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L'uranium présente une toxicité radiologique et chimique pour les organismes vivants. En tant
qu'émetteur alpha, sa radio-toxicité est trés localisée. De ce fait, I''mpact radiologique comme
limpact chimique de l'uranium sur les organismes résulte d’interactions directes avec les
molécules biologiques. Ces interactions déterminent de plus les mécanismes moléculaires
d’incorporation, de transport et de stockage de I'uranium.

Les protéines jouent un rble clé dans ces interactions et dans le mécanisme de transport de
'uranium. Une meilleure connaissance des déterminants des interactions entre uranium et
protéines est donc importante pour mieux évaluer les mécanismes de sa toxicité et pour
développer des contre-mesures en cas d'exposition. Cela permettrait également de
développer de nouvelles molécules affines et sélectives qui pourraient étre utilisées pour la
décorporation ou la biorémédiation.

Ces derniéres années, un nombre croissant d’études a porté sur lidentification et la
caractérisation des interactions entre protéines et uranium in vivo et in vitro, permettant
d’identifier des cibles possibles de l'uranium in vivo (revue dans Lin et al. 2020; Garai &
Delangle 2020, Beccia et al. 2022, Gallois et al. 2022, Pardoux et al. 2022, Vallet et al. 2022)
et de déterminer des constantes d’affinité pour I'uranyle, un parameétre important pour prédire
la toxicité de I'uranium. Ces études ont également montré que l'uranium peut remplacer des
métaux biologiques, tels que le fer ou le calcium, dans des métalloprotéines essentielles
comme la transferrine, principal transporteur de fer dans le sang (Vidaud et al. 2007), ou la
calmoduline, protéine de la signalisation calcique qui module plus de 100 protéines impliquées
dans de nombreux processus physiologiques (Pardoux et al. 2012, Beccia et al. 2022).

Nous avons montré que l'affinité de I'uranium pour la calmoduline était nettement supérieure
a celle du calcium (Pardoux et al. 2012 ; Beccia et al. 2022). De plus, la fixation d'uranium
entrave la fonction de la calmoduline comme démontré in vitro par la diminution de l'activité
enzymatique de la phosphodiestérase qui dépend d'une interaction avec la calmoduline
(Brulfert et al. 2017). Ces données illustrent que la toxicité chimique de l'uranium peut étre
associée a sa capacité a entrer en compétition avec les cations biologiques, a se lier aux
protéines et a altérer leur réle physiologique.

Il est donc primordial de mieux comprendre les facteurs qui régissent la stabilisation
thermodynamique de l'uranium dans les protéines afin de mieux comprendre et de prédire sa
toxicité chimique in vivo.

En utilisant comme plateforme d’ingénierie protéique le domaine N-terminal de la calmoduline,
qui fixe deux atomes de calcium au niveau de deux motifs de fixation de type hélice-boucle-
hélice, nous avons analysé de fagon quantitative I'effet de différents facteurs sur 'affinité des
sites pour l'uranium. Nous avons montré que les complexes uranyle formés par les site | et
site Il de la calmoduline sont plus stables que ceux formés avec le calcium, avec des valeurs
de Kd = 25 + 6 nM et 38 £1 uM, respectivement pour le site | et Kd = 270 £42 nM et 55 11
MM, respectivement, pour le site Il & pH 6, et qu'’il existe un faible effet de coopérativité pour la
fixation du deuxiéme uranyle par rapport au premier (Beccia et al. 2022).
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De plus, nous avons montré que l'introduction d’un ligand phosphoryle dans le site | permettait
d’augmenter de maniere significative I'affinité de liaison a I'uranyle, avec Kd = 320 + 57 pM
pour le site phosphorylé, par une interaction directe entre le groupement phosphoryle et
'uranium (Pardoux et al. 2012, Sauge-Merle et al. 2017). Ce résultat est en accord avec le
grand nombre de protéines phosphorylées parmi les protéines cibles potentielles de I'uranium
identifiées par les approches de métalloprotéomique.

Nous avons finalement montré que la structure de la boucle de liaison a un effet trés important
sur l'affinité pour l'uranyle et qu’'une augmentation de I'affinité de deux ordres de grandeur,
passant de Kd= 25 +6 nM a Kd < 210 pM a pH 6 pouvait étre obtenue, sans changer la nature
chimique des ligands, mais en optimisant la structure de la boucle de fixation de l'uranyle
(Pardoux et al. 2022). Cette forte affinité obtenue en supprimant deux acides aminés de la
boucle permet de plus de supprimer l'affinité pour le calcium.

Nos différentes stratégies nous ont permis de moduler |'affinité du domaine N-terminal de la
calmoduline pour l'uranyle, en identifiant les facteurs structuraux régissant cette interaction au
niveau moléculaire. Nous avons également pu reproduire dans un peptide assez court les
propriétés de forte affinité pour 'uranium et de fixation efficace de I'uranium en présence de
trés fortes concentrations en calcium. Ce peptide no phosphorylé pourrait présenter un intérét
pour développer des biosenseurs ou des systémes d’extraction sélective d’uranium.
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