 : Formation d’aspartimide ™.

De la méme maniére que pour IB7;4, le rendement obtenu pour la synthése de la
protéine est de 15,5%, ce qui correspond a un taux de greffage pour chaque résidu de 30,155

soit 97%, a comparer a la valeur théorique maximale de 98%. 20 mg de protéine IB7 pure ont

été obtenus.
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I11. 2. 4. Conclusion de la synthese

Apres optimisation des conditions de SPPS, les syntheéses d’IB7 et IB7;4 ont été
faites avec des rendements tout a fait acceptables (avec des taux de greffage par résidu de 96
et 97%). Les difficultés inhérentes a la composition en résidus des PRPs (majorité de prolines
et glycines) ont ainsi pu étre contournées. Dés lors que la synthése d’IB7 est au point, nous
pourrons tenter d’accéder a d’autres types de protéines riches en proline, comme les protéines

du collage.

L’obtention de quantités suffisantes d’IB7 et IB7,4 permettent d’envisager leur étude

structurale ainsi que 1’¢tude des interactions protéines-tanins.

Cependant, la protéine IB7 n’a pas pu étre séparée de son homologue IB7-18. En
revanche, étant donné que ’acide aspartique est en position 55 sur la protéine IB7, soit a la fin
de la séquence, la formation d’aspartimide est supposée n’avoir que peu d’influence sur la
structure de la protéine et ne devrait donc pas contrarier les études physico-chimiques

réalisées par la suite.

I11. 3. LES TANINS DIMERIQUES

Les tanins mode¢les que nous avons choisi appartiennent a la famille des tanins
condensés, tanins présents dans les parties solides des raisins (pépins et pellicule) et transmis

au vin au cours de la vinification.

Deux méthodes d’obtention des dimeres ont été développées : une méthode
d’extraction directe a partir de pépins de raisin (Merlot) et une méthode de synthése. Ces deux
approches nous permettent d’avoir acces a différents dimeres présents dans les parties dures
des raisins. L’extraction a partir de pépins de raisin nous a permis d’isoler les diméres
majoritaires présents dans le raisin et la synthése par voie cationique, décrite par Barathieu®,

nous a permis d’accéder au dimere B3 (catéchine-(4p3-8)-catéchine).
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I1I. 3. 1. Extraction des pépins de raisin

L’extraction des composés directement sur la matiére vivante (raisin) ou exploitée
(vin) est une méthode d’obtention des composés a 1’état natif. Cependant la composition
phénolique des raisins comme celle du vin est complexe et nécessite un fractionnement
délicat effectué en plusieurs étapes : au préalable, les tanins oligomériques sont extraits, puis
les dimeres sont séparés des autres constituants, enfin chaque dimere peut étre purifié

séparément.

Ce travail a été effectué dans le laboratoire d’Yves Glories sous la tutelle de Cédric
Saucier a la Facult¢ D’cenologie (Université Bordeaux 2), en nous basant sur les travaux de

Victor de Freitas'* et de Marie Mirabel'*°.

IIL. 3. 1. a. Matériels et Méthodes de séparation

Isolement des olicomeéres et polymeéres tanniques a partir de pépins de raisin

(Merlot)

50 g de pépins de raisin (issus du cépage Merlot) sont préalablement broyés,

lyophilisés puis réduits en poudre. La fraction tannique totale est extraite par deux bains
successifs: 1,5 L d’un mélange méthanol/eau (80/20, v/v), puis 1,5 L d’un mélange
acétone/eau (75/25, v/v). Une agitation magnétique est réalisée sous azote durant trois heures
pour chaque bain. Les solvants sont ensuite évaporés a sec et le produit est repris dans 300

mL d’eau puis lyophilisé.

Sur 100 mg de tanins totaux, une extraction au méthanol/chloroforme (1/3, v/v)
permet de séparer les tanins polymériques des tanins oligomériques. En effet, seuls les
oligomeres restent solubles dans ce mélange alors que les polymeres y précipitent, ainsi une
simple filtration suffit a les séparer. Le surnageant est ainsi gardé puis évaporé. L’extrait sec

(50 mg) est repris dans 2 ml de méthanol.

Extraction des dimeéres par chromatographie liquide basse pression

La fraction de tanins oligomériques obtenus précédemment contient différents

monomeres, dimeres, trimeéres, voire tétrameres. Le pré fractionnement est réalisé sur un

circuit de chromatographie basse pression dans une colonne de 35 cm de hauteur et de 1,6 cm

de diamétre, dont la phase mobile est le méthanol délivré avec un débit de 0,8 ml/mn. La
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phase stationnaire est un polymere réticulé qui se présente sous forme de billes poreuses de 5
a 10 mm de diametre (gel Toyopearl TSK HW40) et qui, hydraté, prend 1’aspect d’un gel. Le
choix de la porosité se fait en fonction de la taille des molécules a séparer. En effet, la
porosité influence directement la migration des molécules de telle sorte que plus la molécule a
une taille élevée plus elle parcourt un chemin long au sein des billes. Ainsi, les tanins les plus
polymérisés sont retenus plus longtemps dans le gel, au contraire les tanins de faible masse

moléculaire comme la catéchine seront élués en premier.

La détection des composés €lués est effectuée par spectrophotométrie a 280 nm,

spécifique aux groupements phénoliques.

La purification par chromatographie ligquide haute performance en phase
inverse (RP-HPLC)

20 mg de dimeres ont été séparés de la fraction oligomérique. La séparation des
différents isomeres a été réalisée par chromatographie liquide haute performance en phase
inverse (RP-HPLC ), cette technique permettant de séparer les molécules en fonction de leur
polarité. La phase stationnaire est constituée de billes de silice poreuses sur lesquelles des
chaines aliphatiques de 18 carbones sont greffées, (colonne Beckman ultrasphére ODS C18, 5
mm 100 A, 15 x 300 mm). L’élution est réalisée par un solvant constitué par de 1’eau a 2,5%
d’acide acétique, solvant A, et un solvant B constitué par 20% d’acétonitrile dans 80% de A.
La séparation des différents dimeres est obtenue pour un gradient allant de 95% a 80% de A
avec un debit de 3 ml/mn. Les molécules sont alors €¢luées de la plus polaire a la moins polaire

et leur sortie de colonne est visualisée par absorption UV a 280 nm.

Une chromatographie sur couche mince est réalisée sur chaque fraction pour en
déterminer la composition. Les dépots sont effectués parallelement a la catéchine utilisée
comme valeur contréle du temps de rétention. L’¢luant est un mélange d’acétate
d’¢éthyle/acide formique (48/2, v/v). La migration des spots est suivie soit sous lampe UV soit
sous vapeur d’iode. Les différents dimeres sont caractérisés grace a leur vitesse de migration
caractéristique'”. Elle est évaluée par la distance de migration du soluté par rapport a la

distance de migration du solvant, noté Ry.

87



II1. 3. 1. b. Résultats et discussion

La figure III-11 présente le chromatogramme de la fraction de tanins oligomériques.
Les molécules de faible masse moléculaire sont éluées en premier, puis viennent les unités

monomériques, dimériques et enfin trimériques ainsi que le restant des oligomeres.

schi . Oligoméres
Phénols C.atec’hln'e Dimgéres £
Epicatéchine

J Dimeres galloylés,
Trimeres,

- ———
'

temps (heures)

Figure [lI-11 : Chromatogramme obtenu par détection a 280 nm apres fractionnement
du brut de tanins oligomériques par chromatographie basse pression sur un gel TSK
HW40S. L’éluant est le méthanol délivré avec un débit de 0,8 ml/mn.

La fraction issue de la chromatographie contenant les dimeres est donc prélevée de
fagon a pouvoir purifier les différents isomeres. Cette fraction est la plus représentée par

rapport a la masse totale des tanins dans les pépins de raisin.

Le profil chromatographique de la fraction dimérique est présenté figure I1I-12.
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Figure llI-12 :  Chromatogramme obtenu par RP-HPLC. Les différents dimeres B3, B1
et B2 sont caractérisés d’aprés les temps d’¢élution décrits par De Freitas'®.

La caractérisation des différents dimeres, vus chapitre I, peut étre réalisée par la
mesure des temps d’élution en HPLC ou bien par la mesure de la distance de migration du
soluté par rapport au solvant, Rs. En effet, chaque dimére a un R¢ qui lui est propre : les
dimeres B1 et B2 ont un Rede 0,56, les diméres B3 et B4 ont un R¢= 0,60. Il y a peu voire pas
de dimeres BS5, B7 (R = 0,70) ni de diméres B6 et B8 (R = 0,83). Le trimére C1 est

également présent dans cette fraction avec un Ry de 0,40'%.

Cette approche nous permet d’isoler plus facilement le dimere B2 que les autres
dimeres. Non seulement, le dimére B2 est quantitativement le plus important donc non
seulement il pourra étre représentatif de la population de tanins mais une raison pratique
s’ajoute a cela dans la mesure ou ’extraction nécessite moins de matériel de départ afin
d’obtenir davantage de produit pur. Mais d’un point de vue pratique, il est plus €éloigné des

autres dimeres alors que B1 et B3 risquent d’étre co-¢lués.
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Environ 1 mg de dimere B2 a pu ainsi étre purifié.

Cette méthode d’extraction présente I’avantage de pouvoir obtenir différents types de
dimeres, issus du raisin et du vin. Cependant elle reste lourde et les quantités de produits
obtenus tres insuffisantes pour les études ultérieures d’interaction avec les protéines. Une
autre voie a donc été¢ abordée dans le but de disposer de quantité¢ de matériel tannique

convenable pour les études physico-chimiques, la synthése.

I1I1. 3. 2. Synthése par couplage cationique

La méthode de synthése utilisée au laboratoire est le couplage cationique, développé
au Laboratoire de Chimie Organique et Organométallique (LCOO-Université Bordeaux 1,
dans le groupe d’E. Fouquet par Karine Barathieu®). Cette méthode a été mise au point pour
la synthese du dimére B3 (catéchine-(4p3-8)-catéchine). La liaison C4-C8 a été choisie puisque
les dimeres les plus représentés dans le vin possédent ce type de liaison (cf chromatogramme
figure 11I-12). D’autre part, ce choix s’est confirmé pour une question de coit : en effet, le
gramme de catéchine (1) est vendu 14,5 € alors que le gramme d’épicatéchine est a 68,7 €

(Sigma-Aldrich, France).

IIIL. 3. 2. a. Etapes de la synthése

Les différentes étapes de la synthese par couplage cationique, résumées figure 111-13,

sont les suivantes :
a- la protection des groupements OH de la catéchine (1).

Cette étape est nécessaire a cause de 1’instabilité de la catéchine en dehors de la zone
de pH 5 a 87, Cette protection est assurée par des groupements benzyles, groupements
stables en milieux acide et basique et présentant 1’avantage d’offrir une déprotection douce en
milieu neutre par une réaction d’hydrogénation, compatible avec la fragilit¢ de nos composés.
Apres protection, on obtient la catéchine tétrabenzylée.

b- ’activation de la position 4 du cycle pyrane de la catéchine tétrabenzylée a été

148
L.

développée au LCOO en utilisant la méthode de Tiickmantel et al ™. La catéchine

tétrabenzylée (2) activée sert d’unité d’extension.

90



[t

a- Protection
4 é&q. BnBr, KCOs, DMF 0a20°C
OBn b- Activation
DDQYéthylene glycol
—
OBn S5hta
x 10 Y x1
2(60%)
wnité dinitiation Couplage

4(45%)

d- Déprotection ¢
THF 2, méthanol, PA(OH):

5(88%)

Figure I1I-13 :  Schéma de synthése du dimére B3 par la voie du couplage cationique®

3
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c- le couplage va permettre de créer la liaison C4-Cg entre la catéchine activée tétrabenzylée
(comme unité d’extension, 3) et la catéchine tétrabenzylée (comme unité d’initiation, 2), cette
derniere étant en exces (1 unité d’extension pour 10 unités d’initiation). Le dimere catéchine-

(4B-8)-catéchine octabenzylé (4) est ainsi formé.

d- la déprotection des groupements benzyles se fait par hydrogénation dans un
mélange méthanol/THF sous H; avec le catalyseur de Pearlman (Pd(OH),) sur charbon, pour

obtenir le dimere B3 (5).

IIL. 3. 2. b. Matériels et Méthodes
La synthese est la caractérisation ont ¢té réalisées selon le protocole décrit par K.
Barathieu®.

Une purification par RP-HPLC est nécessaire a I’obtention du dimere B3 pur, sur une
colonne greffée de chaines aliphatiques de 18 carbones. La méthode d’¢lution utilisée est la

méme que pour ’extraction, avec un gradient allant de 96 a 80% de A en 25 mn.

III. 3. 2. c. Synthése du dimére B3

Le dimere B3 a été obtenu avec un rendement de 48%, soit 20 mg. Son identification

est réalisée par RMN (figure 11I-14).

L’attribution totale du B3 a été réalisée et montrée dans le tableau III-1 suivant :

A,B,C D,E,F
'H | 8(pm) | 'H | 8(ppm)
2 4,438 2 4,626
3 4310 3 3,978
4 4,374 4 2,535
] 4 2,888
6 6,018 6 6,175
8 5,732 -

2 6,854 2 6,904
5 6,618 5 6,836
6 6,481 6 6,660

Tableau III-1 : Attribution des protons du B3 par RMN.
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Figure III—14.: Spectre er.l.RMN 'H daﬁs D,0 du ciﬁnére IB3 rel.)résenté, obtenu par

synthése cationique et purifi¢ par RP-HPLC.

La régiochimie (liaison C4-C8) a été démontrée par RMN hétéronucléaire HMBC

(1H —13C) dont les corrélations principales sont reprises dans la figure I1I-15 :

ppm F C :

151.5

152.0 4
152.5 \
153.0 ﬂ
153.5

154.0

154.5
155.0 ‘

155.5 q
156.0

156.5 -

157.0

157.5

158.0 T T T T T T T T T T T T
48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 ppm

Figure I1I-15 : HMBC du dimére B3 dans 1’éthanol : la région observée démontre les

corrélations mettant en évidence la régiochimie du composé.
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Les corrélations entre le H4C et les carbones C;D et Cg,A permettent de connaitre la

régiochimie 4-8 de B3.

La structure tridimensionnelle adoptée par les tanins a été largement étudiée en
dynamique moléculaire ou la méthode Monte-Carlo a fait ses preuves. Ainsi nous retrouvons

la structure du B3 ayant une forme compacte comme présentée figure I1I-16 :

Figure I1I-16 : Conformation tridimensionnelle adoptée par le dimére B3, obtenue par
dynamique moléculaire Monte-Carlo.

II1. 3. 3. Choix de la méthode retenue

L’extraction de tanins directement a partir du raisin permet la purification de tous
types de dimeres ou trimére tel que le C1. Cependant, seulement 1 mg de B2 ont pu étre

extraits. En revanche, la synthése a produit 20 mg de dimere B3.

La syntheése par couplage cationique constitue donc une méthode de choix pour
I’obtention de dimeres. En choisissant I’unité d’extension ainsi que I’unité d’initiation, il est
possible d’obtenir sélectivement tous les dimeres en liaison C4-C8 (de B1 a B4). D’autre part,
cette approche permet également de synthétiser un trimére (C1), et semble généralisable aux

autres trimeres, voire aux tétrameres et pentameres.
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I11. 4. CONCLUSION DES SYNTHESES DE PROTEINES ET DE
TANINS

Les syntheses de peptides et protéines sur support solide ainsi que de tanins par
couplage cationique ont ainsi conduit a 1’obtention des acteurs de I’astringence dans des
quantités exploitables pour I’é¢tude structurale et pour I’é¢tude physico-chimique du complexe.
Le développement de ces méthodes et leur optimisation nous permettent désormais de

synthétiser rapidement les produits et ce de manicre quasi-routiniere.

A terme, d’autres types de protéines riches en proline ainsi que d’autres types de
tanins pourront étre synthétisés dans le but de connaitre I’influence de la nature du tanin et de

la protéine face a leur capacité d’interagir.
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Chapitre IV DETERMINATION

STRUCTURALE DE
IB7 ET IB7,4

97



98

Détermination Structurale de

IB7 et IB714



Les différentes techniques pouvant amener a la caractérisation de la structure
tridimensionnelle de protéines sont les rayons X, la diffraction des neutrons, la microscopie
¢lectronique, la RMN. Cependant, les protéines riches en proline se prétent peu a ces types
d’analyse du fait de leur composition particuliere. En effet, elles sont formées a 70-80 % de
proline, glycine et glutamine, organisées en une série de séquences répétées de 5 a 9 acides
aminés>. A notre connaissance, aucun cristal de PRP n’a été obtenu, rendant inaccessible
I’analyse de la structure 3D par rayons X. De méme, aucune structure n’a pu étre déterminée
par RMN donc il n’existe pas de banques de données concernant ce type de protéines, ne
permettant pas une prédiction de structure par homologie de séquence. L’analyse structurale
par RMN de protéines riches en proline est également délicate du fait de leur composition : il
apparait un chevauchement important des résonances li¢ aux séquences répétées avec
principalement 3 acides aminés et a la présence d’un fort taux de prolines rendant plus

difficile I’attribution séquentielle du fait de leur amine tertiaire.

IV. 1. INTRODUCTION

IV. 1. 1. Structures de PRPs : pelote ou hélice de type II ?

A ce jour, les études structurales sur les protéines riches en prolines entieéres sont
principalement basées sur des analyses de structures secondaires obtenues via le dichroisme
circulaire (DC) ou encore par ’analyse de profil d’hydrophilicité / hydrophobicité basée sur le
potentiel d’hydrophobicité de chaque acide aminé. Seules les attributions de 1’ensemble des
protons de deux fragments de 19 et 22 résidus contenant une séquence répétée de la PRP MP5
de souris, solubilisés dans un mélange H,O/DMSO (80/20, v/v) ont ét¢ déterminées par
RMN'?" : ces auteurs n’ont observé que des effets NOEs séquentiels et des constantes de
couplages NH-Ha oscillant entre 5 et 8 Hz. Ces résultats leur permettent de conclure que ces
peptides présentent une conformation en pelote statistique et/ou en hélice de type II. En
revanche, les structures étendues comme I’hélice de type I, typique d’enchainements poly(L-
proline) ou la pelote statistique engendrent une perte de corrélation (7, i+3), ce qui ne permet
pas d’observer directement le pas de I’hélice. Des études de DC en absence ou présence de

CaCl, les conduisent a penser que leurs peptides adoptent préférentiellement une
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conformation aléatoire et ouverte. Conclusions en accord avec d’autres équipes utilisant la

A e : : : o1 33,149
méme propriété des ions calcium connus pour dénaturer les hélices o™

. En revanche,
d’autres équipes observent une structure ¢talée des PRPs basiques en pelote statistique,
entremélées d’hélices de type I>*2. Cid et al.*, en se basant sur la nature de la chaine
peptidique (séquence ou profil d’hydrophobicité), concluent que les PRPs ont une
conformation aléatoire pouvant également étre structurées en hélice de type II typique de la
poly(L-proline), ce qui implique que la séquence seule contient 1’information nécessaire a
I’organisation spatiale d’une chaine peptidique. En comparant les structures de cristaux
obtenus de penta-peptides riches en prolines synthétiques, réalisés par Traub ez al."**'*!, dont
I’analyse aux rayons X montre la présence d’hélice de type II, Cid et al. suggerent que les
PRPs contenant ce type de motifs doivent également se structurer de la sorte®. D’autres
¢tudes de DC sont en accord avec la présence d’hélice de type Il dans les PRPs telles que IB5
et IB9 qui présentent un spectre dichroique avec un minimum d’intensité comparable a celui

obtenu pour la poly(L-proline)™>'2.

Malgré la composition comptant pour environ 50% de proline, leur capacité a
adopter une conformation en hélice de type PII n’est pas systématiquement reconnue dans la

littérature.

IV. 1. 2. La Proline et I’hélice de type II

La grande particularité de la proline provient de la cyclisation de la chaine latérale sur
la fonction amine ce qui induit une contrainte stérique importante sur l'axe de rotation N-Co.
La poly(L-proline) est incapable de prendre une structure secondaire classique dii aux
contraintes conformationnelles imposées par ses chaines latérales pyrrolidine cycliques. Cette
nature cyclique lui confére la particularité d’adopter les configurations cis ou trans : dans la
configuration cis, I’angle de torsion m étant proche de 0° alors que dans la configuration trans,
I’angle ® est proche de 180° (figure IV-1). Ces deux configurations différentes de la proline
peuvent conduire a deux conformations différentes dans le cas d’une poly(L-proline) : une
conformation en hélice de type poly(L-proline) II est adoptée si la proline est de configuration
trans et une conformation en hélice de type poly(L-proline) I pour une configuration cis de la
proline'**. Ces deux hélices sont différenciées tant pour leurs propriétés physiques et
spectroscopiques que pour leurs structures cristallographiques. L'hélice de type 1 (PI) est

caractérisée par des angles de torsion ¢ ~ -83°, y~ +158° et o de ~ 0°, elle forme une
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hélice droite avec 3,3 résidus par tour; I'hélice de type II (PII) est caractérisée par des angles
de torsion ¢ ~ -78°, W ~ +149° et » de 180°, c’est une hélice gauche avec 3 résidus par tour.

L’hélice de type PII est beaucoup plus étendue que la pI'>?

(pas de I'hélice o.ou PI ~ 5 A, pas de I’hélice PII ~ 8 A).

ou que 1'hélice o plus classique

cis

trans

Figure IV-1:  Dipeptide Pro-Pro dans le cadre d’une hélice de PII, en trans, et dans le
cadre d’une hélice PI, en cis. Les angles m, \ et ¢ sont représentés.

La forme de I’hélice adoptée dépend de la nature du solvant : la formation d'hélice de

type PI est favorisée dans un milieu apolaire, alors que la formation de PII est favorisée dans

des milieux polaires'**

. La forme PII est donc la plus représentée dans des conditions
biologiques, chez les plantes ou les animaux. En effet, les motifs en hélice de type poly(L-
proline) retrouvés dans les PRPs sont tous de type PII. Les angles ¢ et @ ont été calculés a
plusieurs reprises pour différentes protéines et leurs valeurs fluctuent trés peu de -75° a -78°

124,154-156

et +145° a +149° respectivement . Les prolines adoptent les conformations cis et trans

et influent également sur les conformations cis et trans des résidus précédents tout comme des

y e . "~ o« qe 155
résidus suivants dans une chaine peptidique

. De plus, en condition naturelle, certaines
protéines peuvent contenir jusqu’a 45% d’hydroxyprolines, favorisant la conformation trans

des prolines'”’.
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L’hélice de type poly(L-proline) est induite par
la nature rigide et cyclique de la proline. L'absence d'un
substituant hydrogéne sur l'azote de son squelette rend
impossible toute stabilisation par liaison hydrogéne. La
poly(L-proline) forme donc une hélice gauche de 3,3
résidus par tour d'hélice et un pas de 9 A, comme

représentée figure [V-2.

Figure IV-2 :  Représentation de 1’hélice de type Il pour une poly(L-proline).

Si I’on considére un enchainement de résidus peptidique de type poly-proline,
seulement certains couples de valeurs d’angles f et y peuvent exister, car toutes les
orientations spatiales ne sont pas admises. Le diagramme de Ramachandran précise les
couples de valeurs observées pour les protéines. Le diagramme de Ramachandran d’une

poly(L-proline), figure IV-3 montre les valeurs d’angles possibles.

7
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Figure IV-3:  Diagramme de Ramachandran d’un polypeptide poly(L-proline). Les
couples de valeurs ¢ et y sont trés spécifiques dus a la conformation propre du résidu

proline.
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IV. 1. 3. Critéres déterminants la formation d’hélice de
type 11

La structure de type poly(L-proline) trouvée dans les PRPs basiques est due au taux de
proline dans la structure primaire compléte (~50%) ainsi qu’au nombre de prolines
consécutives (~30%). L'hélicité¢ de type PII est favorisée par la présence de 4 ou 5 prolines

55,127

consécutives . Toutefois, il est notable que certaines protéines sans proline peuvent

également se structurer de la sorte'” 8. La conformation trans des prolines est indispensable a

la formation d'hélice PII, or toutes les prolines consécutives sont trans alors que les unitaires,

isolées, sont en équilibre entre 70% de trans et 30% de cis.

Ces hélices de type poly(L-proline) ne sont donc pas construites par la formation de
liaisons hydrogéne intra-chaines comme les autres structures secondaires. Elles ne sont donc
pas identifiables par ['utilisation d’agents susceptibles de rompre des liaisons hydrogéne
comme le CaCl,. Elles peuvent étre donc facilement confondues avec des structures

désordonnées ou en pelote statistique' ™.

Nous avons vu précédemment que la formation de I'hélice de type PII requiert la
présence d'un solvant polaire (aqueux ou acide). D'autres facteurs sont également a prendre en
considération comme le pH et la température. En effet, Shibata e al.>> montrent qu'a pH acide
la conformation PII est favorisée par rapport 4 un pH alcalin. Dans un méme but, Fox ez al.'®
s'apercoivent que baisser la température induit la formation de I'hélice de type poly(L-
proline). Résultat qu'ils expliquent par le fait qu'en baissant la température, 1'énergie libre des
molécules d'eau diminue et l'ordre dans la solution augmente, d'ou l'induction de la

conformation.

IV. 1. 4. Stratégie de I’étude

Dans ce chapitre, une étude structurale par dichroisme circulaire de la protéine IB7 et
du peptide IB7,4, partie amino-terminale de IB7 contenant une séquence répétée, est
présentée. La mise au point de cette technique nous a permis de mettre en évidence la
présence de structure secondaire de type hélice poly(L-proline) PII dans le peptide et la
protéine. Une étude par RMN du peptide IB7,4 est également présentée. L’étude RMN nous a
permis d’établir une liste d’angles diedres et de distances qui a pu étre utilisée pour modéliser

le peptide par dynamique moléculaire et obtenir ainsi sa structure 3D.
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IV. 2. MATERIELS ET METHODES

Les matériaux principaux sont les produits de synthése du chapitre III. L’éthanol a
¢été acheté chez SDS (Peypin, France). La poly(L-lysine) et la poly(L-proline), le CaCl, et le

TFE ont été achetées chez Sigma (Saint Quentin Falavier, France).

IV. 2. 1. Dichroisme Circulaire (DC)

Préparation des échantillons

Les cellules de mesure en quartz utilisées ont un trajet optique 0,1 mm, en rapport
avec la concentration de chromophore dans la solution (la cuve de 0,1 mm permet une
meilleure précision pour des solutions de 200 uM a 2 mM). Différentes concentrations ont été
testées entre 200 UM et 2 mM, valeur au-dela de laquelle nous ne pouvons nous placer pour

des raisons de saturation de 1’appareil.

La protéine IB7 ou le peptide IB7,4 sont dissout soit dans de 1'eau soit dans un milieu
hydroalcoolique H,O/Ethanol (88/12, v/v), comme celui du vin, I’idéal étant de disposer d’un
solvant le plus proche d’un milieu naturel. La protéine IB7 a également été dissoute dans un
solvant structurant, HO/TFE (70/30, v/v). En outre, les ¢chantillons sont stabilisés a pH 3,5
et a 298 K, conditions plus proches de la salive pour lesquelles 1’interaction est connue pour

étre quasi-optimale.

Les standards poly(L-lysine), poly(L-proline) et autres sont dissout et enregistrés

dans les mémes conditions.
Chaque essai est réalisé en absence ou en présence de 4 mM de CaCl,.

Conditions d’acquisition et de traitement des données

Les spectres de dichroisme circulaire ont été enregistrés sur un dichrographe Mark
VI (Jobin-Yvon) pour des longueurs d'onde dans I'UV lointain, allant de 190 & 350 nm. Seuls
les débuts des spectres seront présentés (190-270 nm) car au-dela de 270 nm, aucun
renseignement n'est récolté en raison de la nature des acides aminés présents (seuls les résidus
tryptophanes absorbent au-dela de 270 nm). L'accumulation de deux scans consécutifs avec

un défilement de 0,5 nm.s” et un incrément de 0,5 nm, conduit au spectre.
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Les spectres résiduels des solvants sont systématiquement soustraits aux spectres des

protéines.

La mesure de I’ellipticité suit la relation [2] décrite §-II. 1, avec n = 13 pour IB7;4 et
n = 58 pour IB7. La méthode de déconvolution, élaborée au laboratoire a été décrite dans le

chapitre 1L

IV. 2. 2. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Préparation des échantillons

La protéine IB7 ou le peptide IB7,4 sont dissout soit dans de 1'eau soit dans un milieu
hydroalcoolique H,O/Ethanol (88/12, v/v), a pH 3,5 et stabilisés a 298 K.

La concentration en peptide et en protéine est fixée a 5 mM, soit respectivement 0,5
mg pour un volume de 80 UL correspondant a un rotor de 4 mm ou 17 mg dans un tube de

volume 600 puL de diameétre 5 mm. 10% de D,O sont rajoutés pour le signal du lock.

Conditions d’acquisition et de traitement des données pour le peptide IB74

La totalité des expériences pour I’attribution des protons du peptide ont été réalisées
sur un DSX Avance Bruker 500 MHz muni d’une sonde HR-MAS avec un lock *H, équipé de
gradient z. L’échantillon est placé dans des rotors de 4 mm contenant 80 pl de solution. Les
spectres sont enregistrés en rotation a 1’angle magique a 5000 Hz. L’impulsion de 90° proton
est de 5,9 us a 6 dB. Dans chacune des séquences, une méthode de saturation du signal de
I’eau a été intégrée (puissance pour la présaturation de 48 dB; temps et puissance
d’impulsion pour le watergate 9,25 us a 9 dB). Le délai de relaxation est fixé a 3 s. Pour
toutes les expériences suivantes 1’acquisition est réalisée en mode TPPI (Time-Proportional

161

Phase Incrementation) °°. La taille de la fenétre est de 10 ppm dans les deux dimensions

(5000 Hz). Les séquences d’impulsion suivantes ont été utilisées :

COSY-DQF'**: la séquence utilisée est la cosydfprtpl9 (Bruker). Pour chaque

incrément t;, 256 scans sont accumulés.

TOCSY'® : la séquence utilisée est la mlevgptpl9 (Bruker). Les expériences
utilisées ont un spin lock MLEV 17, pour un temps de mélange de 300 ms (aprés comparaison
a différents temps de mélange entre 100 et 500 ms). La durée totale du train d’impulsion

encadrant le spin lock est de 2,5 ms. Pour chaque incrément t;, 128 scans sont accumulés.
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ROESY'”: la séquence utilisée est la roesyprtpl9 (Bruker). La durée totale du

spinlock est de 300 ms. Pour chaque incrément t;, 128 scans sont accumulés.

Le traitement des données est effectu¢ grace au logiciel GIFA'"*1% Pour toutes les
cartes, la matrice initiale (t;, t;) de (512x2048) est étendue a (2048x2048) et double

transformée de Fourier et apodisation (sinz, 0,2).

Les contraintes de distance obtenues via les corrélations croisées en ROESY, et les
. . 3 , ., n -
contraintes d’angles via les constantes de couplage °J, sont déterminées grace au logiciel

XEASY'®. Les calculs préliminaires de structure sont effectués sur le logiciel DYANA'".

Conditions d’acquisition et de traitement des données pour la protéine IB7

Les expériences présentées ici ont été réalisées au laboratoire ICSN a Gif sur Yvette
chez le Pr. Eric Guittet, sur un spectrometre Avance Bruker 800 MHz muni d’une sonde 5
mm triple résonance inversée (bobine 1H/2H interne et bobine 13C/15N externe) équipée de
gradients de champ statique a trois axes avec blindage actif (puissance maximale 50G/cm,
température de fonctionnement de -50°C a +80°C). La solution est placée dans des tubes de 5
mm contenant 600 uL. L’impulsion de 90° proton est de 9,25 us a —4,2 dB. Dans chacune des
séquences, une méthode de présaturation du signal de I’eau a été intégrée (puissance 50 dB).
Le délai de relaxation est fixé a 1 s. La taille de la fenétre est de 9,5 ppm dans les deux
dimensions (7575 Hz). Seule I’expérience DIPSI est représentée. L’acquisition est réalisée en
mode States-TPPI'®. La séquence utilisée est la dipsi2prst (Bruker). Le temps de mélange
choisi est de 70 ms. Pour chaque incrément t;, 16 scans sont accumulés. La matrice initiale (t;,
t;) de (512x4096) est étendue a (2048x4096) aprés double transformée de Fourier et

apodisation (sinz, 0,2).

IV. 2. 3. Modélisation Moléculaire (MM)

Fichier de contraintes issues de la RMN

Dans le but d’obtenir la structure du peptide, la minimisation ainsi que la DM sont
effectuées sous contraintes RMN. Le fichier de contraintes est ainsi constitué par les
constantes de couplage *J mesurées avec la séquence COSY-DQF et les effets NOE issus des
expériences de type ROESY. Les contraintes de distances sont proportionnelles a 1’intensité
des taches de corrélation NOE : trés intense pour: 2,2 + 0,4 A, moyenne pour 3,5 + 0,9 A et

faible pour 5,0 £ 0,5 A (distances choisies pour assurer trois classes contigués sans
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chevauchement entre elles ni espace libre). La méthode d’utilisation de ces contraintes de
distances est apellée « flat bottom up well » ou «puit a fond plat » pour laquelle aucune
contrainte n’est mesurée lorsque les atomes s’orientent suivant 1’espace autorisé
préalablement (par exemple de 1,8 a 2,6 A pour la région intense). En revanche, dés que cet

espace est franchi les contraintes s’additionne.

Les simulations ont été effectuées selon une variante de dynamique moléculaire sur
MacroModel, la dynamique stochastique. Aux forces propres du champ de forces sont
additionnés des forces de friction et de mouvement brownien, ce qui simule certaines

propriétés du solvant'®’.

Mode de calcul

Les calculs ont été¢ effectués sur une station SGI Octane R10K avec le logiciel
MacroModel '® version 6,5 (Schrodinger Inc.). Les minima conformationnels ont été
localisés avec le champ de force AMBER* modifié¢ (1986 paramétres) tel qu’il est fourni avec
le logiciel. Les structures sont minimisées jusqu’a I’obtention d’un critére de convergence
RMS inférieur a 0,005 kJ.A.mol” via la méthode TNCG (Truncated Newton Conjugate
Gradient) (1000 cycles). Dans tous les cas nous avons utilis¢é la méthode de solvatation
virtuelle par continuum de solvatation GB/SA'®. Le solvant implicite étant I’eau. Dans ce
travail, I’option « extended cut-off » a été utilisée, dont les valeurs sont : Van der Waals = 8

A, électrostatique = 20 A et liaisons hydrogéne = 4 A.

Le peptide brut a été soumis a trois dynamiques successives de 2 ns chacune a 300,
500 et 1000 K respectivement, ceci permettant la rupture des liaisons aléatoires. Le temps
d’intégration est de 1,5 fs dans le premier cas et 1,0 fs dans les deux derniers. A chacune des
températures 200 conformations ont été conservées, I’ensemble des 600 solutions a été
minimisé sous contraintes et classées par ordre croissant d’énergie requise (TNCG, 1000

étapes). Seulement les 20 structures de plus basse énergie ont été prises en considération.
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IV. 3. RESULTATS :

IV. 3. 1. Structure secondaire de IB7 et IB7,4par DC

Le dichroisme circulaire constitue une étape préliminaire pour I’étude de la structure
secondaire de protéines. Le spectre obtenu donne des informations sur la proportion de

feuillet B, hélice o, hélice de type II ou pelote statistique (cf § II.1.).

1V. 3. 1. a. Spectres dichroiques de IB7 et IB7,

Afin de déterminer la structure secondaire de IB7 et IB7,4, nous avons enregistré les
spectres de la poly(L-proline), modele d’hélice de type II ainsi que de la poly(L-lysine) qui, a
pH 7,4, adopte une structure désordonnée en pelote statistique dans 1’eau. Les spectres
dichroiques de ces deux polypeptides sont montrés dans la figure IV-2 et présentent des
caractéristiques différentes : la pelote statistique est caractérisée par une éllipticité molaire de
I’ordre de -12000 deg.dmol™.cm?® pour un minimum d’absorption 4 196 nm ; alors que I’hélice

de type II a un minimum de I’ordre de -45000 a 206 nm.

La figure IV-4 montre également les spectres dichroiques du peptide IB7;4 et de la
protéine entiere IB7 obtenus dans I’eau. Apreés déconvolution d’aprés une banque de
structures standard connues, on trouve que IB7 et IB7;4 sont constitués a 36% de PII et 64%

de pelote statistique.
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Spectres dichroiques, dans 1’eau, de la poly(L-proline) en hélice de type

11, de la poly(L-lysine) qui a pH 7,4 adopte une conformation en pelote statistique, ainsi
que de la protéine IB7 (a 200 uM) et du peptide IB7,4 (a2 200 uM). Les formes standard

sont représentées a coté des spectres.

Les mémes séries d’expériences ont été enregistrées dans un solvant H,O/EtOH

(88/12, v/v) afin de mimer la composition du vin. Les spectres dichroiques présentent alors

des profils identiques a ceux obtenus dans I’eau.

Comme prévu, la présence de 4 mM de CaCl, dans la solution ne modifie pas I’allure

du spectre dichroique de la poly(L-lysine) en pelote statistique. De méme, aucune

perturbation n’apparait sur les spectres d’IB7 et de IB7,4 en présence de 4 mM de calcium.

Comme I’ont déja signalé certaines équipes

, cette observation induirait que les protéines

de type PRP seraient en pelote statistique. Or, le calcium ne perturbe pas la conformation de
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la poly(L-proline) en hélice de type II, suggérant que ce type de structure est insensible a
I’effet des ions calcium. Aucune conclusion sur la nature des motifs structuraux de ces

polypeptides ne peut donc €tre mise en évidence par I’ajout des ions calcium.

1V. 3. 1. b. Auto-association des protéines ?

Afin de mettre en évidence I’influence de la concentration en peptide sur sa propre
structure secondaire, nous avons suivi 1’évolution des spectres en fonction de différentes
concentrations en peptide, de 200 uM a 2 mM. La figure IV-5 rend compte de ’homogénéité
des spectres qui ne sont pas modifi€s aprés normalisation par la concentration. Ceci tendrait a
prouver qu’il n’y aurait pas de phénomeéne d’auto-association influencant la structure

secondaire des peptides aux concentrations étudiées.

i
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Figure IV-5:  Spectres dichroiques IB7 et IB7,4, normalisés par la concentration, en

solution dans 1’eau.

1V. 3. 1. c¢. Effet de la présence d’un solvant « structurant »
sur la protéine IB7

La présence de TFE a 30% dans 1’eau est connue pour aider a la structuration de
protéines' . Des spectres de DC ont donc été enregistrés dans un mélange TFE/Eau (30/70,
v/v) pour la protéine IB7. La figure IV-6 montre une quasi-totale superposition entre les
spectres de la protéine IB7 obtenus dans I’eau ou dans ’eau a 30% de TFE. L’utilisation d’un

tel solvant ne semble donc pas modifier a la structure secondaire de la protéine IB7.
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Figure IV-6 :  Spectres dichroiques de la protéine IB7 dans de 1’eau (bleu) ou dans un
mélange eaw/TFE (70/30, v/v) (rouge).

1V, 3. 1. d. Structure secondaire de IB7 et IB7;,

La répartition a environ un tiers (36%) de conformation en hélice de type II et deux
tiers (64%) de pelote statistique est en accord avec le nombre de proline dans la séquence du
peptide IB7,4 et le nombre de prolines consécutives (35% avec deux séries a 2 et 3 prolines
consécutives) qui favoriseraient la formation d’hélice de type II. Enfin, les résidus prolines
peuvent également influencer la conformation des acides aminés contigus.

Les spectres obtenus pour la protéine entiére se superposent parfaitement a ceux du
peptide IB7,4, représentant un motif répété trois fois dans la protéine. Cette observation laisse
penser que la répétition des trois séquences provoque une répartition de conformation
secondaire identique a celle du peptide, mais également que ce peptide sera réellement un bon

exemple du comportement de la protéine enticre.

Dans la littérature, les études concernant la structure secondaire de PRP aménent a
des conclusions diverses. Certains auteurs suggerent une conformation entiérement

3327 ot d’autres considérent un mélange de motifs PII entremélés avec de la pelote

aléatoire
désordonnée™ ™. Le résultat donné comme preuve de I’absence de structuration en hélice PII

provient des expériences de dichroisme en présence de calcium. En effet, I’ion calcium est
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connu pour induire la dénaturation des hélices o en s’insé€rant au sein de I’hélice, rompant
ainsi les liaisons hydrogeéne qui la structure. Ainsi le profil dichroique devrait passer d’une
hélice o0 a une conformation aléatoire ou bien ne rien changer si le peptide était déja en
conformation aléatoire. Cette dénaturation est directement visualisable en DC par le passage

127,149 , )
7149 ont observé Deffet du calcium sur leurs

d’une hélice a une pelote. Certains auteurs
peptides riches en proline : I’absence de modification les a conduits a penser que ces peptides
¢taient déja en pelote statistique. Pour vérifier cette hypothése nous avons enregistré les
spectres de la poly(L-proline) en absence et en présence de CaCl, : aucune modification dans
I’allure du spectre n’a été observée. Cette hélice ne semble pas réagir de la méme fagon que

I’hélice o vis-a-vis des ions calcium. Nos résultats montrent qu’en présence de calcium, IB7

et IB7,4 conservent leur structure partiellement en hélice de type II et en pelote statistique.

IV.3.2. RMN

Dans un premier lieu 1’analyse par RMN du peptide IB7,4 sera présentée, puis

I’attribution de la protéine enti¢re IB7 sera évoquée.

1V. 3. 2. a. Attribution des protons du peptide IB7,, par
RMN

La premicre étape nécessaire a la caractérisation structurale par RMN est d’identifier
I’ensemble des résonances proton de chacun des acides aminés. Les déplacements chimiques
ont des valeurs standards pour un acide aminé en solution dans 1’eau et, au sein d’une
protéine, les valeurs sont sensiblement différentes en fonction des résidus voisins et du
repliement de la chaine peptidique. Il existe des abaques répertoriant pour chaque acide
aminé, les résonances des différents protons, en annexe 1. Les expériences TOCSY sont
utilisées a ces fins, dont un agrandissement de la région de corrélations NH-Hao est présenté
figure IV-7. Dans cette région, tous les protons de chaque acide aminé possédant un proton li¢
a I’azote sont identifiés par systeme de spin. Les résidus prolines sont identifié¢s dans la région

2 24,5 ppm.
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Figure IV-7:  Carte TOCSY représentant la région des NH-Ho du peptide IB7,.

De plus, les prolines sont distinguables par la valeur de leur déplacement chimique
en fonction des résidus voisins : les déplacements chimiques des protons alpha et delta des
prolines sont différents si elles précedent une autre proline (Pro-Pro) ou bien un résidu

quelconque (Pro-X) comme il a déja été montré dans la littérature'?’.

La figure IV-8 montre un agrandissement de la région de 2 a 4,5 ppm, typique des

protons de résidus proline. Les deux groupes de prolines y sont facilement distinguables.
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Figure IV-8:  Carte TOCSY représentant la région des prolines du peptide IB7,.

En effet, les Hoo des prolines 2, 9 et 10 (prolines précédent une proline) sont

fortement déblindés, alors que les HO des mémes prolines sont blindés par rapport aux

prolines 3, 6 et 11 précédents des résidus autres que proline.

Une fois ’attribution de I’ensemble des protons de chaque acide aminé faite, il reste

a savoir dans quel ordre les acides aminés se situent dans la séquence peptidique. La carte

ROESY nous permet de réaliser une attribution séquentielle selon la méthode de Wiithrich'®%,

La présence de corrélations entre les NH et les Ho du résidu voisin indique 1I’enchainement

des résidus sur la s€quence, comme représenté sur le schéma ci-dessous :

S1_P2_P3_64 K5_P6_Q7_68_P9_P10_P11_QI2_613_614
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En revanche, I’introduction d’une proline dans la séquence empéche cette attribution
par les corrélations NH—Ha. L’attribution séquentielle au niveau des prolines peut toutefois
étre réalisée en considérant les corrélations HO des prolines et Hot du résidu précédent une

proline.

Les corrélations séquentielles entre atomes voisins sont visualisées sur la carte

ROESY comme le montre la figure IV-9 :
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Figure IV-9: Carte ROESY représentant la région des NH-Ho du peptide IB7,4. Les
corrélations Ho,—NH;,; sont représentées par des pointillés.
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Les effets NOE séquentiels observés sont représentés par des fléches sur la

figure IV-10 :
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Figure IV-10 : Représentation de la structure primaire du peptide IB7,4, ainsi que les
effets NOE séquentiels observés (fleches bleues).

Ainsi de proche en proche nous avons attribué tous les protons, répertoriés dans le
tableau IV-1. Nous pouvons noter le manque de NOEs séquentiels entre la glycine 8 et la
proline 9 et entre la proline 9 et la proline 10. Nous remontons a [’attribution totale en

alignant des fragments de séquences attribués.

HN Ho HpB Autres
Serine 1 ND 4,390 3,991/3,842 -
Proline 2 - 4,691 1,874/2,290 Hy: 1,994 ; Hé : 3,574/ ND
Proline 3 - 4,390 1,921/2,251 Hy:2,021; Hd: 3,805/ 3,629
Glycine 4 | 8,355 | 3,916/3,860 - -
Lysine 5 8,067 4,598 1,759 Hy: 1,410 ;Hd: 1,65 ; He : 2,963
Proline 6 - 4,385 1,902/2,262 Hy: 2,003 ; Ho: 3,787/3,61
Glutamine 7 | 8,456 4,275 1,973/2,072 Hy: 3,361
Glycine 8 | 8,400 | 3,942/3,895 - -
Proline 9 - 4,839 1,812/2,421 Hy:ND; Hd: 3,5 ND
Proline 10 - 4,746 1,845/2,383 Hy:2,014 ; HS : 3,565/3,741
Proline 11 - 4,370 1,864/2,271 Hy: 1,984 ; HS : 3,603/3,76
Glutamine 12 | 8,493 4,302 1,952/2,076 Hy: 2,38
Glycine 13 | 8,189 | 4,120/3,988 - -
Glycine 14 | 8,123 3,932 - -

Tableau IV-1 : Valeurs des déplacements chimiques 'H en ppm du peptide IB7 4.
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1V. 3. 2. b. Essais de ’attribution des protons de la protéine
IB7

La méme approche, utilisant la batterie classique (COSY-DQF, TOCSY et NOESY)
a été tentée sur la protéine IB7 enti¢re. En revanche les cartes obtenues par RMN montrent un
chevauchement important des raies de résonance. L’utilisation d’un spectrométre 800 MHz ou
d’un solvant structurant comme le TFE ne nous a pas permis de différencier tous les protons.

La carte TOCSY présentée figure IV-11 confirme ces observations.

Figure IV-11: Carte TOCSY de la protéine IB7 (a 5 mM dans 1’eau) effectuée sur un
spectrometre 800 MHz.
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Sur les 59 acides aminés nous devrions dénombrer 34 systemes de spins dans la
région NH-Ha (59 — 25 prolines) alors qu’une vingtaine au plus sont identifiables et les 25

prolines ne sont pas toutes visualisables.

1V. 3. 2. ¢. Etablissement d’une liste de contraintes pour le
peptide IB7,

Afin d’établir la structure réelle adoptée par le peptide, deux parametres sont a
prendre en considération. Non seulement les effets NOE inter-résidus démontrent la proximité
spatiale des noyaux d’une maniére séquentielle et non séquentielle, mais également les
constantes de couplage *J sont en fonction des angles diédres entre atomes voisins ce qui nous
renseigne donc sur les contraintes d’angles du squelette peptidique. Ces deux types de
contraintes (°J et NOEs) sont facilement accessibles pour des peptides rigides mais cela

devient difficile pour des peptides flexibles.

La carte COSY-DQF, figure IV-12, nous permet d’accéder aux corrélations entre les
NH et les Ho appartenant au méme résidu, mais également aux constantes de couplage 3]
entre ces protons. Sur la carte nous pouvons distinguer toutes les corrélations NH-Ho mis a

part la sérine N-ter. Celle-ci est identifiée par ses corrélations entre les Ho et HP spécifiques.
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Figure IV-12 : Carte COSY-dqf représentant la région NH-Ho du peptide 1B7,4. La
constante de couplage °J est directement calculable par la mesure de la distance entre les
raies d’un multiplet montrée par les fleches.

41 effets NOEs et 7 °J constituent le fichier de contraintes. Ce fichier de contraintes

est présenté en annexe 2.

IV. 3. 3. Minimisation et Dynamique Moléculaire sous
contraintes RMN : Structure tridimensionnelle du
peptide IB7,,

Les cartes bidimensionnelles obtenues par RMN nous ont permis de réaliser une
cartographie des déplacements chimiques de tous les protons du peptide ainsi que de
construire un fichier de contraintes structurales de part les effets NOE et les constantes de
couplage. Ces données sont ensuite utilisées pour déterminer la structure de plus basse
énergie. A la fin de la minimisation, les 20 conformations de moindre énergie obtenues sont

sélectionnées.
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La figure IV-13 montre la superposition des vingt structures minimisées retenues.

Serl

Figure IV-13 : Représentation des vingt conformations de plus basse énergie aprés
minimisation du peptide IB7,4. Deux superpositions de séquences peuvent &tre réalisées
indépendamment I'une de l'autre : d'une part entre Pro3 et Pro6 (gauche) ou bien entre
Pro9 et Gly13 (droite).

Le principe de la minimisation requiert de travailler a trés hautes températures (500
ou 1000 K) afin de casser les barrieres énergétiques. En revanche, malgré I'utilisation de
conditions dénaturantes, le peptide conserve certaines zones dans des conformations
identiques en hélice de type Il dont le pas est particulierement ouvert. Deux superpositions
sont possibles de part et d’autre de la glycine 8, apparaissant comme un axe de libre
mouvement. D'une part, le segment Pro2-Pro6 a une structure conservée d'une minimisation a
l'autre et indépendamment, le motif Pro9-Glyl3 est également superposable sur les vingt

structures.

Ces observations confirment la conformation étendue du peptide, avec des micro-
séquences en hélice de type II principalement au niveau des prolines consécutives Pro2-Pro3
et Pro9-Pro10-Prol1. Un diagramme de Ramachandran du peptide IB7,4 a été réalisé (figure

IV-14), afin de comparer les angles adoptés par le peptide aux valeurs ¢ et y des résidus au
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sein d’une structure poly(L-proline) (figure IV-3). Les résidus XXX s’inscrivent parfaitement

dans le domaine d’existence d’une hélice de type II.

P9
P10

P6

P11

Figure IV-14 : Carte de Ramanchandran du peptide IB7.4: elle présente quelques
résidus dans la zone typique de I’hélice de type II, colorée en bleue'”’.

La figure IV-15 représente une des

structures de plus basse énergie du peptide

IB714. La structure est trés ouverte et étalée .
Hélice PII

avec des motifs en hélice de type Il de part

et d’autre de la glycine 8. La distance entre
Flexibilité

deux résidus placé I’un au dessus de ’autre

dans I’hélice est estimée a
8 A, qui est effectivement le pas de I’hélice

de type II.

Figure IV-15 : Structure d’un conformére de IB7,4 de plus basse énergie. Deux parties
en hélice sont situées de part et d’autre de la glycine 8.
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IV. 4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La structure secondaire du peptide IB7;4 et de la protéine entiére IB7, obtenue par
DC (36% d’hélice de type II et 64% de pelote statistique) a été confirmée par modélisation
moléculaire (MM) pour IB7,4 en tenant compte des contraintes émanant des expériences de
RMN. La structure tertiaire du peptide a pu également étre obtenue par RMN et MM. Pour la
premicre fois une analyse structurale par DC, RMN et DM a été effectuée sur un peptide de
type PRP. Murray et al.'?’ avaient toutefois effectué une étude structurale par DC et RMN. Le
peptide IB7,4 adopte une conformation étendue due a une répartition de structure secondaire
en hélice de type II et en pelote statistique. Les deux portions en hélice PII sont séparées par
la glycine 8, qui semble alors jouer le role d’une «rotule », d’un point de flexibilité. Le
manque d’effets NOE séquentiels autour de la glycine 8 et de la proline 9 démontre cette
potentielle flexibilité. L hélice PII est plus étendue que I’hélice o : en effet, le pas de 1’hélice
PII est ~8A alors que le pas de I’hélice o est de ~5-6A. La propriété de cette hélice est
principalement due a la présence de multiples résidus proline. Hagerman et Butler ont ainsi
proposé que la nature étendue et ouverte des protéines était requise pour 1’interaction avec les

-1
tanins .

La fonction primaire des PRPs basiques consiste a précipiter les polyphénols,
propriété émanant principalement de leur conformation. Les caractéristiques spécifiques de la
pelote statistique et de I’hélice PII sont trés proches. Les désaccords pergus dans la littérature
au sujet de la conformation adoptée par les PRPs viendraient de cette particularité. Par
dichroisme circulaire I’allure entre ces deux conformations est la méme, seules 1’amplitude et

les minima différent'*.

L’étude structurale par RMN s’est focalisée sur le peptide IB7,4, dont la séquence est
reprise trois fois dans la protéine entiere. En effet, I’attribution de 1’ensemble des protons sur
la protéine entiere IB7 est rendue trés délicate de part sa composition : trois résidus (25
prolines, 13 glycines et 9 glutamines) représentent 70 % de la composition primaire en acides
aminés. Chaque acide aminé posséde un groupe de protons ayant un déplacement chimique
qui lui est propre et qui est fonction de son environnement électronique (dépendant non
seulement de la nature de 1’acide aminé mais également de la nature de ses voisins). Dans ce
cas particulier, les trois acides aminés principaux sont représentés en grand nombre et des lors

qu’ils sont imbriqués dans des motifs répétés, ils ont pour la plupart des environnements
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similaires. La différenciation des 59 systémes de spin est donc rendue difficile, les spectres
présentant des raies de résonance chevauchantes. L’utilisation d’un solvant structurant comme
le TFE ne nous a pas permis d’accéder a la structure 3D de la protéine IB7. L’utilisation d’un
spectrometre 800 MHz ne nous a pourtant pas permis d’obtenir une résolution suffisante pour
attribuer les différents acides aminés. De ce fait, ’obtention d’une structure par dynamique
moléculaire (DM) sans contrainte RMN ferait I’objet d’un temps de calcul bien trop important

pour étre envisagé.

L’acces a la structure tridimensionnelle du peptide IB7;4 dont la séquence est reprise

trois fois dans la protéine, devrait nous donner des informations de contraintes sur la protéine.

Cependant, ’adaptation de techniques de RMN 3D standards aux protéines dont la
composition provoque la superposition des raies de résonance se développe de plus en plus.
En effet, la troisiéme dimension de cartes 3D homonucléaires (TOCSY-ROESY ou ROESY-
TOCSY) ou hétéronucléaires (HMBC-TOCSY) permettraient de différencier des taches de
corrélations chevauchantes en 2D. De méme, ’enrichissement isotopique en °C et/ou en °N
nous permettrait de distinguer préférentiellement certaines positions sur la protéine et donc de

pallier le chevauchement des pics'”

. Le double enrichissement apporte une aide majeure a la
caractérisation de protéines de haut poids moléculaire (24 kDa) en RMN'"% bien que la

technique soit encore trés colteuse.

Les résultats obtenus par DC nous ont montré que la protéine entiére présentait la
meéme répartition de structure secondaire que le peptide IB74(simon, 2002 #107]- Nous avons donc
choisi de prendre le peptide comme modéele représentatif des PRPs pour étudier la structure
3D de l'interaction Protéine-Tanin. Par contre, les mesures thermodynamiques (K4 et

steechiométrie) ont été réalisées sur la protéine entiere IB7 et sur le peptide I1B74.
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Chapitre VINTERACTIONS TANINS-
PROTEINES
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Interactions Tanins-Protéines
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V. 1. INTRODUCTION

Dans la salive, certaines protéines, les PRPs, ont un rdle de lubrifiant. Ces mémes
protéines sont connues pour interagir avec les polyphénols issus de 1’alimentation, formant
. . . , 47 . .
ainsi des complexes insolubles, notamment avec les tanins condensés™'. Cette interaction
réduirait ainsi le potentiel lubrifiant de la salive ce qui est per¢u comme une astringence.
L’astringence ou sécheresse est entrevue comme une sensation tactile au niveau de la bouche

72l Le mécanisme d’interaction

émanant de ’interaction polyphénols-protéines de la salive
est mal connu. Il proviendrait d’interactions hydrophobes et de liaisons hydrogéne, en
dépendant de nombreux facteurs tant au niveau du polyphénol que de la protéine ainsi que des
conditions du milieu. Les critéres définissant cette interaction, comme la nature des liaisons
entre les deux partenaires (tanins et protéines), la spécificité des sites de liaison sur la protéine

ainsi que la stoechiométrie des complexes, vont étre résumés a partir de la littérature.

V. 1. 1. Nature de ’interaction

V. 1. 1. a. Nature et non-spécificité des sites de liaison

D’apres la littérature, il semblerait qu’il n’y ait pas de séquence spécifique
d’interaction sur la protéine mais un site privilégié en fonction d’une suite d’acides aminés
entrainant une conformation propice a I’interaction. Le seul fait d’avoir des séquences riches
en résidus proline, glycine et glutamine suffirait a provoquer la complexation avec les tanins.
Ainsi, par le suivi des déplacements chimiques des protons de deux peptides de 19 et 22
résidus n’ayant pas un enchainement identique, Murray et al. constatent une affinité similaire
des deux peptides vis-a-vis des polyphénols®. La particularité des sites tient majoritairement
a la présence de résidus prolines. La proline serait un bon site de fixation car elle a une
structure ouverte et rigide. Par ailleurs, la fonction amide tertiaire de la proline est
enthalpiquement plus favorable pour former un zwitterion que les amides secondaires. Kay et
al. '” rappellent que les prolines sont un motif de liaison hors pair car I’amide tertiaire induit

une augmentation de la basicité du carbonyle plus apte a accepter des liaisons hydrogene
174,175
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Le premier résidu d’un enchalnement X-proline est un site préférentiel
d’interaction®”'?’. En effet, Baxter ef al.'*® montrent par RMN que le cycle galloyle se lie sur
la proline ou sur le résidu la précédent (X-Pro). En outre, Hatano et Hemingway''® étudient
I’interaction du tetrapeptide Gly-Pro-Gly-Gly avec un monomere et un dimere de catéchine et
montrent qu’il n’y a pas de sélectivité d’interaction sur les résidus prolines, mais qu’elles
définissent les contraintes spatiales permettant 1’approche des tanins. Il est donc fortement
présumé que le fort taux de prolines requis n’est dii qu’a la conformation ouverte et étendue
qu’elles engendrent. Glycine et glutamine joueraient également un rdle dans 1’interaction

entre tanins et protéines45 .

V.1. 1. b. Types de liaison tanin-protéine

La nature de l’interaction demeure quant a elle mal connue. Liaisons hydrogéne et
interactions hydrophobes sont les forces majeures de [D’interaction en conditions

77 Selon certains auteurs, les tanins et les protéines interagiraient

physiologiques'
majoritairement via des interactions hydrophobes entre le groupement latéral (pyrrolidine) de
la proline et les cycles aromatiques des polyphénols. Dans ce cas, les liaisons hydrogene,
apparaissant comme secondaires, serviraient a stabiliser le complexe®™*'"®. Spencer et al.
suggerent que la liaison de nature hydrophobe est formée par certains résidus aromatiques de
la chaine hydrocarbonnée des protéines’. Cependant les PRPs et en particulier la protéine IB7,
ne possedent pas de résidus aromatiques dans leur séquence. D’aprés Baxter ef al., le stacking
hydrophobe du phénol sur la proline est le mode d’interaction majeur sur un segment PRP de
19 résidus, dans 10% de DMSO'%. En revanche, d’autres études suggerent que I’interaction
provient de la formation de liaisons hydrogéne entre 1’hydroxyle phénolique et le carbonyle

LI peleg et al. suggérent également que 1’augmentation de I’astringence avec le

du peptide
degré de polymérisation des tanins serait due a la capacité des plus gros polymeres a former
davantage de liaisons hydrogene entre les groupements hydroxyles des composés phénoliques

180

. .\ (. . \ 58 .
et le peptide ©. D’une maniére générale, on parle de phénomene de surface™ : les tanins

seraient adsorbés a la surface des protéines en formant ainsi une monocouche hydrophobe.

V.1. 1. c. Affinité: aspects thermodynamique des
complexes

L’existence de plusieurs sites de liaisons des tanins sur une méme protéine est

largement envisageable étant donné qu’il n’y a pas de spécificité du site de reconnaissance.
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En effet, Hagerman et Butler' montrent que le nombre de tanins fixés augmente avec la taille

de la protéine. Ce résultat est en accord avec une multiplicité des sites.

Toutes les mesures de constante de dissociation (Kg4) du complexe tanin-protéine ont
¢été faites en considérant qu’il existe plusieurs sites de liaison sur une protéine et que ces sites
sont indépendants entre eux. En effet, la proximité des cycles aromatiques des tanins induit
une variation de déplacement chimique de certains protons du peptide dont il est possible de
retirer le Kq et le nombre de sites®. Les déplacements chimiques les plus influencés par la
présence de tanins sont majoritairement les deux premiers résidus de motifs de type X-Pro-
Pro (notamment avec X = prolines, glycine ou arginine). Ces variations suggerent que les
tanins se fixent au niveau de ces résidus. L’interaction a également été suivie par la mesure de

133,181

variation de turbidité de solutions contenant tanins et protéines , ou encore par des essais

compétitifs au moyen de protéines marquées'.

Concernant le tanin, I’affinit¢ PRP-tanin observée augmente avec le nombre de
groupements galloylés que possédent le tanin : Penta Galloyle Glucose>TétraGG>TriGG"’.

133
. D’une

De méme, I’épicatéchine interagit davantage avec les PRPs lorsqu’elle est galloylée
manicre générale, la régiospécificité (liaison interflavane 4-6 ou 4-8) ainsi que le degré de
polymérisation du tanin sont a I’origine de la différence d’affinité entre les PRPs et les tanins.
Le dimére B3 (catéchine(43-8)-catéchine) forme des complexes de plus grande taille avec les

\ fhial33
PRPs que le monomere catéchine

. La constante de dissociation entre un peptide de 19
résidus et le PGG ou I’épigallocatéchine galloylée varie d’un facteur dix autour du
millimolaire (~10 et 1 respectivement), alors que le nombre de sites de liaison est estimé a 2
dans le premier cas et 8 pour le second'®*. Ces résultats traduisent non seulement la relation
entre la taille du tanin et 1’affinité, mais aussi avec le nombre de sites, car plus un polyphénol

a une taille importante moins il y aura de sites sur la protéine.

V.1.1.d. Paramétres controlant le complexe tanin-
protéine

Les criteres définissant I’affinité ou la taille du complexe tanin-protéine peuvent tre
regroupés en deux classes: ceux qui sont intrinséques a la nature de la protéine et du

polyphénol, mais aussi les conditions dans lesquelles ont lieu ces complexations.

Citons donc tout d’abord quelques paramétres intrinséques a la nature de la protéine

et du polyphénol. La taille de la protéine, qui va d’une cinquantaine d’aminoacides (IB7 = 59)
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a une centaine (IB6 = 118) est a prendre en considération. Une protéine trop longue pourrait
avoir tendance a se replier, masquant ainsi des sites de fixation, ce qui limitera la
reconnaissance des sites d’interaction entre tanin et protéine. En outre, la fixation étant
« aspécifique » plus la protéine est longue plus le nombre de sites potentiels est important',
car I’augmentation du nombre de prolines suffit 4 augmenter le nombre de sites de liaison'®’.
Apparait l1a une notion de rendement de tanins fixés en fonction du nombre de résidus aminés
et de la conformation de la protéine. Un compromis doit étre fait entre la nécessité d’un fort
taux de prolines et un repliement potentiel de la protéine entrainant un masquage des sites. De
méme, la taille du polyphénol (soit le degré de polymérisation pour les tanins condensés) est
importante. L’augmentation de leur poids moléculaire favorise la complexation avec les

ri . 16,68,184,185
protéines " "

. Le nombre de groupements hydroxyles sur les cycles A et B ainsi que les
galloylations sont importants. Ainsi, plus il y a de OH plus ’affinité est importante81 et donc

le nombre d’unités monomériques fait accroitre la quantité d’hydroxyles.

Ensuite viennent les paramétres concernant les conditions de solubilisation du
complexe. La liste suivante sera non exhaustive. L’acidité et la force ionique modifient
I’interaction protéine-polyphénol et réduisent la viscosité de la salive. La valeur du pH est trés
importante pour I’interaction'®® de sorte que plus le pH est bas et plus le complexe semble
stable. A pH 8,2 il n’y a pas de précipitation mais formation d’un complexe soluble'®’. Par
une titration en fonction du pH sur plusieurs protéines, de Freitas et Mateus'*® montrent que la
fixation des tanins sur les PRPs et la précipitation du complexe sont maximales a pH 3,5 et a
pH 5, correspondant souvent au point isoélectrique des protéines'™ ou les forces de répulsions
¢lectrostatiques sont minimisées. L’effet du pH est dépendant de la concentration en
composés ioniques'’*. A faible pH et faible concentration en protéines, une augmentation de
la force ionique augmente la complexation. La charge globale de la protéine est écrantée par
les ions qui réduisent les répulsions électrostatiques entre les protéines, augmentant la force
hydrophobe'®’. De plus, dans la salive humaine, des ions tant inorganiques qu’organiques sont
présents. Martin ez al.'"”® miment un mélange d’ions et trouvent que I’effet du pH est trés
sensible a leur présence et dépend de la nature des ions présents, de telle sorte que la présence
d’ions inorganiques (K+, Na+) favorise la précipitation du complexe tanins-protéines'*®.
L’influence du solvant sur la solubilit¢ des polyphénols agit sur 1’association avec les
protéines : une faible solubilité favorise la fixation des tanins car les liaisons hydrogene faites
avec le solvant doivent étre supprimées avant la liaison aux protéines’. Des composés

secondaires peuvent également intervenir sur la fixation des tanins et I’affinité avec les
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protéines. Les polysaccharides peuvent aussi interférer en agissant de maniére compétitive

avec les protéines sur la fixation des polyphénols.

V. 1. 2. Stratégie de I’étude

L’interaction protéine-tanin est encore mal connue a ce jour. Seule la non spécificité
des sites de liaisons est admise dans 1’ensemble de la littérature. En revanche, la nature des
liaisons est trés discutée. La steechiométrie des complexes ainsi que la constante de
dissociation a principalement été étudiée par mesure des variations de déplacements
chimiques en RMN ou par compétition par marquage radioactif. Aucune approche structurale

du complexe n’a été entreprise.

Nous proposons de valider I’existence d’un complexe entre le peptide IB7;4 et les
tanins B3 par spectrométrie de masse, RMN et dynamique moléculaire. La stcechiométrie du
complexe, le nombre de sites de liaison des tanins sur le peptide IB7,4 ainsi que la nature de

I’interaction sont ainsi mis en en évidence a I’aide de ces différentes techniques.

D’autre part, des mesures de constantes de dissociation, de nombre de sites sur la

protéine entiere ainsi que la taille du complexe, ont été réalisées pour le systeme IB7-B3.

V. 2. MATERIELS ET METHODES

Les produits utilisés ont été préalablement présentés lors des chapitres précédents.

V. 2. 1. L’ESI couplée a un détecteur a trappe ionique

Un spectrométre de masse associé a un détecteur a trappe ionique équipé d’une
interface nanospray (LCQ Deca XP, Thermo Finnigan, laboratoire IBGC, Université de

Bordaux 2) est utilisé pour 1’¢tude de I’interaction peptide-tanin.

Des solutions de peptide (50 picomoles), auxquelles sont ajoutées des quantités
croissantes de B3 (de 0 a 200 picomoles), sont mises en solution dans un mélange

eau/éthanol/acide acétique 89/10/1 (v/v/v), a pH 3,5. La température du capillaire dans
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I’interface atteint 150°C, et le voltage induisant la nébulisation est calé a
1,2 kV. Les especes doublement chargées correspondant aux différents complexes peptide-
tanin sont isolées dans la trappe ionique avec une précision de = 3 Da. L’énergie de collision
nécessaire a la perturbation du complexe se situe entre 18 et 25 % par rapport a 1’échelle

instrumentale, en fonction de la taille des complexes.

V. 2. 2. Dichroisme Circulaire

Les conditions d’acquisition ont été décrites dans le chapitre IV.2.2.a.

Les spectres de DC ont été enregistrés pour des solutions contenant initialement 0,2
mM de peptide IB7,4 auxquels ont été progressivement rajoutées différentes concentrations de
tanin B3 (de 0,025 a 0,6 mM).

V. 2. 3. Dynamique Moléculaire du complexe 1B7,,-B3

La dynamique moléculaire a ¢été utilisée a différents buts : une premicre approche
concerne 1’étude structurale et dynamique du complexe IB7,4/B3 ; puis, elle nous a également
permis d’identifier les régions lipophiles ou hydrophiles du peptide et enfin elle nous a aidés a

remonter a la taille du complexe.

V.2.3.a. Dynamique Moléculaire

La minimisation du dimere B3 a été effectué¢ grace au fichier de contraintes RMN
¢tabli par Barathieu®. La conformation de plus basse énergie du peptide IB7,4 utilisée pour
cette étude est celle obtenue par DM a 1000 K, en utilisant les contraintes obtenues pour le
peptide seul (chapitre IV). Deux types d’expériences sont alors réalisés pour 1’étude du
complexe 1B7,4/B3, I’'une en maintenant le fichier de contraintes et 1’autre pour laquelle les
contraintes sont enlevées et le peptide complétement re-minimisé. Deux rapports molaires
IB7,4/B3 sont testés, a 1/1 et 1/4. L’eau comme solvant implicite est systématiquement
utilisée (GB/SA) avec I’option extended cut-off (cf chapitre IV). Quatre calculs de 2 ns sont
effectués pour un rapport molaire de 1/1 et deux de 5 ns pour un rapport molaire de 1/4.
Chaque calcul differe par la position aléatoire des tanins autour du peptide de sorte tous les
résidus du peptide soient en contact avec les tanins grace a la multiplicité des expériences.

Dans chaque cas, une conformation est prélevée toutes les 10 ps. Apres les dynamiques
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effectuées sous contraintes pour un rapport €quimoléculaire, une analyse par cluster est
réalisée avec le logiciel XCluster 1.1'""!, qui est intégré a MacroModel. Pour cela, nous
utilisons un critére de distance, le RMSD, en comparant tous les atomes d’une structure a
I’autre. Cette approche nous conduit a classer les conformeres par famille selon I’homologie

de structure.

V.2.3.b. Calcul de surface : amphiphilicité

Les potentiels moléculaires de lipophilicit¢ (MLP : Molecular Lipophilicity

Potentials) ont été calculés par un programme développé au laboratoire (Michel Laguerre)

192
[

d’aprés une idée de Audry ef al.'? en utilisant une fonction exponentielle'”>. Les constantes

fragmentales atomiques utilisées ont été définies par Broto et al."*

195

. Les cartes MLP ont été

calculées au niveau atomique grace au programme MLPP

V.2.3.c. Détermination du coefficient de diffusion par
dynamique moléculaire et taille du complexe formé

Les expériences sont réalisées dans de ’eau explicite. Dans le cas d’IB7;4 seul, le
peptide est placé dans une boite contenant 5140 molécules d’eau et de dimension 54 x 54 x 54
A3, Pour le complexe IB7,4—3B3, il est placé dans une boite de 5353 molécules d’eau et de
dimension 55 x 55 x 55 A°. Le peptide seul a été soumis a une dynamique de 2 ns a 300 K et
le complexe a une dynamique de 3 ns a 300 K. Les expériences sont réalisées a pression

constante (1 bar).

Les valeurs de coefficient de diffusion (D) sont obtenues a partir de la relation
d’Einstein (Eq. [5]). La pente de la courbe, divisée par 6, représentant le carré¢ du déplacement
moyen de la molécule en fonction du temps est égale a D. Cette relation n’est valable que

dans le cas d’une diffusion isotrope, correspondant a un systéme dilué.

D = - lim Z{[r(:}—r(ﬂ}]z} [5]

i=1

133



V.2.4. RMN

Les conditions d’acquisition ainsi que la préparation des échantillons ont été décrites

dans le chapitre IV.3.1.

V.2. 4. a. Variation du déplacement chimique du peptide
IB7,, et de la protéine IB7

Les spectres ont €té enregistrés sur un spectrometre 500 MHz muni d’une sonde
HRMAS. Des cartes TOCSY sont réalisées pour chaque rapport molaire IB7,4/B3 (de 1/0 a
1/7 pour une concentration de IB7;4 de 1,5 mM) afin d’attribuer la totalité des protons du
peptide. Les conditions d’acquisition et de traitement des données sont identiques a celles
utilisées pour I’obtention de la structure d’IB7;4 (§ IV-2-2). Les mémes expériences sont
réalisées pour des complexes IB7/B3 pour des rapports molaires variant de 1/0 a 1/21, pour
une concentration en protéine IB7 fixe de 1 mM. Le dimere B3 est ajouté progressivement a
la solution de peptide sous forme de poudre afin d’éviter toute dilution. Le mélange est

soniqué afin de dissoudre complétement les tanins.

V.2.4.b. Variation du coefficient de diffusion du peptide
IB7,, et de la protéine IB7

Les expériences haute résolution liquide sont effectuées sur un DPX Avance Bruker
400 MHz muni d’une sonde BBI avec un lock “H, équipée de gradient z. L’échantillon est
alors placé dans des tubes de 5 mm, nécessitant des volumes de 400 ul. La séquence utilisée
est stebpgplsld (Bruker). L’impulsion /2 proton est de 5,8 us a -6 dB. La valeur effective du
gradient est incrémentée par pas de 5% (2, 5, 10,..., 95%) pour un total de 20 expériences.
Dans le cas du peptide IB7;4 les paramétres de la séquence (cf chapitre II) ont été calibrés de
la maniére suivante : A = 150 ms; & = 1,3 ms. Les expériences de mesure du coefficient de
diffusion transversal sont réalisées pour des rapports molaires IB7,4/B3 variant de 1/0 a 1/8.
De la méme manicre, les paramétres concernant I’évolution du coefficient de diffusion
transversal dans le cas de la protéine IB7 ont été calibrés comme suit: A = 180 ms;
6= 1,5 ms (rapport 0 a 2,5) 1,8 ms (rapport 5 a 21) ; pour des rapports molaires de 1/0 a 1/21
des complexes IB7/B3.
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V.2. 4. c. Mesures des constantes d’association et de
dissociation

Auto-association des tanins

Les tanins sont connus pour leurs propriétés d’auto-association. Cette auto-
association a été étudiée pour d’autres modéles de tanins tel que le galloyle glucose''*'* et le
modele le plus couramment utilis¢ pour ¢&tudier ces phénoménes est un modéele
isodesmique''*'*°. Ce modéle suppose que les molécules « libres », T (tanins), s’empilent
pour former des «dimeéres», (T-T, deux unités reliées de maniere non-covalente)

«trimeres », (T-T-T reliées non-covalemment) . . . avec la méme constante d’association,

selon le schéma suivant :

1.~

T+T =T,

[k

T,+T Ts

K,
Tn—1+T = Tn
1] 1] [n]
[T]z [Tz ][T] [Tn—l ][T]

De ces équations on peut écrire :

Avec K, =

[T]
Top———=
R
Ou [Ty] est la concentration totale en tanin ([To]=[T]+2[T2]+3[Ts]+...4n[Ty]) et [T]

est la concentration en tanin disponible pour 'interaction ([T]=[T]+[T2]+[Ts]+...+[Ta]).

En utilisant le modéle d’empilement de tanin, Baxter et al.'' ont montré que le
calcul de la constante d’association (K,) des tanins entre eux peut étre effectué par le suivi de
la variation de déplacements chimiques des protons du dimere B3, ceci en fonction de la

concentration en dimeére dans la solution. La relation utilisée afin de déterminer K, est donnée

par I’équation [6] :

A8 :A8 max K a|To 2 6
[ }{1+(4K3[To+1])1/2} o
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Ou Ad est la variation en déplacement chimique observée, Adm.x la variation

maximale, K, la constante d’association et [Ty] la concentration en tanin totale.

Les calculs ont été effectués sur le logiciel Microsoft Excel. Pour le paramétrage des
courbes on utilise I’équation [6] ou K, et dnax sont les parametres ajustables (les courbes de

titration sont montrées en annexe 3).

Association du complexe Tanin-Protéine

La formation du complexe entre peptide et tanin induit une variation de
I’environnement ¢électronique des protons du peptide. On observe alors une variation des
déplacements chimique des protons du peptide proportionnelle a la concentration de B3
ajouté. Une titration de I’interaction est alors possible.

La titration par mesure du déplacement chimique utilise une équation décrite par

/ 128,130,182

Charlton et al. et Baxter ef a , avec un mod¢le a plusieurs sites de liaison, de la

maniére suivante :

K,

T + P == PT
K,

T + P-T === P,

K
T + P-T,<—== P-T,

n[T] x [P]

Avec K ;= [T-P]
n

Il et alors possible de retrouver la valeur de la constante de dissociation (Ky) ainsi
que le nombre de sites de liaisons sur le peptide en fonction des variations de déplacements

chimiques des protons en RMN, comme montré dans 1’équation [7] :

ou Ad est la variation de déplacement chimique du peptide (ppm), Admax le
maximum de variation (ppm), Kq la constante de dissociation, [P] la concentration totale en
peptide, n le nombre de sites de liaisons pour le polyphénol et [T] la concentration totale en

tanins capable de fixer le peptide. La concentration [T] est mesurée d’aprés I’équation [6]. Les
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calculs sont effectués sur le logiciel Microsoft Excel. Pour le paramétrage des courbes

utilisant 1’équation [7], K4, Admax €t n sont les paramétres ajustables.

V. 3. RESULTATS

V.3.1. Mise en évidence d’un complexe IB7,,-nB3 par
spectrométrie de masse

L’ionisation par électrospray (ESI), qui est connue pour apporter des informations

197,198 2oz o eitsos . .
1198 4 6té utilisée sous infusion

directes d’assemblages supramoléculaire en phase gazeuse
statique avec une seringue nanospray. Cette technique assure une consommation minimale de

produit.

L’analyse du spectre de masse du peptide IB7;4 seul dans ces conditions d’ionisation
conduit a un pic de rapport m/z de 650,9 qui correspond a la masse doublement protonée du

peptide (figure V-1, A, masse exacte calculée = 650,83).

Le spectre de masse d’un mélange peptide-tanins conduit a I’observation de
complexes non covalents IB7;4-B3. La trappe a ions nous permet de sélectionner
sélectivement une espéce de masse précise (a plus ou moins 3 daltons), dans le but d’enrichir
spécifiquement un composé. D’un mélange 1B7,4-B3 d’un rapport molaire 1/4, ont pu étre
isolées dans la trappe a ions, les masses correspondant aux complexes de stoechiométrie 1/1,
1/2 et 1/3 (figure V-1, B a D respectivement). Un faible signal pouvant émaner du complexe
1/4 est également isolé, en revanche aucun spectre n’a pu &tre retenu par fragmentation

ultérieure afin de s’assurer de son identification (par CID).

L’espece doublement chargée correspondant au complexe IB7,4-B3 1/1 d’un rapport
m/z de 940,0 (masse exacte de 939,91) a ainsi pu étre isolée. Afin de lever I’indétermination
entre I’existence du complexe formé par un peptide et un dimere ou simplement un artéfact,
nous I’avons fragmenté par collision énergétique. La conséquence de cette fragmentation est
la réapparition d’un pic a la masse du peptide doublement chargé (m/z 650.9, figure V-1, B).
Le signal correspondant au dimére B3 mono-protoné n’apparait pas sur le spectre, en raison

du faible rendement d’ionisation du polyphénol. Ce complexe 1/1 1B7,4-B3 commence a se
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désassembler pour une énergie de collision de 15% et se retrouve enti¢rement fragmenté pour
une ¢énergie de collision de 19% (a noter que I’espéce doublement chargée IB7;4 est
fragmentée pour une énergie maximale de 28%). Ainsi nous confirmons 1’existence du

complexe équimolaire entre ces deux composés.

Des expériences similaires ont été réalisées pour toutes les autres masses
sélectionnées, dont le résultat de la fragmentation est montré figure V-1, C et D. Le complexe
1/2 1B7,4-B3 est observé au rapport m/z 1229,1 (masse calculée de 1228,98). Cette masse est
répartie en une espeéce IB7,4 doublement chargée [IB7,4 + 2H]2+ et le tanin B3 mono chargé
[B3 + H] ". La figure C montre le résultat issu de la fragmentation ou I’on retrouve le
complexe 1/1 (939,9), le peptide doublement protonné (650,9) ainsi que le signal du B3
(579,1). Le comportement du complexe 1/3 est similaire sous 1’effet du CID, de telle sorte que
la fragmentation fait apparaitre les complexes 1/2 (1229,1), 1/1 (939,9) ainsi que les especes
mono-moléculaires [IB74 + 2H]*" (650,9) et [B3 + H] * (579,1) (figure D). Il est intéressant
de noter que les complexes 1/1 et 1/2 commencent a se dissocier pour une énergie de collision
de 15 et 18% respectivement, alors que le complexe 1/3 n’est altéré que pour une énergie de
22%.
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Figure V-1 :  Spectrogramme de masse obtenu par électrospray avec une source

nanospray pour IB7,, seul (A) et dans un mélange IB7,4-B3 a différents rapports molaires
1/1 (B), 1/2 (C) et 1/3 (D).

Grace a ces résultats nous montrons 1’existence de différents degrés de complexation
ainsi que de la multiplicité¢ des sites de liaison. Mais nous ne pouvons pas conclure sur le
nombre de sites de maniére quantitative car nous ne sommes plus dans des conditions
naturelles. Il est intéressant de remarquer que dans la chambre d’ionisation, le complexe
tanin-protéine se trouve sous forme de gouttelettes dé-solvatées. Or, enlever 1’eau maintient
une forte affinité entre ces deux produits ce qui nous permet de conclure sur la nature des
liaisons intermoléculaires. Celles-ci sont davantage de type liaison hydrogéne et interaction

¢lectrostatique que des interactions de type hydrophobe80’178.
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V. 3.2. Dichroisme Circulaire : Influence de B3 sur la
structure secondaire du peptide IB7,,4

La figure V-2 représente les spectres dichroiques des acteurs de 1’astringence
séparément. La structure secondaire du peptide IB7;4 (A) est un mélange a 34% d’hélice de
type Il et 66% de conformation aléatoire (chapitre IV). Les spectres (B) sont caractéristiques

de tanins avec deux bandes coton spécifiques des centres chiraux des unités catéchiques.

Figure V-2 : Spectres dichroiques du peptide 1B7,,4 seul a différentes concentrations
(A) et du dimére B3 seul pour des concentrations variant de 0,025 a 0,6 mM (B) dans de

I’eau.

L’ajout de différentes quantités successives de dimeére B3 (correspondant a des
concentrations de 0,025 a 0,6 mM) a une quantité¢ fixe de peptide (0,200 mM) donne les

spectres dichroiques suivants, figure V-3 :
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Figure V-3 : Spectres dichroiques de différents mélanges 1B7,4-B3 (de 1/0 a 1/3). Les
fleches indiquent les concentrations croissantes en B3.

Sur la figure V-3 nous pouvons observer la contribution du peptide ainsi que celle du
B3. Evidemment, plus la concentration en B3 augmente plus le spectre ressemble au signal du
tanin seul. Afin de remonter a la structure secondaire du peptide IB7,4 il est indispensable de
supprimer la réponse dichroique du tanin. Pour cela, les spectres du tanin seul aux méme
concentrations que celles utilisées pour les différents rapports molaires (spectres figure V-2
(B), sont soustraits aux spectres obtenus figure V-3. Nous obtenons ainsi la figure V-4,

normalisée par la concentration et ne représentant plus que la réponse dichroique du peptide.
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Figure V-4 :  Spectre dichroique d’un mélange dimére-peptide. A une quantité fixe de
peptide 1B7,, (200 uM) différentes quantités de dimére B3 ont été rajoutées (IB7,4/B3
1/0, 1/1, 1/2, 1/3). Les résultats sont représentés en ellipticité molaire corrigée de la

contribution en dimeére B3.
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Toutes les courbes sont superposées a I’exception d’une légeére déviation du spectre
représentant le peptide au sein d’un mélange 1/3 (IB7,4/B3). Cependant, il faut noter que
I’ajout successif de B3 produit une dilution du peptide de plus en plus importante. De sorte
que dans ce dernier cas, la déviation du spectre est principalement due a une diminution du

rapport signal/bruit provoquée par la dilution.

Les spectres ont été déconvolués de la méme maniere que pour le peptide seul en
utilisant des protéines de structure secondaire connues. On retrouve une répartition identique
au peptide seul (comme définit chapitre IV) avec 34% d’hélice de type II et 66% de pelote
statistique étendue. L’addition de B3 ne modifie donc pas I’arrangement conformationnel du
peptide. L’autre hypothése quant a ce résultat serait I’absence d’affinit¢ des deux composés
I’un pour I’autre auquel cas aucune interaction n’est observable. Mais les autres techniques
utilisées, présentées par la suite, confirment 1’existence d’un complexe de forte affinité entre

tanin et peptide riche en proline.

V.3.3. RMN

Afin de déterminer la conformation spatiale du peptide en présence de tanin B3, nous
avons utilisé la batterie classique des expériences bi-dimensionnelles suivie d’une dynamique
moléculaire. De plus, les variations de valeurs de déplacement chimique des protons du
peptide ainsi que des coefficients de diffusion transversale du complexe, obtenues par RMN

apportent des informations sur les parameétres thermodynamiques et sur la taille du complexe.

V.3.3.a. Informations structurales

Une procédure similaire a 1’étude structurale du peptide seul a été entreprise pour le
cas des complexes tanin-protéines. Aucune variation significative des contraintes RMN n’a
¢été observée pour le peptide en absence ou en présence de B3. Les mémes fichiers de
contraintes (NOEs et °J) sont donc utilisés pour déterminer la structure de départ du peptide
en dynamique moléculaire. Quant au dimére B3, nous utilisons le fichier de contraintes défini

par Barathieu'”’.

En revanche, sur les cartes ROESY apparaissent des taches de corrélations
intermoléculaires entre les résidus Gly4 et Lys5 du peptide IB7;4 et le cycle pyrane du dimere

B3 (annexe 4). La figure V-5 montre quelques-uns un des effets NOEs entre Gly4 du peptide
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et les protons 4F et 4’F du B3. 5 nouvelles contraintes inter-molécules sont rajoutées afin de

réaliser une dynamique moléculaire (§ V.3.4).

Figure V-5 : Agrandissement du spectre ROESY en mode contour, représentant la
région Ho-Ha. Seuls les effets NOEs entre Gly4-Ha et 2F, 4F et 4’F du B3 sont présents
dans cette partie du spectre.

V.3.3.b. Association IB7,;,~-B3

Afin de valider I’existence d’un complexe et d’affirmer sa steechiométrie d’autres
types d’expériences ont été entreprises. En effet, la démonstration d’une possible interaction
par RMN n’est pas nouvelle. Etant donné que la valeur des déplacements chimiques dépend
de I’environnement électronique des noyaux, le contact de B3 au peptide se traduirait par un

décalage en déplacement chimique des protons impliqués dans I’interaction. De la méme
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manicre, la valeur des coefficients de diffusion translationnels permettent de remonter a la
constante de dissociation ainsi qu’aux nombres de sites de liaison des polyphénols sur le

peptide.

Différentes solutions dans lesquelles le rapport IB7,4/B3 varie (de 1/0, 1/7), ont été

soumises a des expériences de RMN mono ou bidimensionnelles.

Variation des déplacements chimiques des protons de IB7,4 en présence de B3

D’une maniére générale, les valeurs des déplacements chimiques des protons
peptidiques sont influencées par la présence de tanins, influence qui dépend de Ia
concentration. Un exemple de 1’évolution des déplacements chimiques des protons NH du
peptide IB7;4 en fonction du rapport molaire B3/IB7,4 est présenté dans la figure V-6. La
glutamine 12 est trés peu influencée par la présence de dimere B3 contrairement aux glycine
13 et 14 qui subissent un fort décalage vers les hauts champs. En revanche, les protons du B3

ne subissent aucune variation de leur déplacement chimique au cours de la titration.
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Figure V-6 :  Spectre RMN 1D représentant la région des groupements amines du
peptide IB714. A) spectre du peptide seul ; B) spectre du peptide en présence de B3 pour
un rapport molaire de 1/1 ; C) 1/2 ; D) 1/3 ; E) 1/4,5 ; F) 1/6,6.
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Les déplacements chimiques de tous les protons du peptide a chaque rapport molaire
sont répertoriés en annexe 5. La figure V-7 répertorie I’ensemble des variations de

déplacements chimiques (Ad) des protons Ho du peptide.
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Figure V-7 : Variations des déplacements chimiques des protons Hoa de chaque
résidus du peptide IB7,4. Ad représente la différence entre le déplacement chimique du
peptide seul et du peptide complexé au tanin B3 (rapport molaire 1/7).

D’apres la figure V-7, nous pouvons remarquer que parmi tous les protons du peptide
certains semblent davantage influencés par la présence de B3. Les prolines précédents des
prolines (inclues dans un motif X-Pro-Pro) subissent une forte variation de déplacement
chimique avec 1’ajout de B3, contrairement aux prolines isolées. Etant donné que la variation
de placement chimique traduit un changement d’environnement électronique, elle traduit le
contact avec le tanin ou alors un changement conformationnel du peptide. Etant donné qu’il
n’y a aucune modification des 3J comme des effets NOE, cette variation découle donc de la
fixation des tanins sur le peptide. Nous vérifions ainsi ’hypothése déja formulée concernant
I’importance des motifs X-Pro-Pro pour I’interaction avec les tanins'>>. D’autre part, si nous
considérons ces protons par groupes nous distinguons 3 groupes majeurs subissant un fort

décalage en présence de B3 et dépendant de leur position sur le peptide : de Pro2 a Pro6 pour
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un premier groupe, de Pro9 a Prol1 pour le second, et Gly13 et 14 pour le dernier. Il est tout a
fait intéressant de noter que les déplacements chimiques des prolines et des glycines C-ter

sont blindés alors que ceux des autres résidus sont déblindés.

En s’approchant du peptide, les groupements

blindage
— > aromatiques du polyphénol modifient la densité électronique
des protons du peptide de telle sorte que certains vont se
‘E déblindage  retrouver blindés (comme les prolines 2, 9 et 10 ainsi que
les glycines 13 et 14, alors que d’autres seront déblindés.
S —————— Les protons ¢éloignés des zones de contacts ne seront quant a

eux que faiblement perturbés par la présence de B3.

La figure V-8 représente la variation de déplacement chimique (Ad) du Ho de la

proline 9 en fonction du rapport molaire IB7,4/B3 :

Figure V-8 : Evolution de la variation du déplacement chimique (Ad) du proton Ho
de la proline 9 du peptide IB7,4 en fonction de la quantité de dimére B3 ajouté.

Au-dela d’un rapport molaire B3/IB7,4 de 3-4, I’addition de procyanidine ne modifie
plus la valeur des déplacements chimiques de maniére significative. La courbe a été traitée
selon I’équation [7] afin de remonter a la constante de dissociation du complexe IB7,4/nB3 et
aux nombres de sites de liaison sur le peptide. Au préalable, nous avons définit la constante

d’association des diméres B3 entre eux en utilisant la méthode décrite par Baxter ef al.''*. Les
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courbes ont été paramétrées selon 1’équation [6]. Par la variation du déplacement chimique
.. 14 - .
nous obtenons une constante d’association K, = 4 M~ bien en dessus des concentrations

utilisées pour I’interaction avec les protéines.

Nous obtenons alors la constante de dissociation pour le proton Ho de la proline 9
telle que Kq = 1,9.10% M, avec un nombre de site, n = 3,2. L’analyse a 6té répétée pour

d’autres résidus dont les résultats sont donnés tableau V-1 :

Résidus K4 (mM) Admax n x
Pro2- Ho 8.15 0.228 3.0 0.028
Pro2- HB 3.00 0.085 3.5 0.015
Pro6- Ho 0.28 0.067 2.6 0.003
Pro9- Ho. 0.19 0.111 3.2 0.013
Glyl3-NH 2.46 0.186 3.2 0.018

Tableau V-1 : Données thermodynamiques du complexe 1B7,4-B3. Ky, n, A sont
obtenus par les variations de déplacements chimiques en RMN, aprés un paramétrage par la méthode
des moindres carrés selon 1’équation [7]. Seulement les résultats pour quelques résidus sont

représentés.

Variation du coefficient de diffusion transversal du complexe en fonction du

rapport molaire 1B7,4/B3

Les coefficients de diffusion sont mesurés grace a I’application d’une série de
gradients, comme explicit¢ dans le chapitre 11.3.4. L’équation [4] (chapitre II) montre la
relation existant entre 1’intensité du signal obtenu et la puissance du gradient appliqué. La
figure V-9 montre ainsi 1’évolution du signal en fonction du gradient appliqué lors d’une

expérience ou le peptide est seul (A) et pour un rapport molaire de 1/8, IB7,4/B3 (B).
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Figure V-9 :  Variation de I’intensité du He de la lysine en fonction des gradients
appliqués lorsque le peptide est seul a 1,5 mM (A) ou en présence de 12 mM de B3 (B).
La pente de la droite nous permet d’accéder au coefficient de diffusion transversal
respectivement 4,0 et 2,8 x10°%cm?s™.

D’apres 1’équation de Stockes-Einstein (Eq. [3], chapitre II), D étant inversement
proportionnel a la taille de la molécule, nous pouvons retrouver le rayon de giration du
complexe. Dans le cas présent, plus il y a de B3 qui se fixent sur le peptide plus le complexe
augmente en taille donc plus D doit diminuer. Un coefficient de diffusion de 4,0 .10° cm’s™,
obtenu pour le peptide seul (1,5 mM) implique un rayon de 5,5 A. Alors qu’en présence de 12
mM de B3 (rapport molaire de 1/8 IB7,4/B3) le coefficient de diffusion descend a

2,8.10° cm®s™ ce qui implique un rayon de giration de 7,8 A.

Il est intéressant de noter que la titration de D en fonction du rapport molaire
B3/IB7,4 nous rameéne aussi a la constante de dissociation du complexe ainsi qu’aux nombres
de sites de fixation, de la méme manicre que la variation de déplacements chimiques. La
figure V-10 reporte I’évolution du coefficient de diffusion du peptide en fonction de la
quantité¢ de B3 ajouté a la solution peptidique. Dans la mesure ou la température ainsi que la
viscosité du milieu sont considérées comme constantes, cette évolution traduit ainsi la

variation de la taille du complexe, amenant au nombre de B3 fixés sur le peptide.
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Figure V-10 : Variation du coefficient de diffusion du peptide IB7,4 en fonction de la
quantité de dimere B3 ajouté. La courbe en noir représente le meilleur paramétrage des
données selon 1I’équation [7].

Un méme type d’équation que précédemment ou la variation de déplacement
chimique est remplacée par la variation du coefficient de diffusion, défini par Luo et al.'°, est
utilisé pour traiter les données. Nous avons obtenu une constante de dissociation K4 = 2 mM

et un nombre de sites, n = 3.

V.3.3.c. Association IB7-B3

L’analyse de I’interaction IB7-B3 s’est focalisée sur 1’aspect thermodynamique (Kq4
et nombre de site) ainsi que sur la taille globale du complexe. Ces différents parameétres ont
¢été obtenus par mesure du coefficient de diffusion et de la variation du déplacement chimique

de groupes de protons a différents rapports molaires B3/IB7 (de 0/1 a 21/1).

Variation des déplacements chimiques de groupes de protons de IB7 en

présence de B3

L’attribution des protons des 59 résidus aminés de la protéine n’a pas encore ¢été
réalisée. Néanmoins, I’attribution compléte des protons de IB714 a servi de référence pour la
détermination des déplacements chimiques de groupes d’acides aminés identiques de IB7. En

effet, chaque résidu de la protéine n’est pas identifiable individuellement, en raison du
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chevauchement, donc nous définissons des groupes correspondant a un type d’acide aminé
comme le montre la figure V-11. Ainsi un groupe de lysines a pu étre identifié (en rouge sur
la figure) principalement par la valeur du proton v, treés blindé et sortant a 1,40 ppm. Deux
groupes de prolines sont également différenciés, les prolines précédant une proline (Pro-p, en
bleu clair sur la figure) dont la valeur du Ho est environ de 4,6 ppm et les prolines précédant

un autre résidu (Pro-x, en bleu foncé sur la figure) dont le Ho résonne a environ 4.,4.
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Figure V-11: Agrandissement d’une région de la carte TOCSY de la protéine IB7,
pour un rapport molaire B3/IB7 de 13, montrant un groupe de lysines (en rouge) et deux
groupes de prolines (en bleu). La fléche en rouge indique la projection du proton € de la
lysine sur le spectre 1D.

La variation du déplacement chimique de groupes lysine, Pro-p et Pro-x ainsi que

glutamine de IB7, en fonction du rapport [B3]/[IB7] a été suivie. Seule la courbe de titration
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de Pro-p est présentée en figure V-12. Les signaux des prolines sont beaucoup plus éclatés a
un rapport protéine-tanin élevé. Ceci montre I’importance des résidus prolines dans

I’interaction puisque les valeurs des déplacements chimiques sont fortement modifiées.
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Figure V-12 :  Variation du déplacement chimique du Ho du groupe Pro-p, en fonction
du rapport molaire B3/IB7. La courbe représente le meilleur paramétrage des données

selon I’équation [7].

Pour chacun des groupes d’acides aminés, Ky et le nombre de sites ont été déterminés
en paramétrant les points expérimentaux avec I’équation [7]. L’ensemble des valeurs est

reporté dans le tableau V-2.

Résidus K4 (mM) n X2

NH GIn 0,19 9,9 0,03
Ho Pro-p 240 11,5 0,07

HP Lys 0,1 16,7 0,01
HP’ Pro-x 0,19 16,4 0,01

Tableau V-2 : Données thermodynamiques du complexe IB7/B3. K4 et n sont obtenus par
les variations de déplacements chimiques en RMN, aprés un paramétrage par les
moindres carrés selon 1’équation [7].
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Dans le cas de la glutamine, le paramétrage de la variation de déplacement chimique
du NH indique un nombre de sites de liaisons de 10. Un résultat comparable est obtenu pour
le Ha de la Pro-p (n = 11). En revanche, en considérant le proton HP de la lysine, le nombre
de sites de liaisons est alors d’environ 17. Enfin, les variations de déplacement chimique du

proton HB’ de la Pro-x conduisent a une valeur de nombres sites de liaisons de 16,5.
Aucune variation des déplacements chimiques des protons de B3 n’est observable.

Variation du coefficient de diffusion transversal du complexe en fonction du

rapport molaire IB7/B3

Les coefficients de diffusion de la protéine ont €t¢ mesurés pour chaque rapport
IB7/B3 (de 1/0 a 1/21). En revanche, a forte concentration en B3, le signal de la protéine
devient difficilement perceptible, donc les derniers points ne sont pas reportés sur la courbe
de titration. Le massif choisi correspond aux He de la lysine comme illustré par la fleche en
rouge sur la figure V-11. En effet ces protons résonnent dans une région relativement isolée,
ce qui facilite leur intégration. La figure V-13 montre la variation de I’intensité du signal du
proton He de la lysine en fonction de la puissance des gradients appliqués pour la protéine

seule 2 I mM (A) et en présence de B3 a 17 mM (B).

Figure V-13 : Variation de I’intensité du He de la lysine en fonction des gradients
appliqués lorsque le peptide est seul a 1 mM (A) ou en présence de 17 mM de B3 (B). La
pente de la courbe nous permet d’accéder au coefficient de diffusion transversal
respectivement 1,7 et 1,2 x10°%cm?s™.

Le coefficient de diffusion translationnel diminue avec [’ajout de quantités

croissantes de B3 dans la solution de protéine, de 1,7 a 1,2 1% m?s!, comme illustré dans la
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figure V-14. D’apres I’équation de Stockes-Einstein (Eq. [3], chapitre II) ceci implique une
augmentation de la taille du complexe de 11500 Da.
De plus, la figure V-14 présente 1’évolution du coefficient de diffusion de la protéine

IB7 en fonction du rapport molaire IB7/B3 (obtenu de la méme manicre que pour le peptide

seul ou complexé).
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Figure V-14:  Variation du coefficient de diffusion de la protéine IB7 en fonction de la
quantité de dimeére B3 ajouté.

Le paramétrage de la variation de D par 1’équation [7] conduit a une valeur de K4 de

0,7 mM, et un nombre de sites de liaison de 17.

V. 3. 4. Dynamique Moléculaire

V.3.4.a. Dynamique moléculaire sous contraintes RMN

Nous avons réalisé, dans un premier temps, un calcul de structure sous contraintes
RMN pour un rapport équimolaire 1/1 1B7;4/B3, de la méme manieére que précédemment
(chapitre 1V.2.3). La dynamique moléculaire est réalisée a 500 K et aprés minimisation,

seulement 40 conforméres sont retenus dans une échelle d’énergie d’environ 100 kJ.mole™.

Une analyse par cluster nous a informés de ’existence de 5 familles de structures

répertoriées dans la figure V-15.
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Figure V-15: Conformations de plus basse énergie obtenue par dynamique
moléculaire. Les 40 structures sont réparties en cinq familles, dont trois ne sont
représentées que par une molécule et les deux autres par 11 et 26 respectivement.

Les 5 familles de structures sont inégales en population constitutive : trois d’entre
elles sont composées par seulement une espece et les deux autres sont composés de 11 et 26
conformeres respectivement. La figure V-16 montre les 26 structures appartenant a la famille

majoritaire.
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Serl

v

Glyl4

Figure V-16 :  Superposition des 26 conformations du peptide IB74 en présence de B3,
pour un rapport équimoléculaire. La dynamique moléculaire a été effectuée durant 2 ns,
sous contraintes RMN. Le B3 (en batonnet mauve) est positionné par rapport aux effets
NOE:s observés en RMN.

Toutes ces structures sont superposables entre les résidus Pro2 et Pro6. Si 1’on
compare cette superposition avec celle effectuée en 1’absence de B3 (figure IV-11), on
remarque que la souplesse des conformations est extrémement réduite lorsque le peptide est

lié au tanin.

V.3.4.b. Dynamique moléculaire sans contraintes RMN

Etant donné que nous n’avions que cinq contraintes NOEs intermoléculaires, toutes
concernant un méme site, nous avons choisi de réaliser une dynamique sans considérer ces

effets NOEs.
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Un premier jeu de calcul a été effectué pour un rapport équimoléculaire 1/1
IB7,4/B3. La conformation initiale du peptide est celle préalablement définie par dynamique
en considérant les contraintes RMN. 5 dynamiques sont réalisées au cours desquelles le tanin
est placé au départ en différents endroits autour du peptide, de manieére a envelopper
totalement le peptide par des tanins grace a la multiplicité des expériences. Pour les 5
positions, une dynamique est effectuée, précédée par une minimisation permettant de
«coller » le B3 au peptide. 3 dynamiques se concluent par une fixation forte des B3 autour du
peptide. Ainsi, les régions affines fixent le B3 alors que les « non-affines » le rejette. 2 sites
de liaisons sont ainsi mis en €vidence : I’un se situerait de Pro2 a Pro6 et I’autre proche des
résidus Pro9 a Proll. Le premier site est le méme que celui mis en évidence par RMN.

Durant les 2 autres calculs le dimére est éjecté du peptide apres seulement 1 ns.

Etant donné que la spectrométrie de masse propose un complexe multi-ligand, avec
au moins trois tanins B3 fixés simultanément sur le peptide, nous avons réalisé un autre jeu de
dynamique avec plus de 3 tanins par molécule de peptide : le systéme considéré comporte 4
dimeres pour un peptide IB7,4. Les 4 dimeres B3 sont positionnés a chaque extrémité du
peptide de maniére a englober une majeure partie de la surface du peptide. 2 dynamiques de
5 ns sont effectuées pour des positions de départ en B3 différentes. Au cours des 2
expériences indépendantes, un des quatre B3 est rejeté au bout de 2 ns, alors que les trois
autres tanins se fixent au peptide. Les positions prises par les B3 sont quasiment identiques
d’une dynamique a I’autre : une premicre procyanidine se lie entre les résidus Pro2 et Pro6,

une seconde entre les Pro9 et Pro10 et la troisieme entre les Gly13 et Gly14 (figure V-17).

Sur la figure V-17, il est notable que les tanins ne se fixent que sur 1’'une des faces du

peptide.
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Serl

Glyl4

Figure V-17 :  Structure du complexe IB7,4,-B3 (rapport molaire 1/4) aprés une
dynamique de 5 ns. La protéine est représentée en bleu (en « ruban »). Les trois B3 fixés

sont représentés en batonnet (rose, vert et rouge). Le quatriéme tanin B3 est éjecté du
complexe dés 2 ns de dynamique.

La figure V-18 montre la superposition des conformations adoptées par le peptide a

la fin de ces deux dynamiques ainsi que la conformation obtenue sous contrainte RMN.
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Serl

Glyl4

Figure V-18 :  Superposition en « ruban » du peptide IB7,, a la fin de la dynamique
moléculaire sans contraintes (vert et bleu) et sous contraintes RMN (rouge). Les calculs
ont été réalisés en présence de 4 tanins (non montrés).

Plusieurs résultats découlent de ces dynamiques :
(1) Les trois conformations sont quasiment superposables.

(i1)Le peptide semble stabilis€¢ en une conformation privilégi€e, probablement par formation
de liaisons hydrogeéne entre les carbonyles des Pro2 et Pro6 et les fonctions OH des
groupements phénols et catéchols des procyanidines. Nous pouvons également observer la

formation de liaisons hydrogeéne entre un carbonyle du peptide et le 3-OH du cycle pyrane.

(i11)De plus, les molécules de B3 maintiennent leur conformation durant toute la dynamique,
i.e., elles restent en conformation compacte, qui est la conformation majoritaire en solvant

129
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V.3.4.c. Surfaces de lipophilie du peptide IB7,,

Etant donné que les tanins se fixent sur une méme face du peptide, nous avons décidé

de calculer la répartition hydrophile ou lipophile a la surface du peptide.

La structure de départ choisie pour les calculs est celle ou trois tanins B3 sont en
contact avec le peptide. La figure V-19 montre le profil amphiphile du peptide atome par
atome, avec une partie hydrophile (en bleu) et une partie lipophile (en rouge). Sur la figure,
I’interface entre ces deux zones est colorée en rose. Il est tout a fait remarquable que la
structure du peptide soit séparée en deux faces opposées selon les propriétés amphiphiles. De

plus la zone hydrophile du peptide est largement majoritaire et compte pour deux tiers.

Figure V-19:  Représentation de la nature amphiphile du peptide 1B7,4. Le domaine
hydrophile, majoritaire, est en bleu et le domaine lipophile est en rose. L’interface entre
ces deux régions est représentée en mauve.
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Dé¢s lors que le peptide et les dimeéres sont mélangés, dans 5 cas sur 6 les

procyanidines B3 se localisent dans les poches hydrophiles (figure V-20).

Figure V-20 : Répartition des dimeres B3 en fonction des domaines d’hydrophilicité.
Les procyanidines sont localisées dans les domaines hydrophiles (en bleu).

La comparaison entre les domaines d’hydrophilies du peptide et la répartition de B3
autour du peptide est significative. Les dimeres sont toujours fixés dans les poches
hydrophiles donc lorsque tous les sites sont occupés, il ne peut se fixer d’autres B3 : la
fixation simultanée d’un maximum de 3 dimeres par peptide provient de 1’encombrement
stérique. De cette mani¢re nous sommes convaincus de la liaison des polyphénols
principalement sur les atomes hydrophiles (tels que la majorité des Ho des prolines, et les NH

des glycines 13 et 14).

V.3.4.d. Détermination du coefficient de diffusion du
peptide IB7,, et du complexe IB7,/B3 par Dynamique
Moléculaire (DM)

Par DM, le coefficient de diffusion de IB7;4 en absence de B3 varie de

3,54 1,0 .10° cm’s™. En revanche, le rayon de giration du peptide seul, mesuré 4 la fin de la
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dynamique est toujours de 7,8 + O,IA. L’incertitude sur les valeurs de coefficient de diffusion
obtenues serait due a la capacité du peptide a former des liaisons hydrogeéne avec le solvant,
en conservant une taille identique d’une expérience a 1’autre. Le peptide seul semble donc étre
instable dans 1’eau et par conséquent le coefficient de diffusion est peu précis. En effet la
courbe déduite de la relation d’Einstein (annexe 6) est loin d’étre linéaire. La diffusion n’est
donc pas isotrope. Il est de ce fait difficile de conclure tant sur la dimension du peptide que
sur la valeur exacte de coefficient de diffusion d’aprés ces résultats. En revanche, en présence
de B3, le coefficient de diffusion est assez précis de Iordre de
22 +04 x10° ecm?s™ soit un rayon de 9,0 + O,IA. La condition de diffusion isotrope est
respectée, car la courbe de variation du déplacement moyen de la molécule en fonction du

temps est linéaire (annexe 6).

V. 4. DISCUSSION SUR LA NATURE DU SITE ET L’AFFINITE

La multiplicité¢ des techniques offre une compréhension de I’interaction Tanins-
Protéines a différents niveaux : la steechiométrie et 1’affinit¢é du complexe 1B7,4/B3,
comparées au complexe IB7/B3, ont été¢ déterminées par SM, RMN et DM. La structure du
peptide au sein du complexe, ainsi que 1’identification des sites ont été mis en évidence par
CD, RMN et DM. De la, la taille du complexe a été¢ abordée par calcul de coefficients de
diffusion par RMN et DM. Enfin, la nature de I’interaction a ét¢ démontrée par SM, RMN et

DM. Ces différents aspects sont détaillés ci-dessous.

V. 4. 1. La steechiométrie et I’affinité du complexe

La steechiométrie du complexe peptide IB7;s-tanins a ¢été déterminée par trois
différentes techniques : la SM, la RMN et la DM. Le peptide IB7;4 peut fixer trois diméres
B3. Tout d’abord, en utilisant les conditions d’ionisation douces (ESI), la spectrométrie de
masse nous a permis de mettre en évidence des complexes de stoechiométries 1/1, 1/2, et 1/3.
Ces complexes sont tres stables aux vues de 1’énergie nécessaire a leur fragmentation et des

conditions dénaturantes utilisées lors de I’expérience (bas pH et éthanol).
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Les expériences de RMN montrent une dépendance des valeurs de déplacement
chimique ainsi que de coefficients de diffusion en fonction du rapport IB7,4/B3. Le
paramétrage de ces données par un modele de fixation non coopératif développé par Baxter et
al.'*® permet de mettre également en évidence la formation d’un complexe de stoechiométrie 1
peptide/3 tanins B3. De la méme manicre, la valeur de la constante de dissociation n’a pu étre
mesurée qu’approximativement : elle serait de I'ordre du millimolaire. Les résultats
apparaissent tout a fait subjectifs étant donné la courbe de titration de certains résidus qui est

inachevée.

I est important de noter que Ky varie d’un facteur 50 autour du mM. En revanche, le
nombre de sites de liaison du B3 sur le peptide est fixe, autour de 3. La large gamme de K4
obtenue peut avoir différentes raisons : d’une part la mesure des déplacements chimiques a été
effectuée sur des cartes bidimensionnelles (TOCSY) ou la résolution n’est pas excellente (2,5
Hz/pt). D’autre part, et ce qui nous semble le point majeur, I’équation [7] utilisée, a été
définie pour un modele ou les sites sont indépendants les uns des autres. Or, il y a fort & croire
que la fixation de tanins sur le peptide suit un modele coopératif auquel cas 1’équation n’est
pas adaptée. L’amplitude des valeurs observées proviendrait donc d’une différence d’affinité
d’un site a ’autre. De méme, nous avons pu également montrer en spectrométrie de masse,
que D’énergie nécessaire pour dissocier le complexe de stoechiométrie 1/3 est nettement
supérieure a celle requise pour dissocier les complexes 1/1 et 1/2, suggérant I’existence d’une
fixation a effet coopératif. L’utilisation d’un modéele prenant en compte un mode de fixation
coopératif a effectivement déja été suggéré'®>**. Par exemple, Hagerman ez al. ont montré le
mode coopératif de fixation de tanins par des titrations de fixation compétitive ou le signal de
SAB (marqué a I’iode 25) fixé aux polyphénols est déplacé en présence d’autres protéines’.
Mais le modele coopératif n’a pas été¢ défini, et il n’a pas été utilis€é pour cette étude. Les
valeurs de K4 que nous avons obtenues sont cependant en bon accord avec les valeurs déja
publiées de 2 & 33 mM pour un polyphénol similaire (I’épigallocatéchine galloylée) et un
peptide 19-mer'®. En outre, afin d’éviter la précipitation de leurs complexes, les auteurs
travaillent dans 10-20% de DMSO, alors que nous avons choisi I’utilisation de la HRMAS,
technique permettant d’enregistrer des spectres de solutions colloidales sans perte de signal ni
de résolution. D’autre part, nous avons mesuré des coefficients de diffusion par RMN du
peptide seul ou en présence de B3. Ces mesures nous ont permis d’accéder a une
steechiométrie identique du complexe de 1/3 (IB7,4/B3) et d’obtenir une constante de

dissociation du complexe de I’ordre du millimolaire. Enfin, la dynamique moléculaire
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effectuée sur un systétme comprenant 4 tanins B3 pour une molécule de peptide, conduit

¢galement a un complexe final de stcechiométrie 1/3.

En ce qui concerne la protéine entiere IB7, des mesures de variations de déplacement
chimique et de coefficients de diffusion en fonction de I’ajout de B3 ont été effectuées par
RMN, a titre d’expériences préliminaires. La constante de dissociation obtenue, serait, comme
dans le cadre du peptide, de I’ordre du millimolaire. Par mesure des variations de
déplacements chimique, la steechiométrie du complexe IB7/B3 obtenue est soit 1/11 soit 1/17.
Par mesure de coefficients de diffusion, la stoechiométrie serait plutot de 1’ordre de 17. En
revanche, les expériences de diffusion ont été effectuées a 1’aide d’une sonde BBI statique.
Or, a forte concentration en B3, la solution était sous forme colloidale, ce qui suggére que
I’on ne voit peut-étre pas les signaux des agrégats. Il est probable que deux complexes de
différentes stoechiométries existent. De plus, le modele implique que les sites sont
indépendants entre eux, or la fixation est certainement aussi a effet coopératif. Etant donné
que la protéine est constituée de trois fois la séquence du peptide IB74, et que IB7;4 est apte a
fixer trois B3, la protéine pourrait fixer au moins 3x3 tanins B3. Les résultats obtenus sont
cohérents avec cette observation. L’adaptation des expériences de diffusion en rotation a
I’angle magique tout comme 1’accés a la structure tridimensionnelle de la protéine nous

permettraient de déterminer avec précision la steechiométrie et I’affinité du complexe.

V. 4. 2. Sites de fixation des B3 sur le peptide

D’apres les résultats présentés précédemment trois tanins B3 sont capables de fixer le
peptide 1B74, trois sites devraient étre mis en évidence. En effet, trois sites d’interaction ont
clairement été identifiés par spectrométriec de RMN et par DM : Pro2-Pro6, Pro9-Prol1 et
Gly13-Glyl4. La variation de déplacement chimique de chaque proton de tous les acides
aminés d’IB7,4 a été suivie par RMN. Les variations les plus importantes sont observées pour
les acides aminés de ces trois sites. D’autre part, des expériences de type ROESY, réalisées
pour un rapport molaire de 1/3, mettent en lumiere des effets NOEs intermoléculaires entre le
dimere B3 et les protons Ho de la Gly4 et NH de la Lys5. Ces effets NOE sont en parfait

accord avec un site Pro2-Pro6.

Lorsqu’on réalise des expériences de DM pour un rapport molaire 1/1, en faisant
varier la position de départ de B3 de maniére al€atoire, on retrouve le dimére B3 fixé au

peptide a deux endroits différents : entre Pro2 et Pro6 et entre Pro9 et Prol1. Le premier site
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est alors en accord avec les effets NOEs observés par RMN, et le second en accord avec les
variations importantes de déplacements chimiques observées pour les prolines 9 et 10. Les
dynamiques moléculaires partant d’un systéme 1B7,4/B3 1/4 conduisent, quant a elles, toutes
a la fixation de trois B3 sur le peptide alors que le quatriéme est systématiquement éjecté du
complexe. Les deux premiers sites étant ceux préalablement mis en évidence quant au
troisiéme, son existence est confirmée par 1’observation de fortes variations de déplacements

chimiques pour les protons des glycines C-terminales, Gly13 et Gly14.

La présence d’effets NOE entre le dimere B3 et le site Pro2-Pro6 met en évidence
I’existence d’un contact entre le B3 et ce site, dont la durée de vie est suffisamment longue
pour étre observée par RMN. En revanche, aucun effet NOE n’est observé entre le dimere et
les deux autres sites alors qu’il y a toutefois une variation importante des déplacements
chimiques. Cette observation pourrait s’expliquer par une différence d’orientation des tanins
par rapport au peptide ou bien par une différence de dynamique de fixation des tanins entre

les trois sites suggérant des différences d’affinité.

V. 4. 3. Structure de IB7,4, et IB7 en présence de tanins
B3

L’influence de la présence de tanins B3 sur la structure secondaire de la protéine IB7
et du peptide IB7;4 a été déterminée par dichroisme circulaire. Il a ét¢é montré dans le chapitre
IV que le peptide et la protéine ont exactement la méme répartition de structure secondaire a
36% d’hélice de type II et 64% de pelote statistique. Les mémes valeurs sont obtenues en
présence de tanins B3. Les dimeéres B3 se fixent donc a la protéine et au peptide sans

perturber leur conformation secondaire.

En revanche, concernant le peptide IB7,4, les contraintes issues de la RMN (valeurs
de déplacements chimiques, constantes de couplages °J et effets NOEs) a I'aide de la
modélisation moléculaire nous ont permis d’accéder a la conformation spatiale du peptide.
Seul en solution, le peptide IB7;4 adopte une conformation en deux hélices de type II de part
et d’autre de la glycine 8, qui apparait comme un axe de libre rotation. La flexibilité de ce
résidu autorise un grand nombres de conformations possibles, maintenant toutefois les deux
parties en hélice figées d’une conformation a I’autre. La présence de B3 semblerait bloquer la
flexibilité en se fixant au peptide. Les deux parties en hélice seraient maintenues, mais le

degré de libert¢ autour de la glycine 8 serait moindre. Au lieu d’obtenir un nuage de
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conformations lorsque le peptide est seul, seulement une d’entre elles est favorisée en
présence de trois tanins, en passant par un nuage de conformations restreint en présence d’une
seule molécule de B3. L’ensemble de ces résultats est résumé dans la figure V-21. La
conformation privilégi¢e en présence de 3 B3 est retrouvée, que 1’on réalise des dynamiques
avec ou sans les contraintes découlant des expériences de RMN. En effet, ces structures sont
quasiment superposables. Ainsi, une conformation est privilégiée, pour laquelle tous les

carbonyles semblent pointer sur la méme face du peptide.

Serl
Gly8
1
o ’I, .t
o gt
v ; 'y
Glyl4

IB7,, seul IB7,,/ 1 B3

Figure V-21 : Restriction des conformations adoptées par le peptide en présence de B3.

Afin de valider la variation de la flexibilité¢ autour de la glycine 8 en absence ou en
présence de tanin il serait intéressant de mesurer les temps de relaxation longitudinaux des
résidus du peptide. Ainsi, nous aurions acces a la dynamique du peptide atome par atome en

fonction de I’ajout de B3.

V. 4. 4. Taille des complexes IB7,,/3B3 et IB7/nB3

La mesure du coefficient de diffusion apporte des informations sur la taille des
molécules. Pour le peptide IB7,4, la différence de coefficient de diffusion est mesurée par
RMN, entre le peptide seul et en présence de tanins B3 en concentration saturante, ce qui
implique une augmentation de la taille du complexe. Le rayon de giration passe de 5,5 A pour

le peptide seul a 7,8 A pour le complexe IB7;4-3B3. Ce résultat a été comparé a un calcul du
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coefficient de diffusion par DM, ou le rayon de giration du complexe obtenu était d’environ 8
a9 A. L’écart obtenu pour la mesure de la taille du complexe par RMN n’est que de 14 % par
rapport a la DM. La condition de diffusion isotrope est respectée, car la courbe de variation du
déplacement moyen de la molécule en fonction du temps est linéaire (annexe 6). En revanche,
les calculs de la taille du peptide lorsqu’il est seul sont de 5,5 A par RMN et 7,8 A par DM.
L’écart de 30 % entre ces valeurs peut étre expliqué par la possibilité pour le peptide de faire
des liaisons hydrogene avec 1’eau lorsqu’il est seul en solution, alors qu’en présence de tanins,
tous les groupements potentiels de liaison sont occupés par les B3. La relation d’Einstein
n’est pas vérifiée (pente non linéaire, annexe 6), due au comportement non isotrope du

peptide.

En ce qui concerne la variation de coefficient de diffusion pour le complexe IB7-B3,
il diminue de 31% (de 1,7 4 1,2 x10°® cm’s™ ) lorsque le rapport [B3]/[IB7] varie de 0 a 17. 11
est enfin possible d’établir le rayon approximatif du complexe IB7-B3, d’apres la relation [3],
en considérant que celui-ci est sphérique. Le rayon serait de 18 A pour le complexe dont le
coefficient de diffusion est 1,2 x 10° cm’s™. En considérant ’ensemble du complexe tanin-
protéine comme une entité sphérique, ceci correspond a une augmentation de masse du

'3). Cette augmentation de masse peut correspondre

complexe de 11500 (D proportionnel a M
a une protéine fixant 20 molécules de tanins (masse molaire de B3 : 577 g.mol") ou bien a
I’ensemble de deux protéines reliées entre elles par 10 tanins (masse molaire de IB7 : 5766
g.mol™). En considérant les variations de déplacement chimique des groupes de protons des
acides aminés de la protéine, deux valeurs de nombre de sites de liaisons potentiels ont été
trouvées : n = 10-11 et n = 16-18. En revanche, le nombre de sites de liaisons obtenus a partir
de la courbe de titration du coefficient de diffusion de IB7 (n = 17) se rapproche de la seconde
valeur. Afin d’accéder a I’intégralité de la courbe de titration (les derniers points n’ont pas été
pris en compte en raison du manque de sensibilité), I’adaptation des expériences de diffusion
sur une sonde HRMAS ¢luderait le probléme reli¢ a la formation de particules colloidales.
Pour confirmer 1’hypothéese de la fixation de 20 tanins sur IB7 ou bien la formation d’un début
de réseau entre 2 protéines et 10 tanins, une mesure par électrophorése pourrait étre
envisagée. Les deux entités migreraient de maniere différente selon le poids moléculaire. Il

serait ainsi possible de choisir avec davantage de certitude 1’une ou I’autre des hypotheéses.
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V.4.5. Nature de ’interaction

La SM (ESI), la RMN ainsi que la DM nous ont permis de valider la nature de
I’interaction via des liaisons hydrogene entre certains hydroxyles du tanin B3 et le peptide
IB7,4. Tout d’abord, les calculs de modélisation moléculaire effectués sur le complexe
IB7,4/B3, en accord avec les effets NOEs obtenus par RMN, nous permettent de visualiser des
liaisons hydrogene entre les groupements carbonyles de certaines prolines et les groupements
hydroxyles des cycles A, D ou B, E de la procyanidine B3. La conformation naturelle de B3
est une structure trés compacte avec les groupements hydroxyles OH pointant vers 1’extérieur
de la structure ce qui facilite la formation de liaisons hydrogeéne. De plus, la nature
amphiphile du peptide a été déterminée par des calculs d’hydrophobicité, tels que le peptide
est constitué d’une face hydrophile et d’une face hydrophobe. Or il est intéressant de constater
que les B3 ne se fixent que sur une face du peptide IB7,4, identifié¢e comme la face
hydrophile. Enfin, 1’observation de complexes en SM est en accord avec ’existence de

. \ 197,198,201
liaisons hydrogéne'®”'®

. En effet, au niveau de la chambre d’ionisation, le complexe
IB7,4/B3 est sous forme désolvatée ce qui exclut une interaction de nature hydrophobe entre
ces composés. Tous ces résultats sont donc en accord avec une interaction majeure pilotée par
liaisons hydrogéne ou encore par interaction de type électrostatique peut étre appuyées par
une interaction de type hydrophobe. Hagerman et Butler décrivent également par des
expériences de compétition en milieu aqueux, I’interaction procyanidine-peptide gouvernée

1.'7°. La nature de D’interaction est

par des liaisons hydrogéne' en accord avec Artz et a
pourtant largement discutée. Haslam®” décrit la complexation des polyphénols sur les
protéines comme un exemple de reconnaissance moléculaire ou les polyphénols agissent
comme des ligands multidentates dont la principale force d’interaction provient d’effets
hydrophobes. L’interaction est alors traduite comme une association entre les cycles phénols
hydrophobes et les cycles pyrrolidines des prolines, sans déterminer la structure du

129176 7] est toutefois important de noter que les auteurs travaillent dans des

complexe
solutions a 10-20% de DMSO en vue d’améliorer la solubilité de leurs échantillons. Ces
conditions peuvent modifier les propriétés hydrophobes/philes des tanins comme des
peptides. De plus, ils considérent les résidus proline et glycine comme des résidus
hydrophobes, ce qui va dans le sens de leur conclusion. En revanche, Rose et al.>” précisent
que les prolines sont des résidus relativement polaires, ce qui conforte nos résultats ou la

fixation a lieu principalement sur les prolines.
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La caractérisation de l’astringence, pergue comme une sensation tactile lors de la
dégustation des vins rouges, a ¢été entrevue d’un point de vue physico-chimique par le biais
d’une analyse compléte de I’interaction Tanins-Protéines. Les Protéines Riches en Proline de
la salive humaine précipitent les tanins alimentaires ce qui a pour conséquence la diminution

du potentiel lubrifiant de la salive.

VI. 1. CONCLUSION

La synthese de protéines riches en proline a été mise au point[Simon, 2002 #107].

L’obtention de B3 a fait I’objet du sujet de thése de Karine Barathieu®.

Pour la premiere fois une analyse structurale de PRP a ¢été effectuée. L’influence de
la présence de tanins B3 sur 1’adaptation tridimensionnelle du peptide a pu étre déterminée.
La compréhension du mode d’interaction entre IB7;4 et B3 a été menée par une approche
« multi-techniques »**. En effet, la spectrométric de masse, la RMN et la dynamique
moléculaire nous ont permis d’accéder a la steechiométrie du complexe ainsi qu’a la constante
de dissociation : 3 tanins B3 fixent un peptide IB7,4 avec un K4 de ’ordre du millimolaire.
Cependant, le modele utilisé prenant en compte une fixation indépendante de chaque tanin sur
le peptide parait ne pas étre bien adapté. La mise au point d’un modele mathématique prenant
en compte une fixation coopérative des tanins est envisagée. Tous les B3 se fixent sur les
zones hydrophiles du peptide au moyen de liaisons hydrogeéne et dans une moindre mesure
d’interactions de type électrostatique. L’analyse structurale compléte de la protéine IB7 n’a pu
étre effectuée. Cependant, une premiere approche thermodynamique de la formation du
complexe IB7-B3 a pu étre entreprise par RMN. La steechiométrie du complexe est alors ~11
ou ~17, avec la méme constante d’affinité (~mM) que le peptide IB7,4. Ces résultats montrent
que la capacité de fixation des tanins sur ce type de protéine est en rapport avec leur taille et
donc du nombre de résidus proline qu’elle contient : la seule fonction connue pour les PRPs

basiques étant de précipiter les tanins, elles agissent comme des « éponges » a tanins.

Un modele d’étude de ’interaction Tanin-Protéine a donc été mis au point. La
détermination de la steechiométrie et de la constante d’affinité du peptide pour le B3 pourrait
étre réalisée pour un grand nombre de tanins. En effet, comparer ces différents parametres

avec le méme peptide permettrait de doser la capacité d’un tanin a fixer les protéines. La
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typicité d’un vin pourrait étre étudiée par le biais de I’affinité des tanins sur ce modele de
peptide. Une autre approche serait de considérer la fixation de tanins sur différentes protéines
afin de sélectionner celles paraissant les plus aptes a exercer des fonctions de protéines de

collage lors de la clarification des vins.

VI. 2. PERSPECTIVES

En ce qui concerne I’analyse de I’interaction IB7,4-B3, il serait intéressant d’avoir
des données dynamiques du peptide en absence et en présence de B3 : en mesurant les temps
de relaxation de chaque atome du peptide nous devrions comprendre la variation de la
flexibilité autour de la glycine 8 en présence de tanin, par une diminution de la dynamique.
Dans un autre registre, la mesure de 1’échange isotopique par spectrométric de masse des
protons du peptide pourrait apporter de précieuses informations : non seulement les protons
accessibles au solvant en présence de tanins mettraient en évidence les sites de fixation, mais
¢galement un suivi de la cinétique de 1’échange pourrait rendre compte de la dynamique de

ces différents sites.

Afin d’obtenir des données physico-chimiques plus précises sur le complexe protéine
entiere/tanin, il serait nécessaire, a l’avenir, d’adapter les expériences de mesures de
coefficients de diffusion en utilisant la technique HRMAS, d’une part, et d’attribuer
I’ensemble des résonances de la protéine, d’autre part. Ceci est envisagé en utilisant d’autres
méthodes de RMN permettant d’identifier tous les protons malgré un chevauchement
important des résonances en travaillant sur une protéine doublement enrichie en °C et en °N
(RMN 3D). Cette approche devrait nous permettre d’obtenir un fichier de contraintes de la
protéine en absence ou présence de tanins, afin d’accéder a la structure tridimensionnelle de la

protéine IB7.

L’analyse de D’interaction Tanin-Protéine pourrait également étre envisagée d’un
autre point de vue: I’aspect cinétique de I’agrégation. En effet, un échantillon contenant

peptide et tanin peut attendre plusieurs jours avant de précipiter.

Afin de comprendre I’importance de la stéréochimie et du degré de polymérisation

des tanins dans le cadre de ’astringence, il serait intéressant d’étudier cette interaction sur
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d’autres modeles de tanins. En effet, la conformation « fermée » du B3 pourrait étre comparée
a celle d’un tanin ayant une liaison C4-Cg « ouverte », ou avec des tanins ayant des poids
moléculaires plus importants comme le trimere C1, dont la mise au point de la synthése fait
I’objet de la thése d’l. Tarascon au LCOO... Ainsi, nous pourrions établir une gamme
d’affinité en fonction de la régioselectivité (liaison C4-C8 ou C4-C6), de la stéréosélectivité
(unité catéchine ou épicatéchine), du degré de polymérisation ou encore du nombre de

groupements galloyles sur le tanin.

173



Conclusions et Perspectives

174



Chapitre VIIANNEXES

175



Annexes

176



ANNEXE 1 : ABBAQUES DES DEPLACEMENTS CHIMIQUES EN
FONCTION DES ACIDES AMINES EN SOLUTION

Acides Aminés | NH Ho HpB Autres
Arg 8,27 4,38 1,89; 1,79 Hy: 1,72; HS: 3,31; HN:7,17; 6,62
Asn 8,75 4,75 2,83; 2,75 HN:7,59
Asp 8,41 4,77 2,84; 2,75 -
Gly 8,39 3,97 - -
Gln 8,41 4,37 2,13;2,01 Hy: 2,38; 0HN: 6,87
Lys 8,41 4,36 1,87; 1,75 Hy: 1,45; HS: 1,70; He: 3,02; HN:7,52
Pro - 4,47 2,30; 1,98 Hy: 2,03; Ho: 3,65
Ser 8,38 4,50 3,89: 3,89 -

Tableau 1 : Valeurs standards des déplacements chimiques 'H des acides aminés constituants

IB7, en solution dans I’eau'®*.

ANNEXES 2 : EFFETS NOES ET CONSTANTES DE COUPLAGE
3J RAPPORTEES AUX ANGLES DIEDRES

Résidus 1 Résidus 2 Distance
*Pro-Hot *Pro-H§, 22+0,4
*Pro-Hot *Pro-H$; 22+0,4
3Pro-Ho *Gly-HN 2,2 +0,4
“Gly-Hoo *Lys+-HN 2,2+04
*Gly-Hos *Lys+-HN 2,2+0,4

>Lys+ Ho Pro-Q8, 22404

’Lys+ Ho. %Pro-Q8; 22404

’Lys+ Ho. ®Pro-Qy, 3,509

>Lys+ Ho %Pro-Qy; 50+0,5
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’Lys+ Ho. ®Pro-QP. 3,509
>Lys+ Ho %Pro-QB; 3,5+0,9
*Lys+-H, %Pro-Q8, 50+0,5
*Lys+-Hp, %Pro-Q8; 50+0,5
5Lys+-H[33 6Pro-QESz 5,0+0,5
*Lys+-Hps %Pro-Q8; 50+0,5
*Lys+-H7, %Pro-Q8, 3,509
5Lys+-Hy2 6PI'O-Q83 3,5+09
*Lys+-Hys %Pro-Q8, 3,509
*Lys+-Hys %Pro-Q8; 3,509
%pro-Hot "GIn-HN 22404
®Pro-Hp, ’GIn-HN 3,5+0,9
®Pro-Hp; ’GIn-HN 3,5+0,9
"Gln-Hot Gly-HN 22404
’GIn-Hp, SGly-HN 3,5+09
’GIn-Hp, SGly-HN 3,5+09
’Gln-Hps; *Gly-HN 3,5+0,9
’GIn-HBs SGly-HN 3,5+09
pro-Ho "Pr0-Q8, 22404
Ppro-Ho "Pro-Q8; 22404
""Pro-HB, BGly-Hoy 3,5+0,9
""Pro-HB, PGly-Ho, 3,5+0,9
""Pro-HB; BGly-Hoy 3,5+0,9
""Pro-HB; PGly-Ho, 3,5+0,9
"pro-Ho “GIn-HN 22404
"Pro-HB, GIn-HN 3,540,9
"Pro-HPs; "*GIn-HN 3,5+0,9
"pro-Hy2 "*GIn-HN 3,5+0,9
"pro-Hy3 "’GIn-HN 3,540,9
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2GIn-Ha BGly-HN 22404
Gln-Ho. “Gly-HN 3,509
BGly-Hoy “Gly-HN 3,5+0,9

Tableau 2 : Distances entre les protons du peptide IB7;4 en fonction des effets NOEs
observés. Les effets NOEs ont été déterminés par une expérience ROESY pour un rapport molaire 1/3

1B7,4/B3 en solution dans 1’eau (avec 10 % de D,0O) a pH 3,5 et 298 K.

3Inico (Hz) Angle diédre (0) en °
S 8,3 +153
Gy 59 +133/+24,5
Ks 7,0 +142
Q7 6,6 +139/+13,4
Gs 5,7 +131/427.4
Q2 7,0 +142
Gi3 5,7 +131/427.4
Gy 5,7 +131/+27,4

Tableau 3 : Constantes de couplages °J (en Hertz) entre les protons amines et les protons o

des acides aminés voisins. Ces mesures ont été lues sur le spectre 1D pour le peptide IB7,4 seul en
solution dans I’eau (avec 10 % de D,0) a pH 3,5 et 298 K. Aucune variation significative n’apparait

en présence de tanins B3.

ANNEXES 3 : AUTO-ASSOCIATION DU TANIN B3
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proton H3 A

0,07
— 0,06
2 0,05 -

es (ppm
o
R
*
*

'§- 0,03 4
£ 0,02
K=

© 0,01

D (10m2s)

variation de déplacements

0 0,01 0,02 0,03 0,04
[B3] (M)

1/C (M-1)

Variation du déplacement chimique d’un proton du B3 (A) et variation du coefficient de
diffusion transversal du B3 (B) en fonction de la concentration en B3.

ANNEXES 4 : EFFETS NOES INTERMOLECULAIRES IB7,4/B3

Résidus Peptidiques Résidus B3 Distance
*Gly-Ho 2F 2
*Gly-Ho, 2F 5
*Gly-Ho 4F 6
*Gly-Hoy 4’F 6
Lys+-HN 2F 5

Tableau 4 : Distances entre protons en accord avec les effets NOEs intermoléculaires,
obtenues pour un rapport molaire IB7,4/B3 de 1/3 dans H,O/D,0O (90/10) a 27°C.

ANNEXES 5 : VARIATION DU DEPLACEMENT CHIMIQUE DES
H PEPTIDIQUES LORS DE L’ ADDITION DE PROCYANIDINE B3

ratio

résidu NH Ho Hp Autres
1B7,4/B3

S
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0.00 'Ser 4.390 3.991,3.842

0.50 4.400 4.007,3.860

0.82 4.394 3.999,3.851

1.05 4.390 3.998,3.849

1.94 4.400 4.403,3.865

2.60 ND ND

2.92 4.402 4.005,3.849

3.33 4.403 4.004,3.856

3.60 4.400 4.001,3.851

5.00 ND ND

5.56 ND ND

5.88 4.398 4.005,3.854

6.70 4.398 4.003,3.851

0.00  *Pro 4.691 1.874,2.290  Hy=1.994, H3 = 3.574, ND
0.50 4.662 1.872,2.287  Hy=1.993, H6=3.56,3.743
0.82 4.643 1.864,2.271  Hy=1.984, H6=3.554,3.731
1.05 4.642 1.862,2.267 Hy=1.983, H5=3.552,3.73
1.94 4.624 1.868,2.254  Hy=1.977, H6=3.555,3.733
2.60 4.631 1.869,2.271  Hy=1.985, H3 =3.557,3.747
2.92 4.618 1.866,2.247  Hy=1.973, H5=3.555,3.702
3.33 4.614 1.858,2.248  Hy=1.978, H =3.552,3.733
3.60 4.595 1.852,2.237  Hy=1.970, H6=3.551,3.744
5.00 4.607 1.851,2.230  Hy=1.961, H6 =3.54,3.71
5.56 4.578 1.842,2.237  Hy=1.96, H6 =3.533, ND
5.88 4.551 1.847,2.244  Hy=1.957, H5=3.538, ND
6.70 (4.56) 1.843,2.224  Hy=1.959, H§ =3.554,3.744
0.00  *Pro 4.390 1.921,2.251  Hy=2.021, H5=3.805,3.629
0.50 4.397 1.917,2.281  Hy=2.02, H6=3.796,3.629
0.82 4.394 1.909,2.29  Hy=12.02, H5=3.795,3.619
1.05 4.395 1.907,2.287  Hy=2.019, H5=3.784,3.628
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1.94 4.406 1.916,2.288  Hy=2.02, H5=3.781,3.613

2.60 4.390 1.918,2.282  Hy=2.019, H5 =3.782,3.617

2.92 4.404 1.928,2.283  Hy=2.023, H5=3.785,3.614

3.33 4.404 1.92,2.298  Hy=2.023, H5=3.782,3.613

3.60 4.401 1.916,2291  Hy=2.014, H5=3.782,3.614

5.00 4410 1.921,2.294  Hy=2.018, H5=3.789,3.618

5.56 4.405 1.899,2.285 Hy=2.017, HS = ND ,3.62

5.88 4.406 19182292 Hy=2.015, H5 =3.779, ND

6.70 4.405 1.819,2.286  Hy=2.016, H5 =3.78, 3.617

0.00 *Gly 8355  3.916,3.860

0.50 8362  3.919,3.860

0.82 8362  3.915,3.868

1.05 8261  3.926,3.865

1.94 8361  3.934,3.869

2.60 8.360 (3.889)

2.92 8360  3.945,3.867

3.33 8366  3.942,3.864

3.60 8366  3.946,3.870

5.00 8.361 (3.905)

5.56 8.360 (3.883)

5.88 8.358 (3.895)

6.70 8364  3.948,3.871

0.00 SLys  8.067 4.598 1.759 Hy=1.410, H5 =1.65, He =2.963
0.50 8.062 4.607 1.775 Hy= 1.413, H5 =1.659, He =2.963
0.82 8.057 4.601 1.761 Hy=1.407, H5 =1.661, He =2.965
1.05 8.056 4.621 1.764 Hy = 1.409, H5 =1.658, He =2.957
1.94 8.055 4.600 1.765 Hy= 1.408, H5 =1.651, He =2.966
2.60 8.054 4616 1.778 Hy = 1.402, H5 =1.649, He =2.954
2.92 8.052 4.603 1.768 Hy=1.41, H5 =1.659, He =2.965
3.33 8.053 4.606 1.769 Hy= 1.408, H5 =1.652, He =2.966
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3.60 8.050 4.609 1.767 Hy=1.407, H3 =1.647, He =2.963
5.00 8.045 4.611 1.767 Hy=1.404, H3 =1.65, He =2.956
5.56 8.047 4.600 1.769 Hy=1.408, H =1.646, He =2.95
5.88 8.043 4.621 1.764 Hy=1.403, Hd =1.644, He =2.959
6.70 8.039 4.614 1.766 Hy=1.41, H6 =1.659, He =2.962
0.00  °Pro 4.385 1.902,2.262  Hy=2.003, H5=3.787,3.61

0.50 4.384 1.889,2.271  Hy=2.006, H3 =3.775,3.609
0.82 4.384 1.899,2.278  Hy=2.009, H6=3.767,3.574
1.05 4.382 1.88,2.267  Hy=1.998, Hd =3.774,3.569
1.94 4.380 1.87,2.25 Hy=1.971, H6 =3.752,3.541
2.60 4.379 1.82,2261  Hy=1.999, H6 =3.746,3.564
2.92 4.386 1.877,2.255 Hy=1.996, H6=3.716,3.552
3.33 4.380 1.874,2.263  Hy=1.969, H5 =3.741,3.549
3.60 4.378 1.871,2.25  Hy=1.997, H3 =3.726,3.548
5.00 4.386 1.889,2.256  Hy=1.976, H6 =3.691,3.551
5.56 4.382 1.897,2.248  Hy=1.981,H6= ND, 3.542
5.88 4.373 1.886,2.246  Hy=ND, Hd =3.73.688,3.53
6.70 4.374 1.87,2.248  Hy=1.993, H5 =3.67, 3.549
0.00 ’Gln 8.456 4.275 1.973,2.072  Hy=2.361

0.50 8.457 4.277 1.976,2.076  Hy=2.364

0.82 8.455 4.274 1.976,2.074  Hy=2.364

1.05 8.444 4.282 1.976,2.084  Hy=2.363

1.94 8.447 4.282 1.977,2.084  Hy=2.37

2.60 8.445 4.277 1.974,2.101  Hy=2.367

2.92 8.445 4.281 1.979,2.089  Hy=2.367

3.33 8.451 4.285 1.981,2.094 Hy=2.369

3.60 8.444 4.279 1.963,2.09  Hy=2.359

5.00 8.443 4.285 1.983,2.099 Hy=2.361

5.56 8.441 4.278 1.971,2.082  Hy=2.358

5.88 8.441 4.275 1.984,2.09 Hy=2.364
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6.70 8.434 4.280 1.976,2.093  Hy=2.363

0.00 ®Gly 8400  3.942,3.895

0.50 8.401 3.945

0.82 8.400 3.951

1.05 8.398 3.948

1.94 8.400 3.955

2.60 8.401 3.939

2.92 8.400 3.954

3.33 8.399 3.950

3.60 8.398 3.946

5.00 8.396 3.951

5.56 8.397 3.941

5.88 8.395 3.948

6.70 8.393 3.944

0.00  °Pro 4.839 1.812,2.421 Hy= ND, H5=3.5, ND

0.50 4.827 1.855,2.418  Hy=2.043, H§=3.518, ND
0.82 4.820 1.908,2.373  Hy=2.093, H5=3.517, ND
1.05 4.791 1.841,2.388  Hy=2.076, H5 =3.516,3.738
1.94 4.787 1.803,2.387  Hy=2.088, H5 =3.525, ND
2.60 4.751 1.835,2.378  Hy=2.015, H§=3.557, ND
2.92 4.743 1.830,2.361  Hy=2.012, H5 =3.554, ND
3.33 4.743 1.843,2.367  Hy=2.006, H5 =3.546,3.718
3.60 4.747 1.833,2.369  Hy=2.003, HS = ND, 3.744
5.00 4.746 1.832,2.329  Hy=2.009, H§ =3.558,3.734
5.56 4.727 1.815,2.340  Hy=1.998, H5 =3.550,3.729
5.88 4.737 1.829,2.387  Hy=2.007, H5 = ND, ND
6.70 4.723 1.820,2.314  Hy=2.008, H5 =3.558,3.741
0.00 'Pro 4.746 1.845,2.383  Hy=2.014, H5 =3.565,3.741
0.50 4.742 1.846,2.3 Hy=2.013, H =3.564,3.741
0.82 4.736 1.839,2.364  Hy=2.02, H§=3.563,3.74
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1.05 4.733 1.833,2.353  Hy=2.018, H5 =3.747,3.561
1.94 4.724 1.825,2.339  Hy=1.996, H§ =3.552,3.736
2.60 4.714 1.841,ND  Hy=12.02, HS = ND, ND
2.92 4.676 1.869,2.291  Hy=1.991, H8 =3.551,3.748
3.33 4.652 1.868,2.367  Hy=1.989, H3 =3.564,3.744
3.60 4.638 1.859,2.367  Hy=2.051, H3 =3.548,3.743
5.00 4.639 1.850,ND  Hy=2.013, H3 =3.547,3.739
5.56 4.633 1.869,2.266  Hy=1.979, H =3.542, ND
5.88 4.641 1.857,2.33  Hy=1.978, H5 =3.548,3.743
6.70 4.636 1.858,2.364  Hy=1.973, H5 =3.55, ND
0.00  '"Pro 4.370 1.864,2.271  Hy=1.984, H5 = 3.603,3.76
0.50 4.365 1.862,2.25  Hy=1.972, H5 =3.592,3.731
0.82 4.375 1.861,2.25  Hy=1.975, H8 =3.591,3.73
1.05 4.363 1.87,2.251  Hy=1.972, H§ =3.591,3.73
1.94 4.368 1.867,2.251  Hy=1.962, H = 3.579,3.752
2.60 4.370 1.87,224  Hy=1.972, H5 =3.591,3.772
2.92 4368 1.865,2.219  Hy=1.962, H3 = 3.569,3.762
3.33 4.365 1.874,2.238  Hy=1.951, H3 = 3.576,3.753
3.60 4.351 1.873,2.227 Hy=1.958, H8 = 3.578,3.76
5.00 4357 1.869,2.213  Hy=1.963, H = 3.573,3.756
5.56 4.357 1.86,2.219  Hy=1.97, H8 = 3.569,3.765
5.88 4.358 1.864,ND  Hy=1.969, H§ = 3.573,3.775
6.70 4.350 ND,2.219  Hy=1.971, H§ =3.579,3.754
0.00 "“GIn 8.493 4.302 1.952,2.076  Hy=2.38

0.50 8.494 4.300 1.93,2.08  Hy=2.37

0.82 8.483 4.301 1.926,2.075 Hy=2.37

1.05 8.481 4.301 1.909,2.109  Hy=2.361

1.94 8.471 4.302 1.907,2.08  Hy=2.361

2.60 8.481 4.296 1.929,2.081  Hy=2.366

2.92 8.474 4.303 1.9,2.082  Hy=2.362
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3.33 8.476 4.303 1.915,2.092 Hy=2.364
3.60 8.476 4.296 1.914,2.066 Hy=2.354
5.00 8.470 4.297 1.94,2.097  Hy=2.349
5.56 8.470 4297 1.896,2.062 Hy=2.348
5.88 8.466 4.268 1.893,2.077 Hy=2.363
6.70 8.470 4.299 1.903,2.063  Hy=2.354
0.00 BGly 8.189  4.120,3.988

0.50 8.140  4.122,3.959

0.82 8.132  4.109,3.996

1.05 8.130  4.133,3.950

1.94 8.117  4.107,3.987

2.60 8.1290  4.135,3.962

2.92 8.074  4.106,3.987

3.33 8.099  4.126,3.988

3.60 8.098  4.117,3.958

5.00 8.064  4.126,3.957

5.56 8.045 (4.071)

5.88 8.043 (4.064)

6.70 8.056  4.129,3.989

0.00 MGly 8.123 3.932

0.50 8.124 3.939

0.82 8.121 3.933

1.05 8.101 3.91

1.94 8.079 3.938

2.60 8.066 3.881

2.92 8.073 3.897

3.33 8.069 3.855

3.60 8.069 3.888

5.00 8.047 3.888

5.56 8.026 3.849
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5.88 8.025 3.847
6.70 7.905 3.754

Tableau 5 : Valeurs des déplacements chimiques des protons du peptide IB7;4 en fonction de
I’ajout de concentrations croissantes en B3.

ANNEXES 6 : COURBE DE DIFFUSION DU PEPTIDE 1B7,4 PAR
DM, REPRESENTANT LE CARRE DU DEPLACEMENT MOYEN
DE LA MOLECULE EN FONCTION DU TEMPS. LA FIGURE DE
GAUCHE REPRESENTE LE PEPTIDE COMPLEXE AUX TANINS,
CELLE DE DROITE, LE PEPTIDE SEUL

Le déplacement quadratique moyen (MSD) est représenté en fonction du temps. Les
mesures ont été prises en fin de la dynamique.
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Annexes

synthesis and Circular Dichroism Study of the Human
Salivary Proline-Rich Protein IB7

CECILE SIMCN.? ISABELLE PIANET®® and ERICK J. DUFOURCS”

= sttt Europen de Chirmie of Biologie, FRE CNRS 2247, Peasac, France
B Laboretoine de Chirmie Ononique el Organométcalique, UMR CHES 5802, Taence, Fronce

Racatvand 18 Fidyy 203
Aemepiend 2 Avarese 0002

Absirsct: The soiid phiase symthesis of o 59 amine acid haman sslivare protein [T has been aooomplished
wslng Frsse siralegy. Beosuse ibe prolein contains a6 prodine, 13 gheine wwnl B gulamine resilducs Us
conaplingg 1ene, pigaraline delivery anil aiviie anlyndidde rractien lew woe inecrcased. Yick] afier HPLUC
puariboalion W 6% Circulas dichsokan sfudies rovaled ol al=al ose bdied of IBT esblocs adopled a
iype 11 leeliz secomday stracture, as kel in collagen hebioes. The eesd of e sequemer mlopts o roedom
ol ascandary atmucture. Copyright £ 2000 Rarcpean Peptide Society and Jokn Wilsy & Seana, Lid,

Keywords: prefline. fch predein: salivery pregsin: solid phase senchesis: cireslar dichmoism: type 1] helic

INTRODLICTICN

Profine-rich proteins ('Y are ublqatous and ood-
aticutively expresssd in the human body, They ane

inyolved] dn pumerous eneymalle reaclons or m
biodogical recodnitéon [1]. They are predoninant in
muman saliva and represent ug o 709 of (he pro-
teins secreted by the parotid gland |2 Alaaae 30
have Lo kdentilied broan a singhe humsan domos
and sorted inte three dgroups: ackdic, alkaline and
phveosvinied profeins [3]. Acidic FRPs are invohed
in ealcivumehanading and inhibie eoestal growih (4]
Ghreosvimed proteins could have lubricating prop-
erties espectally’ in the mouth [B. Basie PHPs do
ot hear any knoan bologseal funchions bt hind
palyphenods very efficient]y [4.6]. Mine of them have
e mequeneed and coniain aboat 409 preline,
Z1% ghecine amd 1 7% glutamime residues. The basse
FRF IRT serves as o bailding wnit for cther members
of the faumdly becawses (b8 soquenos is often contained
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i their amino-termbeal part [3]. nerestinghe, [T
il g misicle of thires repesabed sequences amd aof five
PG palierns as sketehed In Figure 1,

O e ol hand, many plnt species. contiain
comples polyphonols also nooeed  tanmins. They
wrt as chemscal defences [3,7] and are divided in
comialonscd Lanadns. b, plvaces ol grocyvaashbin anc
Iyelmalysable mnnts (matnby galboie nmdns]. Graps:
seeds contain & largs amount of condensed annins
thal are pariiall responsdble [or the orgoaooleplic
properties of grapes and wines (e.g. astringency and
hiblierness]. Dhering ingestian, tanndns interact with
meany Kinds of prodems present i salive stomasch,
inte=siines aned blood [8.8] The interaction befween
tannins amd salbvary prolcins ds thought (o e the
promary souroe of astrmgency [10010]. The hagh
alfininy of PHPs Ior pohrphensds hins been accribaiied
io thelr open ool extended sirpciure and o iher
high proline content. Murray and coworkers [12]
prapass by analagy with PRI studied so e that [T
ol alse paaacss @ raowdom oodl stoectaee, Other
works put foreand the existence of a pabddproline
P 1 comBosmsation feollagen helizd [13) owing b
the Iagh numbser of prolines residoes. The Barooarable
interacisnn  beiween annins and IHT has been
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Figure 1 Amins achl sequenoe of the hanssn salivary

praline-pleb protels BT Disderlizad feagments ape presenl
I Elimes in e 1slal seduictace,

proposed to ke dus 1o ihe shonl stze of tle protein 6]
i 1o the presence of the repewted (5 Omes) POGRP
palierm in iUs seqleTee,

All the above-mentioned stidies of PRP structure
i inleraction with polvphenols were cammied oul
o peplides of aboui B0 residues long. Currenily
the interaction betwesn polyplienals and salivany
prodeins is being studied and as a representative
clement of ihe salbvary PRIP Gamdly, the protein
IET was chosem, IL 15 a 59 resihee protein amd
becaurse lis sequence 1= conlained in B of the 9
human baske salbvary proteins 0 is beleoves] o be
a goosl mosdel protein to fellow ihe interaction, The
present study reporis the challenging salid- phase
chemibeal symthesiz of ithe prodine-rich protein 1B7 ns
well as s secondary structure characterization by
circilar dicholm.

MATERIALS AND METHODS

Pephide Synthesis

The chemical synihesis of BT peplide was
perlormed on an Applicd  Blosystems Peplide
Seniheslser 4334 (PFE  Biosysiem, Courtalsoeul,
Fromwcel  using Fmor  sirmlegy [14]. Fluo-
renylmethylocarbony]  (Fmocl  se-Argl Pmicl-Wang-
resin. (Fmee)  -e-Argl Pmcl-MNovaSyn-resine. New-
Fminc-protecied aming asckls, 2-01H-benzotriazole-
T=wll- L L33 etramethylurcnium  hexalluorophos-
phate [HOBU and N-hydmosylsenzotriagole [(Hbtul
were purchased (rom Novabiochem (Lauafellingen.
Switzerlandl; N-methvlpyrrolidone [INMFPI,  piperi-
dine. dichloromsethane (M) dinethy lformamide
(BMF). didsopropyletyiamine (DIEAL trifluoroacetic
mrid [TFA] and mectie nckl were from SDS (Peypin.,
Fromecel. The Ner:-Fmoc-aming nelds were protecbed
an the side chain as Bllows: byl for serine and
mspartke ackd, G-buloxvcarbonyl [Boc) for lesine, trity]
[irt) for ghotamdne and asparagines, and 2,2.5,7.8-
pentamethyichroman-G-sulfonyd Pmc) for arginine.

Copimaga © 2000 Evrepean Peplide Sociery e Jolun Wiley & Sons. Lid
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Chravage of the Profeln from he Resin

The final peplide mixdure was cleaved from the resin
amel permoval ol e prolecling graips -ILl.'I.".I:II’.Ile!IIH."iI
kv TEASihioamizal/Milll C-water B3030202 by vol-
umel. Tolal deprotection was achieved by allowing a
reaciion time of 150 min al 0°C, TEA sas evaporated
under redisced pressure, The cnede peptide mixiure
wns Lthen precipliaied in cold diethyl siler amnd the
cloudy agquesus phiose was freees doied.

Purification and Anclysis

The powder was dissobved in distlled water ancd
analysed by HPLC Waters 2457 dual wavelength
absadminee detecton] using a Nova Pak Cyg column
|5 g, 1000 AL 20 % 150 maml mﬂm-phuw calumn
[Saint-Cientinen-Yvelynes., Francel. The clutson
was carried outl with 0.1% aguesus TFA feluent
A and acelonitrile (0.08% TFA. eluend BN al a
flowe rate of 1 ml/min. Absorption wis monliored
al 214 amd 254 nme Maximom resolufion or the
synilbwelic peplicde mixiore was achieved with a
0 puin lieeear gradiend. where eluent B varied from
18%: 1o 5%, Semi-preparative HPLC was performed
with a Walers Delia Fak Cye oodumm (15 pm. 1040 A,
Bk = T8 mml ol a flow rabe of 2.5 ml min useler
thie samme elulion conlitions.

Mass Speciroscopy (M)

Matrix assisted laser desarpiion and loadzation time
of Hight (MALDI TOF) spectra were obilained on
o Reflex Il mass spectrometer (Bruker Dalonik,
Bremen. Germanyl, The crude product was loaded
on the target using the dried droplet method [15].
Sinapic acldd was chosen as the matrx. Specimm wers
t‘ﬂm’l.i.ll.l!l' calibmted using the [M+H]® dons of (was
peptide standands. The amount of peptide deposited
on each spot was ivpleally 3=5 pmol.

Circubar Dichagism (CD)

Far-ultrawioler [190-270 nm)  circular  cdichrodsm
aspectra were feconded on oa Mark V1 Jobdin-Yeon
dichrograph (Long)umea, Francel, calibraied nsing
iso-androsterone (Roussel-Uelal, France] in dioxane
and campheorsulionie meid (Sgma-Chimie, Framce).
The protein was dissalved in different sobrents: wiler
o waler felhane] (85712 v/v) 1o mimic the COT s -
tion of wine, Esch one was done in the absence or
presence of CaCly. All experiments were performed
al room temperaiure, pH 55 amd by using cells of
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1 amwld O 1 mam paih lengih. Palyluproline IPLP, aver-
age mmdno skl mumber of 55000 Sigma. 51 Louis,
BB USAD waas cissalved under the same comditions.
and home macde polyiulvaine (30 amine acids bong,
Pl ) was prepansd at pH 7.

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical Synihasis

The Heasibility of a peplide solid phase synthesis
depends o the nature and lrequseney ol amine acld
reskiues in dhe protein. Hydroplobic peptides are
Emwonn to b dlilicull o synithesise because of Lheir
poor waler salubiliiv [16]. Oitbher amine acids may
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SYNTHESIS OF SALIVARY FRF FROTEINS iay

also bring some proldemss, For examgde. proline
promcies a turn formation thal may prevent the
atlaehamend ol thee follesing resklue. On il conleary,
ghveine, which is the least bulky amine acid, has less
availlability for pepiide elongaiion duse to lis capacity
o eniering into the small cavitles of the resin bends,
The 187 compositbon (Figure 10 85 made of 55 amino
ackls among which are 25 prolines, 12 glycines and
9 ghitamines, Despite this challenging comgaosition,
salid phase synihesis was carvied oul using the
FasiMaos strategy | 4] in doulsle coupling made, with
2.5 mewod of pesin and a four-fokl exeess ol amino
ackla, I arder o oplimiee the coupling viekd several
steps needed 0 be medified, The coupling time
between amine ackls amld the peptide in elongaiion
was extended up to 30 min per residue. Likewise,

470 5200 57000
(=z)

Figure 2 MALDIL-TOF MS specinem of the crude resciion mixtire after dissslistbon in waler. Major penks corresponid (o
the simaply 117] amed doubdy (2 ) charged species of 1B7 and [BT- 18, Secondary peaks represent trunoabed peptides with or
withoul o loss ol 18, Same of the truncaled prplkles are sohemalioxd ol the B0 ol ihe gare,

Coprmight © 2008 Fusrogeesen Prpiicde Sty aned Jodin Wilsy & Scans. Lid.
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increasing the delivery tme of piperidine optimibzed
the wviekl of the w-Fmoc-MH; groups cleavage.
Thiz implementation can be done by continuously
moniloring Use comductbity change that fallows the
remeval of the Fmoe groups. Because ihe pecess (o
ilse chiain was expecied to be difflcul, the resciion
time of acetie anhydride as a cappeer was increased
(5%). This avolded ihe formatkon of hybed pepiides
with missing resklues. [n onder 1o ncresse the yvield
L appreired juclicbous Lo wse o Novi resin rmther than
il Wang resbn 1.'|H:3|-n1]|}|-' tised for bong pq.lLI-d-eu
(Movabiochem, Framcel,

Purification

Thee pepaide was cleavedd from the resin by TFA treat-
mienl, In e same cleavage mixioee cilamedithiol
wis adlded inorder to remove the side chnin protect-
ing grovps, MS [MALDI-TCF] was used to clwek the
conient of the crude symithesis products [Figure 2).
Two: mapor peaks were identified, each one being
split inde s prolesated (14 ancd di-protonaied
(2%} formes. BT has an exact nass of 57650 @ mal=!
ilsal correspornds Lo ihe peak of 57668 m/z for the
(0*) forew and of 28837 m/fz for the (2*). Peaks al
miE ol 5488 and 28752 correspond o the mass of
the prodein minus 18 for {17] wnd £27] formes, respecs
tively. This deserves o comment: a centrl problem
in the chemibeal sy besis of aspantie acld-contalning
protein s aspartimide lormmtion [17]. Some [ac-
tofs promle this reaction sudh as acldic selvent,
and the presence ol Asp-Gly or Asp-Asn sequences
thai might vedve imdde formstion. Beeanse residue
5% in IB7 = aspartate, [ollowed by asparsgine the
conditkons [vour asparimide formation. lis pres-
epee oould be ovaided in decreasing tw clewvage
time with TFA. Unforiunately. this would renader
il remoaval ol some proleciing groups very dilli-
cull, Because aspariale is in positlon 55 in the 1B7
seqqueneer, Le, almast at the protein e, aspartimide
formeation is expectad (o e little mporianes [or
further structural sindies.

In the M5 specirum other minorily peaks ane
present and comesponad o the trumcated  peptides
of the bulk reaction misture, Figure 3 shows some
of them, e.g. acetvlated fragments, from Arg™-Pro®™
o Arg-Gln' with m/z ranging from 39945 1o
4584 3. The presence of these pepibles conld be
explained by the ocourrence of five consecuthve
proline residuses (rom posiltion 22- 18 (see Figure 3,
which could prevent elficient elongation duwe 1o
possible turns formaiion,

Cogaemglie © 3003 Eviropean Pepiide Sootety sl Joluy Wiley & Soans, Lid
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Figmare 3 HPLC prolfile of the crude prodisct using reverss
s cleronetograpdn? on o an analytic C1E colamn, Ehadon
ook place withis 30 min using a livear groidient whene
eluent B [see text) vared from 18% 1o 45%. The first peaks

fin thee chiromatogram originated from the profecting groups
and the major frction eluted betveen 15 and 20 min
wontalred & mibvture of IBT and tmuncated peptides,

A overy broad and major peak mainly constiutes
e resulting HPLC profile (Figure 4). Indesd, all of
e pepiides (including the truneated ones) thal were
abitaimed aller clewvage froom the resin were eluted a
almilar ehatlon (imes becanse of thelr compaosiiion
was the same. The purification was canred oul by a
firse Ermctbomaiion of the mjor peak. and the pority
in each feaction was checked by MALDI TOF mass
speciromeiry. Figure 4 shows o MS specimum of a
fraction that contained only 187 amd 187-18, Bob
peplides were non-dissocialde by the HPLC. The
tadal viell after purification was 35%,

Secondary Stuchure Analysis by Crcular
Dichrobsm

Circular dichroism was wsed b0 assess the sec-
afdary stractiare of the symithetle protein. The [BT
specirum In waler s presended o Figure 5 owith
a mnimum elipticity at 200 nm of ¢ = <2060040
degdmal~en?. Mo change was noticed when
increasing (he peplide coneentration [rom 5008 1o
2 pvd. Becanse several studies |12, 18] |.r|'ﬂlh:l.ﬂl a
random coll conformation for PRP proteins |BT was
compared with polvldlvsine (PLLgy thal adopis a
random coll undder specific conditions such as neu-
il pH ol poom lempersiure, As 1B7 contains 400
prolime, iowas also compared wiih the bell-handed
tvpe Il helical siruciure of ile polyiproline. PLP

f Pepriles Seil @ 125= 131 (2003
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SYNTHESIS OF SALIVARY FRF FROTEINS 1w
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Figure 4 MALDM TOF spectrum of the purified pepiide after frectionation by HPLE. The two major species [B7 and [B7-18

wre well charmeterized by ihelr [17) aed (27) bens.

fsew Flgure 51, Pllg exhibited s sdnimiam llip-
teby ol 196 nm of [#) = — 12000 deg.diol=Tem®,
wherens PLP showed & mindoiem at 306 nm of 9] =
— 4500 degdbiol- " cm?, The IBT spectrum clearly
stamds i betwesn, The IBT curve was subnuiibed
i a speeciral deconvelution ikl secomplisles lin-
ear combinations of rambom. alpha helix, beta shieet
and heliz I CD stanekand curves (FORTRAN routine,
E Dudoure, unpublishedh. Use of G4% randam cail,
0% alpla heli, 0% beta sheet and 369 helix 11
slamdand curves could best simulate the 1B experi-
mendal CI data. Interestingly the proline content is
42% amd the amount ol prodine residuwes engged
in sequences of three or more proline blocks is
F1%, Thiz sudgesis o strongd relationship between
the number of proline hlocks and a helix of type 11
secondary siriciure,

187 was alzo dissobredd in walerSethanal 887 1Z)
in order to mimie the composition of wine. Similar
resulis were obiabmed I waier and water/ethanol
fdmin el shwvamn). Because calcium lons are known
o promode secondary strsciure randomization [ 149]
CD spectra were recorded in the presence of 4 mu
CaCly. As seen in Figuee 5 calebum siddition did not
ehange (he ohserved CO profile, As a control, the C0
speeirum of PLP were recorded alsae in the presence

Cagpymigghit © 30 Essropeean Pepeide Sociery and Johin Wiley & Soms, Lad
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ol the same caleium conceniration [Figures 5. No
change was ohserved, suggesting ihat 4 mu CaClg is
real able (o denature helices of type 11

CONCLUSIONS

This i= ik firsd time, to oor knowledige, thint an entire
prodine-rich lumon protein bas been clemically
synthesied with the correct yiekl i spite of o
barge mumber of proline and glycine residuses in
the sequeenor, Aspanimide formation al the end of
the sequence coull not be avokded, bt is expected
ol Lo be crucial for siructural stodies. A major
fincling s that the secondary struclure of IB7 s not
cmtirely I o randem coll, as Murray and co-workers
woulld have predicted. Ahout one third of its amine
wclel= wre In o helix of type 11 conformation keollagen
helih. It i= modeworthy that a similar secondary
struciure prediction was already reporied for 189,
a PRP wery simikbar 1o IB7. by using CID, profon
MMR speciroscopy | 20§ and by hydrophobicity profile
arnalysis [12]. In orcdder io fadlver detail oar linallings
for IHT. NME =iucdies combined with  malecolar
rsclelling are under way i our laboratory,

o, Pepiids Sei, @ 1535=- 131 Ep0E



Annexes

L) SILION. FLARET AN DHLUIPGUSRC

i e divial " o'y

L] I L [ L]
Fo 6

&

180 00
A (o)

Figure &  Far-ulimyvicket OO spectruen for 187 (500 pu) and standands [FLLgo, 20 pa, PLE. 16 pu) i waler. Tog eurve (&)
ahows the mdam coll oonformestion of o poly{Liysine of 20 reshdues ot pH 7 oand reom Semperasture, Curee st the bBostbom
1% s charcterstie of polyilproline ([FLAY type 0 helix Inoihe middle s shown the spectnom of [RT (W) Plols with empty
wyrmbels 000 presemt tbe offedd of o fnal sosweeniation of 4 ms CalCly,
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Three-Dimensional Structure and Dyvnamics of Wine Tanmn—Saliva Protemn
Complexes. A Multitechnmique Approach’
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ABSTRACT: The initeractiom between the B3 (casechan-douE-catechin) red wimne tannin and the brmnan salivary
protein fapment BT (SPPGRPOGPPPOGG) were momitored by 'H magic anghe spisming NME. ciroular

IomizEtion nEs

anil molecular modelmg. 1 s Found that the secomidary

electiopray | specimetry,
mnl’IBTu i= made of & tvpe 11 helix (collagen Belix) and modom ¢oil. The ceneral ghycine £
appenrs 1o st as a Dexible momla weparating two helix 11 regions. Three tmm medecules tightly complex
thee peptide, withost msodalfying its secondsry stracnige. bal seeim o peduce its confosmatboial dyisiniies.
The bdang diswociation constaznt is m b mmllimelar moge. B tammins with a “tweeren™ coafomaation
bind 1o the hydroghilic side of the salive peptide. sugpesting that the principal driveng forces lowend
associaton are govensed by hydrogen bonding between the carbony] functions of prodine rexidnes and
boseh thse prliciod snd catecliol OH goups. These fisdings are father disenissed i the fraine of & astmigeiny

phemomenon,

15 an mporiant moth-feel chamoer deter-
ndming the quality of eed wine This sensation, earlier
oonsdered by Ansiotle (3E4=322 BC.) as & favle, wak
dewcabed in i bl terrin Iy Joalym and Golabesn
i 1%k () as the mesalt of a strong mdeachon Betaeen
taines aid salivary prosesns. The formed anesn— paotesn
codnplen aggpiepabes, tas inbsiing the lalwicating propeny
of saliva (5, £} A dry. rough. and pucker sensaion is then
perceived & & diffsee stimmlus & the emtive mouth (4],

Temmins respomuible for wine astringzncy are mostly
Elavais-3-ol polymers comionly relermed 1o as jroanthocya-
athdisn or comdened tamins | 7o they are auimoted foom grape
skimrs amd veeids danmg the naceration piase of wine-makomg
and may reach n concemration up o 4 g1 in Bordeaas red
wine {1

Aboit 0% af the beman salivary probeiis sectened by
e paresticl gland ave prodine-rich proteins (PRPs)' (9, 1),
They are mude o of thiee types: seildic, ghycovylated, s

' Thn worke i sppaorted from e Conesl Inerpoods.
nacreetl ki Vo 3 h*ﬁt#ﬂ?

" gideews oy dhas mubew Tel =335 %5RAG1E
Fax +33556342673 E-mamil i -l By

1o Dol de Chasae o

| Labsistous de Chirins

| Ablwrerniens a, sune L‘D.rll:il . EID,

ArEmare PRPL K of salive; FMEST, pood mstan

e ity %MW

Thormos {ust for m'; Fatio], ATERGATE. WATER sppreuan
Ty rwhetd-taloted eurians.

basic (11 The specafic role of ench type s not clear vet,
buf eecent shudses suggest multiple prolective functions such
et vanas bandimg (17) Adcshie PRPs could maintsn calcium
honsoateds (9, 175 whils gheowlaled ones could play a
rele in the ol caviy babricarion (/£) and prevest bacierial
agghitmation {15]. Meverthebew, the amly knovwn olagical
fanction of basic FEPy is 8o band palypleenods ([d=15). All
of these PEPs share & high degree of bomology, becamse
thary are ecoded by & small b of pees (77 Ther
e compositsmn, whese proline, glyciss, s glutamsine
ool for TO=80"y of the tofal ammo acid consent (20
cxmirs 8o PRPS am evtended and opemed structire (1) thas
nury be fnvomble o nsn bindsng. Al they se made &
repentes] patiems of fve aa (PQOPP) and nine a0 (FPOE-
POGPPE Among them, the [HY protem appears 1o be n
pmemis protein whosr sequimee is almosd entiredy foumd m
many oller FRPs.

Istemactionn ocomrmy beiweon tumss. and jroletin were
lrgedy sondied this pass decade. An endenending of tha
phenomsemon i of et inferes! m ovder 1o chamclense the
gustative senaation callad ssmepency in foods and bevernges
{220 I8 is also of inferest ho comtrol the production of keather
o i define ihe role of tmnniss in medicine, & fashamshle
theme afier the “French parsdox™ lypothess (13, The above
stdios weve carried out by uamng ededy wuch as the profing
mmine acid slone, the tetrapepiide Cly-Pro-Gly-Ghy (24, the
notapeptiche bradykanin (15 =27), ngiotesmsins 1 and {7},
PRP rypical repeai w28 — 30, and even an enize FRP
(#f= ik For the tanein comnterpart. calechin, spicabechin,
ocyamidin B3, n'l:ly&nl}"ﬂ.bhh.nnmnnl:‘h-h-.um
amd pemtagallovighsose were ased Vamous
wieze nsed i thess coneninimens to highbight protes —tannm
interactions. inclnding sobmion NARE. mokecular modelisg.
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Pt §0 Sshomats nopresmitation of te BE procrsmsdn S,
carechin=4o S wcanechin.

effects have been comudered m vanoas papen as the main
driving foeces srwend nsscciaton (M, 17, probsbly enhanced
by hydrozen bouding betwesn the phenolsc prougs and the
prodein mainky theough the carbaomyl gronps. of peolines [ 44
Mopetbelew. 1 1 oomneonty thomght that a specific mode
of bnding between polyphencls oed a PRP i highly
insprobahlbe. The masure of the Bremction pobably depends
iom the nature of the polyphenod, its e, sy stepenchemintry,
the nahwe of the protem, and the mednon m whach the
intemmction fakes place. Moreover, o of the difficulties
encountered in these smdies is the fornution of a colloidal
inaaluble complex in waler, requirmg 1o work m a sodvenl
mixhire contaming DMS0 (10=2006). that is far fom
representing the wine and mouth medmmm.

In the presest wionke, we describe the inferactvons of tse
B3 procyanidin (catehin-da, B-catechin) (Fipse 1) with a
ld-pesidoe fragment of IBT, Unlike ot we decided o
whady the sasociation i & meedinm as chose as possible 1o
meabty, L, water—ethanod (BB: 12 viv) pH 1.5 Noonrvasive
mibods smch as solidstaie NME by HRMAS, mass
spectpoimety i MALD] snd electonpray modes, clrculas
dichrotam, and nwolecular mechamics have been med 10
dhetermine the 30F stroc e, the stoichiometry s the complex.
the dissaciation contisn, mnd the dynamo of e agpregites

MATERIALS AND METHOI

Chaermacals, Amaine scuds. solid-phase suppon. HOBE and
HBTLU for schid-plase smibon wee juichasal frem
Movabsochem (Limfelfmgen. Switrerband) Catechin was
obtamed from Sigma (Sigme-Cheme. France). amd otler
selvents for synibirsis and HPLC soere frean SD5 {Peypi.
Frange)

Pepoide Sywithesis and Prrifiomtion, The chiambcal symliesis
of the IB7 peptide (IB7,: SPPOKPOGPPPOGO] was
perfoamied on an Applied Biosyslems peptide symilearer
43I (PE Beosystem Conmiabosid, France) by the Fasthlos
msibod oo o solid s, using the metlsd thar we fuave
detonbed previcmsly (A} After ponficaton by revered-
phase ligod chromatogmaphy over a T8 cohimm {Allance
clwromatographas systom, Waters, Saan-Cimtin-o- Y velyor,
Francel, the prodhict was asalveed by MALIN mass s
trometry.
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A3 Sywahesre. The wymibesis of the catechipedir, B-careckn
ditoer. procyanidin B3 (Fienre 1), wan achieved with the
mthen] degnibed by Tichemnaniel a1 &l (455, with sligh
madificaiions (dd. 47,

Crrewalar Dvefredsor. Fag-nlomaodet § 180370 nms) ciroals
dhichroran spectm were recorded on o Mark VT Jobin-von
dicluogmapl (Losgumes, France). calibeated wifl isoan-
diosterone (Rowesel-Ulelsl. France) i dbosme and comiplus.
sulfonse acad (Sigme-Chamie, France) as previously descrilbed
(25}, Measmremenis were camied ol ab foom 1enypesa e
with | or 0] mm paibs length cefls. in waler or m a water=
ethanol mixmure (55:12 vwiv), pH 35, obtained by deoprise
sddition of HCl. Tiombioms were perfonmed s folloas:
Procyansdin BE solufion {0038 = | m&] fina] concentmbionp
wan progressively added fo o 0.1 mb peptide sample. ar,
the oppostie, the B3 concentraiion was fixed to 8.1 mE sl
the peptide concentraison was waned from Q028 mb w1
mil. Hoth procedures gave the wme resalt.

Az Spectromerry, Mass analysis of the B peptide
‘h:lpufm'mldmlh‘lﬁLDlmmtlrmlhl
reflectron mode (Broker Reflex 11 msimg a-cymnoed.
hydroxycimamic scsd s @ matnx

An on trap mass spechmmeter equupped with & nanospray
mferface (LOC Deca XP, Thermo Fommgan) was ased foo
peptide— taimtin miteraction shadies. Prenidved pepeide taiusii
wolmmpons in water—ethansl —sceiic acid (%1001 wheiv), pH
3% mere mbiaed with peedles having 2 jmn onfices (Mew
Ohjectived of a 10 phl 187, poptede comomitration. The
tenperaiae of the heated capallary in the niberface wan sel
1 150 °C, and the spraymy voltage was 1.2 KV, Doubly
elsarged species comespomding fo peptide = tamin complexes
wyre iolated @ the on tap with & £3 Da isolation widih
and diwrnpted using a collivion energy of 1E=25% om ihe
inatrimeend s scale.

NUR Spectroscopy. The samples were prepared as Fol-
loran: the byoplaluped wan dissolved 1@ a
M= D300 minciae (90 10) with or without 2% deuternied
ethanol 1o 1 =5 mM concentration. When teeded, procya-
midm B3 was added m arder to obtann the devired concentra-
tiems (batooeem 0 ard |3 ). The pH of the sehilson
meviures was then adusted 1o 3.5, Eghty microlsien of each
sampile was then pomred info a 4 mm HEMAS posor. The
1D and 20 MAR spectra were recandsd on a Broker Avence
D5X 500 spectrometer using a dual HRMAS probe with *H
lock mind equatpped with a 2 -pdem, Spect were reconded
m&lmmudﬂm}mm]ﬂlhm'nm
reionane was sifpgressed asng the watergsle sequenor {59,
The 1D peoton specta were reconded for titration usng
stniadisd conditions (uangle pulis wequence. 256 scatis,
recyclmg delny 3 s). DQF-C05Y. HOHAHA, and ROESY
sprectra were acuaned m ibe pluse-sensitive mode with time-
proportioial phase mornmentation (TPPL) of the first pilse
{440, The poodes ™ prilse was 1.9 ps, e the spocteal widih
was set 1o 10 ppam (5000 Hz) m both dmenssons. HOHAHA
specira were mecorded using the MLEV palse schieme with
100 aned 150 s isotropes muixing peossds. ROESY spectm
ware seeonbed with a 500 me spioclock tme (0.3 W, 1.3
kHz). The data size was usisally 2048 comnplex pomnts in ile
£ alirnemsaon, amd 512 § merements were perfonmed. A botal
of 128 scany wire scopured for the HOHAHMA spectrim amd
256 wcams for OOSY and ROESY expertmente. GIFA
software was tsed 1o process the MR data (47, 4.7). Adbey



Saliva Proteia—Tasnin Bmdng

zero filling 1o 3K m both dimensioens, the tao-dimensional
datn atrices were emubtiplied by o shifled sine-bel] window
fimctbon (sim = 0.1 and Fourier sessformed. Distance
cofsimmiis were obiammed from gowvepeak miensites of
ROESY expesmsents. as determined with the XEASY
package (450 Prelmumary strsture calonlnhons were per-
formed with the aad of the program DYANA [44).

Fion bitration expermiends, chenpeal shufi rarations of some
peplice protons were amalyzed as a function of procyanadin
B3 comcemiration waing the eqution previoely descnibed by
Chearbion et al, (%) for & muliiite madel;

Ad, = 058811 + KM[P] + [T)alP]) -
{1+ KgnfP] + [TYu[P]F = AT Vu[P)" (1)

hﬁnrmldhpmchm:ﬂﬂuﬂ{m] Ad, =
mxismuem change i chensical shifi (ppen), &y = dissociation
comstazt (M), [P.]ﬂhhlmnmn{pqﬂﬂcf‘-{}.u-
mupber of polyphenol binding sites, amd [T,] =
emmmnfpnh'phmdlhktuﬁuhtpcmt Thtﬂ'.]
comcmtration is masined waing the e described
by Charleem and Baxter (50, 45, Calcisdations wwre prr-
feamied wimg the Microsall Exced software. For the carve
frimng v e 1 Ko Adge, and v were st as adpmstabile
paameier.

Molecwlar Mechawnicn, (A} Poptide Alone. Molecular
modeling calculstions were perfonmed on o 5G] Octmme
RIOK workstabion nmming MMacroMdods] {467 versson 6.5
{Schrictiger Ine. ). Conforuaisanal tmimna were fousd vatng
the wodified AMBER® (1991 paameters) force feld an
iplemenied and completed in the Macohodel progmin.
Busilt sinsceires were mintmized o a fnal KMSD gradiem
Z0000S A" Baned™" via the timdated MNewton conjisgale
wradicnt (TOG) metlsod {1000 syelesh Calcudations wers
perionned with the GRSA continmiim solvation modal (47,
The sobveil closei was waber, I all cases the exieided
cusoff opteon wns nsed ilroughowt (VdW = 8 A, elecirostatic
= 3 A, and H-bomd = 4 A) It poust e mentsoned thas
tamnims ave very simple molecules from a chemical point of
view, and lence e cormesponding pammeten in achml force
foelds are well-defined and of kigh qaality. This prevides
sccupnte A0 models (45— 54),

Seochastic dynansic samalalrons were ssoommplished g
the varumi of mobeculer dynamacs that is implemented in
MacroMedlal The forces fom the force feld were aug-
mented by rctional and random forces thal samulate some
properties of a salvent medium (42). The chosen fempermhures
were 300, 500, sl 1000 K. the time step was 1.5 & for T
= i K and | s m the other cases. ihe 108al simulation
timne il ench i was ] din Al 200 snaphiots wene wived
for each nus. All ssvesdl conformens were fislly minznsizead
] masked by ascemling energy (TNOG, 1000 seps).

Minimization sul molecular dynamice e wene [uir-
formed under comstraings coming from ROESY expenments.
o the MOE correlation oensilses: strong, 22 + 04 A
medimm, 3.5 4= 0.0 A: and weak 5.0 % 05 A These distance
consminis are chosen in onler 1o ensore thees contignou
classes of distmnoss witho overlap buf ale withns amy
“Jorbidden™ intervaly,

8§ Pepiude— Foveur Syvéeree. Calicodations were perfonmed
with and without the miamodecular NME comtraints T
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tios, determined wing intranalecular NME commaimis

For calculatvons pefommed wnh mienoolecile NME
comsimisds, the B3 molecube previously buili with calcodwed
SMR compling comstais corresposding to the experimental
dats wan wsed theoughour (f4) (resulis to be poldisked
elwewhere]. Becamse there are very few modificniions i ROE
ad S ovahies sipon tasmin addibon. the lowest ey
confornser of pepiade IBTy, found a1 1000 K was veed. The
inbermselecialar HWOE constrames were addod, and the calculs-
tiom man for 2 ns.

Cabeulatemns were alse performeed by removing the mier-
modecular WMR constmints. 1 this cose. aiter ] minsmiea-
B, o Wyt were studeed witl diffesent [BT,83 molar
mibos: system A with a 1] miio and systens Bowathoa 14
mte GRSA contimmmm sohation was systematically med
with water sa solvent and with e extended cusoff ophion.
Frve dafferent 2 ns mimn were performed with sysiem A and
two dfferent § o rus vtk syssem B, with innsans mndemby
posdlbiiel moisd the pepitide. I each casve a siaphiot was
woged every 10

Fellowing the consmemed molecular dynamics muns, »
cluster salysis was performed witlh XChasrer 1.1 (5/) =
gl enseniesd withen hacrodiodel. For thes pupose, we meed
a distance critenyon selection m the RMS difference berween
cormesponding all heavy asoms m pams of strschures. This
approach lbeads 1o a st ol clisten, sach of them beng a
family of conformen. In Mehister, & condormuer bebongs 1o a
chister if o loes wmtban the threshold distasee of any
compotient of this claster apd of weore than this feedold
distasmce of all components of all other chnsters.

FC) Caleadation of Amphiphile Svrfaedi. Molecilss hpo-
plilbry potsitals (MLP) were cabenlsted a1 the atoinas level
with an homemade program ofiginating from an slea of
Audry et al. (37) and using an exponesiial fusetion (55,
The fagmenes] stoenic comstants need were those of Broto
ef al. (54}, and MLP maps were caloulated via the MLPP
prrograns (58],

RESULTS

Ohir syvstenis were amabeed by plysicochemical 1ech-
migues, T, NMR, M5, and molecalar modeling. Resalo
are presested accopdingly, AIl CDN, NMEL snd moss specs
trometry experiments were performed in wates and water—
ethanod (£8:12) @ low pH (5.2} and room sempemture.

Circwlar Dichroom of 187, and [87,~83, CD wpecir
of I87eq i the absence and presence of tanmin (10, 17110
Z, U} molar mbos) are shown im the Figare 2. The ©D
costribnibal of B3 was ranoved by reconding indspeadently
the spectvun of i mnnm alose in solation All cEves
sperisnpose except that for the 173 matio, whese a slighs
deviaton v observed. However, 0t it be nsemticned tluae,
in the Infrer case, ile sumple was very dilited due to the
miccessive addition. of B solition. So the spectnam bas a
deviation fom the other curves. 1l appears that the addition
af B3 does not markedly modify the peptade foldmg All
specien were deconvolmed pecording s p prosedore slready
eeparted (0], and adl showed & combimation of 34% of Hpe
1 Bredize ol S6% of s exbended and madom codl confoama-
tion. wikhim the experumnental smor
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)
oy
FioUeE 22 Corculis dehrenian al 200 pM BT, m the
provence and abunee of B3 tamnin: (open carcle) no tammn: (vtar,
mriargle. b1 12 18 peptade procyanidin B3 molar ntios,
repeetively, T = poms tenperabre Spects are scmpmbized

MNurlear Mogneric Retonouce of 18T owd [B7— B3
MR sangples were prepared in waker solution. Poplade
conemitrations ranged fro 1 i 5 mM whervas those of B3
vamied from 0 fe 13 mhd In these conditsons, mo precapitale
coald be detected by vioual imspecton. However, WMER
experimeniy were pocorded using the HRMAS wechinology
e take care of the colloddal bebavics of thess oomplexes
thai would stherwise lead 1o poosly resalved spectm (£4)

Samples contmining the peptide alone were submifed to
ﬂu:huiulhlhqynfmluhiqtutfnm&fﬂmj-
mtiei, a8 described & Materials and Methods. 10 st be
mientioned that DIPS] or HOHAHA were sed. withow
poticeable changes in resuln, ROESY was nsed mstesd of

e,
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NOESY becmine of the lack of crows-peak infenssties i the
latter. Mo peptide spectral chamge wis observed oo the [=5
M concentmbion range. Fesomance msiprament was per-
forneed uwing the wsual procedures, and the chemscal ahifts,
coamplang consinmin, and NOE effects wene tabulated (49 NOE
and 12 4% This information i avadlable s Sopporting
Infoamnibon. The 87, peplide struonme was calenlviad using
the DY ANA softwnre snd fisther refined nung molecular
madeling (vide infm),

Expenmenis were repeated upon addition of procyamidin
B3 WMER panmeters were recorded for 10 different peptide’
piosyanidin B3 molas matkes (101 10 107 melas sateos), Resubts
ang also svailable as it Iabortimation. Several con-
iiscits aii be made Upon annin addinon, one notices
grachial changes m some pepiide chemical shifts. They wall
be discumsed in the Htratson secton (vide infrak Mo supple-
ertary mtramolecular MOE was svidenced m the peptide.
Viery miberestuigly. imenmolecilar NOE were detected be-
vween the peptide and the procyamidem dimer (Frgire 3 asd
Fuigire A m Supportmg Information]. 1t misst be menticned
it no sgmificant varatson Wi observed for the tannm
d:minllh'rﬂl.ﬂ.mn-uallﬂfﬂzpﬂmul'ﬂnpqﬂidt.
four groups of residues appear 1o be mege influeoced by an
incremsing  polyphenal comcemtration:  Prol. Prod, ProS
Proll, asd Glyli-Gilyld, Figare 4 displays the ProS-He
chenscal shifi vanstion s o function of the progyanadia’
pepticdes modar matio, The clstmical shifi difference valoes were
fimed wsiig g | alter the estisiation of e procyanbdia B3
assccaation eotstanl (A0 usiag the iedthesd previensly
desenibed by Baxber ¢t al. (45) (K, = LB M"'L By warkimg
with a procedhire 1t allows Ko w. aind Ao, 10 vary froely,
one finds Ky = 1.9 x 10X Mo Ad, = 0110, and m= 32,
The fiming was repeated for pepeide protons of Prod-Hie,
PraZ-Hfi, ProfeHo, ProsHy. ProS:Ho, and Glyl3NH

ﬁ.........

-]

in

L

LA

L]

AR 4

w & LE
o y
i
LR i “ 'H
Y] i a7 a0 in LT 1 14 17 10 pF ] 18 g
e e il o SOl 12 g o o 2
3 reen (yel=Fin smdl ZF, AF. and 4F are shoum
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{88} of Prof-Hie ms n Besction of the BATB7), evolar raisa. A i
ealaulatod with regset o the chammial abadl olneried m the slnerso
of tannim. Fittmg in performmed sccording 8o aq 1 of the fext
Accurscy B 104 (e bass)

Toble 1° Themmodynamic Dets for the 187~ B3 Complex®

a1 iy () Al L] P
Feed-Ha E1E 0128 L 0ok
Peol-HIT LA 0oas a3 nols
Prod-Ho 0ze 00T 28 Ll ]
Pred-Ha ol ot L Dol
Gy E-MNH a8 LR E2 iz DolE

K, amb e s obtned S NME chrmcal shaft vasatioss
by & Dead-nipassws i o g |

Resailts ave mven m Table |, 1t 15 sotsoed that £ vamnes by
& [actor of 30 arousnd dhe nullenelar value wherens m is aboul
3, Ir st be mientioned that ibe nssasure of chensical dhikfis
is bowml o an intninsie mscomacy. Because there s an
wmportant overkap of resoiances = the regrons of imteres
{particualarly for the prolmes), one is forced fo measure

§ 1:0
]

5508

A '. s |
Ee L] S L] = LR ]
il 12201
1:2
509
! w3ne
[ FH'I |

0 B0 0 WA 0 Em W PE
£ E5I mana ypecors obenined with a
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chemscal shifts m the 20 mags, which are onsch bess acaimate
tham i 1D specern. Accurncy then drops down o 0,00 ppen.
My Spectromedry of [B 7y and 187~ 83, Electrospony
ionizatmy, which is knoomn to allow the direct observaison
of supmmolecular assemblies i the gas phase (37, 58], has
been vsed under astic smple mfinden with nancspory
needles, Whils enusig low sample consmuppiion. ihkis
imtrodnction mode gremby acilintes the reconding of CID
spectm for complexes laving vanois stoichiometries
Whem anabyred abone soder nanespiay ioaizstcon, e
olaved 187, peptide shawi a doubly charped son a1 mf2
6500 av the mapor species (Figire 5A; caleulated value
G50LAY Thi. Premixed pepide—tanmin solsipens i waser—
ethamal—acwtic acud (B9: 1001 were tnfirsed im the same way,
resudtmg i the obsaration m the gas phase of nomcovakml
IB7;:— B3 coenplexes. When imfusing n mixnre of [B7,—
B3 premixed ai 0 114 mtio, doubly charged species oome-
spoiicding e peplidde—taniens complexes wills 111, 112, il
153 sboichioimestaies coubd be isolatead in the jom trap, and 10
specira wee pocoaded (Figare SB—11). A fani sagnal posssbly
correspmdsn 1o the 14 comples was also sbaarved il
ikl scan imods, bt o CID spectnim eoild be obtaliaed 1o

confrm it sdentity. The deubly chargped spocies arribuied
to the 1] [BTu—B5 congplex was observed ar m G400
{caloulated value 239,51 Thi Cmce Engmentad m the son
tempe, £t leads 1o the doubly cherped specees of [BT; af sz
630.% (Fepure ¥H). The signal comespondang o the ungly
charged species of B3 was pot observed bere, this innmin
Letimp less efficiently ioaired than [BT . unde o wouce
conditions, This 1:1 187,— B3 consplex started 1o desrupe at
15%% collisson energy {mstrument wale; as an indicabion, &
collision snergy igher than X8% is requiresd 1o fragment e

i-u
j 0509

0.0

1:1

8500
T 1:3
i WRE 12201
i 1518.8
5T
k] L1

B BN RE0 UME 0 WD e miE

Fotee mnoiguny wurce for 10T, alone snd complexed with ome, two, o deee procymsdia B
melecales. Paneds IH:ItH?u-im-.I:B]f‘tb-iﬂmmnhl:lm?mmﬂmvhurﬂfﬂlwmdﬂ:iﬁ B complex; (D0 CID
wpermmim of & 103 187 B ceenplen.
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diomibly charged icm of T, in the son rap). At 5% colliion
enerpy, the |11 complex wan alnsost completely disngied
As shewn on Funire ﬁr.lhrlimhihmwa:
iz 1229.1 fealclsted value 122898 Thi. In spleis inso a
desibly chasped spocies luvisg o 111 TRT:0 B3 stolchicemetey,
while ioes correspondieg to [IBT + ZHT™ and [B3 + H]*
are alio observeld The belaveor of the 1:3 complex wndes
CID condhitsons is salar, as o splits mto 142 and 1:1 doibly
charped species of these complenes and [IB7; + 2H]* and
[B3 + H]Y species (Fagiwe 503, However, 1B7.—B3
complexes having 111 amd 1:3 wokhiometrias staned 10
disuociale at emergy vaboes of 15% and |58%, respectively
{mstrimmens scale), whereas the disruption of e 1:3 complex:
was cnly observed above a 22% value,

Moleculor Modeimgp. The peptide sruciuze was calenlaned
from the consirmint files obiamed by NMRE uming ilse
DY AMA wihware. The coonfinate file wan fioiler refined
wnizg Macrodfodel We perfonned a contmnons kg man (2
) esieg siochaviie dynanmscs on vassms temperanees wilh
coptimenn wlvarion (aaner was weed se solvesii), bn all cases
the wef of constrints deriving from ROESY mesarensests
was nsed thronghom, Two husdred snapsbots were regnlarly
saagripled and filly minsniased alwnys tinder constramis. Tle
sniperalaes chosm were 300, 500, and 1000 K, mespec-
tively. As codd b expecied. the caloislstion carriand ot at
o0 K oproved o be lugely inefficien to sample ilbe
coiformarional epace during the 2 ns tragectory mun lserest.
mghy, the o expemmets condiscted af 500 and 1000 K
bed 1o almost idemtical restalis: the fimal member of umigee
coafommers 15 monphly the sime {176 amnd 180, respectivaly)
and the bowest gy conformens were found sl — 175000
kfomol 1 ag 500 K and = 178084 klmolt ar 1000 K. This
mndicates that the “melimg™ at %00 K was sofficient 1o alloa
the sanpling of the peptide conformational space. The
refamed solutioms are the 20 lowes! energy comformems
resuling from these rwo experiments, Figure & shows ihe
speninyposition of these stnacires. Supesmmpositon iy made
by favoring concidence of residues 2= on ooe Band and
ressdiies 9= 12 on the other, It can rendaly be seen that the
pepoile can be idivaded inta two mosties lanked theough Glyd,
which plays the rols of o fexible monda. Thew el
confing the extended confommation of the peptide, the type
11 helix being excluively represented by e consecutive
PR T aof two (Prol-Prod] or thee (Pro9-Frald-Pral L}
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of the 20 bewt condformations of [Ty obtassed sfter o moleculsr
Twm i npu:q:uﬁm-llhnwn: Pl io Prod (FASD = 04008 (left); Prod s
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run {2 b umder WAME comtminis.
2 (RMED = (U8EE) (rght)

profines. The pisch of the nvpe 11 helix i found no be shom
Blmmbunimuhﬂnﬁthduﬂrmllln
approaamately T, thus grvime an amonnt of secondary
Hrmn!"ﬁd'_ L

The above precsdiss was eepeateod b tlie e af peplide—
i complenes. Because there ds Litle varisibon is the
NME constraizis of tlse pepiade in the presence of B3, wame
of the stroctures obinised i the abeence of BS were mken
icgether with the B3 soocwre ($6), and the five NOE
goaringts between 1l Cilyd-Hix amd LysS-NH pepride nesadues
sl the tamnin IF, AF, aisd 4'F potoen were added 1o the
liwt of constrainss. We performed n stmacture calculstion of
thee peptide muler constmints with an BB} molar miso
of 1:1 by the procedume abready descnbed. The molecalar
adhyrsnmics mom was perfonmed a 500 K and after mimsnmssbon
inder constraimis; onky 40 conformers were retamed m
enengy mnge of 100 kJamol !, A cluster analynis was then
perfamped leading to fve fanmlses. Three of them contained
amly | cenfomer, and tlse remaimng fwo sontamed 11 ansd
26 conformens, mepectively. Fypme TA displays the 26
nmnimnized srugnses of the priscipal famaly siperimposed
Erean Prod 1 Pros. Upon congpareon of il speriigaoaiiio
abesinesd with (Figme TA) er witheent B3 (Fip=e &), i

Because we lave only a few infermobecnler constramts
froam: WAL we decided to pesform calculanons withous these
the peptide and the tamun. The first set of calculations was
e by ooisidening a 121 comples. The matal peptide
atnacture was taken froen the above calculations. The tannm
wan posttioned along the peptide wrichae warima from
mesidne | and gpomp dowm o ressdue 14, A mimimEstion
step wan perfomied o dock the tanisn oo b paptide. 11
ended ap with five different powiions aloag the stactire,
Five differem melecnlar dynamics calonlanons were thus
perfomed. Al the end of three runs, ibe B mobecule wan
fonmd tightly boused 1o the peptide. Two ssies were evidenced,
ome i the vicmity of resichies Pro2-Proé and the oiber close
1o GlyE-Pro®, Prall. In two other mns the B3 dimer was
ejecied foom tbe peptide contsct after 1 na. OF mievest is the
Einading that one of the sites foumd by molecular dymansics is
alse formd m the NME data (vade syl
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Fiams 70 (A Seponasponition of e 28 cofnrmutions of 7B (1] naolar ratio) chitaned after eluaner ssalyias (e o). The molecalar

dynammicy wre parfornied donng 2 o under WM combraints. For purpoaa of clan
aof [B7 y backbomey (nbbon represmtation) ot the end of malaculer

B medeculs ik shoon (purpls ascks). (H)
mr“:ﬂwﬂmunn:l'hhwmlm!mdﬂﬁ

"ﬂlﬂ'.mnmm {medi. Cadiculasioens withom comviramis wene performed m the prevence of four i (mof shown).

Baecause we fosand n 113 peptidenanidn sbokbiometry by
s spsetiodisrtry atd MAEL we perforined calculations by
coquadening that more thas three tammins conld complex; the
peptade, holeculsr dynamics mns were dus performed by
coqissdering & wysiem made of one peptide and fou tannin
modecisdes. B was positionsd a2 both peptide exirensties and
cmienbed # random. Mmimimtion was alwo performed that
ended up with two different slarting posstions. Two mde-
pendent moleculsr dynamic mms were perforined for § m.
Drinmp the fwo caloulations, one of the foar B3 dimers was
always complesely qjected afier T ms. The lase theee tanios
remained tghtly bound 1o ibe pepiade. The lecations were
femnul Bov bee cquuarsi pidentacal for thse twio rioos. Chos pressyasidm
15 Binkoed 10 the Pro2 ssd Prod residoes, the second ane to
Pro® amd Prol0, and ihe thind to Glyl3 and Glyl4 (Figure
£}, It b noteworthy that tarmies are ondy fousd on one face
of the peptide. Figure 7B divplays the supesunposition of
the peptide conformations at the and of the two dymamics,
together with the peptide confomanion obaimed under MR
constraants. [f s remnarkeable that all strocheres superimpose
very mcely, One mumt also indicate the, duoning the two
trmeciorses, the B mobecules did not exhebit any noticeatle
comformational change, pe, they stayed i the more compact
conformaticn (Figare B in Supposting Infonnaticn). whach
15 the exclosive conformer present m DbO0 (6. Fasl, ths
observation is confimed by NMRE data since no chenzical
\l.l.:ﬁd:m.prll observed when the peptide tamnm molar ratso
mcreases. Secoisd, reo independant molecular dynasnics namn
were performed duriag 2 ns i the same comdinos as above
bt oy isedaied molecule of B3, samng from twe dightly
differem conformanons. They fally confinm tha B3 always
expenienced an identical and very rednced confiormutions]
space. Ax an additionsd resudt coming froms the cabonlations,
the peptide nppeass 1o be smbilized m ooe conformmadion
probably by bydeogen bods between the cazbony] of Prol
amd Prof and ihe OH fumstions of the phenchc part of

Seril

by ia

Fuews 8 Structurs af the [87 083 {14 molar mto) complen aler
w0 08 3 5 e modecular dynamics mun. The i i ahrwm
oa i dark Bl rebbon with hesvy mons i tan light gy line

The e bemme] tmmins e demn s pagle, gree, aned red wicks
ol 3Ll Teetonces B3 nﬂmhn-lm..ﬁe{nnhtn—:
{rellow) wws gieciad after I pa

procyamdan. The H-bonding pattern 15 mather complicated.
with & mapority of H-bonds between the amd 1he
catechol phanolic OH bt also with the phenalic OH of the
beizogyran meaety. I is alse woirth nolmg that oms H-bond
cam be found berween n carbony] group of the peptade and
e 3-00H of 1be prran evela.

Became tannins appenr to bind to oaly one ssde of the
peptide, we decided (o calcudsie the pepiide surfsces that
ae: ycrophilic and lipophilic a2 the mioepc level, as described
i Materials mnd Methods. The starting stmetze was that
coming from the calculatron wlere three fammizs are in
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Fuotan & Madeular lipophdliceary potentis] oomiomn of 87, The
ket energy comtlorsation as ehaained afber & mcloculer dymamics
ran (1B Tew 3. IlihmmmmﬂhMHMu
wi 3 peen nbbon. H: are dhswn as m hghl blug
isosurfece wiserewn the i lis is dsown mom med
ivowifice (@0l vindle i this sepeeeinanen). The paple rosurface
reprewm the mmteriace bemween bjo- sl hydrophilic segioen. The
fouar B arw sloven as aticks: e rod ong in the nght kovorr part has
been gyegted after I ns.

oontact with the peptide. As showm in Fegure 9 ihe peptide
exhabits an smphiphilic profile: a lydrophilic part shaded
inn biue and s lipophilic part sbaded in red (ot visible in the
fignre). In Figure 9 the boundasy between these two regions
ts shaded i pink. It i remakable that the peplsde strcme
is separaled in fwe foces of opposite lipoplulicity properties.
Thee moat lipophilic part of the peptide inclodes essemtlly
the alkyl chain of GlnT and Lys$ and 3 and 8-CHs= of all
prodings, the [CH:— being always bordaline (see Figae
C im Sapporing Infomatioa). [ sppeass that i bind
ta e Liydropld e (e tliat s nasanky defmed by the peptide
backboie (aemde, carbonyl, and —CHa of glyemes amd
prodims).

DISCUSSION

This work reports & new and comprehensive approach for
hitsgisaii sabivary peptides s condetimed tanins of red wites
Lisimng dmee expramental seclaiques and molecular imodeling.
informmtion on 3D sochae, dymamics, soschiometry and
stabitity of the comples. dissoczathon comstants, and mimise
description of hindisg phencemenon could be determined. For
the first Hine, magic angle spinming techninues ane wed 1o
cope with the colloidal nanure of compless and reacls
strpeineal resnlation, Major reslis are as follows: (1) The
[B7 g sruchare i akon to o belix of type 11 ke poldyproline
peptides, where ghycine # seemia to play n centml rode, ()
Theee tennim molecules tightly complex the peptide withour
modifyimg its secomdary struchme, but its conformatsonal
disorder appeans 10 be rechiced. (im) Three bandang sites are
evideneed witl a global dissociation constant in the mulls-
molar mnge. {n}hlllmlm:lmlluh;ﬁhwhh:nd::f
tlre saliva peplide, sugzeting that the major miescton foros
e governed by hydogen boads. Al of thess poisis will ke
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developed below snd finally discussed in the geners| frame
of wine asingency.

Popride Srperures iy and vitbvont Fenming, The 1B
pephicde displays an extended conformation dise 1o an alinoss
even repartition of type 11 kelix and mndom coal. The two
poartions of helog [T are separnted by the ghyecine B that sppeses
to play the role of a mohada, The belix of type [ struchare s
more opened than & regiidar (-hebin: this b demonstrated
by miastinioe thee hatlax el W foumd ~8 A, wisich s larger
dun that af e a-helix (5=6 Al Such gype 1 selices are
found in collagens {59 and are mainly duse to the presence
of proline resdise, Intesestingly, we fonsd almost the wime
betix [ comtent in the entice 187 protean (59 aa) (1), 1 kas
bseeis prenpoesind by Hagerman aind Bugler (607 thas thsis opsned
aid lexible strugnese is & preseguisite for taemin binding.

Addsng procyaibdin B3 o [B7 . resalts fis the foriization
af & cotaplex withenit affecting s secondary strichare of
the pepeide. oy densonstrated by CD, WNMEL snd mobecular
dhmanscs. A cbwerved from molecalar dyrsunics. calonlaiion,
the two belix [l parts on both sides of tlse GhyE appeas to be
retnmed and fived by three B3 molecules, which rewuli in
a loas i degrees of feedoan of the pepiide. listead of
chiaming a ¢lond of confommtions ax depicted m Figure &,
only ane of them s favored (Figure TEL When consparg
the resilts olramed from stmscture calonlation mmder MNME
comstmeEy and molecular dymamics without mbermolecular
courstratibs, the Po stmctives commp from the price caloula-
Hion nscely sapermipose with that olained dsing inlemo-
iscalar constraimis. On s oiber hand. the B3 molecule
adopts the more compact form ke “tweerer™ thal offen
the nuiieaun of OH groop pesnting eniside, duw favoring
H-baonding.

Pepridy— Fanmin Complee. There s chear evidenss tha
&7, and B3 forns o 103 complen. First, consplenes havisg
Bl 1 snd 103 seschioinetines have boon observed by
s af electrospray iisias spoctronsetry. [ niast be noticed
thai even if the ioniznteon conditions are quite suld m the
MS woumce, n lot of energy is given to ibe complexes. The
assehlies are stable enough fo stand this energy and mavel
as pomcovalently boumd specses, Furhenmore, these com-
plexes were mifused a1 bow pH in the presence of ethanol,
comditions thal mosd often disnapt noocovalent assemblies
mrvolvimg protema. Of mberest s the fct thal one o
mirease the soltage applied 1o the wm trap o dissociste the
13 complex, m comparneon 1o the value wsed for the 121 or
1:2 coimplex. Thas strenply indicates the inereased stabiliry
af the 1:3 megmbly, Secomd, NMR nimabon experimenns
fover & 1:3 assocuation charnctenized in & momimcasive
marnver. 1t b worth mensiomtig here that we worked at tannm
concemiraiboia that were muxch lower than the B3 =elf-
aggrepstion comstant (1.8 M1 Fitting of e | indeed keads
o 8 mimber of bmidmg siies of ca. 3, in all cases As
mentioesd in the Resalis socibon. Ks vahies obiaimed by
prodom XMR titation bear some inacouracy, giving os oy
1 order of magmbade around the pmilimodsr valse. Thes s
monetheless in sccordance with valees mnging betwesn I
and 33 M as slresdy published for & simelar polyphenod
{galloy] epigallecatectn) amd 3 1%-mer pepisde (290, The
muthors also found a stoschiometry of 3 for thew protem—
tamin syslemn. Although clowe to our vaboes. one mmisg
mientsan that tlse aberve sl always nsed 10=20%: D50
ko cops with aggregaton. [n this work HRMAS NMR offens
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the advantage of wonking m a mitural medivm even m the
presence of collosdal partiches. Ar this bevel of il dssonaason,
il ks mporian o note that the model uwed to §id oo dam
anil those af Claaslson (35) 1 st applicable for 8 copperative
el am for B fixateon (S0 Oor nsiss spectrometry daty
sagges that the binding mechanmm may be cooperntive:
hence, our WME data could be reimterpreted im the light of
a wew model, ahbem avmilable Al of mierest w the fact
that mobscular dynamess of a syvlens mstally constified by
one pepiide and foay memins ends up in a tight 13 complex,
So we Bave wvery strong experinental evidesce for w
stoicldomety of 153 isdependemly of & modad.

Detared Srucoiral Amalvais of the Compley, Chemical
aluifi varinticens of defised peplide protons (Ho of Prol, Prog,
Pro®, Prol0; NH of Gly | 3-Cely 1) upos B3 additton could
be assimilasted with isferaction sites. This haphlights the

mole af proline resichies for the imteraction as
already described (1. 27, 29 25 60 ROESY experinsity
performed for @ 1:3 nsalar mtic onky led to miennalecula
MNOE effects betaven B3 amd the ProZ-Prod sse. s
confuming the exitence of this site. When the struchore of
8 bl complex obtasned by molecular dynamics wseng
imemulecular WAR constminn & compared 1o those
obesmed froen caloalstioens in the abaemee of these constmis,
teo sites me evidenced: cne made by the Prol and Proé
resichies and the second by Prof-Proli-Pral L. Please note
that i thas calsidation the startmg poaatson of B3 was vaned
from ene pegitsde end 10 1be other. This, the positoning of
the fiesd alfe s in complele accondanse with the ROESY
experents mni the second with the chemscal shift vanatsons
observed for Pao®-Pro |0 prodows. The moleculsr dynamics
calonlamons with & 14 moler mto bed 1o the bimding of Gwee
tarmins, the fourth ome beimpg expelled from the complex.
Auniti. there 15 2 complete agroemient with the NMR data
(ROESY phis chemsmeal shift vanatss), the therd st g
idemtified close 1o Glyli-Glvld, Sinee we only debec
imtermsalecular MOE effects betwesn tamnin and the Prol.
Froé sise, it can be supgested that the two other siies e
memch neore dynamic than that detectad by ROESY experi-
bust the exchanpe could be inferprefed as fast (cormelaon
taiis alicvter than tanosesonds), s prechaling detecizom
of comedations by ika NME experinsmsts. Also
of miterest 15 the et that ihe tree hinding sites tha have
bevn expermisnstally avidoaded by NMR and mass sped-
tanmins are placed avound the peptide. For the 1] molecular
dynmnsc simubstion, only ftwo sites were idemitified. Thas
coidd sugpest tha the hindimg process nmy be coopembive,
wieich tells s that the modal weed 0o determsng Ky (vide
sugpral v probably Bol appEopiabe.

The struchme of the complex shows that B} molecules
mre fived abways on one side of the peptude:; this site lan
beei ldentified as lypdioplalsc afier oar amphaphaliciy
ealeubarioen, This i in sgreeznent watl seolecular nsoddeling
calculstioen that chow the preseice of numerous hydrogen
bosuls between the carbonyl fanctions of some prodine
resichies. amdd the OH group of the A. D or B, E rmgs of
procyamidms. Comvenely, mo stackimg 1s observed between
of procymuidin that sonld be m favor of'a hydrophobec effect.
The olservation of 1B7,,— B3 complexes uing panospeny
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womizalion mass spectiometry alwo highlghts mieractions
oeurriag duough hydopen bonds. Indead, sureansaleculas
complesss volveng proteins. whibe losing hydrophobiz
isteractioen, ot often wirvive the desolvabon— jonizsibon
process in the electropray source becasse of the ocoumenss
of hydrogen bonds and electostabic infemctsons (57, 58, 61
I s alwo ovlerestmg 00 menton that Hagerman and Builer
by performmng competstrve bmdmg assays o water alo
described proanthocyamdm=protan inleactions as beamg
nmaasnly governed by hydrogen bomding (60

The nature of the banding has bem widely disciised.
Haskam {2 7) described the complexation of polyphencls with
protens a & specific eomple of melecular recognstion,
where pobyphenols st ss mudtidentate ligands via theie
sropuatic macle and phenclic groups, the priecapal dniving
force being thompght io be the hydrophobic effect, The
iteraction has bem imlerpreted as an associaton between
the phenol nngs and the open. fla, md mgid lydrophobic
smface of e pyrrolidme rmg of a prolme resadue (24, 265
Theese Fnahingn. appear to be @ contradiction with ours. It
mst, however, be memtioned that thedr experiments weee
perfomsed by adding 10-20% DMS0 fo morease the
splubility of their prepamiions. This may change the byidre-
pleobichydrophilic propertses of both the tenen and the
proteins in this no lenger “namyal” medivmn. The delicate
balance betwoen e amplaphalss forces may then stongly
dheparid on salvend.

A Molecwlar Froow of Asvrmgemcy. Protein— anmin insex-
sction s the sosmee of asknigeney. the mouth demes
saination diss 10 the songplenation of the lubascant salivary
proteins. It is often asked why very dafferent foelings ase
pareerved depemdang on wiies. Thas nay be lmked do the
specific nype of miersction behween tammins s progems tha
may depend oo tannins and protein pature (20) and sl o
thee: staknlaty and the lifetinee of comnplexes. We have shown
herein thad the TBY fragment can complex ihree BY tamms
anil tluat thee interaction occsirs m the hydrophibic sade of the
peptibe. The peculiar structare of the peptide can play an
trportae pobe here. T the abssisie of wenia o sppean very
flexsble and offers nvpe 11 lebes (prolme-ngh pans) for
mdimp. Once complexed, ihe conformatonal freedom of
the peptwde, as well as that of the entire complex, appears
mmich reduced Is thas phenomenon related 1o astrmgency?

H is imteresting fying o predict what would be the
stoichaometry for B3 imerscting with the entire BT hmman

saliva puoicin. Becanse the [RT ). sequence is alinost con-
taimed thees times i TH7, one conbd guess that o 19 cougplax
could by saabilized. 17 thas boappened ro be nse, FRFP proseans
of the THT fanily conld be called “miusin sponges™. Wheneas
ke properties of PRP become unveiled. the specificity of
ibe tamnim coimterpart i moere sabtle. I probably depends
o ity chermical nanire (hypdmodyzabile, condensed, gallonIated,
e ], Its molecular weaght, 3D strachore, propensity 1o awlo-
ansegiste, and water solublity msay lead 1o nediceable
iifferences im the proten—mnin comples fornation, This

ins, perhaps, the gusamive dafferences noticed by
enclogiuts sbouwt tansin belavior in red witse such as drying,
pusckermp. sour. astringent. bifler. or rough chamsdter (6.7).
Gfmmnhfldmrhfmhuﬂm!nhnrwﬂ:h
have different

o their lifierinse tha conld modolane ibe tine dming which
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the proteims are complexed and theérefore no losger available
1o hubncate the nwmich.

CONCLUSION

The comcomstant use of CO, HE-MAS NME, dectrosprmy
4 : orded & s Nonisoiduiont e
ﬂd}mnﬁdhmmml.ﬂlm
nnts were accomplished m a mediom very clowe to the
nansral sivironma. Le., the mouatl saliva,
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Résumé :

La complexation des tanins avec les protéines de la salive est a 1’origine de I’astringence,

sensation tactile propre aux vins rouges.

La protéine IB7, son peptide dérivé 1B7;4 et le tanin B3 ont ét¢ synthétisés. Leur mode
d’interaction a été étudié par RMN des liquides et des solides (rotation a I’angle magique),
spectrométrie de masse, dichroi sme circulaire et dynamique moléculaire. Le peptide IB7;4 et
la protéine enticre sont constitués d’hélice de type II (1/3) et de pelote statistique (2/3); la
glycine centrale du peptide joue le role de charnicre de part et d’autre de régions en hélice. Le
tanin, quant a lui, revét une forme compacte majoritaire en milieu aqueux. L’ensemble des
parametres physico-chimique ont ét¢ mesurés: la stoehiométrie du complexe est de 3
molécules B3 par peptide IB714 ; la constante de dissociation est de I’ordre du mM ; la nature
des liaisons assurant la cohésion du complexe est de type liaisons hydrogene ; les sites de
fixation ainsi que la taille du complexe ont ét¢ déterminés. Ces informations permettraient de

comprendre I’astringence d’un point de vue physico-chimique.
Mots clés : Protéines de la salive humaine, tanins, structure, interaction, RMN.
Abstract:

The complexation of tannins with salivary proteins is the source of astringency phenomenon,

red wine tactil sensation.

IB7 protein, protein fragment IB7;4 and B3 tanin were synthesized. The interaction between
B3 tannin and protein were monitored by 1H magic angle spinning NMR, mass spectrometry,
circular dichroism and molecular dynamic. Peptide and protein are constituted by type II helix
(1/3) and random coil conformation (2/3); the central glycine appears to act as a flexible
rotula separating two helices Il regions. The tannin adopt a “tweezer” conformation. All the
physico-chemical parameters were measured: the complex stoichiometry is of 3 tannins
molecules per peptide IB714; the dissociation constant is of millimolar range; the principal
driving forces toward association are governed by hydrogen bonding; the nature of the
binding sites and the size of the complex were determined. These findings allow us to

understand the physico-chemistry of astringency.

Key words : Human salivary proteins, tannins, structure, interaction, NMR.
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