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PEPTIDES CHELATANT L’URANIUM ET LEURS APPLICATIONS.

La présente invention est relative a des peptides chélatant 1’uranium
ainsi qu’a leurs applications pour la décontamination des sols et des eaux, ainsi que
pour la détection et le traitement des personnes contaminees par 1’uranium.

L’uranium est normalement preésent dans [’environnement en
concentration tres faible, sous la forme d’1sotopes 238 (99,27%) et 235 (0,72%) qui1 se
décomposent par eémission de particules alpha de tfaible toxicite radiologique ; la
forme uranyle (UO,*") représente la forme la plus commune de I’uranium dans une
atmosphere oxygénee.

Touteto1s, dans des sites particuliers, comme prés des mines de
miné€raux d’uranium, des sites de stockage (contréle nucléaire ou stockage de muni-
tions a I’uranium appauvri) ou bien dans le cas d’accident nucl€aire, la concentration
de ce métal peut €tre beaucoup plus €élevée et représente un danger pour ’homme, du
fait de son accumulation dans les reins et dans les os : toxicité pour le tissu rénal et
développement de cancers du tissu osseux.

La décontamination des sites et des personnes contaminés nécessite
de disposer, d’une part de moyens de neutraliser la toxicité de |’uranium dans
Penvironnement et dans D’organisme des individus contaminegs, et d’autre part de
reactifs de détection, efficaces et specifiques pour ce métal. Toutefois, il n’existe pas
actuellement de moyens efficaces de détection et de décontamination de 1’uranium,
notamment du fait de ’absence de lhigands spécifiques de |'uranium, capables de
déetecter I’uranium (senseur) et de chélater ce métal toxique qui pourrait étre présent
dans un environnement et/ou dans un milieu biologique contaminé, afin de réaliser sa
décontamination.

Le traitement actuel de décontamination des sols est effectué princi-
palement par 1’excavation, la récolte et le stockage dans des sites appropriés ou par
Pextraction de ’uranium a I’aide d’agents chélatants ; ces traitements physico-
chimiques sont chers, peu ou pas spécifiques et peu adaptés au traitement de surfaces
contaminees tres €tendues et preésentent en outre un risque de contamination élevé
pour les opéerateurs, du fait d’une exposition répétée a I’uranium. Alternativement, il a
ete propose d’utiliser des organismes vivants (microorganismes ou végétaux supé-

rieurs) pour decontaminer les sols et les eaux contaminés par 1’uranium. Cette
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methode repose sur 1’absorption des métaux et donc sur leur séquestration par ces
organismes. Par exemple, des végétaux sont capables d’absorber les métaux toxiques
par les racines et de les accumuler dans les feuilles, qui sont ensuite récoltees et
stockées dans des sites appropriés; les organmismes actuellement disponibles ne
permettent pas une décontamination efficace des sols et des eaux contaminés du fait
de leurs faibles capacités d’extraction, de tolérance et d’accumulation de
concentrations ¢levées de métaux toxiques.

La détection de 'urantum chez les personnes susceptibles d’avoir
¢té contaminées par I’uranium est realisee ex situ par spectrométrie de masse a plasma
(ICP-MS) ; cette technique est lourde a mettre en ceuvre et onéreuse.

Le traitement des personnes contaminées par I’uranium est effectué
par administration d’agents chélatants qui lient 1’uranium, favorisant ainsi son excré-
tion et réduisant par conséquent son deépot dans les reins et les os. Parmi les principaux
agents chélatants de I’uranium, on peut citer : I’acide diethyléne triamine pentacétique
(DTPA), I’acide 5-aminosalicylique (5-AS), ’acide gallique, le sulfocathécole, le
carboxycathecole et I’hydroxypyridinone; ces agents chélatants présentent
I’inconvénient de ne pas €tre specifiques de I’uranium.

Dittérentes approches ont €té developpées pour détecter spécifique-
ment certains meétaux, notamment en milieu aqueux ou dans des échantillons
biologiques :

- des senseurs chimiques fluorescents (Tsien, 1993 : Fluorescent
chemosensors for ion and molecule recognition, pages 130-146, Czarnik AW (ed),
American Chemical Society, Washington DC); ces senseurs fluorescents sont
spécifiques du sodium, du potassium, du calcium et du magnésium ; en revanche,
aucun senseur chimique spécifique de ’uranium n’a été décrait.

- des senseurs peptidiques fluorescents (biosenseurs) constitués par

un peptide d’environ 26 acides aminés dérivé d’un domaine en doigt a zinc ou Zinc

Jfinger domain, marqué par au moins un groupement fluorescent (Walkup et al., 1996,

J. Am. Soc., 119, 3443-3450 ; Godwin et al., 1998, J. Am. Soc., 118, 6514-6515 ;
Walkup et al., 1997, J. Am. Soc., 119, 3443-3540). En présence d’ions zinc, ces
biosenseurs peptidiques se structurent autour du métal et exposent le groupement

fluorescent a des changements d’environnement qui se traduisent par une variation




10

15

20 -

25

30

CA 02531231 2005-12-30

WO 2005/012336 PCT/FR2004/001698

3

d’émission de fluorescence qui est fonction de la concentration du meétal.
Alternativement, lorsque les peptides sont conjugués a deux groupements fluorescents
appropri¢s, la liaison du zinc au peptide entraine une modification de conformation
favorable a un transfert efficace d’énergie entre les deux fluorophores (Fluorescence
Resonance Energy Transfer ou FRET), résultant en 1’émission d’un signal fluorescent
proportionnel a la concentration du métal (Walkup et al., 1996, précité). Du fait de la
structure du domaine en «doigt a zinc » qui est adaptée a la chélation d’ions a
geometne tetraédnque, comme le zinc, ces biosenseurs ne permettent pas la chélation
de ’uranium, qui sous sa forme uranyle (UO,*") la plus courante en milieu oXygene,
présente une geometrie bipyramidale a base pentagonale ou hexagonale avec un
nombre de coordination de 7-8 (uranium VI).

- des senseurs proteiques fluorescents, dénommeés « caméléons »,
constitueés par une protéine de fusion comprenant successivement de son extrémité
NH; vers son extréemit¢ COOH : un mutant bleu ou cyan (EBFP ou ECFP, donneur de
fluorescence) de la protéine fluorescente GFP dérivée de la méduse Aequorea victoria,
la calmoduline (CaM) comprenant les domaines N- et C- terminaux et les sites I et 11
de fixation de 1’ion calcium, un peptide de 26 résidus se liant a la calmoduline et
derivé du domaine liant la calmoduline d’une kinase de la chaine 1égére de la myosine
(MLCK), et un autre mutant vert ou jaune de la méme protéine fluorescente (EGFP ou
EYFP, accepteur de fluorescence), (Miyawaki et al., Nature, 1997, 388, 882-887). La
hhaison du calcium a la calmoduline provoque un changement conformationnel dans la
protéine de fusion, qui forme un nouveau site auquel se fixe le peptide, et qui produit
une association entre les deux protéines fluorescentes et un positionnement dans
’espace favorable a un transfert efficace d’énergie du donneur (EBFP ou ECFP) vers
I’accepteur de fluorescence (EGFP ou EYFP), produisant ainsi une augmentation de la
fluorescence émise par 1’accepteur de fluorescence (EGFP ou EYFP). D’autres
indicateurs fluorescents « caméléons » plus sensibles et spécifiques pour une gamme
de concentrations de calcium plus étendue ont également été obtenus (Truong et al.,
Nature Struct. Biol., 2001, 8, 1069-1073). Ce systeme d’indicateur fluorescent qui
repose sur les vanations de conformation induites par la liaison du calcium au
complexe calmoduline-MLCKp est spécifique du calcium et ne permet donc pas de

détecter d’autres 10ns métalliques, comme par exemple 1’uranyle.
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- des ligands peptidiques sé¢lectifs de meétaux lourds, dérivés de
motifs helice-boucle-hélice (Borin et al., Biopolymer, 1989, 28, 353-369 ; Dadlez et
al., FEBS Lett., 1991, 282, 143, 146 ; Marsden et al., Biochem. Cell. Biol., 1990, 68,
587-601 ; Shaw et al., Science, 1990, 249, 280-283 ; Reid et al., Arch. Biochem.
Biophys., 1995, 323, 115-119 ; Procyshyn et al., J. Biol. Chem., 1994, 269, 1641-
1647) ; ces peptides présentent une faible structuration de leurs hélices en milieux
aqueux, ainsi que de faibles affinités pour les métaux divalents (Kd de 1’ordre du
millimolaire).

- des bacteries contenant un promoteur pouvant traduire la présence
d’un meétal toxique en un signal lumineux (Bechor et al. Biotechnol., 2002, 94, 125-
132 ; Lee et al., Biosen. Bioelectron., 2003, 18, 571-577) ; dans ces systémes, le
toxique agit comme facteur de stress cellulaire et induit ainsi une expression altérée
d’une protéine bioluminescente, qui represente le signal détecté ; ces systémes ne sont
donc pas spécifiques de I’uranium et des métaux toxiques en général.

Il ressort de ce qui précede qu’il n’existe pas actuellement de ligands
specifiques de ’uranium, capables de détecter (senseur) et de chélater ce métal
toxique qui pourrait €tre present dans un environnement et/ou dans un milieu
biologique contamine, atin de realiser sa décontamination. La chélation spécifique de
’uranium dans |’environnement (sol, eau, ..) et dans 1’organisme vivant est néanmoins
difficile a realiser, du fait de la présence de fort excés d’autres métaux, comme les
métaux alcalino-terreux ou les lanthanides qui sont compétiteurs pour la fixation de
Puranium..

En conséquence, les Inventeurs se sont donnés pour but de pourvoir
a un agent capable de chelater spécifiquement 'uranium (VI), sous la forme d’uranyle
(UO,™).

De masse 16,7 kDa, la calmoduline est ubiquitaire dans les cellules
eucaryotes et joue un role important dans la traduction du signal entre différents
compartiments cellulaires medi¢ par des vanations de la concentration en calcium. En
réponse a une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium, elle subit un
changement conformationnel qui lur permet de lier et d’activer diverses cibles
proteiques cellulaires. Ce changement structural est similaire a celui qui est observé

pour la troponine C et est essentiel dans la contraction musculaire. La structure aux
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rayons X a €te résolue et montre que la protéine présente deux domaines N- et C-
terminaux, comprenant chacun deux sites de fixation de 1'lon calcium du type hélice-
boucle-hélice, le motif structural le plus commun pour la chélation du calcium, présent
dans de nombreuses autres protéines liant le calcium comme, par exemple, la
troponine C et la parvalbumine. La structure de ce motif est hautement conservée dans
toutes les protéines : une boucle de 12 acides aminés est encadrée par deux hélices
alpha ; la boucle coordonne le métal via des résidus d'acide aspartique et glutamique,
ainsl que par un groupement carbonyle du squelette peptidique et par une molécule
d’eau. La structure détaillée du site I de la calmoduline de Paramecium tetraurelia
(hgure 1) montre que le calcium est dans une géométrie en bipyramide a base penta-

gonale ; les distances Ca-O se situent entre 2,1 et 2,3 A et les constantes de dissocia-

tion sont de I'ordre de 10 pM pour les sites I et II a basse affinité, et de 1 uM pour les
sites 11I et IV a haute affinit€é. Une coopération entre ces sites a été mise en évidence :
la hhaison du calcium aux sites I et II augmente fortement 1'affinité des sites 111 et V.
La s€quence de la boucle chélatante est trés conservée dans la calmoduline. En fait,
I’homme et la plupart des vertébrés ont la méme séquence dans cette boucle.

A partir de la séquence du motif hélice-boucle-hélice des sites de
fixation du calcium de la calmoduline de Paramecium tetraurelia, les Inventeurs ont
preparé des peptides mutants possédant les propriétés suivantes :

- 1ls présentent - sous forme de peptide isolé et en présence de
certains metaux - une conformation ordonnée compatible avec une structure en
hélice-boucle-hélice, et

- 1ls hient - sous forme de peptide isolé ou de protéine incluant au
moins une séquence dudit peptide - sélectivement ’uranium dans sa forme uranyle
avec une athimte €leveée (Kd de I’ordre du pM), et ce méme en présence d’autres
metaux, de tampons vari€s ou d’autres ions physiologiques ou naturels, possédant des
caractéristiques de coordination proches de celles de I’uranium.

De tels peptides ou les protéines incluant une ou plusieurs de ces
sequences peptidiques ont des applications dans :

- la production de nouvelles bactéries et de nouvelles espéces
veégetales modifices exprimant des protéines enrichies en cette séquence peptidique

douées d’une capacité accrue de fixation, d’absorption et d’accumulation de ce métal
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toxique, utiles pour la décontamination biologique des sols et fluides contaminés par
I’uramum,

- la fabrication de nouveaux senseurs fluorescents peptidiques et
protéiques de |’uranium, utiles pour la détection spécifique de I'uranium, notamment
chez des individus susceptibles d’étre contamines,

- la production de nouveaux microorganismes modifiés qui utilisent
le peptide spécifique de ’'urantum ou la protéine calmoduline, incluant de un a quatre
sites sélectifs de ’uranium, en tant qu’¢lément sensible pour traduire la présence de

I’uranium en un signal lumineux, et

- la formulation de nouveaux médicaments pour le traitement des
personnes contaminées par 1’uranium.

En conséquence, la présente invention a pour objet un peptide,
caracténisé en ce qu’il posséde une structure du type hélice-boucle-hélice comprenant
la séquence d’une boucle de la calmoduline incluant au moins une mutation en résidus
neutres sélectionnés dans le groupe constitué par Ser (S), Thr (T), Cys (C), His (H),
Tyr (Y), Asn (N) et Gln (Q) d’un, deux ou trois résidus d’au moins 'un des quatre
sites de fixation du calcium de la calmoduline :

. site [ : reésidus sélectionnés parmi les résidus D20, D22 et D24,

. site II : reésidus s€lectionnés parmi les résidus D56, D58 et N60O,

. site I1I : résidus sélectionnés parmi les résidus D93, D95 et N97,

. site IV : residus sé€lectionnés parmi les résidus D129, D131 et

D133,

lesdites positions é€tant indiquées en référence a la séquence de la calmoduline

humaine (SWISSPROT P02593).

La présente invention a pour objet un peptide, caractérisé en ce
qu’il consiste en un variant de 33 acides aminés de la séquence en acides amines
du motif hélice-boucle-hélice du site | de fixation du calcium de la calmoduline, ledit

peptide variant comprenant la substitution du résidu D14, D16 ou D18 par un résidu
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de thréonine, la substitution des deux résidus D14 et D18, D14 et D16 ou D16 et
D18 par un residu de thréonine, de sérine ou d’'asparagine, ou la substitution des
trois résidus D14, D16 et D18 par un résidu de thréonine, de sérine ou
d'asparagine, les positions desdits résidus étant indiquées en référence a la
sequence SEQ ID NO: 1, ledit peptide variant ne comprenant ni I'addition, ni la
déletion d'acide(s) aminé(s) dans ladite séquence en acides aminés du motif hélice-
boucle-helice du site | de fixation du calcium de ladite calmoduline, ledit peptide
variant possedant une structure du type hélice-boucle-hélice, et ledit peptide variant

llant selectivement 'uranium dans sa forme uranyle.

Selon un mode de réalisation avantageux dudit peptide, la mutation
est de preference une mutation en résidus neutres de thréonine (Thr), de sérine (Ser)
ou d’asparagine (Asn).

Selon une disposition avantageuse de ce mode de réalisation, la
mutation est de préférence une mutation en un résidu de thréonine du résidu D20, D22
ou D24, une mutation en un residu de thréonine, de sérine ou d’asparagine des deux

résidus D20 et D24, des deux résidus D20 et D22 ou des deux résidus D22 et D24 ou
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une mutation en un résidu de thréonine, de sérine ou d’asparagine des trois reésidus
D20, D22 et D24.

Conformément a I’invention, pour obtenir un complexe de coordi-
nation dans lequel I’uranyle a un nombre de coordination de 7 (géométrie bipyrami-
dale a base pentagonale ou hexagonale), de maniére a fournir a ’uranyle, en plus des
deux atomes d’oxygene en position apicale, 5 ou 6 atomes coordinants placés aux
quatre sommets de la « base carrée » de la bipyramide, le peptide selon I’invention est
modifié par rapport au peptide naturel correspondant, pour que le nombre de résidus
d’acides carboxyliques présents dans la boucle (D20, D22 et D24, E31) soit diminue
de telle sorte qu’il soit inférieur a 4 en substituant au moins le résidu 24 ou deux des
autres résidus par un ou deux résidus neutres.

Sauf indication contraire, les positions des mutations sont indiquées
en référence a la séquence de la calmoduline humaine (SWISSPROT P02593).

L’invention englobe les peptides dénives de la s€quence de
n’importe quelle calmoduline de vertébré ou d’invertebré.

Au sens de la présente invention, ladite boucle est celle d’un des
sites de fixation du calcium de la calmoduline (site I, II, III ou 1V), détinie par la
séquence de 12 acides aminés, situee des positions 20 a 31 (site I), 56 a 67 (site II), 93
a 104 (site III) et 129 a 140 (site IV), en réference a la séquence humaine
(SWISSPROT P02593).

Le peptide selon I’'invention est constitué€ par un mutant d’un site de
fixation du calcium comprenant au moins une mutation au miveau de la boucle du
motif hélice-boucle-hélice. Ledit site de fixation du calcium est, soit un des sites de la
calmoduline, soit un site hybride dans lequel la boucle est celle d’un des sites de la
calmoduline et les hélices sont celles d’une autre protéine possédant un motif du type
hé€lice-boucle-hélice, capable de her le calcium.

En conséquence, le peptide possédant une structure du type hélice-boucle—hélice
selon la présente invention dérive totalement ou partiellement de la calmoduline.
Dans le cas ou ledit peptide dénive totalement de la calmoduline, il

comprend les séquences des helices adjacentes auxdites boucles qui sont présentes
dans les sites I, II, IIl et IV de liaison du calcium, a savoir les séquences corres-

pondant a celles situé€es respectivement aux positions 7 a 19 et 29 a 38 (site 1), 45-55
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et 65-78 (site II), 79-92 et 102-111 (site III) et 118-128 et 138-147.(site 1V), en
reférence a la séquence humaine (SWISSPROT P02593).

Alternativement, dans le cas ou ledit peptide dérive partiellement de
la calmoduline, 11 comprend les séquences des hélices d’une protéine possédant un
motif du type hélice-boucle-hélice, capable de lier le calcium, comme par exemple, la
troponine C, la parvalbumine, la calbindine, la récoverine, la neurocalcine, la calpaine,
I’oncomoduline, ou la protéine sarcoplasmique qui fixe le calcium, les membres de la
famille des protéines S100 et des protéines V1S et les domaines de fixation du
calcium de la myosine.

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit peptide, il
s’agit d’un peptide cyclique possedant des hélices incluant chacune une mutation d’un
residu d’acide amin€ en un résidu de cystéine, lesquelles cystéines étant reliées par un
pont disulfure, ou d’autres résidus permettant un pontage chimique. De préférence,
ledit peptide dérive totalement du site I de la calmoduline et posseéde les mutations
F19C et V35C ; des peptides cycliques posseédant de telles mutations et aprés fixation
de certains metaux présentent avantageusement une structure ordonnée du type hélice-
boucle-helice lorsqu’ils sont sous forme de peptides isolés.

Alternativement, d’autres modifications qui impliquent une liaison
covalente ou méme non-covalente, peuvent stabiliser le motif hélice-boucle-hélice et
remplacer le pont disulfure.

Selon un autre mode de réalisation avantageux dudit peptide, il
inclut egalement la mutation d’un résidu -différent du ou des résidus mutés tel(s) que
défini(s) ci-dessus- en un résidu d’acide aminé fluorescent, sensible aux variations de
’environnement chimique induites par la fixation de I’uranyle, de préférence ledit
residu peut €tre situ€ dans la boucle ou dans les hélices a une distance inférieure a 20
A du site de fixation de ’uranyle. Ledit acide aminé fluorescent est avantageusement
un résidu de tyrosine (Y) ou un résidu de tryptophane (W) et notamment les résidus
survants : T26Y, T26W, A15W ou F16W.

Selon une disposition avantageuse des modes de réalisation

precedents, ledit peptide est un mutant du site I de la calmoduline défini par I’une des

séquences suivantes : SEQ ID NO:4-7 ou SEQ ID NO:9-12 ; les mutations de ces

peptides sont illustrées au Tableau 1.
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Selon encore un autre mode de réalisation avantageux dudit peptide,
il est conjugué avec au moins un fluorophore appropri€, tel que le dansyle, la
coumarine, la fluorescéine et les dérivés Alexa au niveau d’un résidu d’acide aminé
approprié, par exemple au niveau des positions 15 et 16 sensibles aux variations
conformationnelles et de 1’environnement chimique, induites par la fixation de
I’uranyle audit peptide marqué par un fluorophore.

Selon un autre mode de réalisation avantageux dudit peptide, 1] est
couplé a deux fluorophores différents, respectivement un donneur de fluorescence et
un accepteur de fuorescence, a des positions induisant des variations
conformationnelles favorables a un transfert d’énergie du donneur vers 1’accepteur de
fluorescence (rapprochement des fluorophores), lors de la fixation de I’uranyle audit

peptide marque par deux fluorophores.

Parmi les fluorophores, on peut utiliser des protéines fluorescentes,
notamment le GFP et ses mutants (EBFP, ECFP, EYFP, EGFP), ainsi que d’autres
molécules fluorescentes, dérivées d’organismes marins, comme par exemple le
DsRed, une proteine fluorescente rouge du corail tropical Dixosoma (Bowen B. et al.,
Photochem. Photobiol., 2003, 77, 4, 362-369), le CopGFP, une protéine fluorescente
verte (green monomeric GFP-like protein), distnibuée notamment par Evrogen

(www.evrogen.com) ou le PhiYFP, une protéine fluorescente jaune (yellow

fluorescent protein) distribuée notamment par Evrogen (www.evrogen.com).

Selon encore un autre mode de réalisation avantageux dudit peptide,
1] est associ€, par tout moyen appropri€, a des molécules permettant le ciblage dans le
rem et/ou dans les os, par exemple des molécules scFv spécifiques, des facteurs de
croissance specifiques ou des peptides spécifiques.

Selon encore un autre mode de réalisation avantageux dudit peptide,
11 est associ€, par tout moyen appropri€, a des molécules favorisant son excrétion in
vivo, par exemple a des molécules de polyéthylene glycol.

La présente invention a €galement pour objet un polypeptide
caractéris€ en ce qu’il comprend la concaténation d’au moins deux peptides identiques
ou diffeérents, tels que défims ci-dessus.

De tels polypeptides augmentent 1’affinité pour I'uranium, du fait de

la coopération entre différents sites de laison.
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La présente invention a é€galement pour objet une composition
peptidique, caractérisée en ce qu’elle comprend un polypeptide tel que détim ci-
dessus, comprenant la concaténation d’au moins deux peptides identiques ou diffe-
rents, tels que définis ci-dessus, associés entre eux par tout moyen approprié et au
moins un veéhicule convenable.

[La présente invention a ¢galement pour objet une proté€ine de tusion,
caractérisée en ce qu’elle est constituée par la fusion en phase de la séquence d’au
moins un peptide tel que défini ci-dessus avec la séquence d’une proteine appropnee.

Conformément a I’invention ledit peptide est fusionné au niveau
d’un site permissif de ladite protéine, c’est-a-dire au nmiveau d’une région de cette
protéine qui, lorsqu’elle est fusionnée a la séquence d’au moins un peptide selon
’invention, confére a ladite protéine de fusion une affinité et une specificité pour
I’'uranium V1, de I’ordre de celle du peptide 1sole.

Parmi les protéines appropriees, on peut citer les prot€ines possédant
un motif hélice-boucle-hélice, capables de fixer le calcium, notamment la calmoduline
et les protéines issues des précédentes, notamment les senseurs « caméléons », selon
le principe tel que décrit dans Miyaki et al. et Truong et al., précites.

Par exemple, lorsque ladite prot€ine est la calmoduline ou une
protéine cameléon dérivee de la précédente, la séquence dudit peptide est insérée en
lieu et place de la s€quence correspondante dans la calmoduline, a savoir a la place de
la boucle ou du motif hélice-boucle-helice natifs (non-mutés).

Selon un mode de réalisation avantageux de ladite proteine de fusion
elle est conjuguée, par tout moyen appropri€¢ a au moins un fluorophore, tel que défini
ci-dessus. De préférence, 'une des extrémités de la dite protéine est couplée a un
donneur de fluorescence, et ’autre extrémite est couplée a un accepteur de
fluorescence. De maniere préferée, ladite protéine comprend a I’une de ses extrémités
la séquence de ’EBFP ou I’ECFP et a I’autre extrémte 1a séquence de I’EGFP ou de
I’EYFP.

Les peptides, les polypeptides et les protéines fluorescents tels que
définis ci-dessus qui présentent une athnité €levee et une spécificité pour ’uranium,
représentent des senseurs fluorescents spécifiques de 'uranium VI utiles pour la

détection et le dosage de I’uranium dans les sols et les eaux contaminés, ainsi que dans
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un c¢chantillon biologique approprié, notamment un échantillon de fluide corporel, issu
d’un 1ndividu susceptible d’étre contaminé par ’uranium.

En consequence, la présente invention a également pour objet
I'utilisation d’un peptide, d’un polypeptide ou d’une protéine de fusion, tels que défi-
ms ci-dessus, ou un peptide sélectionné dans le groupe constitué par les peptides
possedant une structure du type hélice-boucle-hélice d’une protéine capable de lier le
calcium, telle que définie ci-dessus, pour la préparation d’un réactif destiné a la détec-
tion des sols et des eaux contaminés par 1’uranium, ainsi que pour le diagnostic
d’individus contaminés par 'uranium. De préférence, lesdits peptides et lesdites
proteines de fusion sont conjugués a au moins un fluorophore, tel que défini ci-dessus.

La présente invention a €galement pour objet I’utilisation d’un
peptide, d’un polypeptide ou d’une protéine de fusion, tels que définis ci-dessus ou un
peptide s€lectionné dans le groupe constitué par les peptides possédant une structure
du type hélice-boucle-hélice d’une protéine capable de lier le calcium, pour la prépa-
ration d’un médicament destiné au traitement des individus contaminés par ’uranium.

Conformément auxdites utilisations, lesdites protéines capables de
lier le calcium sont notamment la troponine C ou la parvalbumine. Dans de tels cas, le
peptide mis en ceuvre, correspond soit a la protéine entiére, soit il contient des muta-
tions d’au moins un résidu de chaque hélice en un résidu de cystéine, de fagon a obte-
nir un peptide cyclique présentant une structure ordonnée du type helice-boucle-
helice.

Les peptides selon l'invention sont préparés par les techniques
classiques de synthése en phase solide ou liquide, connues en elles-mémes de
I'Homme du meétier. Les protéines selon I’invention sont préparées par les techniques
d'ADN recombinant, connues en elles-mémes de I'Homme du métier.

En conséquence, la présente invention a également pour objet une
molecule d'acide nucléique isolée, caractérisée en ce qu'elle comprend une séquence
codant pour un peptide, un polypeptide ou une protéine de tusion, tels que défini ci-
dessus.

L'invention a également pour objet des sondes et des amorces,
caracteris€es en ce qu'elles comprennent une séquence d'environ 10 2 30 nucléotides

adjacente ou chevauchant un motif du type hélice-boucle-hélice, une des hélices ou la
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boucle de ce motif, d’une protéine liant I’ion calcium telle que définie ci-dessus,
notamment la calmoduline ; ces sondes et ces amorces permettent de détecter/amplifier
specitiquement lesdites molécules d'acide nucléique codant un peptide selon
I'invention.

Les molecules d'acide nucléique selon l'invention sont obtenues par
des methodes classiques, connues en elles-mémes, en suivant les protocoles standards
tels que ceux décrits dans Current Protocols in Molecular Biology (Frederick M.
AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA).

Les sequences codant pour un peptide, un polypeptide ou une
protéine selon l'invention peuvent étre obtenues par amplification d'une sequence
nucléique par PCR ou RT-PCR ou bien par criblage de banques d'ADN génomique
par hybndation avec une sonde homologue. Par exemple, elles sont amplifiées par
PCR a l'aide d'une paire d'amorces appropriée telle que définie ci-dessus.

La presente invention a également pour objet un vecteur recombinant
cucaryote ou procaryote, caracteriseé en ce qu'il comprend un insert constitué par une
molécule d'acide nucléique codant pour un peptide, un polypeptide ou une protéine de
tusion tels que définis ci-dessus. De nombreux vecteurs dans lesquels on peut insérer
une molécule d’acide nucléique d’intérét afin de I’introduire et de la maintenir dans
une cellule hote eucaryote ou procaryote, sont connus en eux-mémes ; le choix d’un
vecteur approprie depend de I'utilisation envisagée pour ce vecteur (par exemple répli-
cation de la séquence d’intérét, expression de cette séquence, maintien de la sequence
sous forme extrachromosomique ou bien intégration dans le matériel chromosomique
de I’héte), ainsi que de la nature de la cellule hote. Par exemple, on peut utiliser des
vecteurs viraux ou non-viraux comme des plasmides.

De pretérence, ledit vecteur recombinant est un vecteur d'expression
dans lequel ladite molécule d'acide nucléique ou I'un de ses fragments sont placés sous
le contrdle d'éléments régulateurs de la transcription et de la traduction appropniés. En
outre, ledit vecteur peut comprendre des séquences (étiquettes ou tag) fusionnées en
phase avec l'extrémité 5' et/ou 3' dudit insert, utiles pour I''mmobilisation, et/ou la
detection et/ou la purification de la protéine de fusion, du peptide ou du polypeptide

exprimes a partir dudit vecteur.
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Ces vecteurs sont construits et introduits dans des cellules hotes par
les méthodes classiques d'ADN recombinant et de génie geénétique, qui sont connues
en elles-mémes.

La présente invention a €galement pour objet des cellules eucaryotes
ou procaryotes modifiées par un vecteur recombinant tel que défini ci-dessus.

La présente invention a €galement pour objet un organisme animal
non-humain transgénique, caractéris€ en ce qu’il comprend des cellules modifiees par
une molécule d’acide nucléique telle que définie ci-dessus.

La présente invention a ¢galement pour objet une plante trans-
génique, caractériseée en ce qu’elle comprend des cellules modifi€ées par une molécule
d’acide nucléique telle que définie ci-dessus.

La présente invention a ¢€galement pour objet des cellules pro-
caryotes ou eucaryotes modifiées par un systeme de régulation, qui traduit la présence
d’uranium en un signal lumineux. Par exemple, la structure du peptide selon
I’Invention peut €tre insérée dans un régulat'eur ou dans un répresseur d’un gene
codant pour une proteine bioluminescente, par exemple le gene /ux ; la fixation de
I’uranium sur ce régulateur ou répresseur ainsi modifié permet la transcription du géne
et donc I’expression de la protéine bioluminescente, selon un mecanisme similaire a
celut déja decnt pour le répresseur merR sensible au mercure (Summers AO et al.,
Annu. Rev. Microbiol., 1986, 40, 607-634).

Les cellules procaryotes ou eucaryotes modifiées par une molécule
d’acide nucléique telle que définie ci-dessus et les plantes transgéniques telles que
defines ci-dessus, qui expniment des protéines enrichies en la s€équence peptidique
selon I’invention, sont doué¢es d’une capacité accrue de fixation, d’absorption et
d’accumulation de I’uranium ; elles sont donc utiles pour la décontamination des sols
et des fluides contaminés par I’uranium.

En conseéquence, la preésente invention a ¢€galement pour objet
I’utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiées par une molécule d’acide
nucléique telle que detime ci-dessus et des plantes transgéniques telles que définies ci-

dessus pour la décontamination des sols et des eaux contaminées par 1’uranium.
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Les cellules transformées, telles que définis ci-dessus, sont égale-

ment utiles notamment pour la production du peptide, du polypeptide ou de 1a protéine

de fusion tels que définis ci-dessus.

En outre, les cellules procaryotes ou eucaryotes modifiées par un
promoteur tel que défini ci-dessus sont utiles pour la déetection spécifique de I’uranium

VI

En consequence, la présente invention a €galement pour objet
I'utthisation de cellules procaryote ou eucaryotes modifiées par un promoteur, telles
que définies ci-dessus, pour la préparation d’un réactif destiné a la détection des sols
et des eaux contaminés par |’'uranium, ainsi que pour le diagnostic d’individus conta-
minés par 'uranium.

La presente invention a également pour objet un anticorps, caracté-
rnse en ce qu'il se lie sélectivement au peptide tel que défini ci-dessus, en présence ou
en I’absence de I'uranium ; un tel anticorps ne se lie pas a des peptides du type hélice-
boucle-hélice qui ne possedent pas les mutations telles que définies ci-dessus.

L'invention englobe les anticorps polyclonaux, les anticorps mono-
clonaux, les anticorps chimériques tels que les anticorps humanisés, ainsi que leurs
fragments (Fab, Fv, scFv).

De tels anticorps sont utiles pour la purification et I’immobilisation
sur un support approprié, des peptides, des polypeptides et des protéines de fusion tels
que défims ci-dessus ou pour la détection de I’uranium dans la forme complexée aux
peptides, aux polypeptides ou aux protéines de fusion, tels que définis ci-dessus.

La présente invention a également pour objet un kit pour la détection
d’une contamination par I’uranium, caractérisé en ce qu’il comprend au moins : un
peptide, un polypeptide, une protéine de fusion ou un anticorps tels que définis ci-

dessus, ou bien une cellule procaryote ou eucaryote modifiée par un promoteur, telle
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que définie ci-dessus et les instructions d'utilisation du peptide, polypeptide,
anticorps, composition, protéine de fusion et cellules procaryotes ou eucaryotes

modifiées pour la détection d'une contamination par I'uranium.

Outre les dispositions qui précedent, I''nvention comprend encore
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se réferent a
des exemples de mise en ceuvre des antigenes et des anticorps selon la présente

invention ans qu'au tableau I resumant les séquences de la Demande, dans lequel les

e e e e ——— ————— e S
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residus de la calmoduline qui ont €té mutés sont indiquées en gras et soulignés, et aux
dessins annexes dans lesquels :

- 1a figure 1 illustre en haut la structure tridimensionnelle du site I de
la calmoduline de Paramecium tetraurelia et la coordination d’un ion calcium ; en
bas, des résidus coordonnant le calcium dans les quatre sites,

- la figure 2 illustre les séquences des peptides dérivés du site I de la
calmoduline qui ont été etudi¢s,

- la figure 3 illustre les spectres de dichroisme circulaire d’une
solution 50 uM du peptide cyclique CaMIc en presence d’ions calcium dans MES 10
mM (pH 6,5), ajoutés a des concentrations €gales a 0, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 20 équiva-
lents,

- la figure 4 1llustre les variations de I’intensité de dichroisme
circulaire a 222 nm du peptide CaM-MIc¢, en fonction de la concentration molaire de
calcium et son adaptation a la courbe d’1sotherme de liaison,

- la figure 5 1llustre les vaniations de 1’intensité de fluorescence au
maximum d’émission en fonction de la concentration molaire des ions Terbium (a 545
nm) et Europium (a 618 nm), ajoutés au peptide CaM-MIc. Les courbes représentent
les 1sothermes de liaison adaptees aux points experimentaux,

- la figure 6 représente le diagramme de spéciation de ’uranium (V1)
a une concentration de 1 uM,

- la figure 7 est une représentation schématique de 1’uranyle dans la
boucle coordinante de la calmoduline mutée (peptide CaM-M3c), obtenue a partir de
la structure tridimensionnelle de la boucle de 1a calmoduline (code PDB : 1EXR),

- la figure 8 1illustre les spectres dichroiques d’une solution du
peptide CaM-M3c¢ 20 pM dans le tampon MES 1 mM, en présence de 8 équivalents
de divers métaux,

- la figure 9 illustre les spectres de fluorescence correspondant au
titrage par le peptide CaM-M3c, d’une solution 2,0 uM de nitrate d’uranyle dans ’eau
apH 6,5,

- la figure 10 1llustre les spectres de fluorescence correspondant au
titrage par le peptide CaM-M3c, d’une solution 2,0 pM de nitrate d’uranyle en tampon
phosphate 1 mM, pH 6,5,
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- la figure 11 illustre la variation de l’intensité d’émission de
fluorescence (a 520 nm) d’une solution 2,0 uM de nitrate d’uranyle en tampon
phosphate 1,0 mM, en fonction de la quantité de peptide CaM-M3c¢ et son adaptation
avec la relative équation d’1sotherme de liaison,

- la figure 12 illustre la diminution de fluorescence de solutions de
nitrate d’uranyle 20,0, 2,0 et 0,2 pM en présence d’ions métalliques calcium 2,0 mM,

magnestum 2,0 mM et sodium 0,4 mM (et de tampon phosphate 1,0 mM), en fonction
de la quantité de peptide CaM-M3c. Cette expérience mime un titrage de 1’uranium
présent comme contaminant dans une eau de source,

- la tfigure 13 illustre les spectres de titrage par la protéine
calmoduline, d’une solution 2,0 pM de nitrate d’uranyle en tampon phosphate 1,0 mM
(pH 6,5),

- la figure 14 illustre le titrage par SLRT d’une solution de nitrate
d’uranyle 0,4 uM dans un tampon phosphate 1,0 mM (pH 7,0) par une solution de
Calmoduline (0 a 8 pM), puis titrage du mélange final par du calcium (de 0 a 8 mM).
Chaque point représente la valeur de I’intensité relevée au maximum du spectre de
I’10n uranyle libre en solution corrigée par les variations de ’intensité du tir LASER.

- la figure 15 illustre les spectres de fluorescence du peptide ligand
de la calmoduline en ’absence de la protéine (courbe traits), en présence de 1
cquivalent de calmoduline (courbe continue), avec calcium (courbe 3 traits et points)
ou uranium (courbe pointillée).

- 1a figure 16 illustre la simulation des points expérimentaux obtenus
dans I’expérience de titrage d’une solution d’uranyle 0,4 uM par la calmoduline, en
utilisant le logiciel Dynafit. Quatre simulations ont été proposees au logiciel en
prenant en compte de 1 a 4 sites a haute affinité pour 'uranium par molécule de
prot€ine. Seule la courbe correspondant & 2 sites est représentée ici car elle seule
conduit a une simulation correcte de 1’expérience et

- la figure 17 correspond a la simulation des points expérimentaux
obtenus dans I’expérience de compétition entre calcium et uranyle pour la
calmoduline, obtenue par le logiciel Dynafit, en considérant que chaque monomeére de

proteine calmoduline contient deux sites indépendants 1’un de I’autre.
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Tableau I : Liste des peptides étudiés dans la Demande

N° d'identification Séquence Nom
SEQIDNO:1 |EQIAEFKEAFALFDKDGDGTITTKELGTVMRSL CaM

SEQIDNO:2 |EQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKELGTCMRSL | CaM-Mic
SEQIDNO : 3 TEQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKDLGTCMRSL | CaM-M2c
SEQIDNO:4 | EQIAEFKEAFALCTKDGTGYITTKELGTCMRSL | CaM-M3c
SEQIDNO:5 |EQIAEFKEAFALCNKNGNGYITTKELGTCMRSL | CaM-Mc
SEQIDNO:6 | EQIAEFKEAFALCDKTGTGYITTKELGTCMRSL | CaM-M5c
SEQIDNO:7 |EQIAEFKEAFALCTKTGDGYITTKELGTCMRSL | CaM-M6c
SEQIDNO:8 | RRKWQKTGHAVRAIGRL MLCKp

SEQIDNO:9 | EQIAEFKEAFALCSKDGSGYITTKELGTCMRSL | CaM-MTc

SEQID NO :10 [EQIAEFKEAFALCTKTGIGYITTKELGTCMRSL | CaM-M8c
SEQ ID NO:11 | EQIAEFKEAFALCTKDGDGYITTKELGTCMRSL | CaM-M3c

SEQID NO: 12 EQIAEFKEAFALCDKDGTGYITTKELGTCMRSL __I CaM-M10c

Exemple I : Materiels et Meéthodes
1) Synthese peptidique

Les peptides ont €t synthétises en phase solide, avec un synthétiseur

automatique de peptides Apphed Biosystems, mod. 433A, et en chimie Fmoc, qui

utilise le groupement fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc) pour la protection tempo-
raire de la fonction a-aminique des acides amines. Les groupements protecteurs utili-

sés pour les chaines latérales des acides aminés ont €té le tertio-butyle ether (tBu) pour
les reésidus Ser, Thr et Tyr ; tertio-butyle ester (OtBu) pour Asp, Glu ; trityle (Trt) pour
Gln, Asn, Cys ; tertio-butyloxycarbonyle (Boc) pour Lys et 2,2,5,7,8-penta-
meétylchromane-6-sulfonyle (Pmc) pour Arg.

La réaction de couplage a ét¢ effectuce en présence d’un exces de 10
equivalents d’acide aminé (1 millimole) par rapport a la résine (0,1 millimole). Celle-
c1 a d’abord été déprotégée du groupement Fmoc par une solution de pipéridine 20 %.
La pipéridine en exces a €té €liminée par lavage au N-méthylpyrrolidone (NMP). Le
sutvi de la réaction de deprotection a été effectué¢e par détection UV a 305 nm des
adduits dibenzofulvene-pipénidine. Parallelement, 1’acide aminé a été dissous dans un
melange constitué de 1 ml de NMP et de 1 ml d’une solution 1 M de 1-N-hydroxy-7-
azabenzotriazole (HOAt) dans du NMP. Une solution de 1 ml de N,N’-dicyclohexyl-
carbodiimide (DCC) 1 M dans NMP a alors ét€ ajoutée pour former 1’ester activé de
’acide aminé. Apres 40 minutes, cet ester actif a ét€¢ introduit dans le réacteur

contenant la résine déprotegee.
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En fin de synthése, la résine a été lavée plusieurs fois au
dichlorométhane (DCM). Le clivage du peptide et la déprotection des groupements
protecteurs des chaines latérales des acides aminés ont été effectués en conditions
acides. La résine a été mise en suspension (100 ml par gramme de résine) dans
une solution de 81,5% d'acide trifluoroacétique (TFA), 5% de phénol, 5% de
thioanisole, 5% d’eau, 2,5% d’'éthanedithicl et 1% de trilsopropylsilane pendant trois
heures sous agitation a température ambiante. Apres filtration sur fritté, le milieu
reactionnel a éte précipite a I'ether ditsopropylique puis centrifugé. Le culot a eté
separé du surnageant et dissous dans du TFA. Apres reprécipitation a l'éther et
centrifugation, le culot a été a nouveau dissous dans de |'acide acétique 20% puis
lyophilise.

Le produit réactionnel brut obtenu a été purifié une premiére fois sur
colonne preparative Vydac™ C18 phase inverse (1,0 x 25,0 cm) en utilisant un
gradient 0-60% d’acetonitriie en 90 minutes. Le peptide linéaire pur a alors été
lyophilisé, puis redissous dans 200 ml d'une solution Tris 100 mM, pH 8,0. Un
equivalent d'acide 5,5 dithiobis(2-nitrobenzoique) a été ajouté de facon a conduire
a la tormation spécifique du pont disulfure intramoléculaire entre les deux cystéines.
Le milieu reactionnel a alors eté acidifié puis purifié en utilisant le méme protocole
que pour le produit brut réactionnel. Les fractions de produit pur ont été regroupées
et lyophilisées. La pureté du produit a été confirmée par spectrométrie de masse
electrospray.

Des solutions stocks ont été préparées par dissolution dans I'eau, et
les concentrations ont été déterminées par spectrophotométrie en utilisant des
coefficients d’extinction molaire de 1280 M™'.cm™ pour la tyrosine, 120 M™*.cm™ pour
le pont disulfure et de 5690 M™'.cm™ pour le tryptophane.

2) Métaux
Tous les sels métalliques utilisés sont des nitrates (>99,9% de
purete, Aldrich, France). Les solutions meéres sont acidifiées & pH=2 avec de 'acide

nitrique pour éviter la formation d’hydroxydes.
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3) Fluorescence
l.es spectres de fluorescence sont enregistres sur un spectrometre Cary™ Eclipse
(Varian, France) equipeé d'un porte-cuve thermostaté. La longueur d’onde

d'excitation utilisée est de 280 nm avec des largeurs de fentes de 10 nm en
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excitation et de 2,5 nm en émission. Les spectres sont enregistrés entre 300 nm et 450
nm dans une cuve de 1 cm de chemin optique.

4) Spectrofluorimétrie Laser a Résolution Temporelle (SLRT)
Un laser Nd-YAG (modé¢le minilite, CONTINUUM) opérant a 266

nm et délivrant une énergie de 1 mJ en pulse de 4 ns a une fréquence de 20 Hz a éte
utilisé comme source d’excitation. Le faisceau a été dirigé dans une cuve en quartz de
4 ml, puis dans la cellule de mesure du spectrofluorimetre « FLUO 2001 » (Dilor,
France) a I’aide de lentilles en quartz. La lumiere a alors €te concentrée a I’entrée d’un
polychromateur, et la détection du signal a été effectuée a I’aide d’une barette de 1024
photodiodes refroidies par effet Peltier (-30°C). L’enregistrement des spectres a €te
réalisé en intégrant le signal détecté par les photodiodes pendant une durée de 0,5s. Un
circuit électronique synchronisé avec le LASER a permis d’etfectuer la detection
apres un délai de 90 us pendant une dureée de 50us. L’ensemble a €té control€ par un

ordinateur (DELL).
5) Spectrométrie de masse du type é€lectrospray (ESI-MS)

Les spectres de masse du type electrospray en mode de detection
positive ont été enregistrés avec un appareil Q-TOF I (MICROMASS). L’échantillon
a analyser a ¢été introduit dans la source via un pousse-seringue (HARVARD
APPARATUS). L’azote a été utilise comme gaz de sechage et de collision avec une
source chauffée a 80°C. La tension de cone était de 30 Volts , et une haute tension de
3500 kV a été appliquée sur le capillaire. Le débit de solution €chantillon a €té fixé a 5
uL.min"'. Les spectres représentent la moyenne de 40 scans enregistrés entre 400 et

3000 m/z a une vitesse de scan de 6 s/scan.

6) Dichroisme circulaire (CD)

Les spectres CD ont été enregistrés avec un appareil CD6 (JOBIN
YVON) equipé d’un porte cuve thermostaté et control€ par un ordinateur utilisant le
logictel CDMax. Les composes ont €té solubilisés a une concentration de 5 uM dans
un tampon MES ImM a pH 6,5. Les spectres ont €té enregistrées a tempeérature
ambiante entre 180 nm et 250 nm en utilisant une cuve de 0,1 mm de chemin optique.
Chaque spectre représente la moyenne de 4 accumulations successives obtenues avec

un temps d’intégration de 0,5 s et un pas de 0,5 nm. Les spectres ont €t€ lisses en utili-

sant 1’algorithme inclus dans le logicie]l CDMax.
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Exemple 2 : Préparation de peptides cycliques dérivés du site I de la calmoduline
et analyse de la chélation des métaux lourds
1) Preparation de peptides cycliques

Le peptide linéaire de 33 résidus correspondant au site 1 de la
calmoduline (CaM : EQIAEFKEAFALFDKDGDGTITTKELGTVMRSL, SEQ 1D
NO : 1) testé par dichroisme circulaire, ne présente aucune structure ordonnée, méme
mis en présence d’un excés d’ions calcium. A forte concentration (100 uM) 1l
s’agrege en solution, vraisemblablement en raison des interactions intermoléculaires
entre les parties hydrophobes des hélices non structurées.

En conséquence, afin d’empécher ces interactions défavorables a la
formation d’une structure hélice-boucle-hélice native et stable, des peptides
comprenant un pont disulfure reliant les positions 13 et 29 dudit peptide,
correspondant respectivement aux positions 19 et 35 dans la séquence de la
calmoduline ont été préparées. En conséquence, des peptides comprenant les
mutations Phe19Cys et Val35Cys ont été synthétisés. De plus, la mutation Thr26Tyr a
et¢ inséree pour permettre d’introduire une sonde fluorescente dans la boucle
coordinante, de fagon a suivre la fixation du métal. En outre, 1’acide glutamique en
position 25 du peptide ou en position 31 de la calmoduline a éventuellement été muté
en actde aspartique (Glu31Asp).

Les peptides synthétisés présentent les séquences suivantes (figure 2
et Tableau I), dans lesquelles les mutations sont indiquées en gras :

CaM-Mlc: EQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKELGTCMRSL (SEQ ID NO : 2)
CaM-M2c: EQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKDLGTCMRSL (SEQ ID NO : 3)

2) Analyse de la structure et de affinité des peptides cycliques pour les métaux

lourds (peptides CaM-M1c¢ et CaM-M2c)

a) Peptide CaM-Mlc¢
Le peptide CaM-MIc correspondant a été synthétisé et son affinité

vis-a-vis de divers métaux testée par spectrométrie de masse, dichroisme circulaire
(DC) et fluorescence a résolution temporelle (SLRT). Les spectres DC enregistrés en
presence de 8 équivalents de métaux montrent une bonne affinité pour le calcium, le

cadmium, le terbium, I’europium et I’uranium, ainsi qu’une affinité plus faible avec le
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cobalt. Aucune interaction n’est détectée avec les autres éléments de la colonne des
alcalino-terreux (Mg, Sr, Ba).

L'analyse par dichroisme circulaire (DC) du peptide CaM1c¢ montre
un spectre typique d’une structure désordonnée avec un minimum a 190 nm (figure 3).
|.’absence de structure secondaire a ét€ confirmée par spectroscopie de résonance
magnetique nucleaire du proton (1H RMN). Par I'addition de calcium en solution, le
spectre DC prend une forme qui est typique d’une conformation hélicoidale avec de
mimima a 206 et 222 nm. Un titrage de CaMIc par DC a été alors effectué et I’intensité
du signal dichroique a 222 nm a été reportée en fonction de la concentration d’ions
calcium ajoutés (figure 4). La courbe d’isotherme de liaison qui passe par les points
expérimentaux démontre une stoechiométrie de 1/1 Ca/peptide et permet de calculer
une constante de dissociation Kd de 30 uM.

Le spectre de masse du peptide en absence du meétal montre trois
pics principaux a 736,8, 920,7 et 1227,3 m/z, correspondant au peptide cinq, quatre et
trois fois protoné, respectivement. L'introduction des concentrations croissantes en
calcium au peptide mene a une modification de ce spectre avec de nouveaux pics a
744,77, 930,6, 1240,5 m/z, compatibles avec un complexe de 1:1 peptide:calcium et
présentant le méme etat de charge. Supposant que le peptide libre en métal et le
complexe ont les réponses semblables de signal, une constante de dissociation peut
étre calculée, comme décrit par Whittal et al. (Prot. Sci., 2000, 9, 332-343), conduisant
a une Kd = 30 uM (Tableau 1), en accord avec la valeur calculée par le titrage DC.

Des 10ons lanthanides ont ét€¢ souvent employés comme modéles du
calcium dans les €tudes biologiques de molécules (Linse et al., J. Biol. Chem., 1991,
266, 8050-8054). Des titrages de spectrofluonmétrie du peptide CaM-M1c (solution
20 uM dans 10 mM tampon MES, pH 6,5) par des solutions de terbium et d'europium
ont €t¢ executes par fluorescence laser résolue dans le temps (SLRT) (figure 5). Cette
spectroscopie est basée sur une excitation du métal, suivie de la résolution temporelle
du signal fluorescent, surmontant ainsi les limitations dues a la présence des
fluorophores dont la fluorescence est de courte durée de vie mais de forte intensité
(Whattal et al., précit¢). En utilisant une longueur d'onde d'excitation de 266 nm,
I'émission de tluorescence des deux lanthanides est observée par un mécanisme de

transfert d'énergie par l'intermédiaire de la Tyr20 du peptide, avec une augmentation
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de la fluorescence émise du métal jusqu'a une limite correspondant a un rapport
lanthanide : peptide de 1 : 1. Pour le terbium, I'émission plus forte est située a 545 nm.
Dans le cas de I'europium, le spectre montre des maxima d’émission de fluorescence 3
593 et 618 nm. Les mesures d'intensité d’émission de fluorescence (545 nm pour Tb3+
et 618 nm pour Eu3+) en fonction de la concentration en lanthanide et I’adaptation de
ces données avec I’isotherme de liaison conduisent a déterminer les constantes de
dissociation Kd(Tb3+) = 3,5 uM et Kd(Eu3+) = 0,6. uM (Tableau I1).

Dans le cas des ions uranyles, I’étude de la fixation d’ions uranyles
au peptide est rendue difficile par la spéciation complexe de ce métal dans 1’eau
(figure 6). En effet, a pH 6,5, le diagramme de spéciation montre que les espéces
majoritaires sont (UO;);(OH)s™ (67%) et (UO,)(OH)" (17%). A ce pH, il ne reste que
5% d’ion uranyle UO,”". L analyse du complexe formé avec le peptide par spectro-
metrie de masse montre que I’uranium est coordonné sous la forme UQ,%", Or, toutes
les especes de I’uranium sont fluorescentes, et il devient difficile, par des méthodes de
tfluorescence classiques, de suivre une seule des especes présentes en solution. Ce
probléme a €té résolu par la SLRT qui repose sur le principe suivant : aprés une exci-
tation par une impulsion laser, la détection de la fluorescence est effectuée apres un
delai choisi par I'utilisateur ; un délai de 80 ps a permis de s’affranchir de toutes les
especes autre que UO,OH™ pour la détection. Déns ces conditions instrumentales, en
utilisant une longueur d'onde d'excitation de 266 nm, un titrage d’une solution 2 uM
de UOy(NOs), a été effectué par des ajouts successifs d’aliquotes d’une solution
aqueuse du peptide. Cette expérience a permis de déterminer une constante de disso-
ciation Ky de 4,7 uM, Tableau II.

Tableau 11 : Constantes de dissociation des complexes formés avec CaM-M1ec en
milieu aqueux a pH 6.5

Métal Cd(ll) [U*(vI) [Tb(l) | Eu(il)
Kd (uM) (301> [8+4° [4,740,6° [1,540,6° [0,6+0.2°

a. Titrage par DC, b. Tit-rage par SLRT, c. Ti-ir'.':lge par IE_SI/I\ZS -
* L’espéce titrée est entité UO,(OH)".

30 b) Peptide CaM-M2c¢

Un deuxieme peptide comprenant une mutation additionnelle, a

savolr : la substitution de 1’acide glutamique en position 31 de la sequence de la
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calmoduline en acide aspartique (Glu31Asp), a €également ¢€té synthétisé. La chaine
latérale de 1’acide aminé est raccourcie d’'un groupement méthylénique, et la cavité
formée par la boucle a donc une taille plus importante. Les mémes études de ESI/MS,
DC, SLRT montre que ce peptide perd 1’affinit¢ pour tous les métaux divalents, ainsi

que pour ’1on uranyle. Seules sont conservees les atfinités pour les lanthamdes avec

des constantes de dissociation de 3,5 £ 1 uM et 3,2 & 0,8 uM pour le Terbium et
I’Europium respectivement.

L’ensemble des résultats montre que les peptides cycliques €tudi€s
contenant les mutations Phel9Cys, Val35Cys et Thr26Tyr et eéventuellement la muta-
tion Glu3lAsp, et dans lesquels les cyst€éines 19 et 35 sont reliées par un pont
didulfure, présentent les propri€tés suivantes :

- contrairement au peptide lin€aire correspondant au site I de la
calmoduline (peptide CaM) qui ne présente pas de structure ordonnée et s’agrege en
solution, les peptides cycliques synthétisés possédent une structure stable du type
hélice-boucle-hélice, et

- ils sont capables de lier de 1ons me¢talliques dont ’uranium VI
(peptide CaM-MIc), avec une atfinité comparable a celle de la calmoduline native
pour 1’1on calcium.

Ces résultats indiquent €galement que des mutations ponctuelles de
la séquence de la boucle du site I de la calmoduline permettent de faire varier I’affinité
relative des peptides pour divers ions métalliques. Toutefois, aucun des peptides
mutants étudi€s ne lie spécifiquement ’uranium VI.

Exemple 3 : Préparation de peptides cycliques spécifiques de ’uranium V1.
1) Synthese des peptides

Les peptides synthétis€és correspondent a des peptides cycliques
contenant les mutations Phel9Cys, Val35Cys et Thr26Tyr, telles que décrites a
I’exemple 2 ainsi que les mutations additionnelles suivantes :

- D20T (peptide CaM-M9c¢)

- D24T (peptide CaM-M10c¢)

- D20T et D24T (peptide CaM-M3c)

- D20S et D248S (peptide CaM-M7c¢)

- D20T et D22T (peptide CaM-Mé6c¢)
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- D22T et D24T (peptide CaM-M5c¢)

- D20N, D22N et D24N (peptide CaM-M4c)

- D20T, D22T et D24T (peptide CaM-M38c)

De maniere plus précise, les séquences de ces peptides, dans
lesquelles les résidus mutés sont indiques en gras, sont representées a la figure 2 et au
Tableau I.

Une représentation schématique de l'uranyle dans la boucle
coordinante de la calmoduline mutée (peptide CaM-M3c), obtenue a partir de la
structure tridimensionnelle de la boucle de la calmoduline (code PDB : 1EXR) est
présentée dans la figure 7.

2) Analyse de Paffinité des peptides pour différents ions métalliques (peptides
CaM-M3c, CaM-M4c et CaM-M>5c¢).

L’atfinité¢ du peptide CaM-M3c pour différents 1ons meétalliques
(Ca®", Mg, Ba*, Sr*", Tb’", Eu’", UO,*") a été testée en utilisant deux méthodes
spectroscopiques : le dichroisme circulaire (DC) et la spectrométrie de masse
¢lectrospray (ESI-MS).

Les spectres DC et les spectres de masse electrospray (ESI-MS) en
mode de detection positive ont €t€ enregistrés comme décrit a I’exemple 1.

La figure 8 montre que seul ’ajout d’un excés d’uranyle conduit a
une modification du spectre dichroique du peptide. CaM-M3c. Dans ce cas, deux

nouveaux minimas a 207 nm et 222 nm sont observés. Ils sont caractéristiques d’une

structure secondaire ordonnée en hélice a. Ce résultat est confirmé par 1’analyse ESI-
MS : seul P’ajout d’uranyle en solution conduit a 1’apparition d’un pic de masse
compatible avec la formation d’un complexe 1/1 peptide/UO,.

Les peptides CaM-M4c, CaM-M5c, CaM-M6b6¢c, CaM-M7c, CaM-
Mg8c, CaM-M9c et CaM-M10c ont donné les mémes résultats en spectroscopie de
dichroisme circulaire et de masse (ESI-MS), ce qui indique que ces peptides ne lient
pas le calcium, les lanthanmides et les autres 1ons testés mais seulement I’uranium (VI).
3) Analyse de la coordination de Puranium par le peptide CaM-M3c¢
a) Probleme a résoudre (spéciation)

L’analyse de la coordination de I’ion uranyle par une molécule

biologique est envisagée a un pH proche de la valeur physiologique, c’est-a-dire
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comprise entre 6 et 8. Or, a ce pH, I’ion uranyle ne se présente plus en solution
uniquement sous une seule forme UO,*", mais sous la forme de différents complexes
dérives de ce coeur métallique : complexes hydroxos et carbonates par exemple. Ce
phénomene est désigné sous le terme de spéciation. La quantité de chacune des
especes présentes en solution aqueuse dépend de la concentration de 1’uranium, de la
concentration des gaz dissous (carbonates), ainsi que des paramétres thermo-
dynamiques associ€s a 1’ion métallique. A une concentration de 1 uM en uranium, le
diagramme de spéciation (figure 6) montre que les espéces majoritaires a pH 6,5 sont
les espéces (UO,)3(OH)s", UO,(OH), et UO,(OH)" représentant respectivement 52,1 ;
16 et 25,3 % de I’'U(VI) en solution. Les espéces minoritaires sont UQ,”", UO,(OH)5”
ainsi que des complexes uranium/carbonates.

Lors d"une expénence de titrage par fluorescence classique, chacune
de ces espéces de I’uranium participe a I’intensité globale de fluorescence détectée
apres excitation. Le calcul d’une constante de dissociation est dés lors 1mpossible
puisqu’on ne peut pas isoler la contribution de chacune des espéces presentes en
solution. Pour cette raison, les titrages ont été effectués en utilisant la résolution
temporelle, c’est-a-dire la différence du temps de vie de fluorescence de chacune des
especes mises en jeu, comme décrit a ’exemple 1. En utilisant un délai superieur ou
cgal a 70 ps entre le tir laser (excitation) et la détection, la seule espece détectée est le
complexe monohydroxo UO,(OH)".

b) Analyse de la coordination de I’uranium par le peptide CaM-M3c dans différents

milieux

......
.............................................................................

L urantum a 2 pM a été titré par le peptide CaM-M3c¢ dans un milieu
aqueux pur dont le pH est ajusté a 6,5 a I’aide d’ammoniaque. Les paramétres de la
resolution temporelle (70 ps de délai, 100 ps de largeur de porte, 0,5 s d’intégration)
permettent de ne visualiser que I’espéce monohydroxylée de ’uranium.

A T’ajout de quantités croissantes de peptide dans la solution initiale
d’uranium, I’intensité de la fluorescence de UO,(OH)+ diminue attestant de la coordi-
nation du métal au peptide. Le graphe de l’intensité 4 520 nm en fonction de la
concentration en peptide ajouté peut étre simulé par I’expression théorique corres-

pondant a I’équilibre chimique mis en jeu, en tenant compte du tait que la concentra-
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tion de UO,(OH)+ en solution est égale a 17,21% de I’U(VI) introduit. La constante
de dissociation correspondant a I’équilibre UO,(OH) + CaM-M3c =2 (CaM-
M3c)(UQO;) + OH est calculée a partir de la simulation : Kd = 3,8 + 0,3 uM (figure 9).

Dans une deuxiéme expérience, la chélation de I’uranium par le
peptide a été étudiée dans un milieu tampon phosphate 1 mM, a pH 6,5. Dans ce
milieu, ’uranyle forme initialement des complexes avec les ions phosphate dont les

données thermodynamiques sont les suivantes :

PO, +UQY  ==—=—= UOLPO, logioK = 13,7

I-]PO42' + U022+ —  JO,HPOQO, log1gK =77

HpPO,+ U0 =—=———== UGHPO'+H  logK=1]1

Les complexes uranium/phosphate présentent la particulanté
d’augmenter 1’intensité de fluorescence de I’ion métallique alors que les autres ligands
connus conduisent a une atténuation de la fluorescence.

Des fractions d’une solution aqueuse du peptide ont é€té ajoutes
successivement a une solution 2,0 uM de UO,(NO3), dans un tampon phosphate 1 mM
a pH 6,5. Le spectre de fluorescence de I’ion uranyle (Aex = 266 nm) a été enregistré
apres chaque ajout. L’ensemble des spectres obtenus est representé a la figure 10.

Le graphe de [P’intensité a 520 nm en fonction de la concentration
d’uranium ajoutée est alors simulé par I'1sotherme de liaison correspondant a la
formation d’un complexe 1/1 entre 'uranium et le peptide, selon la relation, déduite de

I’expression de la constante de dissociation :

(IO“I)max Kd | | Kd 2' 'T“Z
max | AU, + —2 — [(4[U], + —%)? —16[U], 1
A0, [[ ] +[P] \([ | +[P]) [U] ] (1)

ou [U]p = 2,0 uM, Ky est la constante de dissociation du complexe, et [P] désigne la

I, -1 =

quantité de peptide ajouté en solution. Les données expérimentales ainst que son inter-
prétation par I’équation (1) sont representées a la figure 11. La constante de dissocia-

tion calculée par cette approche est de 18 uM.
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.............................................................................................................

La coordination de ’'uranium par le peptide a également été étudiée
en presence d’un mélange d’autres ions. La composition du milieu réactionnel
correspond a une moyenne de la composition en ions de plusieurs eaux de source
frangaises, auxquelles ont été retirés les ions carbonates qui sont des inhibiteurs de
fluorescence de I’uranyle. La composition exacte du milieu testé est la suivante

[Ca*"]=[Mg*" 1= 2,0 mM

[Na']= 0,4 mM

[NO;3;]=[SO04*] = 4,0 mM

pH =6,5

Ce milieu est artificiellement contaminé par des concentrations

d’uranium de plus en plus faibles (20 pM, 2 pM, 0,2 uM). Dans chacun des cas, le
peptide est ajoute jusqu’a obtenir une extinction totale de la fluorescence de 1’uranium
(figure 12).

Les constantes de dissociation apparentes calculées pour chacun de
ces titrages sont de 10 = 1 uM. Elles sont du méme ordre de grandeur que la constante
de dissociation calculée dans I’eau déionisée & pH 6,5 et en tampon phosphate. Ceci
met en evidence ’absence de compétition entre U(VI) et les autres cations metalliques
d’une part, et entre le peptide et les autres ligands de 1’uranium d’autre part : le peptide
CaM-M3c est donc sélectif de ’uranium dans ces conditions.

Les resultats obtenus montrent que le peptide CaM-M3c qui posséde
les mutations D20T et D24T est sélectif de 1’uranium VI. Dans le domaine de
concentration €tudi€e (0,1 uM a 2,0 mM en métaux), le peptide CaM-M3c coordine
I"urantum avec une constante de dissociation entre 3.8 et 18 UM dans les différents
milieux testés. Aucune affinité mesurable pour Mg, Ca, Sr, Ba, Eu, Tb n’est détectée.
Exemple 4 : Analyse de P’interaction de I’uranium avec la calmoduline native de
cerveau bovin
1) Analyse de la coordination de PPuranium par la protéine calmoduline de
cerveau de beeuf.

La coordination de ’uranium (sous forme d’uranyle, 2,0 pM) par la
protéine native en milieu phosphate 1 mM a également été étudiée. La complexation

de I'uranium a la protéine se traduit par une chute de I’intensité de fluorescence de
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I'uranyle. Les spectres du titrage sont représentés a la figure 13. Dans une autre
experience, une solution de nitrate d’uranyle 0,4 pM dans un tampon phosphate 1,0
mM (pH 7,0) a €te titrée par une solution de calmoduline jusqu’a une concentration
prot€ique de 8 uM. Apres ajout de calmoduline 8 uM, des ions calcium ont été ajoutés
jusqu’a la concentration de 8 mM (figure 14). Les valeurs du titrage de ’'uranyle par la
calmoduline ont été interprétées en simulant les données expérimentales par un
systeme d’équations correspondant a un, deux, trois ou quatre sites indépendants pour
'uranium (figure 16). Le logiciel Dynafit (Kuzmic, P. 1996, Anal. Biochem. 237, 260-
2'73) a éte utilise pour ces simulations. Seul le systéme prenant en compte deux sites a
haute affinité conduit a une simulation acceptable avec des constantes de dissociation
de 3,3 + 0,4 pM et 0,72 £ 0,2 uM pour chacun des deux sites. Les valeurs de
competition avec les ions calcium ont été¢ également interprétées avec un systéme
d’équations adaptées et la simulation des points expérimentaux avec ce systéme est
reportee dans la figure 17. La simulation a été effectuée en considérant qu’en présence
de 8 uM de calmoduline et de 0,4 uM d’uranyle, chacun des deux sites a haute affinité
est peuple de maniere équiprobable en uranium. Il est également considéré par
hypothése que chacun de ces deux sites est indépendant de 1’autre. La simulation est
donc eftectuee par un systéme de quatre équilibres chimiques: deux correspondent aux
equlibres de dissociation des complexes « site-uranium », et deux correspondent au
déplacement de l’uranium par le calcium dans chacun des sites. La simulation
confirme qu’un seul des deux sites complexé a I’uranium est déplacé par le calcium.
Cect montre que la protéine calmoduline peut fixer ’'uranium dans des sites de
complexation du calcium.

2) Interaction de la protéine avec son licand en présence d’uranium.

La calmoduline, en présence de calcium, peut lier et activer une
grande diversite de cibles. Parmi celles-ci, le peptide MLCKp, de 17 résidus et dérivé
du domaine liant la calmoduline d’une kinase la chaine 1égére de la myosine de muscle
de lapin (CALBIOCHEM) présente la séquence suivante

Ac-RRKWQKTGHAVRAIGRL-NH; (SEQ ID NO : 8)
Deux senes d’expériences ont été réalisées pour vérifier que la

prot€ine peut toujours interagir avec ce ligand en présence de 1’ion uranyle.




10

15

20

25

CA 02531231 2005-12-30

WO 2005/012336 PCT/FR2004/001698

29

Dans une premiére sé€rie, un spectre de fluorescence du tryptophane
du ligand, dissous a la concentration 5 M dans un tampon MES 10 mM a pH 6,5 a
cte€ enregistré, comme décrit a I’exemple 1.

L’excitation de la solution a 280 nm permet de détecter une émission
a 350 nm, caractéristique d’un tryptophane exposé au solvant aqueux. L’ajout d’un
¢quivalent de calmoduline, en I’absence de métaux, conduit 3 un déplacement du
maximum d’émission a 330 nm ainsi qu’a une augmentation de 25% de I’intensité.
Cecl montre que la protéine interagit avec le ligand, le tryptophane de celui-ci se
trouvant alors dans un milieu plus hydrophobe. L’ajout en solution de 10 équivalents
de calcium conduit & un spectre d’émission de fluorescence qui présente une intensité
augmentee (+ 20%) et le méme maximum a 330 nm. Ces données sont en accord avec
"obtention d’une structure similaire a la structure cristallographique du complexe
peptide/calmoduline obtenue en présence de calcium (PDB 1CDL).

La méme expérience réalis€ée en présence d’uranyle conduit a une
extinction totale de la fluorescence du tryptophane du ligand (figure 15). Ceci est
compatible avec une structure similaire a celle obtenue dans le cas du calcium. En
ettet, ce dernier est un métal a couche pleine, qui ne présente aucune transition
possible en fluorescence. Par contre, avec ’uranium, le tryptophane se désexcite via le
metal qui présente des niveaux d’énergie correspondant a une transition fluorescente.
L’émission détectée est alors celle du métal (A>450 nm) et non plus celle du
tryptophane. Ce phénomene de transfert d’énergie montre de plus que ’uranium est
dans ce complexe situé a moins de 15 A (distance maximale pour un transfert
d’¢nergie) du tryptophane, ce qui est en accord avec les distances mesurées sur la
structure aux rayons X (10 A et 6,5 A) entre le tryptophane du peptide et deux des
quatre calcium.

Ces resultats indiquent que des protéines caméléons dérivées de la
calmoduline, comprenant la séquence d’au moins un peptide selon I’invention
peuvent, en presence d’urantum, fixer le peptide substrat MLCK et que peuvent donc

¢tre utiliseés comme biosenseurs spécifiques de 1’uranium V1.
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Exemple 5 : Analyse comparative de |'affinite et de la spécificité des peptides
pour Puranium et le terbium.

Les affinités comparées pour UO,*" et Tb>*des peptides dérivés du
site | de la calmoduline, mutés au niveaux des residus tels qu'indiqués dans le
tableau Il ci-dessous, ont été mesurees en milieu phosphate 1 mM, pH = 7, par la

technigue, comme decrit a 'exemple 1.

L es résultats sont présentes dans le Tableau 1ll ci-dessous.

Tableau lli: Affinités comparées des peptides pour UO,** et Tb**

- _— _—

{ Peptide [Charge| Res20 Res22 Res24 Res31 | Kd (uM)  Kd Kd
10 - uo*  Tb* | Cca®
f CaM-M1c D D D E | 68 4 uM l 30 uM
CaM-M2¢ D D D D | >1000 36pM | >10mM
1 CaM-M3c| 2 | T D T E | 18 15mM | > 10 mM
: CaM-Mdc 1 i N N N E | 26 12 mM ! >10 mM
CaMMsc| 2 .| . D T T E | 98 23mM | >10mM
| CaM-Mge | 2 T T D E | 29 8.3 mM | >10mM
| CaM-M7c f 2 S D S E 53 9.3 mM | >10 mM
| CaM-M8c 1 l T T T E i o4 18 mM | > 10 mM
: CaM-M9c¢ ! 3 | T D D E i 15 56 uM | > 10 mM
20 |CaMM10c] 3 | D D T £ 47 95 mM | >10mM
| L B - - _

Ces resultats demontrent que le remplacement dans la boucle
complexante de la calmoduline d'un résidu D24 par un résidu neutre, par exemple
threonine, ou de deux résidus des résidus D20, D22 et D24 par deux résidus
neutres, par exempie thréonine ou sérine, ou enfin des trois résidus D20, D22 et
D24 par des résidus neutres, par exemple thréonine, sérine ou asparagine,
iInduisent une speécificité pour 'uranyle. Pour ces mutants, I'affinité pour les ions

calcium ou lanthanides est fortement réduite a la limite de la détection.
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LISTE DE SEQUENCE

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE (CEA)
<120> PEPTIDES CHELATANT L'URANIUM ET LEURS APPLICATIONS
<130> 000468-0262

<140> 2.531.231
<141> 2004-07-01

<150> PCT/FR2004/001698
<151> 2004-07-01

<150> FR 03 08 211
<151> 2003-07-04

<160> 12

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211> 33

<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>
<223> peptide CaMm

<400> 1

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Phe Asp Lys AsSp
1 5 10 15

Gly Asp Gly Thr Ile Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr val Met Arg Ser
20 25 30

Leu

<210> 2

<211> 33

<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>
<223> peptide CaM-Mlc

<400> 2

Glu Gln Ile Ala gTu Phe Lys Glu Ala ige Ala Leu Cys Asp Lgs ASD
1 1

Gly Asp Gly g%r Ile Thr Thr Lys g;u Leu Gly Thr Cys ggt Arg ser

L.eu

<210> 3

<211> 33

<212> PRT

<213> Séqguence artificielle

<220> |
<223> peptide CaM-M2c

Page 1
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<400> 3

Glu GIn Ile Ala g1u Phe Lys Glu Ala ;Be Ala Leu Cys Asp &gs ASp
1

Gly Asp Gly Tyr Ile Thr Thr Lys égp Leu Gly Thr Cys ggt Arg ser
20

Leu

<210> 4

<211> 33

<212> PRT |

<213> Séquence artificielle

<220>
<223> peptide CaM-M3c

<400> 4

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala Ege Ala Leu Cys Thr &gs ASp
1 5

Gly Thr Gly Tyr Ile Thr Thr Lys g;u Leu Gly Thr Cys ggt Arg Ser
20

Leu

<210> 5
<211> 33
<212> PRT

<213> sSéquence artificielle
<220>

<223> peptide CaM-M4cC
<400> 5

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala ige Ala Leu Cys Asn &gs ASn
1 5

Gly Asn Gly Tyr Ile Thr Thr Lys g;u Leu Gly Thr Cys ggt Arg Ser
20

Leu

<210> ©
<211> 33
<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>
<223> peptide CaM-M5cC

<400> 6

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Thr
1 5 10 15

Gly Thr Gly Tyr Ile Thr Thr Lys ggu Leu Gly Thr Cys ggt Arg Ser
20

Leu

Page 2



CA 02531231 2006-05-25

<210> 7

<211> 33

<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>
<223> peptide CaM-M6cC

<400> 7

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys Thr
1 5 10 15

Gly Asp Gly ;zr Ile Thr Thr Lys g}u Leu Gly Thr Cys ggt Arg Ser

Leu

<210> 8

<211> 17

<212> PRT

<213> Seéquence artificielle

<220> _
<223> peptide MLCKp

<400> 8

Arg Arg Lys Trp §1n Lys Thr Gly His ﬁga val Arg Ala Ile ggy Arg
1

Leu

<210> 9

<211> 33

<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>
<223> peptide CaM-M7cC

<400> 9

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala ige Ala Leu Cys Ser Lgs ASp
1 5 1

Gly Ser Gly ;yr Ile Thr Thr Lys g;u Leu Gly Thr Cys ggt Arg Ser
0

Leu

<210> 10

<211> 33

<212> PRT

<213> Seéquence artificielle

<220>
<223> peptide CaM-M8cC

<400> 10

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys Thr
Page 3
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1 5 10 15

Gly Thr Gly Tyr Ile Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg Ser
20 25 30

Leu

<210> 11

<211> 33

<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>

<223> peptide CaM-M9c

<400> 11

Glu GIn Ile Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys Asp

1 5 10 15

Gly Asp Gly Tyr Ile Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg Ser
20 25 30

Leu

<210> 12

<211> 33

<212> PRT

<213> Séquence artificielle

<220>

<223> peptide CaM-M10c

<400> 12

%1u Gin Ile Ala g1u Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Asp
10 15

Gly Thr Gly ;%r Ile Thr Thr Lys g]u Leu Gly Thr Cys Met Arg Ser
5 30

Leu

Page 4
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REVENDICATIONS

1. Peptide, caractérisé en ce qu’il consiste en un variant de 33 acides amines
de la séquence en acides aminés du motif hélice-boucle-helice du site | de fixation
du calcium de la calmoduline, ledit peptide variant comprenant la substitution du
résidu D14, D16 ou D18 par un résidu de thréonine, la substitution des deux reésidus
D14 et D18, D14 et D16 ou D16 et D18 par un résidu de thréonine, de sérine ou
d’asparagine, ou la substitution des trois résidus D14, D16 et D18 par un residu de
thréonine, de sérine ou d’asparagine, les positions desdits résidus eétant indiquées
en référence a la séquence SEQ ID NO: 1, ledit peptide variant ne comprenant ni
I'addition, ni la délétion d’acide(s) aminé(s) dans ladite séquence en acides amines
du motif hélice-boucle-hélice du site | de fixation du calcium de ladite calmoduline,
ledit peptide variant possédant une structure du type hélice-boucle-hélice, et ledit

peptide variant liant sélectivement l'uranium dans sa forme uranyle.

2. Peptide selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'll s'agit d'un peptide
cycliqgue comprenant la substitution d’'un résidu d'acide amine de chacune des
hélices dudit motif hélice-boucle-hélice par un résidu de cystéine, lesquelles

cystéines étant reliees par un pont disulfure.

3. Peptide selon la revendication 2, caractériseé en ce qu’il comprend les
substitutions F13C et V29C.

4. Peptide selon 'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterisé en ce
qu’il comprend également la substitution d'un résidu d’acide amine par un residu

d’acide aminé fluorescent.

S. Peptide selon la revendication 4, caractérisé en ce que ledit residu d'acide

aminé fluorescent est un résidu de tyrosine ou un résidu de tryptophane.
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6. Peptide selon la revendication 5, caractérisé en ce qu'll possede une

substitution sélectionnée dans le groupe constitué par: T20Y, T20W, ASW et F10W.

7. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 6, caractérise en ce
qu’il présente I'une des séquences SEQ ID NO: 4-7 ou SEQ 1D NO: 9-12.

8. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterisé en ce

qu’il est conjugué a au moins un fluorophore.

9. Peptide selon la revendication 8, caractérisé en ce qu'il est conjugué a deux

fluorophores différents.

10. Peptide selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracterisé en ce que
ledit fluorophore est une protéine fluorescente sélectionnée parmi: EBFP, ECFP,
EYFP, EGFP, DsRed, CopGFP et PhiYFP.

11. Peptide selon la revendication 8 ou 9, caractérisé en ce que ledit fluorophore

est sélectionné parmi le dansyle, la coumarine, la fluoresceine et les dérivées Alexa.

12.  Peptide selon 'une quelconque des revendications 1 a 11, caractérise en ce

qu’il est associé a au moins une molécule permettant le ciblage dans le rein et/ou

dans les os.

13. Peptide selon I'une quelconque des revendications 1 a 11, caractérise en ce

qu’il est associé a une molécule favorisant son excrétion in vivo.

14. Polypeptide, caractérisé en ce qu’il comprend la concaténation d’au moins

deux peptides identiques ou différents, selon I'une quelconque des revendications 1
a13.
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15. Composition peptidique, caractérisée en ce qu’elle comprend au moins un

polypeptide selon la revendication 14 et au moins un vehicule convenable.

16.  Protéine de fusion, caractérisée en ce qu'elle est constituée par la fusion en
phase de la séquence d’au moins un peptide selon l'une quelconque des

revendications 1 a 7, avec la séquence d'une protéine appropriée.

17. Protéine de fusion selon la revendication 16, caractériséee en ce que la
séquence dudit peptide est fusionnée a la séquence d’'une protéine sélectionnée
dans le groupe constitué par la calmoduline, les protéines cameéleons issues de [a
calmoduline et les protéines caméléons issues des protéines possedant un motif du
type hélice-boucle-hélice, lesquelles protéines possédant un motif du type hélice-

boucle-hélice étant capables de lier le caicium.

18. Protéine de fusion selon la revendication 16 ou 17, caracterisée en ce gqu'elle
est conjuguée a au moins un fluorophore sélectionné dans le groupe constitue par
les protéines fluorescentes EBFP, ECFP, EYFP, EGFP, DsRed, CopGFP et

PhiYFP, le dansyle, la coumarine, la fluorescéine et les dérivés Alexa.

19. Protéine de fusion selon la revendication 18, caracterisee en ce que l'une
des extrémités de la dite protéine est couplée a un donneur de fluorescence, et

'autre est couplée a un accepteur de fluorescence.

20. Protéine de fusion selon la revendication 19, caractérisée en ce qu'elle
comprend a l'une de ses extrémités la séquence de 'EBFP ou 'ECFP et a l'autre

extrémité la séquence de 'lEGFP ou de 'EYFP.

21.  Utilisation d’un produit sélectionné dans le groupe constitué par : un peptide
selon l'une quelconque des revendications 1 a 13, un polypeptide selon la
revendication 14, une composition peptidique selon la revendication 15 et une

protéine de fusion selon l'une quelconque des revendications 16 a 20, pour la
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préparation d'un réactif destiné a la détection des sols et des eaux contaminés par

'uranium.

22. Utilisation d’un produit sélectionné dans le groupe constitué par: un peptide
selon l'une quelconque des revendications 1 a 13, un polypeptide selon la
revendication 14, une composition peptidique selon la revendication 15 et une
protéine de fusion selon l'une quelconque des revendications 16 a 20, pour la

préparation d’'un réactif destiné au diagnostic d’'individus contaminés par I'uranium.

23. Molecule d'acide nucléique isolée, caractérisée en ce qu'elle comprend une
séquence codant pour un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a
13, un polypeptide selon la revendication 14 ou une protéine de fusion selon l'une

quelconque des revendications 16 a 20.

24. Vecteur recombinant eucaryote ou procaryote, caracterisé en ce qgu'll
comprend un insert constitué par une molécule d'acide nucléiqgue selon Ia

revendication 23.

25. Cellules eucaryotes ou procaryotes, caractérisees en ce qu'elles sont

modifiées par un vecteur recombinant selon la revendication 24.

26. Utllisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees selon la

revendication 25 pour la remédiation des sols et des eaux contaminees par

'uranium.

27. Anticorps, caractérisé en ce qu'il se lie sélectivement au peptide selon l'une

quelconque des revendications 1 a 13.

28. Kit pour la détection d’'une contamination par l'uranium, caractéerise en ce
qu’il comprend au moins: un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a

13, un polypeptide selon la revendication 14, une composition peptidique selon la
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revendication 15, une proteine de fusion selon I'une quelconque des revendications
16 a 20, un anticorps selon la revendication 27, ou des cellules procaryotes ou
eucaryotes modifiees selon la revendication 25, et les Instructions d'utilisation du
peptide, polypeptide, anticorps, composition, proteine de fusion et cellules
procaryotes ou eucaryotes modifiees pour la détection d'une contamination par

'uranium.
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OS1t]
P ion 7 39

CaM : EQIAEFKEAFALFDKDGDGTITTKELGTVMRSL
CaM-Mlc : EQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKELGTCMRSL
CaM-M2c¢ : EQIAEFKEAFALCDKDGDGYITTKDLGTCMRSL
CaM-M3c; EQIAEFKEAFALCTKTGDGYITTKELGTCMRSL
CaM-M4c:; EQIAEFKEAFALCNKNGNGYITTKELGTCMRSL

CaM-M5c : EQIAEFKEAFALCDKTGTGYITTKELGTCMRSL

CaM-Méc: EQIAE FKEAFALCTKE@B@?I TTKELGTCMRSL
CaM-M7c: EQIAE FKEAFALCSKDGSGYI TTKELGTCMRST,
CaM-MSc - EQIAEFKEAFALQ_T_K;_GIGYITTKELGTCMRSL

CaM-M9c EQIAEFKuAFALCTKDGDGYITTKELGTCMRSL
CaM-M10c EQIAEFKEAFALCDKDGTGYITTKELGTCMRSL

Figure 2
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