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ABREVIATIONS ET NOTATIONS

.................................. Angstrom
Ad. adénine
ADN.....ooovin, acide désoxyriborgigue
AdO .., radical 5’-désoxyadgyle
AdoH..........cccoevei, 5’-désoxyadénosiydiogénée
AdoChbl........................ adénosylcobalamine
AdoD.........cccvvviviiis 5’-désoxyadénosimeltree
AdoMet (SAM).......... S-adénosyl-L-méthionine
Ala alanine
2= 1 010 o (5SS protéire démeétallée
APS . persulfate d’'ammuoni
ARN ..o, acide ribonucléique
aRNR......ccooiei ribonucléotide rédise anaérobie
aRNR-AE..........cccveeee. activase de la ribonatée réductase anaérobie
AS.o e activité spécife
ATP i, adénosine triphaseh
(0 { @0 TR protéinecontenant du cobalt dans le site métallique
(0{€1)Y; B protéireedont les glycines sont deutérées sur le carbione
aGIyD™ ., protéineGlyD réduite par le systéme thiorédoxine
aC680AgIyD............... protéin@C680A dont les glycines sont deutérées sur le cado
BBP ..o bleu de bromophénol
BET oo bromure d’éthidium
2] 0] = J biotine synthase
BPS..coiiiii bathophénantheBualfonate
BSS..ii benzylsuccinatetisgise
BT oo, bipyramide trigda
B e, protéifieréduite chimiquement ou photochimiquement
CLHP........e e, chromatographie idpihaute performance
CIM e centimetre
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ABREVIATIONS ET NOTATIONS
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

A - Les protéines radicalaires

A.l - Identification et propriétés des radicaux praéiques

En 1977 Sjoberget al. ont démontré que le radical organique nécessaile a
réduction des ribonucléotides par la ribonucléoti@@uctase aérobie ' coli provient de
I'oxydation a un électron d’un résidu tyrosine @echaine polypeptidique (Sjoberg 1977).
Des lors, d’autres radicaux stables ou transitan@sété identifiés sur des résidus glycine,

cystéine, tyrosine et tryptophane. Le tableau A€kgnte les structures de ces radicaux.

Acide aminé Systéme enzymatique Structure du rhdica Découverte
HE
RNR de classe | WO- Sjoberg 1977
Tyrosine Photosysteme |l H% Barry 1987
Prostaglandine H synthase Karthein 1988
HH
(0] Oe
Tyrosine )
Galactose oxydase NH S Whittaker 1
modifiée y I ltaker 1990
KH
Cystéine RNR de classe I N Licht 1996
(0] H
Givei RNR de classe llI Q%Hﬁ Mulliez 1993
ycine Pyruvate formiate-lyase Wagner 1992
H M
Tryptophane Cytochrome c peroxydase VL\'H Sivaraja 1989

Tableau A.1 - Diversité des radicaux protéiques impliqués dansal catalyst
radicalaire. RNR = ribonucléotide réductase.
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La méthode biophysique de choix pour l'étude dediceax protéiques est la
spectroscopie de RPE. Le marquage isotopique gpéeifdes protéines combiné a la
production de mutants appropriés constitue uneagpperclassiquement employée qui permet
de faciliter I'identification et la caractérisatiaies radicaux. Il est parfois nécessaire d'utiliser
des techniques complémentaires telles que la ggeopie ENDOR pour identifier le radical
de maniere définitive lorsque celui-ci est instalifansitoire ou se comporte de maniere

inhabituelle en raison d’une interaction avec umtirgemétallique voisin.

L’environnement protéique peut induire une modiima drastique des potentiels
d’oxydoréduction des radicaux et donc du type dactréité chimique accessible. Par
exemple, le centre réactionnel photosynthétiquamitient deux radicaux tyrosinyles dont les
potentiels rédox varient de 750 a 1000 mV (Vassl18aussac 1984). La galactose oxydase
possede une tyrosine modifiée par une cystéinecli@alemment par son groupe thiol en
position ortho de I'hydroxyle (Tableau A.1l). Il eésulte une diminution de 600 mV du
potentiel rédox généralement observé pour les aadidyrosinyles de peptides modeles
(Johnson 1985). L’étude de tels peptides modelespodant des acides aminés modifiés
devrait permettre de mieux comprendre les effetsl'@®vironnement protéique sur les
potentiels rédox des radicaux. Des mesures complames par €lectrochimie effectuées sur
les protéines elles-mémes sont également requisestabilité des radicaux protéiques, bien
gue moins marquée par rapport a celle des radigén@rés au sein de modeles, peut toutefois

poser probleme (Stubbe 1998a).

Une autre caractéristigue des protéines radicaladst leur capacité a contrbler
I'espece oxydante gu’elles génerent. En généradposence de substrat, la protéine stabilise le
radical initialement formé dans une région hydrdghenfouie du site actif. C’est ainsi que le
radical glycinyle de la RNR de classe Il est forent stabilisé en absence de substiatXt
24 h); de méme le radical tyrosinyle de la RNR alesse | a une stabilité chimique
inhabituelle (t,= 4 jours) en comparaison de celle du radicalsiynde en solution dont le
t12 est de 'ordre de la milliseconde (Stubbe 199Btg) maniere opposée le radical cystéinyle

de la RNR de classe Il ~ 1h, 37°C) (Yamada 1971) et le radical tyrosingke la
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prostaglandine synthase (10 si% € 1 min) (Stubbe 1998a) sont rapidement réduits en
absence de substrat. Lorsque le radical initialdegaint du site catalytique, I'activation du
substrat nécessite un transfert de radical pré&alebhtrolé par I'environnement protéique.
Ainsi, dans les RNRs de classe |, un transferedtébn et de proton s’effectue entre I'une des
cystéines du site catalytique et le radical tyrgsinnitial, distants d’environ 35 A, le long
d’'une chaine radicalaire impliquant certains acidesinés (Stubbe 2003). La grande
réactivité des espéces radicalaires généréees itédassiise en place d’'un contrdle strict par
'environnement protéique, selon des meécanismes fguit I'objet de nombreuses

investigations.

A.ll - Biosynthése des radicaux protéiques

Les radicaux protéiques sont synthétisés selonracepsus post-traductionnel qui
fait intervenir un cofacteur métallique. Ce cofactest situé soit a proximité de I'acide aminé
subissant I'oxydation, soit sur une autre prot&peelée enzyme activatrice nécessaire a la
formation du radical. Les complexes métalliquedisédis contiennent du fer, du cobalt, du
manganese ou du cuivre (Stubbe 1998a). Le fer ditydeer est trés représenté et peut étre

associé a des ligands porphyriniques ou consiitegicentres binucléaires ou [4Fe-4S].

Une exception a la regle selon laquelle la fornmattbun radical protéique est
toujours associée a l'utilisation d'un cofacteur tallique apparait avec I'exemple du
photosysteme Il. Le radical tyrosinyle;'Ydu photosysteme |l résulte de I'oxydation de la
tyrosine par un complexe chlorophyllien (P63Qréalablement photoactivé puis oxydé par
une molécule de phéophytine (Barber 2003). Towtdéoradical ¥ est situé & moins de 5 A
du centre tétranucléaire a manganese impliqué dlargdation de l'eau en oxygéne

moléculaire (Gilchrist 1995).

Quelgues-uns des systemes générateurs de radicgaigpes parmi les plus étudiés

sont examineés ci-apres.
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A.ll.1 - Fer et oxygene moléculaire

La formation d'un radical tyrosinyle grace a la donaison entre un centre
binucléaire a fer et I'oxygene moléculaire a étadite en détail dans le cas de la
ribonucléotide réductase de classeHl.doli (Bollinger 1991 ; Stubbe 1998 ; Jordan 1998 ;
Eklund 2001). L’enzyme est constituée de deux soutes homodimériques nommeées R1 et
R2. La sous-unité R1 contient le site de réduaties ribonucléotides diphosphates. La sous-
unité R2 renferme dans sa forme active un centmachaire de P& & pontp-oxo et un
radical localisé sur la tyrosine 122 (Aberg 1993). formation du radical tyrosinyle est

globalement décrite par I'équation (1).

2F& + ROTyr + b + H + ¢ = (FA'OO00F")YOR2OTyr + HO (1)

La forme réduite du centre binucléaire a fer, feen@s de la liaison de deux ions
Fe* & 'apoprotéine, est I'espéce qui active I'oxygémeléculaire pour générer le radical
Tyr". La réduction de I'oxygéne en eau nécessite lailimation de quatre électrons. Deux
proviennent de l'oxydation des atomes de fer, utrteade l'oxydation de la tyrosine (a
I'origine du radical protéique) et le dernier d’'véducteur externe tel que le fer(ll) (Coves

1997).

Les structures cristallographiques de la protéifeséus forme F& Fé' (Nordlund
1990, Nordlund 1993 ; H6gbom 2003), apo (Aberg 1393 ¢- Fd' (Logan 1996) ainsi que
de nombreuses études biochimiques et spectros@spaqu favorisé I'émergence de plusieurs
propositions décrivant le mécanisme de formatiomadiical tyrosinyle (Sahlin 1990 ; Stubbe
1990 ; Bollinger 1991 ; Que 1996 ; Logan 1996 ; é&msdon 1999). L'une d'elles est
présentée sur la figure A.1. Dans la protéine Riité les ions Fetétracoordinés sont
distants de 3,9 A et reliés entre eux par des prartsoxylato bidentates provenant de deux

résidus glutamates.
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Figure A.1 - Mécanisme proposé pour la formation duadical tyrosinyle des RNRs
de classe |La forme réduite inactive de R2 résulte de la di@iade 2 ions ferreux par
protéine apoR2. L'oxygéne moléculaire complexé résluit a deux électrons par le ce
binucléaire pour former un intermédiaire peroxonfposé P). La rédtion couplée a ur
protonation du peroxo conduit au composé X. La c&dn a un électron de ce dernier pe
tyrosine adjacente méne a la forme active de R2aulnaérotation indiquée est celle de I'enz
d’E.coli. D’aprés Andersson, 1999.

La premiere étape de la réaction est la formation domplexe entre le centre réduit

et I'oxygene. Un tel complexe n'a pu étre obseraésdle cas de la RNR ; des cristaux de



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

protéine R2 contenant une molécule d’azide liéeemire métallique ont été obtenus avec un
mutant de la RNR ¢. coli (Andersson 1999). La structure montre que ladiaide I'azide a
I'atome de fer le plus éloigné de la tyrosine stampagne d’'un déplacement du carboxylate
du résidu E238. Le centre binucléaire dé Fmgit ensuite avec I'oxygéne moléculaire pour
produire un intermédiaire de type peroxo ou com@d®sgui n'a été observé que dans des
complexes modeles (MacMurdo 2000) ou dans des rsutiEnR2 (Bollinger 1998 ; Moenne-
Loccoz 1998). La réduction couplée & une protonati® ce centre binucléaire de"Fe pont
p-peroxo conduit a un deuxieme intermédiaire ou amsgpX au sein duquel les deux atomes
de fer sont distants de 2,5 A (Riggs-Gelasco 1988)rit formellement comme une espéce a
valence mixte F& Fé¥ (Sturgeon 1996)Enfin I'intermédiaire X oxyde la tyrosine voisine,
conduisant & la forme active de la protéine quiieahun centre FeFd" & pontp-oxo et le
radical tyrosinyle. Un troisieme intermédiaire a@peomposé U contenant un radical
tryptophanyle protoné couplé & un centr® Fe" a été proposé. Ce radical situé sur le résidu
W48 a été observé lorsque la reconstitution derdeéme est menée dans des conditions
d’apport limité en fer (Baldwin 2000 ; Krebs 200Q)intermédiaire U serait formé suite a la
réaction de rupture du pont peroxo mettant en @ixalectrons, I'un issu du tryptophane et

I'autre d’'un atome de fer.

Le centre binucléaire a fer décrit précédemmerdtrpas spécifiquement associé a la
RNR de classe |; de nombreuses protéines telles lgu méthane mono-oxygénase
contiennent des centres tres semblables, adoptenepliement similaire et utilisent la

coupure de I'oxygene moléculaire pour initier lsatgse (Wallar 1996 ; Solomon 2000).

A.ll.2 - Cuivre et oxygéne moléculaire

Certaines protéines utilisent la combinaison entrecentre métallique a cuivre et
I'oxygene moléculaire pour former un radical prqté. C’est le cas de la galactose oxydase
(GAO), une enzyme a cuivre qui catalyse I'oxydatibnD-galactose et des alcools primaires

en leurs aldéhydes correspondants selon la rég@jon
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RCHOH + G = RCHO + HO, ()

Cette enzyme est assez inhabituelle dans le seekeotatalyse une réaction rédox a
deux électrons a I'aide d’'un centre métalligue nmuubéaire a cuivre. Dans ce contexte, il a
été proposé que la GAO possede dans son sitaiaaliéuxieme cofacteur agissant comme un
centre rédox monoélectronique (van der Meer 198&hjttaker 1988, Whittaker 1989,
Whittaker 1990). La résolution de la structure tatlegraphique de la GAO (Ito 1991) a
confirmé cette hypothese : un cofacteur organigéievé de la Tyr 272 et de la Cys 228
coordine directement I'ion Cu(ll) par son groupeépblate comme le montre la figure A.2.
Ce cofacteur sert de centre rédox monoélectroneugassant par les états phénolate et

radical phénoxyle au cours du cycle catalytiquexgiation de I'alcool.

. O
His496 '
N—— =0
_-Cu(iny j
et \O

N— Cys228

His581 acétate
ou eau

Figure A.2 - Le complexe cuivrigue de la galactose oxydase
Fusarium. Un adduit covalent entre la tyrosine 272 et la &ypst 22
constitue I'un des ligands du cuivre.

L’espece active (état totalement oxydé) de la GADum complexe Cu(ll)-radical
phénoxyle qui oxyde l'alcool au cours d'un processtans lequel interviennent 2
électrons/protons pour former l'aldéhyde corresponcet I'espéce Cu(l)-phénolate (forme

totalement réduite) (Whittaker 1993).

Le mécanisme de formation du radical tyrosinyldad&AO est moins bien compris
que celui de la RNR de classe I. Il semble queulere soit non seulement nécessaire a la

synthése du pont thioéther du cofacteur mais égalera la formation du radical Tyen
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association avec I'oxygene (Whittaker 1998 ; Rog#61 ; Firbank 2001). Le mécanisme

proposeé pour cette derniére réaction est présanta figure A.3.

Cut* O, N
HN HN - H
N N—Cul N—Cull
'~ HO‘< )— = o—< >7 ~ g o )—
\
o)
HS, HS_ * HS_
1 2 3

OH <\
0,
N/CU| N/CU| N/CU”
"o Q —= "0 Oﬁ — "0 o)
os\
6 5 4
A
N
OH <\N]
HN\\N/CU\H +H,0,
O :
S

Figure A.3 - Mécanisme proposé pour la formation du radical tyosinyle
modifié de la galactose oxydase.ion Cu'* se lie au site actif prérganisé (1
pour former un complexe meétallique réduit (2). Lygene moléculaire réa
directement avec le centre, ce quindoit a un intermédiaire oxygéné réactif
capable d’arracher un atome d’hydrogene de la iowstB28 et ainsi de former
radical thiyle (4). L’addition du radical au cyde la tyrosine 272 (5) et la perte d
proton permettent de restaurer l'aroitiédé du cycle et de réduire le cuivre a
électron (6). Enfin la réaction d’'une seconde makéd’oxygene méne a la format
du complexe métallique radicalaire (7). D’apresitidker 2005.
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Une autre enzyme, la glyoxal oxydase, catalyseytlaion d’aldéhydes en acides.
Des expériences de résonance Raman ont montr@ guetéine contient un radical tyrosinyle
modifié couplé a un ion Cu(ll) et suggerent quealdiait Cys-Tyr sous forme radicalaire

pourrait étre un cofacteur représentatif d'une fignai oxydases a cuivre (Stubbe 1998a).

A.ll.3 - L’'adénosylcobalamine (coenzyme B12)

L’adénosylcobalamine est un cofacteur complexe tostructure est représentée sur

la figure A.4.

—N
HC. O [ NH
2 N 2
N%/N
HO OH
radical

5'-désoxyadénosyle
(Ado®)

OH

Figure A.4 - Structures de I'adénosylcobalamine (AdoCbl, gaucheet du
radical 5-désoxyadénosyle issu de I'homolyse de ldaison Co-C de
I’AdoCbl (droite). Au centre de I'’AdoCbl se trouve un atome de cofadf) coordin
a 4 atomes d'azote pyrroliques situés dans le mgnatorial. Le ligand 5’
désoxyadénosyle est situé eis et le ligand entrans est une base volumineuse
diméthylbenzimidazole, relié a un noyau pyrrole wae chaine ribofuranosyle. Dans
enzymes AdoCbl-dépendantes, le ligandtreams peutétre le diméthylbenzimidazc
(base-on) ou un résidu histidine de la protéinedhatf ou his-on).
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La liaison Cal Cs de l'adénosylcobalamine posséde une faible énedgie
dissociation, de I'ordre de 30 kcal rdHalpern 1984 ; Finke 1984). Le potentiel de rugtu
homolytique de cette liaison est une propriété regdke de I'adénosylcobalamine, qui
constitue une source de radicaux 5-désoxyadémmsyiisés par de nombreuses enzymes
pour initier une catalyse radicalaire (Frey 199@.gain d’énergie associé a la fixation du
substrat et du cofacteur par I'enzyme partenainenge I'accélération de la réaction de

coupure de la liaison CbCs par un facteur de $®environ (Finke 1990).

Le radical 5'-désoxyadénosyle (Adpqui n'a jamais été observé directement, est
utilisé de deux manieéres difféerentes. La pluparts denzymes adénosylcobalamine-
dépendantes catalysent des réactions d’isomérnsatitans ces systemes le radical Ado
arrache un atome d’hydrogene spécifique du subgtriasubit par la suite un réarrangement
radicalaire menant au produit. Le radical Adeut également oxyder un résidu cystéine de la
protéine pour donner une molécule de 5-désoxyaglgacet un radical cystéinyle qui oxyde
ensuite le substrat. Il a ainsi été montré que aRNR de classe Il la 5’-désoxyadénosine et
la cob(ll)alamine se forment de maniere concomgtagit que le radical cystéinyle est en
interaction d’échange et dipolaire avec la cobi@hane (Licht 1996 ; Gerfen 1996). La
distance entre le radical Cyst la cob(ll)alamine a été estimée a 5-7 A. LarBgA.5
schématise la formation du radical Cyes RNRs de classe Il, en accord avec les ditiésen

études réalisées.

Cys 408
—T1 — T B E—
SH SH S
Ado\ .
CH, Ado—CH, Ado—CH,
/ ’__,.l‘cq(uf — / ‘,_,ffc;q(u)/ — / /_:Cg(ll)f
N———N N———N N———N
L n N N

Figure A.5 - Formation du radical thiyle des RNRs & classe II.
La distance entre le radical Cyat la cob(ll)alamine est estimée a 5-7 A.
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Les radicaux adénosyles peuvent étre générés dlutre maniére, a partir de
I'action conjointe de deux cofacteurs, Badénosylméthionine et un centre [4Fe-4S]
particulier. Cette chimie récemment découverte YFt890) et mise en ceuvre par de

nombreuses enzymes fait I'objet du paragraphe stiiva

A.ll.4 — Centre [4Fe-4S] &-adénosylméthionine

Les centres fer-soufre constituent I'un des plusiears groupes prosthétiques
biologiques et assument des fonctions variéesoiis été a l'origine reconnus comme
médiateurs dans les réactions d’oxydoréduction aélattron associées aux processus

fondamentaux que sont la respiration et la phothege.

Une nouvelle fonction pour les centres fer-soufst apparue avec l'identification
d’'un nombre croissant d’enzymes utilisant un cefdfee-4S] en combinaison avec #a
adénosylméthionine (SAM ou AdoMet) pour initier ucatalyse radicalaire. Ces enzymes
appartiennent a une superfamille appelée « RagiaM », dont les membres présents dans
les trois domaines du vivant ont développé un méoan conservé permettant la réalisation
de réactions chimiqguement difficiles (Sofia 20019s protéines Radical SAM catalysent des
réactions diverses telles que des méthylationsbitules, isomérisations, cyclisations,
oxydations, insertions de soufre ou encore la ftionade radicaux protéiques. Elles sont
impliquées a la fois dans des voies de biosynthi{psécurseurs de I'ADN, vitamines,
cofacteurs, antibiotiques, herbicides) et de bicaldgfion tres étudiées jusqu’alors mais non
encore totalement élucidées. Malgré la diversite d@ctions catalysées par les enzymes
Radical SAM, il est estimé que ces protéines precegar un mécanisme commun de

génération des especes radicalaires, dont lessetapéreprésentées sur la figure A.6.

La premiére étape est la réduction du centre [&]€-4ié & la protéine par un
réducteur cellulaire tel que le systeme NADPH vdldoxine : flavodoxine réductase. Le
transfert mono-électronique du centre réduit a WMSprovoque ensuite la coupure

homolytique de la liaison[$Cs du sulfonium, conduisant a la production d’'une écale de
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méthionine et d’'un radical 5-désoxyadénosyle (Adwautement réactif. Enfin, le radical
Ado’ arrache un atome d’hydrogene du substrat (petiiégule ou résidu glycine d’une autre
protéine) pour former un radical substrat Res étapes consécutives a cette derniére réaction

sont spécifiques a chaque enzyme de la superfamille

H3C\S O _Ad
+ . I
NAD(P)H \/ Fldxox [4Fe-4S]H+ F‘i S-adénosylméthionine

HO OH
Fldx
réductase
NAD(P)*/ \\Fldxréd [4Fe-4S]2* o H,C O._Ad radical
Méthionine  + 5'-désoxyadénosyle
HO OH (Ado )
R—H
R.

H,C (0] Ad
5'-désoxyadénosine
(AdoH)
HO OH

Figure A.6 - Les premieres étapes réactionnelles d’initiation @l |z
catalyse radicalaire par les enzymes de la superfalie Radical SAM. Le
centre [4Fe-43] est I'espéce active qui catalyse la réductolyséad®@AM pou
donner une molécule de méthionine et un radicalésexyadénosyle postulé 1

réactif. Ce radical Adooxyde un substrat R-H pour former un radical sabst.
Ad = adénine ; Fldx = flavodoxine.

Le centre [4Fe-4S] des protéines Radical SAM egtigiie. En effet seules trois
cystéines assurent sa coordination ; ces cystapegartiennent au motif caractéristique
CXXXCXXC (ou X représente un acide aminé non covésgrcommun a toutes les enzymes
de la superfamille. La figure A.7 montre un aligreide séquences limité au motif de

liaison du centre fer-soufre d’une sélection d’eneg Radical SAM.
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SPL FA TG CMGH|CIHY|C|Y L Q
PFL-AE FFQGCILMR|CIL YICIHNR
LAM I T DMCSMY|CIRHICITRR
aRNR-AE FV T G|C|L HK|C|E GIC|Y N R
BioB KTGACPQDICIKYICIPQT

HemN HI P FICIHK L|C|]Y FIC|G C N

Figure A.7 - Motifs de liaison du centre [4Fe-4S] @ quelquestines de
protéines Radical SAM les plus étudiéesPL: spore photoproduct lyase
B. subtilis; PFL-AE : activase de la pyruvate formiate-lyaSg. coli; LAM :
lysine 2,3-aminomutase dé&. subterminale aRNR-AE: activase de
ribonucléotide réductase anaérobi&.dtoli; BioB : biotine synthase H. coli;
HemN : coproporphyrinogéne Il oxydasd=dcoli.

Les structures cristallographiques de quatre pregi Radical SAM ont
successivement été déterminées entre 2003 et 2808lant I'organisation spatiale du centre
[4Fe-4S] et de la SAM (Layer 2003 ; Berkovitch 2Q04anzelmann 2004 ; Lepore 2005).
Dans toutes les structures le centre fer-soufréiéepar les trois cystéines du motif conserve
CXXXCXXC ; la coordination bidentate du quatriem®rae de fer par 'atome d’azote du
groupe amino et par un atome d’oxygéene du carbtxyla la SAM, représentée sur la figure

A.8, est invariablement observée.

Les quatre protéines possedent un cceur dérivé atiamgement en tonneau TIM
(pour Triose Phosphate Isomérase), une structutgpge3)s commune a de nombreuses
protéines dans laquelle un anneau interne a 8 Prpesalleles est entouré d’une couronne de
8 hélicesa (Murzin 1995). Le centre [4Fe-4S] se positionndir@érieur du tonneau, a
proximité de I'axe central. Les structures disptsbconfirment et étendent les données
biochimiques et spectroscopiques obtenues lorgtleles antérieures menées sur la LAM, la

PFL et la biotine synthase, en particulier en cecgucerne le mode de coordination de la
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SAM au centre [4Fe-4S] (Cosper 2000 ; Cosper 2002hs 2002 ; Walsby 2002a ; Walsby

2002b ; Chen 2003).

T

//“m

Cysleme D, B A

y%te lne \
f

-5

/

Cysteine / o ﬁ
\

o

Figure A.8 - Coordination de la SAM au centre [4FelS] des enzyme
Radical SAM. A, organisation du centre [4RS], des 3 cystéines conservées et
SAM déduite de la structure cristallographique aeptotéine HemNl les atomes ¢
soufre, fer et azote sont respectivement représgrdaé des sphéres jaunes, verte
bleues. B, modele dérivé des études spectroscapiblegpres Layer 2004.

La réaction globale catalysée par les enzymes Rla8#&M fait intervenir un radical
5’-désoxyadénosyle intermédiaire issu de la rédyseade la SAM. La liaison soufre-carbone
de la SAM est plus forte que la liaison cobalt-ca de I'adénosylcobalamine (60 kcal thol
a comparer & 30 kcal mbl et sa rupture homolytique nécessite une réductio
monoélectronique préalable médiée par le centre-f#] coordinant la SAM. Il a été
démontré dans le cas de la LAM, de la PFL et d#iVase de la RNR anaérobie que le centre
[4Fe-4St" est I'espéce active permettant la production diiced Add (Wu 2000 ; Henshaw
2000 ; Padovani 2001). Le radical adénosyle traimsin’a jamais été détecté directement du
fait de sa trés grande réactivité ; cependant Etesl. ont observé et caractérisé un radical
allylique stabilisé, représenté sur la figure Adds de la réaction de la LAM en présence de

lysine et de 3'-4’-anhydroadénosylméthionine, ualague de la SAM (Magnusson 2001).
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NH, NH,
N X N X
N N
s ¢ ) <
-00C St N7\ H NTON
\(\/ o] LAM, e o]
*NH, \ ?\ HT
OH méthionine OH
3',4'-anhydroadénosylméthionine radical 5'-désoxy-3',4'-anhydroadénosyle

Figure A.9 - Formation du radical 5’-désoxy-3’,4’-anhydroadénosyle.

Une autre indication en faveur de I'existence ddica Ado a été apportée par
I'équipe de Knappe. La PFL posséde dans sa fortheeam radical glycinyle, généré par une
autre protéine appelée activase, membre de laléaRuldical SAM. Un octapeptide contenant
une déshydroalanine a la place de la glycine risitde a été synthétisé ; I'analyse du
produit de la réaction d’activation par spectromeétte masse et RMN 2D a montré la
formation d’une liaison covalente entre lg Ge la partie adénosyle et le carb@néu résidu

déhydroalanine, comme indiqué sur la figure A.1@@ner 1999).

CH
Ad

0oC % KN/C%

) S+ H 0
YNV o Ad PFL-AE S o A H o OH
+NH, \ . Hz(F OH

OHOH OHOH "H " c
e méthionine KH W)\H
o

Figure A.10 - Piégeage du radical 5-désoxyadénosyl Un octapeptid
synthétique contenant une déshydroalaninééaneubé avec I'activase de la PFL
conditions catalytiques. Le mécanisme d’adénosytadie la déshydroalanine implic
I'addition du radical 5’-désoxyadénosyle sur lasiiam G=C de la déshydroalanine sui
de la réduction du radical formé sur le carbarwu résidu. D’aprés Frey 2001a.

La réduction d’'un sulfonium conduisant a la forroatid’un radical alkyle et d’'un

thioéther n'a pas de précédent en biochimie magatudiée par électrochimie. En milieu
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organique, la rupture homolytique de la liaisgsiCS de la SAM a lieu a des potentiels rédox
de — 1,5 a — 2 V. Il apparait que les enzymes RhBAM sont capables de combiner un
centre [4Fe-4S] et la SAM de maniere inédite paailiter la production de radicaux. Des
expériences complémentaires sont requises afimatespr le mécanisme de réductolyse de la

SAM.

B - Les protéines a radical glycinyle

B.l - Caractéristiques générales

Les enzymes a radical glycinyle sont des biocatalys qui permettent aux
organismes anaérobies stricts ou facultatifs dalyssr des réactions chimiquement difficiles,
représentées sur la figure B.1 (Buckel 1998 ; R@ylb). La pyruvate formiate-lyase (PFL)
et la ribonucléotide réductase anaérobie (aRNRgtntes deux seuls membres reconnus de
cette famille pendant presque dix ans (Eklund 19B9®st ensuite devenu apparent que les
enzymes a radical glycinyle forment un groupe phgortant et sont présentes dans les trois
domaines du vivant. La caractérisation fonctiormetle quelques-uns des membres
nouvellement identifiés a été entreprise. Il s’atgt la benzylsuccinate synthase (BSS) de
Thauera aromaticaet autres bactéries apparentées (Coschigano 1998hner 1998 ; Beller
1999 ; Leutwein 1999), de la 4-hydroxyphénylacétidearboxylase (HPD) délostridium
difficile (Selmer 2001) et d’'un nouveau type de glycérohgdatase (GDH) d€lostridium
butyricum(Raynaud 2003).

Les enzymes a radical glycinyle sont généralemestpiotéines homodimériques.
La masse moléculaire de la sous-unité est compnse 80 et 100 kDa. Ces enzymes sont
synthétisées sous forme de précurseur inactifGtiVation post-traductionnelle nécessite
I'intervention d’'une protéine spécifique a centee-$oufre appartenant a la famille Radical
SAM. Lors de la réaction d’activation, I'atome dthhpgenepro-S d’'une glycine strictement

conservée est arraché, générant un radical glgcstgble en anaérobiose (Frey 1994).
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Q PFL 0
M-+ HscoA ——~ L + HCOO"

Ccoo S-CoA

PPPO o Base PPPO o Base
i j . aRNR t j
+ HCOO + H* + H0 + CO,
OH OH OH
coo”
@ “00C BSS COO
+ M R E——
Ccoo
olele]
HPD
OH OH

GDH

OH
Ho._L_OH

HO_~-0 + H,0

Figure B.1 - Réactions catalysées par quelques emags a radical glycinyle.

La glycine catalytique fait partie d'une séquehegitement conservée de la partie
C-terminale du polypeptide. Le motif caractérisagRVXG[FWY]Xe.g[FL]X 4QX[IV]X 2R
apparait dans plus de 90% des séquences de psodéindical Glyrecensées dans la base de
données IMG (Selmer 2005). La stabilité inhéremte radicaux glycinyles est due aux effets
combinés des substituants NH et CO respectivenéégttrodonneur et électroattracteur. Cet

effet dit captodatif est illustré par les struetide résonance indiquées sur la figure B.2.

1A 1A L
N N . N
R N)‘ﬁ‘/ \R, R N)\/ \R, R)J\N_F)_ﬁ‘/ \R'
H H H
o o O
.

Figure B.2 - Formes mésomeres illustrant la stabilisation du rdical glycinyle
par effet captodatif.
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Les signaux RPE des radicaux glycinyles présentemirofil caractéristique, c’est-a-
dire un doublet avec un couplage hyperfin de 14AiT centré a g = 2,0035 en RPE bande
X, et sont tout a fait similaires dans la PFL (Ugkt989 ; Wagner 1992), NrdD (Mulliez
1993 ; Young 1996) et la Bss (Krieger 2001 ; VeHu2004). Des études de spectroscopie
RPE a haute fréquence montrent que I'environnenm#l du radical Gly de ces trois
enzymes est comparable (Duboc-Toia 2003). En pcésdioxygene, I'enzyme est inactivée
en raison de la coupure de la chaine polypeptidaquaiveau du site radicalaire (Wagner
1992). Dans le cas de la PFL il a été montré goadtivation s’accompagne de la formation

d’'un radical peroxyle (ROQintermédiaire (Reddy 1998 ; Zhang 2001).

Le cycle catalytique de toutes les enzymes a rhdlgainyle débute probablement
par le transfert du radical Glgur le groupe thiol d’'une cystéine conservée simgémilieu de
la chaine polypeptidique et spatialement prochaittuglycine radicalaire. Le radical thiyle
résultant initie la réaction radicalaire impliqudet substrat spécifique de I'enzyme. Le
modeéle général de fonctionnement des enzymes aata@ly est schématisé sur la figure

B.3.

GlyH HS-Cys SAM + e
Ado® =— — Met
AdoH

Gly. HS-Cys P —— ‘GIyH °S-Cys

& substrat
produit

Figure B.3 - Modele de fonctionnement des enzymesradical glycinyle. Le radica
issu de la réductolyse de la SAM oxyde une glycimeservée. Le radical Glgst alors transfé
a une cystéine adjacente conservée selon uneagaentuellementversible. Le radical thiy
formé est enfin transféré au substrat qui est atinga produit par un mécanisme radical:
D’aprés Knappe 2001.
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Les quatre structures cristallographiques d’enzyeeadical GIy disponibles sont
celles de la ribonucléotide réductase anaérobigaihd 999), de la PFL (Becker 1999), de la
GDH (O'Brien 2004) et de la PFL2 (Lehtio 2006). Gasictures sont trés similaires ; chaque
monomere comporte un cceur en tonneau a dix Priestouré d’hélicesx. De plus, deux
boucles dirigées vers le centre du tonneau corgr@nmespectivement la glycine C-terminale
convertie en radical et la cystéine potentiellempmngliquée dans le transfert de radical. La

proximité des deux résidus conservés conforte leéaheade la figure B.3.

B.Il - La ribonucléotide réductase anaérobie

B.1l.1 - Les ribonucléotides réductases : présanajenérale

Les ribonucléotides sont synthétisés a partir de$éecnles simples que sont les
acides aminés, les dérivés du tétrahydrofolate,Nid;", le CQ et le 5-ribosyl-1-
pyrophosphate. Il n’existe pas de telles voiesytéhese pour les désoxyribonucléotides dont
la formationde novoest assurée par les ribonucléotides réductaseRgRNes RNRs sont
des enzymes ubiquitaires qui réduisent les qualrenucléotides principaux en leurs
désoxyribonucléotides correspondants comme indguéa figure B.4. Elles sont essentielles

pour la synthése de ’ADN et donc indispensabliessarvie de tout organisme vivant.

(P)PPO (P)PPO
o Base _ o o Base
ribonucléotides
3 2' ' d 4 3 2'
OH OH réductases OH H
ribonucléotide désoxyribonucléotide
Y Y
ARN ADN

Figure B.4 - Réaction catalysée par les ribonucléoes réductases.
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La réaction catalysée par les RNRs n'est pas kivieen effet la réduction
stéréospécifique d’un ribonucléotide en désoxynilmbéotide est une réaction chimiquement
difficile nécessitant l'intervention de radicauxganiques (Reichard 1983). L’arrachement de
'atome d’hydrogene 3’ du ribose par un radical téys/le transitoire constitue trés
probablement I'étape d'initiation de la réductioesdribonucléotides commune a toutes les
RNRs (Stubbe 1998a ; Eklund 2001). Par contre laién@a de produire les radicaux
cystéinyles differe selon 'enzyme considérée. BdRs ont ainsi été regroupées en trois
classes en fonction du systeme générateur de uwxdicdilisé (Reichard 1993). Les

caractéristiques principales des trois classesNiRsRsont regroupées dans le tableau B.1.

Classe la Classe Ib Classe Il Classe Il
Eucaryotes Archaea Archaea
Organismes Eubacteria Eubacteria Eubacteria Eubacteria
Bactériophages Bactériophages Bactériophages
Virus
Conditions Aérobiose Aérobiose Aerp blo_se Anaérobiose
Anaérobiose
Structure o232 o232 a(o) 0232
Geénes nrdAB nrdEF nrdJ nrdDG
Radicaux Tyr...Cys Tyr...Cys Ado...Cys Ado...Gly'...Cys
Cofacteur Fe-O-Fe Fe-O-Fe AdoChl AdoMet/FeS
, Thiorédoxine NrdH-rédoxine L, . )
Réducteur Glutarédoxine Glutarédoxine Thiorédoxine Formiate
Substrat NDP NDP NDP/NTP NTP
Sites 2 1 1 2
allostériques
Prototypes E. coli S. typhimurium (L. leichmanni) E. coli

Tableau B.1 - Caractéristiques générales des trois classes deébanucléotide:
réductasesNDP = ribonucléotides diphosphates ; NTP = ribdéotides triphosphates.
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B.1l.2 - La ribonucléotide réductase anaérobie. d’oli

La ribonucléotide réductase anaérobie catalyseethation par le formiate des
ribonucléotides triphosphates en leurs désoxyribl@atides correspondants, comme indiqué

sur la figure B.5.

HCOO-
PPPO H* PPPO

o Base o Base
RNR
3 2 3 2'
OH OH anaérobie OH H
ribonucléotide désoxyribonucléotide

co,
H,0

Figure B.5 — Réaction catalysée par les ribonuclédes réductases de classe lll.

B.ll.2.a - Le systeme RNR

@ Ildentification des composants du systeme

En 1989, un systéme enzymatique sensible a I'oxygéduisant les NTPs en dNTPs
a été découvert par Fontecaateal. dans des extraits cellulaires issus d’'une soutBeabli
cultivée en anaérobiose (Fontecave 1989). Des ipobs biochimiques de fractionnement et
de recombinaison ont ensuite permis d’identifiaistrfractions protéiques nécessaires a
I'activité enzymatique. L'une d’elles contenaitrieductase elle-méme, appelée prot@insu
NrdD, en association avec des quantités signifieatid’'une petite protéine ; la deuxieme
fraction contenait une protéine impliquée dans tessferts d'électrons, la NADPH :
flavodoxine oxydoréductase. Le substrat de la flaxine réductase, la flavodoxine,
constituait la troisieme fraction (Eliasson 19%un 1995 ; Bianchi 1993 ; Bianchi 1995). En
outre il a été montré que plusieurs petites moéscgbnt nécessaires a la réduction du CTP
substratin vitro : il s'agit de laS-adénosylméthionine, des iong Kt Mdf*, du dithiothréitol

(DTT), de I'ATP et du formiate (Eliasson 1990 ;ddson 1992 ; Mulliez 1995).
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@ Organisation génétique

Le genenrdD, d’'une longueur de 2136 paires de bases, codelaquptéinea qui
comporte 712 acides aminés. Le gandéG est situé juste en aval du gemelD, au sein du
méme opéron, et contrble I'expression de la pegtittéine de 17,5 kDa appelée protéihe
NrdG ou activase, essentielle & I'activation deriatéinea (Sun 1993 ; Sun 1995). L’'opéron
est probablement régulé par le systéeme Arc/FNReffah un site de fixation pour la protéine
FNR, qui contréle I'expression des genes du méisinel anaérobie, est présent dans la
région promotrice. Ainsi la synthese des protéiNedD et NrdG est réprimée en conditions
aérobies et induite par la transition vers un mib@aérobie. Des expériences effectuées avec
des mutantsirdD” ou nrdG ont révélé que les deux génes sont nécessai@srdissance
d’E. coli en anaérobiose (Garriga 1996). lls sont apparemm@titanscrits a partir d’'un
promoteur commun situé en amont du gBindD. Cependant le taux d’expression du géne

NrdD est bien plus élevé que celui du gélrdG (Siedow 1999).

B.Il.2.b - L’activase ou protéing

@ Le centre fer-soufre de l'activase

La surexpression de la protéine NrdG dans des ssuBh21(DE3) cE. coli a
permis de récupérer des extraits protéiques ragistir desquels a été isolée la protfine
(Ollagnier 1996). La préparation contient un métamte formes monomeérique (contenant
0,01 a 0,02 fer par protéifig et dimérique (0,1 a 0,25 fer par proté)een sortie de colonne
Superdex-75. Ces formes ont été démétallées (peotp@) par réduction au dithionite de
sodium en présence d’EDTA puis reconstituées eérah@se par incubation prolongée avec
du fer et du soufre inorganique en présence de amarit 1999). La protéine obtenue, de
couleur marron, contient majoritairement un cerjigBe-43°" par chaine polypeptidique,
comme l'ont révélé les méthodes d’analyse compléairers employées. Ainsi environ quatre
atomes de fer et de soufre labile par monomere dosés par colorimétrie et le spectre
d’absorption UV-visible présente une bande de feahsle charge SFe" & 420 nm et un

épaulement vers 330 nm ; l'analyse par spectroscdpi RPE indique la présence d’une
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espece de spin nul ou entier prépondérante eplrtres Mossbauer comportent un doublet
majoritaire § = 0,43 mm.8 etAEp = 1,04 mm.8 ) caractéristique de F&" tétracoordinés a
des atomes de soufre (Tamarit 1999). L’activaset pte réduite chimiquement en
anaeérobiose par le dithionite ou la 5-déazaflapimetoactivée (Ollagnier 1996; Tamarit 1999

; Padovani 2001a) ; il apparait a 10 K un signaERRombique (g = 2,03, 1,92 et 1,86) dont
I'étude du comportement en fonction de la tempéeaél de la puissance est en accord avec
I'existence d’une espéce de spin S = 1/2 de yiFe-43"". En présence de DTT le signal
devient axial (g = 2,03 et 1,92) et les propriétéssaturation en puissance du centre réduit
sont modifiées. La réduction chimique du cerf#Ee-4$** n'est jamais quantitative et le
taux de réduction varie entre 25 et 80%, en fonctles concentrations en protéine et en
réducteur. En effet des expériences d’électrochaei¢a protéing directement adsorbée sur

électrode d’or ont montré que le potentiel rédoxcduple[4Fe-4$%/1*

est tres bas (Padovani
2002) : en absence de DTT, une vague pseudo-rBleempparait & &= - 450 mV (par
rapport a 'ENH). Le potentiel rédox est déplacésvene valeur Iégerement plus négative

(- 500 mV) en présence de 10 équivalents de DTT.

Le centrd4Fe-43%* de I'activase est principalement converti (76%Yentred2Fe-
292" aprés exposition & I'oxygéne (Ollagnier 1999 : hiéal 1999). La réaction est réversible,
puisque le fer et le soufre des cenfi&Be-23°" peut étre remobilisé en conditions réductrices
pour former des centr¢dFe-43?* dans la moitié des protéines. De plus, des énéddisées
a l'aide de différentes méthodes spectroscopiquesvisible, RPE,'H-RMN et Méssbauer)
ont révélé une sensibilité importante du ceftfee-43** vis-a-vis de I'oxygéne. L’exposition
a I'air du centre réduit conduit principalementraraélange de trois especes, une fofatee-
49%" oxydée a un électron, une forrf@Fe-43° étonnamment stable & I'air ainsi qu'une
forme [2Fe-29°" issue de la dégradation du cefj#Ee-43*" (Mulliez 1999). Il apparait que
malgré ce meélange d’especes, la protéine oxydedr &dnserve toute sa capacité a activer la
réductase en anaérobiose et en présence d’'un eéduyan effet I'incubation prolongée de

cette forme oxydée avec du dithionite conduit @tgnération du centfdFe-43* initial.
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L’activase appartient a la superfamille Radical SAM effet la protéin@ comporte
un motif CXXXCXXC conserve, situé dans la partigte@minale. La protéing d’E. coli
contient deux autres cystéines non conservées.eideles de mutagénése dirigée des cinq
cystéines ont permis de montrer que le centre defrs est uniquement lié par les trois
cystéines du motif conserve, et que les mutanttadeade Cys conservent la capacité a
former un centr¢4Fe-43, probablement lié par deux cystéines seulemerdaceord avec les

données Mdssbauer.
@ Centre fer-soufre et activation de la protéime

L’introduction du radical glycinyle dans la protéim ou réaction d’activation
requiert l'intervention de la protéin@, d’'une source d’électrons telle que le systeme
NADPH : flavodoxine : flavodoxine réductase, 8adénosylméthionine et de DTT, opérant
de concert en anaérobiose. Le fait que la prot@iagit de maniére catalytique, c’est-a-dire
gu'une molécule df8 est capable d’activer plusieurs molécules de tade¢ permet de
définir 'enzyme comme une activase (Tamarit 1999)ypothese proposée par Fontecave

al. (2002) pour la formation du radical glycinyle psésentée sur la figure B.6.
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Figure B.6 - Modele proposé pour l'activation de la RNR anaérote

d’E. coli. D’apres Fontecave 2002.
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Dans la premiere étape, le centre fer-soufre gedginef3 est réduit a un électron.
La SAM se lie alors & la protéifiepuis recoit un électron du centre [4Fe-‘4%idjacent. La
coupure de la liaison [Cs du radical sulfuranyle résultant conduit a la fation de
méthionine et d'un radical 5-désoxyadénosyle. En# radical Ado génére le radical
glycinyle de la protéine en arrachant un atome d’hydrogene du carloode la glycine 681.
Plusieurs résultats étayent ce mécanisme. La f@mdtun complexe intermédiaire entre la
SAM et la protéing3 a été suggeérée par I'observation d’'un effet netald la SAM sur le
signal RPE du centre réduit. Ainsi la composantg & 2,03 est déplacée vers les hauts
champs et la composante a haut champ s’élargiad@ikr 1997 ; Padovani 2001a). Des
expériences de fixation sur filtre menées ave@dsAM tritieée ont montré que la liaison de
la SAM a la protéin§d n’est observée qu’en anaérobiose, lorsque I'enzsha I'état réduit,
et en présence d’ions’KUnKd de 10 pM pour le complex@2SAM a été déterminé dans ces
conditions (Ollagnier 1997). La coordination du e amino de la SAM a I'atome de fer
différencié du centre [4Fe-4S]a par la suite été démontrée grace a une étude de
spectroscopie HYSCORE (Gambarelli 2005). Au cowdalréaction en « one turn-over »
entre le complexai,B, pré-réduit et un excés de SAM, le centre [4F€-48kt oxydé
rapidement et totalement, de la méthionine et d&-Fésoxyadénosine sont produites et le
radical Gly est généré (Ollagnier 1997 ; Padovani 2001a)e Ifsme un équivalent de
méthionine et 0,5 a 0,9 équivalent de radical’ Glgr centre [4Fe-48] initial. Aucune
réaction n'a lieu en absence de réducteur lorsgueitre fer-soufre est a I'état oxydeé [4Fe-

ASF*.

La flavodoxine (fldx) est une protéine a cofact€éiN qui peut étre réduite a un
électron (forme semiquinone, SQ) ou a deux élestrfforme hydroquinone, HQ). La
réduction du centre fer-soufre de la protdingar I'une ou l'autre de ces formes réduites n’est
pas favorable d’'un point de vue thermodynamique.eHet le potentiel rédox du couple
fldx/SQ, égal a — 250 mV, et celui du couple SQ/ld@al a — 440 mV, (par rapport a 'ENH
et & pH 7,5) sont tous deux supérieurs au poteréix du couple [4Fe-451"" (Mclver

1998). De fait ni la forme SQ ni la forme HQ neuidle maniere détectable le centre fer-
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soufre de la protéin@ utilisée seule. Quoi gu’il en soit I'incorporaticdie I'une ou 'autre des
formes SQ et HQ préparées indépendamment au méikexgesation contenant les protéines
a et 3 conduit a la réductolyse de la SAM par la protéinet a la formation du radical
glycinyle sur la protéine. Ce résultat s’interpréte en terme de couplages datréaction de
réduction du centre fer-soufre, thermodynamiquemeon favorable, et les réactions
thermodynamiquement favorables que sont la rédisetale la SAM et surtout I'oxydation de
la glycine 681 par le radical AdcEn effet la réaction globale d’activation estldépe vers la
formation du radical glycinyle du fait de la difédrce entre les énergies de dissociation de la
liaison CJ H méthylique de la 5’-désoxyadénosine (100 kcalthet de la liaison 80 H de

la glycine (79 kcal mal) (Himo 1998). Cette explication est en accord aeefait que la
réductolyse de la SAM ne s’effectue pas lors deiVation d’'un mutant de la protéinedans
lequel la glycine 681 est remplacée par une alatihdliez 2001). Tous ces résultats sont
compatibles avec le mécanisme d’activation préssumtda figure C.10, dans lequel le centre
[4Fe-4S}* de B se comporte comme un réducteur monoélectronicgengsl & la réductolyse

de la SAM.

La cinétique de réductolyse de la SAM par la pr@ réduite chimiqguement est
tres lente en absence de protéind_'ajout de DTT a la place de la protéineaccélere la
réaction d’'un facteur 50 a 100. La vitesse corredpate reste cependant trés inférieure a
celle mesurée en présence de la protéinka réductolyse de la SAM en présence de DTT
conduit a la formation ddeuxéquivalents de méthionine et de 5’-désoxyadéngsane&entre

[4Fe-4S}" (Padovani 2001a).

B.1l.2.c - La réductase ou protéime
@ Propriétés générales

La protéinea surexprimée a partir H. coli est purifiée en aérobiose en quelques
étapes. La chromatographie d’affinité dATP Sepharest une méthode tres efficace basée

sur les propriétés de fixation du dATP et de 'A@P cette enzyme allostérique (Eliasson
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1992). La réductase purifiée est un homodinegré x 80 kDa), ne possede pas de cofacteurs
et est inactive. Il a été proposé que I'enzyme gassun pont disulfure dont la réduction est
essentielle pour I'activation en protéine radiaalakEn effet I'incubation de la protéineavec

du NADPH et des quantités catalytiques de thioréuoxet de thiorédoxine réductase
s’accompagne d’'une diminution de I'absorbance diDRA a 340 nm ; la valeur ddDO
mesuré indique que la protéinesubit une réduction a deux électrons, ce qui @sipatible
avec la présence initiale d'un pont disulfure. kat@inea préalablement réduite par le DTT
ou par le systeme thiorédoxine puis purifiee eBva@n absence de tout réducteur (Padovani
2001b). Ainsi il a été déeduit que le DTT absolumeétessaire a I'activation de la protéme

a pour fonction de réduire un pont disulfure ctgqon identifié.

@ Le radical glycinyle

Lors de la réaction en anaérobiose avec la profgiteSAM, le DTT et un systéme
réducteur d€8 (dithionite, déazaflavine photoréduite ou systdtaeodoxine), la protéine
est convertie en une enzyme active qui contientaglical organique stable caractérisé en
RPE par un doublet isotrope centré a g = 2,00384utzst une largeur de raies de 14 gauss et
exhibant un P,d’environ 25uW a 77 K (Mulliez 1993 ; Sun 1996). Une série datations
a permis d'établir que le radical organique estésiur la glycine 681 de la réductase. Ainsi
les spectres RPE du radical obtenu avec des pestéisélectivement marquées avec de la
3C-glycine ou de 1&H-glycine sont significativement différents du speacorrespondant a
'enzyme sauvage (Sun 1996). En particulier la gmés d'un singulet dans I'enzyme
marquée avec de [@H-glycine démontre que le doublet observé avecziiere sauvage
résulte du couplage hyperfin de I'électron non agpavec I'atome d’hydrogene dwQle la
glycine. Les spectres correspondants sont présesuésla figure B.7. L'analyse par
spectrométrie de masse du polypeptide tronqué obtgrés exposition de I'enzyme
radicalisée a I'oxygéne a permis de démontrer guadical organique est situé sur la glycine

681 de la réductase (King 1995).
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Figure B.7 - Le radical glycinyle de la RNR anaéroie d’E. coli.
Spectres RPE bande X du radical de la RNR anaé(6bigtM). (A) souch
sauvage, (B) protéine marquée a I&H,H)-glycine. Condition
d’enregistrement : 21 K, 2 pW, 1 mTxI0".

@ Structure de la protéing

Les seules structures cristallographiques d’'une RI¥Rclasse Il disponibles sont
celles de la protéine du bactériophage T4 (Logan 1999). La premiére&abtenue a 2,75 A
de résolution a partir d’'un mutant dans lequellyaige 580, site radicalaire de I'enzyme du
bactériophage T4, a été remplacée par une alafimd’aviter les complications dues a une
éeventuelle coupure ou dénaturation du polypeptidg@résence d’oxygene. Bien gu’il n’ait
pas été possible d’obtenir un complexe enzyme-gthsé site de liaison du substrat a été
localisé en superposant les coordonnées de la RNRlagse | (R1) complexée au GDP.
L’enzyme du bactériophage T4 ne posséde qu'unssieusllostérique, dit de spécificité, situé
a l'interface des deux monomeres constituant leedérsymétrique. Il est occupé par du

dATP dans la structure, comme le montre la figu& B
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Figure B.8 - Structure du dimere de la protéine NrdD (G580A) di
bactériophage T4.L’axe du dimére est orienté verticalement. La pa@terminale
du monomére A (gris clair) contenant le site raldica glycine muté est en noir.
cystéine 290 se situe sur la boucle désignée ptarhee « finger loop. Les deu
molécules de MgTP sont visibles a l'interface du dimére. La piositdu GDP e:
modélisée dans le site actif du monomeére A.

La structure montre l'organisation en tonngda commune a toutes les RNRs.
Deux feuilletsp paralleles a cing brins sont orientés de manigtiparallele et connectés par
une boucle étendue dirigée vers l'intérieur du &@nentouré d’hélices. Les acides aminés
essentiels du site actif sont représentés surgladfiB.9. Celui-ci contient deux cystéines
conservees : la cystéine 290 se situe a I'extrédiibée longue boucle dirigée vers I'intérieur
du tonneau (« finger loop ») et la cystéine 79 Isubrin BA. Le site radicalaire glycine
(remplacée par une alanine) se trouve en posi8in & proximité de I'extrémité C-terminale.
La structure obtenue comporte en réalité les réstdua 542 et 571 a 586 sur un total de 605
acides aminés. La région intermédiaire reliantite sadicalaire au reste de la structure est
désordonnée et donc invisible. Les résidus 571468Gent une boucle dirigée vers le
tonneau central. L'extrémité de cette boucle pdriensite radicalaire muté se situe a
proximité de I'extrémité de la longue boucle dwesictif. Cet arrangement place le Ge
I'alanine 580 & 5,2 A du\&de la cystéine 290, ce qui suggére que le rattigde est formé

suite a l'arrachement direct de I'atome d’hydroggrae le radical glycinyle. L’hypothése
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selon laquelle la cystéine 290 forme le radicajléhnécessaire a I'activation du substrat est
étayée par des expériences de mutagéenese dirigéde etadiomarquage photoinduit

(Andersson 2000 ; Olcott 1998).

C-terminal

\ finger loop loop //
BB J
j GDP S

€290 '
c79

Figure B.9 - Le site actif de la protéine NrdD (G80A) du bactériophag
T4. Au centre de la figure se trouve le GDP modéliparir des coordonnées dt
protéine R1 cE. coli. Les chaines latérales de tous les acides amimésevé
proches du site de liaison du substrat ainsi quiescele certaingautres résidl
importants sont représentées. En particulier legs®ines catalytiques C79 et C
ainsi que l'alanine 580 remplacant la glycine resont visibles. La distance entr
Ca de I'alanine 580 et ley&le la cystéine 290 est de 5,2 A.

La conformation autour de l'alanine 580 est en ipadéterminée par les deux
liaisons hydrogénes entre la chaine latérale diamglate 446 et les atomes d’azote amidiques
des résidus 580 et 581. Le glutamate 446 est ule @niné conserveé situé a I'extrémité N-
terminale de I'héliceaH, qui dans la protéine R1 établit des liaisonsrbgdnes avec le
phosphatex du GDP substrat (Eriksson 1997). Selon les autieugdutamate 446 pourrait
assurer le positionnement précis du radical” Glgr rapport a la cystéine 290 et donc

déclencher la formation du radical thyile en régoasla fixation du substrat. L’asparagine
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311 est assez conservée; il a été montré que sidurést important pour l'activité

enzymatique et pourrait participer au positionnendenformiate (Andersson 2001).

Une nouvelle structure cristallographique d’un mut@580A de la RNR anaérobie
du bactériophage T4 a récemment été obtenue a2 dé résolution (Logan 2003). Elle
révele l'organisation de la partie C-terminale com@nt les acides aminés 542 a 571,
invisible dans la précédente structure. Les queystéines C543, C546, C561 et C564,
appartenant a deux motifs CXXC conservés, consintign site métallique tétraédrique qui

forme une protubérance individualisée, représesuééa figure B.10.

Figure B.10 - Localisation du site métallique M(Cy}, de la protéine NrdD (G580A
du bactériophage T4.A, structure du monomere de la protéine G580Agedradissement (
site métallique tétraédrique ; la boucle C-terd@nortant le site glycine radicalaineuté est €
bleu. B, position des sites métalliques dans leddém les distances entre le site M(Gyet)le
site radicalaire muté du méme monomere d’'une padntre les deux sites métalliques d'e
part sont indiquées.

Les motifs CXXC se situent sur des boucles et ¢poré qui les connecte est une
courte épingle a cheveux a deux bifhd e site métallique est relié par un bras flexibla
partie N-terminale constituant la majeure partiel’dezyme et a la boucle C-terminale qui
contient I'alanine 580 substituant la glycine esigdle dirigée vers l'intérieur du tonneau
central. Comme le montre la figure B.10 (B), la@ice entre 'atome métallique et let Ge

I'alanine 580 est de 25 A ; les atomes métalligdes deux monoméres sont quant a eux
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distants de 70 A. L'étude des cristaux par fluogese X a permis de montrer que le site
M(Cys), contient majoritairement du zinc, ainsi que dasds de fer. L’homologie structurale
entre ce site et les domaines métalliques de rngthréres ou d’autres protéines apparentées
indique clairement que le site M(Cys§le la RNR anaérobie n’est pas artéfactuel. Le
remplacement de chacune des cystéines du sitelioétatle 'enzyme du bactériophage T4
par une sérine conduit a une incapacité des mutamdnérer le radical Gly{Andersson
2000) . De méme les mutants CyAla de la RNR dE. coline forment pas le radical Glgt

ont une activité CTP réductase négligeable parar@pcelle de 'enzyme sauvage. De plus
les activités SAM réductase de la protéhenesurées lors de la réaction d’activation de
chacun des quatre mutants sont tres réduites (®%) En comparaison de l'activité
correspondante mesurée en présence de l'enzymegmaiogan 2003). Ces résultats

révelent ainsi 'importance du site métallique pbactivation de la RNR anaérobie.

@ Mécanisme enzymatique

Le mécanisme de réduction des ribonucléotidesggaRNRs de classe Il n'est pas
connu précisément. Cependant il est tres probabk lg réaction s’effectue selon un
mécanisme radicalaire analogue a celui des RNRdadse | et Il qui a été élucidé par J.
Stubbe notamment (Stubbe 1998a). Ainsi des nudéstinodifiés portant un groupe azido,
chloro ou fluoro en position 2’ inhibent aussi bies RNRs de classe Il que les RNRs de
classes | et Il (Eliasson 1994). Fontecaval. ont proposé un mécanisme similaire a celui de
Stubbe dans lequel la réaction est initiée pard@rement de I'hydrogéne 3’ du substrat par
le radical thyile de la cystéine 290 (enzyme dutdrémphage T4), pour donner un radical
substrat facilitant I'hétérolyse de la liaisoid©H en 2' (Fontecave 2002). Lorsque la
réaction est menée dans du tampon deutéreé, urte getntité de deutérium (1 & 2%) est
incorporée en position 3' du dNTP produit (Eliassb895). Cette observation étaye
I'hnypothese selon laquelle I'hydrogéne en 3’ aréaelst réintroduit en position identique a la
fin du cycle et que le site radicalaire de la praéui arrache I'hydrogéne est échangeable
avec le solvant. Il ne s’agit donc pas du radidgf Gouisque aucun échange entre I'eau et ce

dernier n’a pu étre observé, mais plutoét d’'un raldikiyle. Alors que les RNRs de classes | et
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[l utilisent une paire de cystéines comme donnéglectrons ainsi qu’un systeme réducteur
enzymatique, les RNRs de classe lll emploient lenfate comme réducteur. Ceci a été
démontré par I'utilisation d&'C-formiate et en corrélant la quantité ‘d€-CO, formée avec
celle du dCTP produit (Mulliez 1995). De plus, titiam du *H-formiate est exclusivement
incorporé dans l'eau; I'hydrogéne du formiate tb’éenc pas directement transféré en
position 2’ du substrat. Cette conclusion est carde par I'observation d’une incorporation
stéréospécifique de deutérium en position 2’ (ae¢ention de configuration de I'hydroxyle)
lorsque la réaction est menée dans @ Eliasson 1995). Le mécanisme résultant est

présenté sur la figure B.11.
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Figure B.11 - Mécanisme prposé pour la réduction des ribonucléotide
triphosphates par les RNRs de classe lliLa numérotation des acides aminés
celle de 'enzyme du bactériophage T4. D’aprés éxmte 2002.

Aprés arrachement de I'atome d’hydrogéne en J'ildose par le radical thiyle de la

cystéine 290 (1), le groupement OH en 2’ est p®tpar la seconde cystéine du site actif
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(C79). La perte d'une molécule d’eau sur cettetmrsiet la déprotonation de I'hydroxyle en
3’ conduisent a l'intermédiaire radicalaire 3’-c€®). Une réduction a un électron de cet
intermédiaire par la cystéine 79 anionique condui3’-cétonucléotide et a un radical thiyle
(3) qui arrache I'atome d’hydrogeéne du formiate.radical formyle C@" résultant (4) est un
excellent agent réducteur capable de réduire lemeg en radicaux cétyles. Le radical 3'-
cétyle (5) conduit finalement au désoxyribonucldetipar arrachement de I'atome
d’hydrogene du résidu C290 et protonation de I'éxg en 3'. Dans cette hypothese, le
formiate constitue une source de radicaux formylege étude récente, basée sur des calculs
de mécanique quantique, propose deux réles potorieiate (Cho 2001). D’'une part, il
assisterait la déprotonation du groupe 3'-OH, itaeit ainsi la perte de la molécule d’eau en
position 2’. Dans les RNRs de classe |, ce r6leaesbmpli par le glutamate 44E.(coli).

D’autre part, il serait oxydé par le radical thiyle pour former le puissant réducteur £O

B.11.2.d - Le complexe,f,

Un complexe entre les protéineset 3 peut étre isolé par chromatographie d’affinité
dATP Sepharose : cette méthode est classiquemgiibye pour purifier la réductase, mais
la protéinef est également retenue du fait de sa forte iniera@vec la protéine.. Des
expériences de sédimentation sur gradient de ®icéadisées avec de telles préparations ont
montré que la protéine (non activée) forme un complexe 1:1 avec la pnet@i que cette
derniere contienne un centre fer-soufre ou nonsde@ la protéine est homodimérique, la
réductase et I'activase forment un complay@, dans les conditions expérimentales utilisées.
Les solutions de protéin@ sont constituées d'un mélange de monomeres, démete
polyméres en équilibre. La liaison de la réductassodimérique déplace donc I'équilibre
vers la formation du dimeére. Les propriétés du reefar-soufre au sein du complesg3,
sont assez similaires a celles du centre de I2ipeft seule. Cependant le potentiel rédox du
centre dans le complexe en absence et en préserio@ T est respectivement égal a — 530
mV et — 550 mV (Padovani 2002). Aucune structuidirtrensionnelle d’'un complexe entre

les protéinesa et B n’est actuellement disponible ; les caractérigigumoléculaires de
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I'interface entre les deux protéines ne sont doe gonnues. L'activation de la protéine
implique un transfert de radical inter-protéique.dite radicalaire Gly est relativement proche
de la surface de la protéine ; toutefois la stmectuistallographique de la protéioemontre
que le groupe méthyle de I'alanine 580, corresponda’atome d’hydrogéne de la glycine
radicalisable de I'enzyme native, est dirigé v@rgdrieur de la protéine et est inaccessible au
solvant (Logan 1999). Il est ainsi trés probablee da formation du radical Glyest
dépendante d'un réarrangement conformationnel dé€dés) protéine(s). En particulier
I'affinité élevée de la réductase non activée pastivase est apparemment incompatible
avec le fait que la protéin& agit de maniere catalytique lors de la réacticactivation. Si
I'association étroite de la réductase a l'actives¢ favorable a la mise en place d'un
environnement adapté au transfert de radical dasredeux protéines, la dissociation du
complexe est nécessaire pour que la prot@ipaisse activer d’autres molécules de protéine
a. Les interactions moléculaires transitoirement ifi@ek suite a la formation du radical Gly
ne sont pas identifiées. Le complexe entre l'asgvat la réductase est apparemment

beaucoup moins stable dans le cas de la RNR dgedlasleL. lactis (Torrents 2001).

B.ll.2.e - Le test d’activité RNR

La réduction des NTPs par le formiate est catalys@ela forme radicalaire de
'enzyme uniquement. En effet la mutation de lacglg 681 en alanine conduit & une
incapacité de la protéina a former le radical organique ainsi qu'a une absetotale
d’activité enzymatique. Le radical glycinyle esttrémement sensible a I'oxygéne et
I'exposition de la protéine a l'air provoque la pove de la chaine polypeptidique au niveau
de la glycine 681 et I'inactivation irréversible Benzyme (King 1995). Si la purification de
la protéinea est réalisée en conditions d’anaérobiose strittest possible d’isoler une
enzyme contenant une quantité détectable de ra@igakans que I'étape d’activatiom vitro
ne soit nécessaire. Il a donc pu étre montré guwéduction du CTP substrat ne dépend que

de la présence de Mg-ATP et de formiate, tousué®s composants intervenant dans I'étape

d’activation de I'enzyme. Le test d’activité RNRt eonc effectué en deux étapes. Dans un
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premier temps la protéiree est activée en anaérobiose en présence de langrfi@e SAM,
DTT, NADPH, flavodoxine réductase, flavodoxine €t Ke dithionite ou la 5-déazaflavine
photoréduite peuvent se substituer au systemedtasme (Bianchi 1995 ; Ollagnier 1997).
Une solution désoxygénée contenant le substravaetii*H-CTP, du formiate, de 'ATP et
du M¢™* est ajoutée au mélange d’activation et la productie dCTP est déterminée aprés
un temps donné. La quantité maximale de radical (Blyorporé lors de la premiére étape
correspond ain équivalent par homodimére (Padovani 2001a). Gatservation pourrait
résulter d’'une propriété intrinseque de la réactida radicalisation; elle pourrait
alternativement refléter un défaut d'efficacité ke réaction lié aux conditiong vitro

utilisées.

DEFINITION DU PROJET

@® Le site métallique de la protéingchapitre |)

L’incapacité des mutants CysAla du site M(Cys), de la protéinen d’E. coli a
générer le radical glycinyle essentiel a suggéngpbrtance de ce site pour I'activité RNR.
Dans la premiére partie de ce travail nous avoesctié a identifier le métal lié a la protéine
a d’E. coli puis a comprendre de quelle maniére le site M(Qyaiticipe a la formation du
radical Gly de la protéinen. Pour cela la caractérisation structurale et fonaelle de la
protéinea sauvage et des mutants CyAla du site métallique a été entreprise. L'impoc&n
du zinc pour I'intégrité structurale des polypeptich été mise en évidence et la modification
des conditions de préparation de la proté&irng permis d’obtenir des préparations possédant
une activité RNR élevée. Les résultats obtenus eorgccord avec un réle structural du site

Zn(Cys), de la protéiner d’E. coli.
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@ Activation de la protéina (chapitre I)

Les études précédentes ont montré que le DTT esiss@ire a I'activation de la
protéinea et que l'activité thiorédoxine réductase de latgire est compatible avec la
présence d’'un pont disulfure. Dans le deuxieme itdgapous avons dans un premier temps
cherché a localiser ce pont disulfure par mutagérdiggée puis montré que lactivité
thiorédoxine réductase de la protémesst en fait liée a la réduction de formes oxyddes
protéinesa déficientes en zinc. Toutefois I'obtention d'unetieté RNR élevée avec les
préparations correctement métallées nécessiteusuja présence de DTT. Afin de préciser
le rble du DTT la réaction d’activation a alors gdéxaminée en détail. Nous avons montré en
utilisant des meéthodes biochimiques et de speadpscRPE que le dithiol n'est pas
indispensable a la formation du radical glycinylaisnfavorise I'augmentation du taux
d’incorporation de Glydans la protéina. Enfin une corrélation entre la quantité de zinkae
quantité de radical glycinyle a pu étre établieabsence de DTT. Ces résultats ouvrent des
perspectives intéressantes sur les stratégies mms@suvre par I'enzyme pour contréler la

réactivité des especes radicalaires impliquées ldanésiction.
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MATERIELS ET METHODES

A - Matériel biologique

A.l - Souches bactériennes

A.l.1 - E. coliDH5a

Les bactéries DHb ont le génotypesupE44dlacU169 BOlacZ AM15) hsdR17
recAl endAl gyrA96 thi-1 relACette souche a taux de transformation élevé&éesitilisée
pour les transformations ne nécessitant pas defisfiés particuliéres et les transformations

effectuées en vue de purifier de ’ADN plasmidique.

A.1.2 - E. coli JM109(DE3)

Cette souche a le génotypescAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAX(thc
proAB) F'[traD36 proAB lac Iglac ZAM15]. Elle posséde, intégrée dans son génome, une
copie du bactériophage DE3 dérivé du phageomprenant la région immunitaire du phage
21 et une copie du géne codant pour I'ARN polymeidis bactériophage T7. Ce géne sous
contrdle du promoteur fort lacUV5 est inductible pa 3-D-thiogalactopyranoside (IPTG).
Ce systeme permet I'expression des genes clonésceniréle de promoteurs du phage T7,

dans ce travail le géne de la réductasdl)) et de ses diverses formes mutées.

A.l.3 - E. coliBL21(DE3)

Cette souche a le génotypeé ompT hsdsfrs” mg) gal dcm A (DE3). Elle est
eégalement utilisée pour la surexpression de presailont le géne a été inséré dans un vecteur
de surexpression sous le contréle du promoteudcl Tes bactéries BL21(DE3) ont servi a

surexprimer l'activase codée par le gangG.

A.ll - Plasmides

A.ll.L1 - pRSS
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Ce plasmide porte un fragment de 4 kb issu du ptesmpSS17. Ce fragment est
composeé du gene de la réductasiD (2136 pdb) ainsi que de 1575 pdb en amont du gene.
236 pdb en amont du codon initiateur de la trapson (ATG) se trouve un site de fixation
de la protéine FNR qui controle I'expression duegerdD. Ce plasmide est utilisé pour

transformer les bactéries IM109(DE3) afin de sutegr la réductase en anaérobiose.

A.ll.2 - pRSSC644A, pRSSC647A, pPRSSC662A et pPRSSB66

Ces plasmides sont obtenus par mutagénese dirjggeiadu plasmide pRSS et sont
utilisés pour transformer les bactéries JM109(DBHB. permettent de surexprimer en
anaérobiose les 4 mutants issus du remplacemettiateine des 4 cystéines formant le site

métallique de la réductase par une alanine.

A.ll.3 - pPRSSG681A

Ce plasmide (don de X. Sun, Stockholm, Suéde) pdiexpression en anaérobiose
d’'un mutant de la protéine possédant une alanine a la place de la glycine (6B&

radicalaire de 'enzyme sauvage).

All4 - pTTa

Ce plasmide résulte de l'insertion du gene de thugtasenrdD, préalablement
amplifié par PCR a partir du plasmide pRSS, augssde restriction Ndel et Hindlll du
plasmide pT7-7. Ce plasmide transformant les biastéM109(DE3) permet de surexprimer

la réductase en aérobiose.

A.llLS - pT7aC550A

Ce plasmide obtenu par mutagénese dirigée a phrtplasmide pT& permet de
surexprimer en aérobiose un mutant de la réduddass lequel la cystéine 550 a été

remplacée par une alanireG550A).
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A.ll.6 - pT7aC680A

Ce plasmide obtenu par mutagéneése dirigée a mphurtplasmide pT@ permet de
surexprimer en aérobiose un mutant de la rédudadass lequel la cystéine 680 a été

remplacée par une alanireed680A).

AIL7 - pN9

Ce plasmide contient le géne de I'activasdG (462 pdb) cloné dans le vecteur
PET3b aux sites de restriction [Sphl-BamHI]. lltsartransformer les bactéries BL21(DE3),

permettant d’obtenir I'activase en aérobiose.

A.lll - Milieux de culture

La composition des milieux de culture a été décptécédemment (Samibrook
1989). Les milieux utilisés sont les milieux comntpleB (Luria Bertani), TB (Terrific Broth)
ainsi que le milieu minimum M9. Le milieu LB comiie10 g/L de peptone trypsique de
caséine, 5 g/L d’extrait de levure et 10g/L de Nd@ milieu LB agar contient en plus 12
g /L d’agar. Le milieu M9 contient 6 g/L de pRO,, 3 g/L de KHPQ, 1 g/L de NHCI et 0,5

g /L de NaCl. Le pH final des milieux est égal a 7.

A.lIV - Surexpression des protéines

A.IV.1 - Surexpression des réductases

Différentes réductases (sauvage, mutées ou majoudesté employées au cours de
ce travail ; ces protéines ont été surexpriméet ewianaérobiose, soit en aérobiose en
fonction du type de plasmide portant les génesspondants (dérivé de pRSS ou de pT7-7).

A.lIV.1l.a - Surexpression en anaérobiose

La réductase sauvag®)( ainsi que les réductases mutéeS681A, aC644A,
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0C647A, aC662A et aC665A sont obtenues en anaérobiose. 5 mL de miliBu
complémenté en ampicilline (2Q@y/mL) sont ensemencés avec une colonie de la souche
JM109(DE3) transformée par le plasmide dintéréR$p, pRSSG681A, pRSSC644A,
PRSSC647A, pPRSSC662A ou pRSSC665A) puis incubé®@ 8n aérobiose sous agitation.
Cette préculture permet d’inoculer a 0,075%0. dekemd de culture LB complémentés en
ampicilline (200 ug/mL), glucose (0,2%) et éventuellement en 2n@0 a 40uM). La
croissance est effectuée en anaérobiose (sous 83%eal 5% de C@) a 36°C sur la nuit. Le
lendemain, I'absorbance a 600 nm est proche deld @bissance est stoppée. Les cellules
sont récupérees par centrifugation (4000 rpm, 30, #fiC). Les culots sont repris dans du
tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Une nouvelle centgdtion est effectuée (6500 rpm, 15

min, 4°C) et les cellules sont stockées a —80°C.

A.IV.1.b - Surexpression en aérobiose

Certaines réductases sont surexprimées en aérpbamtsen milieu riche LB, soit en

milieu minimum M9.

@ En milieu LB

La réductase sauvage ainsi que les réductases stafEEb0A et aC680A sont
obtenues en milieu LB. 100 mL de milieu LB compléméeen ampicilline (20@ug/mL) sont
ensemences avec une colonie de la souche JM109(EB3jormee par le plasmide d'intérét
(pT7a, pT7aC550A ou pT@C680A) puis incubés a 37°C sous agitation sur ia @ette
préculture permet d’inoculer a 1,5% des milieuxcddure LB complémentés en ampicilline
(200 pg/mL) et éventuellement en zinc (ZRCBO a 40uM). La croissance est effectuée en
aérobiose a 37°C sous agitation. Lorsque I'abs@do@n600 nm atteint 0,5 les cultures sont
éventuellement complémentées en ZnB0 a 40uM) puis induites par I'ajout d’'IPTG (200
uM). La croissance est poursuivie jusqu’a une almmb a 600 nm voisine de 1,2
correspondant a I'amorce du plateau (environ 3 d®urLes cellules sont récupérées et

stockées comme indiqué précédemment.
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@ En milieu M9

Le milieu M9 est utilisé pour la production de 4ég de réductases sauvages
nécessaires a la réalisation d’expériences spaesigDeux sont marquées au deutérium au
niveau du site radicalaireGlyD et aC680AGIyD), la troisieme contient du cobalt dana so

site métalliquedCo) et la derniére est dépourvue de métal dartelé&sapar »).

aGlyD etaC680AGlyD

5 mL de milieu LB complémenté en ampicilline (20/mL) sont ensemenceés avec
une colonie de la souche JM109(DE3) transforméelgglasmide pTd ou pTH&C680A
puis incubés a 37°C sous agitation. Cette préaul@rmet d’'inoculer a 1%. des milieux de
culture M9 complémentés avec de I'ampicilline (2@0mL), du glucose (0,2%), du MgQ0
(1 mM), de la vitamine B1 (0,Ag/mL), une solution de FeQQitrate de sodium (2GM :75
uM) et de la fH,?H)-glycine (5 mM). La croissance est effectuée érokiose a 30°C sous
agitation sur la nuit et la journée suivante. Laestjabsorbance a 600 nm atteint 0,5 le milieu
est complémenté avec 30 UM de Zn€l les cultures sont induites par I'ajout d’'IPTZDQ
UM). La croissance est poursuivie jusqu’a une almsmbe a 600 nm voisine de 1,2
correspondant a I'amorce du plateau (environ 3 dgurLes cellules sont récupérées et

stockées comme indiqué précédemment.

aCo et « apa »

Les cultures des protéines nommé&n et « apa » sont réalisées dans des erlens
en plastique préalablement rincés avec de l'eali-®ipassée sur résine Chelex-100 (Bio-
Rad). Le milieu M9 est préparé a partir de poudvenroerciale et d’eau chélexée. Les
solutions stocks utilisées pour la complémentatbri’induction ainsi que le tampon de
récupération des bactéries sont préparés avecede thélexée. Pour la protéin€o, le
milieu est complémenté avec une solution de o@D a 50uM) juste avant l'induction. Le

reste du protocole est identique a celui décrir poprotéineaGlyD.
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A.IV.2 - Surexpression de l'activase

100 mL de milieu LB complémenté en ampicilline (20§/mL) sont ensemencés
avec une colonie de la souche BL21(DE3) transforparele plasmide pN9 puis incubés a
37°C en aérobiose sous agitation sur la nuit. Getkeulture permet d’inoculer a 1,5% des
milieux de culture LB complémentés en ampicillirgd@ pg/mL) et glucose (0,2%). La
croissance est effectuée a 37°C en aérobiose gdatian jusqu’a une absorbance a 600 nm
voisine de 0,4. Les cultures sont alors transféa2S°C et induites par I'ajout d’'IPTG (200
KUM) lorsque I'absorbance atteint 0,5. La croissa@sepoursuivie jusqu’a une absorbance a
600 nm voisine de 1,2 correspondant a I'amorce ldte@u (environ 3 heures). Les cellules
sont récupérees par centrifugation (4000 rpm, 30, @fiC). Les culots sont repris dans du
tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. Une nouvelle centgdtion est effectuée (6500 rpm, 15

min, 4°C) et les cellules sont stockées a —80°C.

B - Méthodes de biologie moléculaire

B.l - Transformation des souches dscherichia coli

B.I.1 - Préparation de cellules compétentes

Les bactéries sont cultivées dans 10 mL de mili@&ijlusqu’en début de phase
exponentielle de croissance (soit une absorbanc6é0@ nm d’environ 0,4). Apres
centrifugation (5000 rpm, 10 min, 4°C), les celtulont resuspendues dans 10 mL de £acCl
0,1 M et incubées 30 min dans la glace. Le traitérdes cellules par du CaQirovoque un
afflux d’'ions chlorure accompagnés de moléculeaw’dans la cellule. La déformation de la
bicouche lipidique engendrée est nécessaire anétiadion de I’ADN lors de I'étape suivante
de transformation. Les cellules sont ensuite réesltomme précédemment et resuspendues
dans 2 mL de Cagl0,1 M, glycérol 10%. Les cellules rendues compétersont alors

aliquotées, congelées dans 'azote liquide et sxka —80°C.
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B.l.2 - Transformation

200 L de cellules compétentes sont incubés dans l& glagrésence de 20 a 100
ng de plasmide pendant 30 min. Le mélange est pr@n a 42°C. Ce choc thermique
permet d’accentuer la déstabilisation de la biceugtidique et de stimuler la pénétration de
I’ADN plasmidique dans les cellules. Aprées retoans la glace (5 min), 8Q@L de LB sont
ajoutés et 'ensemble est placé 1h30 a 37°C satatiag. Les bactéries sont récupérées par
centrifugation (7000 rpm, 1 min) et reprises dad@|Z. de surnageant, puis étalées sur boite
de Pétri contenant I'antibiotique nécessaire a&lacsion des transformants. Les boites sont

placées a I'étuve a 37°C sur la nuit.

B.1l - Préparation d’ADN plasmidique par lyse alcalne

De maniére générale, cette opération est réalispartir de cultures de cellules
DH5a transformées avec le plasmide contenant l'insédird. Classiquement, 10 mL de
milieu TB complémentés en ampicilline (2p@/mL) sont ensemencés avec une colonie et
incubés sur la nuit a 37°C sous agitation. L'exteac de I'ADN plasmidique s’effectue
ensuite en utilisant le kit FlexiPrep (Pharmaciat8th). Cette méthode utilise une procédure
de lyse cellulaire alcaline comportant un traitetnanla RNase et une précipitation a
I'isopropanol. L'ADN plasmidique est ensuite pugifgrace a une matrice de verre. Le sel
chaotropique (guanidine) nécessaire a la fixateADN permet également de dénaturer et
d’éliminer les protéines de I'échantillon. L’ADN g8midique est finalement élué dans un
tampon de faible force ionique (Tris-HCI 10 mM, BHEDTA 1 mM). La pureté de 'ADN
plasmidique est analysée sur gel d’agarose et meentration est estimée par spectroscopie
d’absorption UV-visible sachant qu'une absorbanc68® nm de 1 correspond a une

concentration de 5ag/mL.
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B.1l - Précipitation a I'éthanol

Cette opération est realisée si la solution d’ADNasmidique isolé est
insuffisamment concentrée, ou comme étape préparptur le séquencage du plasmide. La
solution plasmidique est précipitée en présence,teolume d’acétate de sodium 3 M, pH
5,2 dans 3 volumes d’éthanol pur. Aprés incubatiendant 30 min a —80°C, la solution est
centrifugée a température ambiante (15000 rpm, ib}. ioe culot est ensuite lavé avec 700
puL d’éthanol 70%. Aprées une nouvelle centrifugatériempérature ambiante le culot est

séché puis repris dans 50-1@l0d’eau distillée stérile.

B.1V - Digestion

En général, 0,2 a g dADN plasmidique sont digérés par 5U d’enzyme de
restriction dans un tampon de réaction appropréeifip par le fabricant et dans un volume
réactionnel final compris entre 10 et BD. La réaction s’effectue a 37°C pendant 1 a 3 h en

fonction de I'enzyme utilisée.

B.V - Electrophorese sur gel d’'agarose

Les fragments d’ADN plasmidique issus d’'une digestbu d’'une réaction de PCR
sont analysés sur un gel d’agarose a 1 ou 2%,retido de la taille des fragments a analyser.
Un volume de tampon de charge (bleu de bromoph&@a6Pb, xylene cyanol 0,25%, glycérol
30%) est ajouté a 5 volumes de la solution d’ADNspe mélange est déposé sur le gel
d’agarose, de méme que des marqueurs de tailldasthfissus de la digestion du phagear
Hindlll). Apres migration sous une tension de 7al&hs du tampon TAE (Tris-acétate 40
mM, EDTA 1 mM), le gel est immergé dans une solutie TAE contenant environpis/mL
de bromure d’éthidium (BET). La fluorescence du BEfErcalé entre les bases de I'ADN est

ensuite observée sous lumiére UV.
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B.VI - Mutagéneése dirigée

Les mutantsaC550A etaC680A sont obtenus par mutagénéese dirigée graddt au
QuikChange (Stratagene). Cette méthode nécesditeséition d’un plasmide double brin (ici
le plasmide pTd) portant le gene d’intéréndD) ainsi que 2 oligonucléotides synthétiques
contenant la mutation désirée et complémentairgsbaims du plasmide (Invitrogen). Les

séquences des oligonucléotides utilisés sont pgsedans le tableau B.1.

nom séquence des amoré®s conditions®
aC550A1 ® g agt gaa aac ctgre gat cgc ttc tge & 30sa95°C/60sa55°Q/
aC550A2 ® g gca gaa gcg atggcag gtt ttc act & 600 s & 68°C
aC680A1 > ct cgce cge gtgee gga tat tta § 30sa95°C/60sa59°Q/
aC680A2 ® ¢ taa ata tccgp cac geg geg ay 600 s & 68°C

Tableau B.1 -Séquences des amorces et conditions utilisées ptaconstruction
des mutantsaC550A etaC680A. (a) Les nucléotides modifiés a I'origine de la atiar
Cys- Ala sont indiqués en gras et I'écriture respecteghnisation en codons(b) les
conditions s’appliquent aux 16 cycles de tempéeaprécédés d’'un cycle de 30 s a 95°
suivis d’un cycle final de 600 s a 68°C.

La mutagénéese s’effectue par un enchainement descge température réalisés de
maniere automatique par un thermocycleur. Chaqute cygomporte 3 étapes: dans un
premier temps les 2 brins de ’ADN matrice sontasép par dénaturation thermique, puis les
oligonucléotides s’apparient a leur séquence camgiéaire sur I’ADN matrice. lls servent
d’amorces pour I'étape d’élongation, au cours dgiédle laPfuTurbopolymerase (une ADN
polymérase thermorésistante) synthétise 'ADN c@mntaire au brin parental. Une fois cet
enchainement de cycles terminé, le produit de &etign est traité par [®pn I, une
endonucléase qui digere spécifiquement 'ADN méthgt hémiméthylé du plasmide
parental. LADN muté est finalement introduit dades cellules compétentes (ici des

bactéries DH&) qui relient les 2 extrémités du plasmide encdre$ apres la synthése de
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'ADN. Le gene modifié codant pour la réductasetéa éntierement séquencé (Genome
Express SA) pour chacun des 2 plasmides q€bbh0A et pT@aC680A, confirmant

I'introduction de la mutation désirée.

C - Méthodes biochimiques

C.l - Préparation d’extraits solubles

C.1.1 - Protocole standard

Les culots de bactéries collectés apres la culbore décongelés a température
ambiante puis repris dans du tampon d'extractiois-HCIl 30 mM pH 7,5, KCI 30 mM, DTT
5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, Zn@b0uM). La solution est soniquée a une température
inférieure a 10°C par cycles de 10 s pendant Gran7avec une amplitude de 40% pour les
réductases et de 50% pour l'activase. Les débilisilatees sont alors éliminés par
centrifugation (15500 rpm, 30 min, 4°C). Le surreage contenant les extraits solubles, est
traité au sulfate de streptomycine (3 % p/v) sdisdidans du tampon d’extraction pendant 30
min sous agitation a 4°C. Les acides nucléiquesiités sont alors éliminés par
centrifugation (15500 rpm, 15 min, 4°C). Le cultarix obtenu contenant 'ADN est éliminé.
Le surnageant est traité pendant 60 min sous agitat4°C avec de la DNase pancréatique
(2-3 mg de DNase | en présence de Mg&b mM), puis la solution est centrifugée (15500
rpm, 20 min, 4°C). Les extraits obtenus sont easpiiécipités au sulfate d'ammonium saturé
a 40% pour l'activase et a 55% pour les réductaseslant 30 min sous agitation a 4°C.
Apres 15 min de centrifugation a 15500 rpm et 48C;ulot est repris dans du tampon Tris-
HCI 50 mM, pH 8, KCI 30 mM pour I'activase ou durtpon Tris-HCI 100 mM, pH 8, KCI
100 mM pour les réductases. La solution est dielgsitre le méme tampon toute la nuit a
4°C sous agitation. Cette derniére étape de diaglgstacultative dans le cas des réductases en

fonction de la méthode de purification choisie lpasuite.
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C.l.2 - Variantes

Quelgues modifications sont apportées au précéuetbcole lors de I'extraction
des protéinesiCo et «apa ». Le tampon d’extraction utilisé pour la protéia€o est
chélexé et ne contient ni EDTA ni ZnCPour la protéine « apo» la concentration d’'EDTA

est augmentée a 5 mM.

C.II - Purification des protéines

C.ll.1 - Purification des réductases

Deux méthodes de purification sont employées pourfier les différentes
réductases, la chromatographie sur support hydiphdutyl Sepharose et la

chromatographie d’affinité dATP Sepharose

C.ll.1.a - Protocoles généraux

@ Chromatographie sur support hydrophobe Butyl Sepsa

Les culots protéigues obtenus aprés précipitatioaufate d’ammonium sont repris
dans le minimum de tampon KPi 50 mM pH 7,9 sanpettde dialyse intermédiaire. La
solution est diluée 5 a 6 fois avec du tampon K®IntM pH 7,9, (NH),SO, 0,8 M puis
injectée sur une colonne préparée avec de la r8sitye Sepharose 4 Fast Flow (Pharmacia)
et préalablement équilibrée avec du tampon KPi 80phl 7,9, (NH,).SO, 0,8 M a un débit
de 3 mL/min. La colonne est lavée avec 3 volumesadwpon précédent puis I'élution est
effectuée selon un gradient décroissant de,fp8D, (de 0,8 a 0 M dans du tampon KPi 50
mM pH 7,9) avec 3 paliers a 0,6, 0,4 et 0 M de {NBO,. La réductase est majoritairement
éluée vers 0,4 M de (NjISOy, au niveau du deuxieme palier. Les fractions auarie la
protéine d'aprés l'analyse par gel SDS-PAGE 12% sassemblées, concentrées et lavées

plusieurs fois avec du tampon KPi 50 mM pH 7,9 plamafiltration puis sur Amicon 30K
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(Millipore). A ce stade la pureté de la protéine estimée a 85%. Certaines préparations de

protéine ont été directement utilisées apres petimiere étape de chromatographie.

@ Chromatographie d’affinité dJATP Sepharose

Cette méthode permet de purifier la réductase ptésgans les extraits protéiques
aprés précipitation au sulfate d’ammonium, aug@s ka solution doit étre préalablement
dialysée. Elle est également utilisée comme étappudification supplémentaire apres une
premiere purification par chromatographie sur supipypdrophobe.

La résine d’affinité utilisée est préparée par ¢age entre les groupements CNBr d’'un
gel de Sepharose activé (Pharmacia) et le 4-amémybrdésoxyadénosine triphosphate, un
ligand obtenu par synthése chimique. La solutiootgaue est diluée a 2 mg/mL avec du
tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 300 mM puis injéeta un débit de 0,2 mL/min sur la
dATP Sepharose équilibrée avec le tampon précédleantolonne est lavee avec 5 a 10
volumes du méme tampon puis la réductase retemde gel est éluée avec du tampon Tris-
HCI 100 mM pH 8, KCI 300 mM, ATP 1 mM. Les fract®mrontenant la réductase d’apres
'analyse par gel SDS-PAGE 12% sont rassemblées poincentrées et lavées avec du
tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 100 mM sur Amic@0K. La pureté de la protéine

issue de cette chromatographie d’affinité est sapgr a 90%.

C.II.1.b - Protocoles spécifiques

Quelgues modifications sont apportées aux précédenbtocoles lors de la
purification des protéinesCo et « apa ». Quelle que soit la méthode employée pour pmurifi
la protéineaCo, tous les tampons utilisés au cours de l'op#masont passés sur résine
Chelex 100. La protéine « ape est purifiée selon la premiére méthode. Les tarsp
nécessaires sont supplémentés en EDTA (5 mM). ai#ipe pure est lavée avec du tampon

Tris 100 mM pH 8, KCI 100 mM chélexé.
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C.lI.2 - Purification de I'activase

C.ll.2.a - Chromatographie d’échange d’anions Q XL

Afin d’éliminer les oligonucléotides restants, kedraits obtenus aprés dialyse sont
déposés sur une colonne échangeuse d’anions Q X0 daL (HiPrep 16/10, Pharmacia)
équilibrée en tampon de dialyse a un débit de 2miri/Le lavage de la colonne avec 4 a 5
volumes du méme tampon permet de récupérer I'agiv@n retenue. L'augmentation de la
force ionique avec du tampon Tris-HCI 50 mM, pHK&I 1 M provoque I'élution des
oligonucléotides fixés sur la colonne. Les fracti@montenant I'activase d’apres I'analyse par
gel SDS-PAGE 15% sont rassemblées, concentrées/é&td avec du tampon Tris-HCI 50
mM, pH 8, KCI 100 mM, EDTA 5 mM, DTT 5 mM par ulfiiration puis sur Amicon 10K

(Millipore).

C.11.2.b - Chromatographie de filtration sur gel 205

La solution protéique obtenue apres Q XL (volumeimam 5 mL, 100 mg par
injection) est déposée sur une colonne Superdede7520 mL (HiLoad 16/60, Pharmacia)
equilibrée avec du tampon Tris-HCI 50 mM pH 8, KIOD mM, EDTA 5 mM, DTT 5 mM a
un deébit de 0,8 mL/min. L’élution s’effectue dars mémes conditions de tampon et de débit
et des fractions de 2 mL sont récupérées. La farroeomérique de I'apoprotéin@)(est
éluée en un pic majoritaire précédé d’'un pic cpoaedant a la forme dimérique. Apres une
analyse par gel SDS-PAGE 15% les fractions corredgat a la forme monomérique sont
rassemblées, concentrées et lavées extensivememidavtampon Tris-HClI 100 mM pH 8,
KCI 50 mM par ultrafiltration afin d’éliminer EDTAet DTT. La pureté de la protéine est

estimée a 90% au minimum.

C.llIl - Reconstitution de I'activase

L'incorporation du centre fer-soufre de l'activasst réalisée en boite a gants sous

atmosphére contr6lée (moins de 2 ppm'® 18°C. L'apoprotéin@ (10 mg/mL dans du

50



MATERIELS ET METHODES

tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 50 mM) est inculd@@ min en présence de 5 mM de
DTT. Six exces molaires par rappoift @'une solution de sulfure de sodium {Saans HO)
sont ajoutés en une fois puis, progressivemenkcésemolaires d'une solution de fer(ll) (sel
de Mohr [(NH,).Fe(SQ),] dans HO). Le mélange est incubé sur la nuit dans la @ogants.

Le lendemain la solution est traitée par une smut’EDTA (2,5 mM) pendant 30 min puis
déposée sur une colonne Sephadex G-25 de 30 mlibéggiia un faible débit avec du
tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 50 mM. La protéioelorée (marron-noire) débarrassée
de I'exces de fer et de soufre est récupérée damseilule d'ultrafiltration, concentrée sur
Centricon YM10 (Amicon) et lavée deux fois avec B du tampon précédent dans la boite.
En fin de manipulation, un spectre UV-visible estegistré puis la protéine reconstituée est

aliquotée avant d’étre congelée a —80°C.

C.IV - Réduction de I'activase

La réduction du centre [4Fe-£S]de la protéineéd s'effectue en boite & gants sous

atmosphere contrélée (moins de 2 ppmQi'€ a 18°C.

L'activasef3 peut étre réduite de maniere chimique ou photocjien La réaction est
suivie par spectroscopie d'absorption UV-visibén;effet la réduction s’accompagne d’une
diminution d’environ 25% de la bande de transfertctiarge S Fe" du centre [4Fe-48] a

420 nm.

C.IV.1 - Réduction chimique

Une solution de dithionite est préparée en anaésehilans du tampon Tris 100 mM
pH 8, KCI 50 mM a partir de dithionite de sodiumusdorme solide (poudre). La réduction
de I'échantillon protéique est initiée par I'ajdat10 exces molaires de dithionite par rapport &
B en présence de DTT (5 mM). La réaction est pouisyiendant 45 a 60 min puis le

mélange est déposé sur une colonne Sephadex G-28 d#. équilibrée a un faible débit
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avec le méme tampon. Cette étape permet d'élinfimeres de dithionite présent dans le

mélange réactionnel ainsi que le DTT.

C.IV.2 - Réduction photochimique

La photoréduction du centre [4Fe-4Sile la protéingd reconstituée (200-800M)
est réalisée dans une cuve en quartz depBO®,1 cm de trajet optique) en présence d'une
quantité sous-stoechiométrique (20-108) de 5-DAF. La réduction est initiée par irradoati
de la solution pendant 30 a 45 min a l'aide d'wjepteur de diapositives disposé a 15 cm de
I'échantillon. Une fois la réaction terminée, lelang@e réactionnel est maintenu dans le noir a

I'aide d'une feuille d'aluminium afin de stoppeflix d'électrons.

C.V - Mesure d’activités enzymatiques

C.V.1 - Activité ribonucléotide réductase

Dans un premier temps, la protéine(l a 5ug par essai) est désoxygénée en
présence de DTT 5 mM pendant 60 min a températntgamte dans des petits tubes en verre
(longueur 2,5 cm, diamétre 0,8 cm) connectés a namepe sous flux continu d'azote
humidifié (azote GC ; 99,98%). En paralléle, ledanges d'activation et de réduction sont
désoxygénés. Au temps t = 0, ib du mélange d'activation sont ajoutés a chacurtulsss
de maniére a ce que le mélange final contienneM 84 mM, NADPH 1 mM, KCI 30 mM,
Tris-HCI 30 mM pH 8, 2ug de flavodoxine réductaseuy de flavodoxine et une quantité de
protéine3 comprise entre 1 et jig. Alternativement le mélange d’activation peut§trivé
de protéinef si celle-ci est ajoutée a la protéioe dans un rapport 1:1, lors de I'étape
d’'incubation avec le DTT. L’incubation se pourspéndant 60 min sous flux d'azote. Cette
opération constitue I'étape d'activation de I'erzyfobtention de la RNR sous forme
radicalisée). La réaction de réduction est aloiéa en ajoutant 13uL d'une solution
dégazée contenant le substfat){CTP 1,4 mM (50-60 dpm/pmole), ATP 1 mM, MgcClo

mM, formiate de sodium 10 mM. Aprés 20 min de r@acles tubes sont ouverts a I'air et 500
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puL de PCA 1 M sont ajoutés puis HQ d'une solution de dCMP a 5 mg/mL (Sigma) comme
standard interne. Les tubes sont portés a 100°@aperlO0 min. L’hydrolyse acide ainsi
effectuée permet d’obtenir les dérivés monophogshdes nucléotides. Apres neutralisation a
l'aide de 14QuL d'une solution de KOH 4 N en présence d'une gadstrouge de phénol et
élimination du précipité de KClOpar centrifugation (3000 rpm, 10 min), le surnadesst
déposé sur une colonne Dowex AG50 WX8 d’environmil2 Un lavage par une solution
d’acide acétique 0,2 M (106 mL) permet d’éliminer@MP résiduel. Le dCMP est €lué avec
30 mL supplémentaires. Le rendement de chaque mel@st évalué en comparant le
ADO (280-310 nm) de chaque fraction ADO (280-310 nm) obtenu avec une solution de 30
mL d'acide acétique 0,2 M contenant D de dCMP a 5 mg/mL. La radioactivité des
fractions contenant I€'))-dCMP est déterminée aprés l'addition de liqusdimtillant & un
aliquot (3 mL) sur un compteur a scintillation lige Wallack 1409, ce qui permet d'accéder a
I'activité spécifique de I'enzyme (AS) définie comie nhombre de nmoles de dCTP formées

par min et par mg de protéine

C.V.2 - Activité SAM réductase

C.V.2.a - Réductolyse de la SAM

La réaction d’activation de la protéimeimplique une réaction de réductolyse de la
SAM par la protéineg3. L'activité SAM réductase peut donc étre détermiré partir des
études d’activation par la détermination des qtémtie méthionine et de 5’-désoxyadénosine
produites. La protéine peut étre activée de 2 maniéeres, soit en utilimrotéinef pré-
réduite, soit de maniére catalytique. Les diffé@entéactions d’activation sont réalisées en

boite a gants sous atmosphere contrélée (< 2 ppra T3°C.

@ Activation ave@3 pré-réduite

La centre [4Fe-48] de B est réduit par le dithionite ou la 5-DAF commeidnuz

précédemment. La protéinepréalablement réduite avec le systeme NADPH rédiaxine :
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thiorédoxine réductase est ajoutés] @ [[3] = 100 a 20QuM). La réaction de réductolyse est
initiée par I'ajout de SAM (1,5 mM). A des interled de temps compris entre 5 et 60 min

200l du mélange sont prélevés et congelés dans urRBEea I'intérieur de la boite a gants.

@ Activation catalytique

Dans ce cas le mélange d’activation contiemtet 3 en quantités équimolaires (100
a 200uM), NADPH 2 a 3 mM, thiorédoxine réductase (3 a\®), thiorédoxine (6 a 1aM),
flavodoxine réductase (8 a 16/) et flavodoxine (10 a 2QM). La réaction de réductolyse
est initiee par I'ajout de SAM (1,5 mM). A des intalles de temps compris entre 5 et 180
min 200 ul du mélange sont prélevés et congelés dans unR#te dans la boite a gants.
Dans certaines expériences l'analyse par RPE pasteffectuée ; dans ce cas le mélange
contient entre 40 et 1Q@M de protéinest et3 et des quantités proportionnellement réduites
des 2 systémes enzymatiques. A des intervallesrmdpst compris entre 5 et 180 min | @du

mélange sont prélevés et la réaction est stoppéd@joait de 10uL de TCA 1 M.

C.V.2.b - Analyse de méthionine

Une fois I'analyse RPE des échantillons terminéecdntenu des tubes RPE est
décongelé puis précipité au TCA 1 M (20% v/v). luentité de méthionine présente dans le
surnageant apres centrifugation (15000 rpm, 15 esh)déterminée par J.P. Andrieu (LEM,
IBS, Grenoble) sur un analyseur d'acides aminége®y3300 (Beckman). Les échantillons
sont dérivatisés par la ninhydrine et passés sarambonne échangeuse d'ions (citrate de

sodium, pH 2) reliée a un analyseur dont la longdé&ande est fixée a 570 nm.

C.V.2.c - Analyse de 5'’-désoxyadénosine

Le contenu en 5'-désoxyadénosine des différentanéitibons est déterminé par
chromatographie liquide haute performance (CLHR)ctfiée sur un appareil HP série 1100

eéquipé d'une pompe quaternaire, d'un injecteumaatique et d'un détecteur UV a barrette de
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diodes. Aprés précipitation des protéines au TCM1(20% v/v) et centrifugation le
surnageant de I'échantillon a analyser (10 a iDPest injecté sur une colonne CC 250/4
Nucleosil 100-5 g (Macherey-Nagel) ou une colonne Zorbax SB-C18 Iehg) équilibrées
avec une solution de TFA (0,1%) a un débit de 1mmh/ L’élution, suivie par la mesure de
I'absorbance a 254 nm, s’effectue au méme déb&Cemin avec un gradient linéaire de 0 a
28% d’acétonitrile dans du TFA 0,1%. La 5'-désoX¥yaubsine est éluée a 9,4 min (colonne
Nucleosil) ou 10,6 min (colonne Zorbax). Une gamétalon est établie dans les mémes
conditions avec de la 5'-désoxyadénosine commer(ii@ 0,2 & 10 nmoles dans du TCA 170
mM). La droite obtenue donnant l'aire du pic d’Ada fonction de la quantité injectée
permet de calculer la quantitée d’AdoH présente da&thantillon. La solution obtenue est
lyophilisée sur la nuit lorsque la purification g@&ltHP est suivie de I'analyse isotopique de la

5’-désoxyadénosine par spectrométrie de masse.

C.VI - Caractérisations biochimiques

C.VIL.1 - Dosage de protéines

Les protéines sont dosées par spectroscopie daiosolJV-visible a 595 nm selon
la méthode décrite par Bradford (Bradford, 197@&)cgra une abaque établie avec l'albumine

de sérum de beoeuf (Sigma).

C.VI.2 - Dosage de fer

C.VI.2.a - Dosage colorimétrique

Le fer contenu dans la protéifiereconstituée est dosé par colorimétrie selon une
méthode adaptée de celle de Fish (Fish, 1988) bageda formation d'un complexe
tris[bathophénanthroline]-Eeen milieu réducteur tamponné (ascorbate de soditamétate

d’ammonium, pH 8).
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@ Gamme étalon

Elle est établie a partir d'une solution de fer($@l de Mohr [(NH).Fe(SQ),]) a 1
mM dans du HCI 1 N soit 3,92 mg/mL HCI. Cette siontest diluée au 28°afin d'obtenir

une solution a 5QM.

@ Echantillons protéiques

lls sont préparés dans un volume final deu65et contiennent des quantités de fer

comprises dans la gamme étalon.

@ Protocole

45 uL de PCA 1 M sont ajoutés a chaque tube et ledisnkisont vortexées. Les
tubes sont laissés 1 h a température ambiantesAgprérifugation (15000 rpm, 5 min), 20
de solution sont prélevés puis sont ajoutés suieeesent 72uL de BPS (2,45 mg/1,44 mL
H,0O), 36 pL d'ascorbate de sodium (42,9 mg/1,13 miOHet 27uL d'acétate de sodium
(solution saturée diluée au tiers). Aprés 30 miterapérature ambiante les solutions sont
centrifugées (15000 rpm, 5 min). La ligne de bagestfectuée sur le standard et la mesure de

I'absorbance a 535-680 nm est effectuée pour chadamtillon.

C.VI.2.b - Dosage par spectroscopie d’absorpticomnatue

Le fer contenu dans la protéineest dosé par spectroscopie d’absorption atomique
électrothermique a correction par effet Zeemannalgse est réalisée par D. André et MC.
Bouillet (DBI, CHU Grenoble) sur un spectrometretadhi 8270 (Tokyo, Japon). Les
calibrants utilisés contiennent 0, 25, 50, 75 € @/L de fer. La quantité déposée dans le
four est de 10 pL. Les échantillons de protéind ddnés de telle sorte que la concentration

en fer se situe dans la gamme de calibration.
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C.VL.3 - Dosage de zinc

Le zinc contenu dans la protéineest dosé par spectroscopie d’absorption atomique

et par colorimétrie.

C.V1.3.a - Dosage par spectroscopie d’absorpticonatjue

Le zinc contenu dans la protéineest dosé par spectroscopie d’'absorption atomique
électrothermique a correction par effet Zeemannélgse est réalisée par D. André et MC.
Bouillet (DBI, CHU Grenoble) sur un spectrometrerkdte EImer (Norwalk, Connecticut,
USA). Les calibrants utilisés contiennent 0, 25, BB et 100 pg/L de zinc. La quantité
déposée dans le four est de 10 pL. Les échantillergotéine sont dilués de telle sorte que la

concentration en zinc se situe dans la gamme dwatabn.

C.VI.3.b - Dosage par colorimétrie

Le zinc contenu dans la protéimeest dosé par colorimétrie selon une méthode
adaptée de celle de Hunt (1985). Elle est basédéasimrmation d’'un complexe Zn(PAR)
entre le pyridylazorésorcinol (PAR) et les ionsZlibérés aprés modification des cystéines

de la protéine par un réactif organomercurique;tgdroxymercuribenzoate (PMB).

@ Gamme étalon

Elle est établie a partir d’'une solution d’acétégezinc (Zn(OAg), 2 H,0) a 50uM
dans du tampon Tris-HCI 0,1 M pH 8, KCI 50 mM ch@&eLe mélange final contient entre 0
et 10uM de zinc.

@ Echantillon protéique

La protéinea est éventuellement diluée avec du tampon Tris-H{CIM pH 8, KCI
50 mM chélexé. Le mélange final contient des qu@stde zinc comprises dans la gamme

étalon.
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@ Protocole

Le test colorimétrique s’effectue directement dans cuve en quartz de 100 et 1
cm de trajet optique préalablement rincée avecE®TIA (100 mM) puis du tampon Tris-
HCI 0,1 M pH 8, KCI 50 mM chélexé. L'échantillon analyser est dilué dans le tampon
précédent. L de PAR sont ajoutés, puisph de PMB, de maniére a atteindre un volume

final de 100uL. L'absorbance a 500 nm est mesurée apres agitatamuelle de la cuve.

C.VI.4 — Détermination de I'état réedox de la rédiset

L’état rédox de la réductase est déterminé en Bojf@nts sous atmosphere contrblée
(moins de 2 ppm d’¢) et a 18°C. Classiquement, une cuve en quart20fq3 (0,1 cm de
trajet optique) contient entre 0,5 et 1,5 mM deuotdse dans du tampon Tris 100 mM pH 8,
KCI 50 mM. Apres addition de NADPH en exces (1 eBl) et de thiorédoxine réductase
(0,5 & 3uM) la cinétique d’oxydation du NADPH a 340 nm= 6,22 mM'.cm?) est suivie
pendant 5 a 10 min et poursuivie aprés I'ajouthiderédoxine (5 a 15M) pendant 10 a 80
min jusqu’a l'obtention d’'un plateau. LADO (340 nm) obtenu permet de déterminer le
nombre d’équivalents réducteurs consommés et danacalculer le nombre de ponts

disulfures équivalents présents dans la réductase.

C.VL5 - Détermination de la constante d’assocratia zinc a la protéine

La constante d’association du zinc a la protéirest déterminée d’apres Jaketbal.
(2000) a partir d’'expériences de compétition elatngrotéinen et le chélateur de métal TPEN
(Ka = 10°° M™Y. La protéinen (170 pM ) est incubée dans du tampon Tris-HCIN,ftH 8,
KCI 50 mM chélexé avec 20 mM de DTT et des coneioins croissantes de TPEN pendant
7 h a 4°C. La protéine est ensuite purifiee deus par filtration sur gel sur colonne Micro
Bio-Spin (Bio-Rad) équilibrée avec le tampon présgdafin d’éliminer le DTT et le TPEN.
Le contenu en zinc de la protéine est déterminé gqmorimétrie comme indiqué

précédemment. La constante d’association du zia@gotéinen est calculée selon I'équation

3).
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. [TPEN-Zn]
Ka (TPER) = [TPEN;pre] * [ZNjiprel W

K [a-Zn] )
a(d) =
@ [Aiore] X [ZNjiyel ©)

Ka (TPEN)x [a-Zn] x [TPEN,.]
Ka(a) = ©))
[TPEN-Zn]x [0tpye]

Dans I'équation (3)d[Zn] est la concentration de protéinecomplexée au zinc
(obtenue par le dosage) qiife] est égale aditad - [0ZN]; [TPENie] est égale a
[TPENotw] - [TPENZN]. [TPENZN] correspond a la concentration de protémenon
complexée au zinc i,re]). La concentration effective du TPEN a pH 8 esdtulée d’apres

le pKa de la molécule, égal a 7,19 (Anderegg 1967).

C.VL.6 - Electrophorese sur gel SDS-PAGE

C.VI.6.a - Contrdle de la surexpression

La surexpression des protéines au cours d'unerewdallulaire est contrélée a l'aide
d'un gel SDS-PAGE 12 ou 15% : des fractions de 1 métoltées a différents temps de la
croissance bactérienne, sont centrifugées 10 riB0A0 rpm. Le culot cellulaire, repris dans
100 yL de bleu dénaturant (Tris-HCI 1 M, pH 6,8, SDS 108b/cérol, BBP 2%,3-
mercaptoéthanol), est porté a 100°C pendant 10pois centrifugé 5 min a 15000 rpm afin
d'éliminer les débris membranaires et 'ADN chroomogjue. Entre 10 et 1%L de

surnageant, contenant les extraits protéiques,dapuses sur le gel.
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C.VL.6.b - Contréle de la pureté des protéines

Au cours des différentes étapes de purificatiopuieeté de la protéine est estimée a
l'aide d'une électrophorése sur gel de polyacrgemi2 ou 15% réalisée dans des conditions
dénaturantes. Cette technique est courammentéatiisur séparer les sous-unités protéiques
et déterminer leur masse moléculaire apparente WM Dans un premier temps, les
protéines sont dissociées en leur forme monomérnmarechauffage (5 min & 100°C) en
présence df3-mercaptoéthanol et d'un détergent anionique, @écld sulfate de sodium
(SDS). Lep-mercaptoéthanol réduit les ponts disulfures itightes des protéines et le SDS,
qui se lie aux polypeptides avec un taux propon@ra leur masse moléculaire, contribue a
modifier la charge intrinseque de chaque polypeptigdss complexes SDS-polypeptides ainsi
formés (le rapport charge/masse étant identiqueeaude chaque complexe) migreront dans
un gel de polyacrylamide en fonction de leur MM La relation existant entre la mobilité
relative (R) de chaque complexe et leur MM est donnée par I'équation suivante: log
MM a0p=R¢, qui dérive de I'équation de Ferguson (Fergus664)l La migration est réalisée
sous une tension de 150 V et une intensité de 3@emélant 90 min. Le gel est ensuite coloré

au bleu de Coomassie (20 min) puis décoloré pasahgion d'acide acétique/méthanol.

C.VL.7 - Spectrométrie de masse

C.VL.7.a - Spectrométrie de masse électrospray

Les expériences de spectrométrie de masse éleetyodps protéines sont réalisées
par D. Lemaire (LSMP, IBS Grenoble) sur un specétmen de masse Q-TOF Micro
(Micromass, Manchester, UK) équipé d’'une sourcetéspray et opérant avec une tension
d’aiguille de 3 kV et des tensions du cone d’extoac et du cdne d’échantillonnage
respectivement égales a 70 V et 2,5 V. La valewide dans la premiere zone de pompage
de l'interface de I'appareil correspond a 4,3 mhakchantillon, dilué a environ 1 uM dans
une solution eau/acétonitrile (50% v/v) contenaj2%® d’acide formique, est injecté a un

débit de 5 pL/min. Les spectres de masse sont istrisgdans une gamme de m/z allant de
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500 a 2000. L’acquisition est réalisée en modetipadne calibration est effectuée d’apres le
profil d’états multichargés obtenu lors d’'une injen séparée de myoglobine de cceur de
cheval dissoute dans la solution utilisée pourhi&tillon. L’acquisition des spectres et le

traitement des données sont réalisés avec le é@ieissLynx 4.0 (Waters).

L’analyse par spectrométrie de masse électrosprdg 8'-désoxyadénosine est réalisée
par C. Lebrun (DRFMC/SCIB, CEA Grenoble) sur unctpmmetre de masse a trappe d’ions
LCQ (Thermo Electron, San Jose, USA) équipé d'umace électrospray. Les échantillons
sont injectés & 2-1L min* et I'analyse effectuée en mode positif. Une catibn (m/z
compris entre 50 et 2000) est établie en accord Bg&erecommandations du fabricant. La
température du capillaire est de 150-200 °C ;daiten de nébulisation est comprise entre 1 et

7 kV et la durée d’injection est de 5-200 ms.

C.VL.7.b - Spectrométrie de masse MALDI-TOF

L’intégrité structurale des différentes réductasses vérifiée par spectrométrie de
masse MALDI-TOF. L'analyse est réalisée par B. Bu{LSMP, IBS Grenoble) sur un
spectrométre de masse Voyager Elite XL (Perseiosystems, Framingham, MA) a temps
de vol et extraction différée équipé d'une sourasel a azote pulsé opérant a 337 nm.
L’acquisition des spectres d’ions positifs estig&d en utilisant un mode d’extraction linéaire
avec une accélération de 25 kV, un potentiel degghé de 93%, une tension du fil guide de
0,3% et un délai de temps de 250 ns. Chaque spegrésente le résultat moyenné de 100
impacts du laser. Les échantillons de protéines ditués dans du TFA 0,1% (concentration
finale d’environ 15 pM), puis mélangés a un volugggiivalent d’acide sinapinique préparé
dans une solution de GEBN /TFA 0,3% (50% v/v) directement sur une plaguacier
inoxydable. La plaque est séchée a I'air avantalyse. Une calibration externe est effectuée
avec l'albumine de sérum de bceuf fournie par l#sdApplied Biosystems en utilisant des
valeurs de m/z de 66431 (ion monochargé) et 3346 dichargé). Les valeurs de m/z

indiquées sur les spectres correspondent a la masgmnne obtenue pour l'ion [M+H]
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D - Méthodes biophysiques

D.I - Spectroscopie d’absorption UV-visible

D.I.1 - Principe

Les atomes et les molécules existent dans un reoddfini de niveaux d'énergie et
un changement de niveau d'énergie d'un état émgtre fondamental SO a un état
électronique excité S1 (passage d'un électron dithitale & une autre) nécessite I'absorption
ou I'émission d'un quantum d'énergie ou photomdrifie (E) d'un photon émis ou absorbé
lors d'une transition entre deux niveaux d'éneegitedonné par la relation E » bbu h est la
constante de Planck eta fréquence du photon. Dans des molécules comgpltles que les
molécules biologiques, les niveaux d'énergie s@uot gspacés et les photons proches de la
lumiere UV et visible peuvent permettre la tramsitiAussi ces molécules absorberont-elles

la lumiére dans le visible et l'ultraviolet.

En pratique, les spectres d'absorption UV-visillisenvés sont constitués de bandes
d'absorption assez larges plutdt que de raies. flbes s'explique par le fait qu'une transition
d'un état d'énergie a un autre s'accompagne dey@mamts simultanés entre de nombreux
états vibrationnels au sein de la molécule. Aimsiphoton possédant une énergie un peu trop
faible ou un peu trop élevée pour permettre unesitian électronique “pure” au sein de la
molécule peut étre utilisé pour une transitioneds niveaux vibrationnels associés a un état
électronique trop bas et des niveaux vibrationkls état électronique plus élevé : si la
différence d'énergie électronique est E et |la difiée d'énergie vibrationnelle est e, alors les
photons avec des énergies E, E+e, E+2e, E-e, E-2eront absorbés.

Chaque bande d'absorption est caractérisée gandaeur d'onde correspondant au
maximum d'absorptionAfay) et par son intensité, donnée par le coefficiépktihction
molaireg, (M cmt). Ces deux grandeurs sont reliées a la concearireé la solution par la
loi de Beer-Lambert : A= ¢, x | x ¢, ou | est la longueur du trajet optique (cm)cda

concentration (M).
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D.I.2 - Application aux métalloprotéise

Pour les complexes de métaux de transition dangrtgéines, il existe plusieurs types

de bande d'absorption :

- les bandes de transition entre orbitales d : pEsicomplexes de métaux de transition,
il est possible d'observer des bandes de tranglBdaible intensité d-d

- les bandes de transfert de charge : elles sogéeéral assez intenses et représentent
le passage d'un électron d'un atome a un autreoats ae l'excitation. On distingue
essentiellement deux catégories de bandes dedradsf charge : (i) les bandes de transfert
de charge ligand métal (un électroro ou 1t du ligand est transféré au métal), de faible
éenergie X élevée) et (ii) les bandes de transfert de chamngél- ligand (transfert d'un
électron métallique a une orbitale localisée suigiend : oxydation du métal et réduction du
ligand), de forte énergie (faibke.

En regle générale, la spectroscopie d'absorptionvisible permet, en biologie, de
caractériser un cofacteur protéique (identificatedrquantification) et de suivre une réaction

enzymatique.

D.I.3 - Appareillage

Les spectres en aérobiose ont été réalisés avespectrophotometre Hewlett
Packard 8453 a barrette de diodes ou un spectmplitte Cary 1 bio (Varian). Les spectres
en anaérobiose stricte (boite a gants) ont été&édahvec un spectrophotométre Uvikon XL

(Bio-Tek instruments) relié par des fibres optigaéa cuve placée a l'intérieur de la boite.

D.II - Spectroscopie de résonance paramagnétiqueegktronique (RPE)

La spectroscopie RPE est une technique physiquagtemt d'étudier les espéces
contenant des électrons célibataires. Dans lesemgst biologiques, ces espéces sont
principalement des radicaux libres et des ionsetiains métaux de transition (par exemple le

fer, le cuivre, le nickel). Les composés paramadgnés induisent l'absorption résonante
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d'une radiation micro-onde lorsqu'ils sont placéssdun champ magnétique statique. La
nature diamagnétigue de la chaine polypeptidique d®talloprotéines permet a la
spectroscopie de RPE d'étre une technique trgstésda la caractérisation structurale de
cofacteurs paramagnétiques dans les enzymes, danstérmediaires enzyme-substrat ou
dans les complexes enzyme-produit. L'informatiotenbe par spectroscopie de RPE peut
étre divisée en 3 catégories : (i) une informatoquantitative sur le nombre de centres
paramagnétiques, (ii) une information structuraiela nature des centres paramagnétiques et
(ii) une information structurale sur l'arrangemetds centres paramagnétiques dans les

systemes multicentres par analyse des interaatiagméetiques.

D.II.1 - Principes

Pour un systeme simple ne contenant qu'un setrecéa spin S=1/2, les deux
niveaux d'énergi¢a (ms = +1/2) et (ms = -1/2] sont dégénérés en absence d'un champ
magnétique. L'application de ce dernier conduitadldvée de dégénérescence par effet
Zeeman et les niveaux d'énergie divergent linéargnen fonction de la valeur du champ
magnétique. La condition de résonance n'est réalise lorsque I'écart d'énergie entre les
deux niveaux équivaut exactement a I'énergie destoph de la micro-onde.
Expérimentalement, dans les spectromeétres de RBEarnds, la fréequence micro-onde est
maintenue fixe (~ 9 GHz, bande X) et la conditi@résonance est satisfaite en faisant varier
le champ magnétique. Pour des raisons d'améliaorate la sensibilité, le spectre obtenu

expérimentalement est la dérivée du signal d'akisorp

64



MATERIELS ET METHODES
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Figure D.1 - Signal d’absorption[x”] et sa dérivée[dx”/dB] obtenus en faisar
varier le champ B La dérivée du signal d’absorption permet de détemles grandeu
tensorielles (g, gy et g) qui sont caractéristiques du centre paramagreétitudié.

Le facteur g est une caractéristique de la molédales laquelle sont localisés les
électrons célibataires. Pour les radicaux, de Spity2, le facteur g est proche du facteur de
Landé (g électroniqueg 2,002). L'écart entre la valeur de g du systéamsidéré et gest
fonction de la nature du centre paramagnétique sbd environnement moléculaire. Dans les
systemes moléculaires de basse symétrie, l'intenaZeeman est anisotrope et le facteur g
est une grandeur tensorielle. Ce tenseur possedgsteme d'axes principaux X, Y, Z dans
lesquels il ne contient que des éléments diagorianabsence de tout élément de symétrie, le
spectre RPE est formé de trois structures et dgéinitrois valeurs de g différentes, @y et
gz (figure D.1). Les pics observés sur le spectre RRREQy, gz) correspondent aux points
d'inflexions et a I'extremum du spectre d'absomt&i les largeurs de raies ne sont pas petites
par rapport aux écarts entre les valeurs de géfarmhination de ces valeurs nécessite une

simulation spectrale.

D.I1.2 - Structures hyperfines

Le premier terme de I'hamiltonien total décrivant spectre RPE représente

l'interaction avec le champ magnétique (terme ZegmMlais I'hamiltonien total peut
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comporter d'autres termes, comme un terme de gteubyperfine, qui représente l'interaction
entre le spin du centre et les spins nucléairesnuts présents dans son environnement, soit
H = Hz + Hsye avec Ry = S.AllL S et | étant des grandeurs vectoriellas. pEemiére
approximation, la structure hyperfine conduit aldéement des pics du spectre en un nombre
de structures égal a la dégénérescence du spiéamacl = 2| + 1. Les différentes structures
hyperfines ne pourront étre observées que si Awgsérieur aux largeurs des raies ; dans le

cas contraire, l'interaction hyperfine est un factgélargissement des raies.

D.II.3 - Largeur de raies

Divers mécanismes sont a l'origine des largeursraies RPE observées
expérimentalement : relaxation spin-spin, couplagmerfin avec des noyaux magnétiques de

I'environnement’d, **N), interaction dipdle-dipdle entre centres paranégigues.

D.lIl.3.a - “g-strain”

Dans le cas des métalloprotéines, les largeursraiks RPE observées
expérimentalement (~ 10 gauss) sont trés supésiearda valeur estimée a partir des
contributions nommées ci-dessus (< 1 gauss). @agissement est en partie di a I'existence
d'une distribution statistique des valeurs prinepadu tenseur g autour des valeurs
moyennes, liée a l'existence d'une distribution desformations des molécules dans la
solution constituant I'échantillon. Ce processasintl dans la littérature sous le terme de "g-
strain”, conduit a un élargissement du spectre RiRortionnel a la fréquence des micro-

ondes utilisées.

D.II.3.b - Effet de la température

Lorsque la température augmente, les processusldeation électronique
spin-réseau deviennent de plus en plus efficacesode que 1~ T,, avec T le temps de
relaxation spin-réseau et Te temps de relaxation spin-spin. Cette diminustatcompagne

d'un élargissement de la raie RPE proportionnélla donduisant a la disparition du signal a
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plus haute température. Pour cette raison, leagigRPE donnés par les centres métalliques
paramagnétiques ne peuvent généralement étre ébsguiaux températures cryogéniques et
une étude de saturation en température du sigriald®Bervé permet de différencier certains

centres métalliques paramagnétiques (les cefftFes4$'* et[2Fe-23* par exemple).

D.II.4 - Appareillage

Les spectres RPE ont été enregistrés sur un spexie Bruker ESP 300E a
température variable équipé d'un cryostat (Oxfarstruments) qui permet d'atteindre la
température de I'hélium liquide. Pour les échamdl contenant un centre fer —soufre, la
concentration des spins en solution a été déteempa¥ double intégration des signaux
comparee a celle d'un standard Cu-EDTA ROQ Pour le radical glycinyle, le standard est
une solution de flavodoxine 148V (forme semiquinone) calibrée par spectrophotoimétr

UV-visible (€ssonm= 4900 M* cni?).

E - Réactifs et synthéses chimiques

E.l - Réactifs

La plupart des réactifs chimiques utilisés au calgse travail sont commerciaux.

La 5-déazaflavine a été synthétisée par P. SimnT&REN par E. Mulliez.

E.ll - Synthése de la résine d’affinité dATP Sepharse

La résine d’affinité dATP Sepharose permettant daifigation des réductases est
obtenue par couplage entre un ligand dérivé du JAIEP2’-désoxyadénosine-5¢-d-
aminophényl)-triphosphate, et une résine Sephasxd®ée au bromure de cyanogéne

(Amersham Biosciences).
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E.Il.1 - Synthése du dATP

Le schéma général de synthese du ligand 2’-déséxrgathe-5'--4-aminophényl)-
triphosphate (dATP) est présenté sur la figure E.1.

Il Il
Na' —ofpfofpfof -
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o _ OH OH
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Figure E.1 - Schéma de synthése du ligand 2’-dés@adénosine-5'-{-4-
aminophényl)-triphosphate (5.

Conversion du sel de sodium du dATPegn sel de triéthylammoniur) (

Une colonne de résine échangeuse de cation AG 58\({BX-Rad) de 110 mL est
préparée dans du tampon bicarbonate de triéthylamumo(TEAB) 1 M, pH 7,5 obtenu par
barbotage de C{dans la triethylamine a froid. Elle est ensuitaigrée avec 5 volumes de
TEAB 0,1 M. 200 mg (33@umoles) de sel de sodium du 2'-désoxyadénosineiiiidsphate

(dATP) sont solubilisés dans 10 mL de tampon TEABM. La solution est chargée a 4°C
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sur la colonne et des fractions de 20 mL sont imatéchent collectées. L’élution s’effectue
avec du tampon TEAB 0,1 M. Les fractions qui absatka 260 nm sont rassemblées puis la
solution est évaporée au rotavapor a températutgaaie. Le résidu est séché sous vide

dynamique puis conservé a —20°C sous argon.

Conversion du 2’-désoxyadénosine 5'-triphosphatel désoxyadénosine-5'-
trimetaphosphate3)

Le résidu de dATP précédemment obtenu est dissans 217 mL de DMF distillé.
300 uL de méthanol sont ajoutés, puis 200 mg de dichetglcarbodiimide (DCC). Le
mélange est agité sous argon pendant 3 heuresparaiore ambiante. Le solvant est évaporé

puis la réaction précédente est répétée. Le sobsirdt nouveau évaporé.

Synthése et purification du 2’-désoxyadénosingAd-fitrophényl)-triphosphatedj

Le résidu est repris dans 5 mL de DMF distillé @D AL de triéthylamine. 900 mg
de p-nitrophénol fraichement sublimé dans 2 mL de DNAfltE sont ajoutés. Le mélange est
agité pendant 24 h sous argon a température arabilamtsolvant est évaporé a température
ambiante.

Le résidu de I'étape précédente est dissous dahsmnibd’eau distillée. Le pH de la
solution est ajusté a 5-6 avec de 'acide acétgiaeial. La solution est extraite avec<40
mL d’éther. La phase aqueuse est amenée a pH &cbdavla soude puis I'éther résiduel est
éliminé au rotavapor. Une colonne de 250 mL deneistchangeuse d’anions DEAE
Sephadex A-25 est préparée dans du tampon TEABAOpRISs équilibrée avec 2 L d’eau
distillée. La solution contenant le dérivé de natiie est chargée sur la colonne aprés
ajustement du volume a 350 mL par addition d’eatilie. Aprés un lavage a I'eau (250
mL) I'élution est réalisé avec un gradient linéaile 2,5x 2,5 L de TEAB 0 & 0,8 M. Le
premier litre élué est récupéré dans un erlennyayisrdes fractions de 20 mL sont collectées.

Le 2’-désoxyadénosine-5{H4-nitrophényl)-triphosphate est élué entre 0,50t M de

69



MATERIELS ET METHODES

TEAB. Les fractions correspondantes, présentantapport DO(260) / DO(308) d’environ

2,5, sont rassemblées. La solution est concenteégieon 40 mL et congelée a —20°C.

Synthése du 2’-désoxyadénosines&Haminophényl)-triphosphat&)

La solution est transférée dans un ballon tricoLd@ mL puis purgée a I'argon. 100
mg de palladium sur charbon a 10% sont ajoutésolation est agitée sous argon et purgée
plusieurs fois avec un ballon de; Hittaché a une aiguille plongeant dans le mélange.
L’hydrogénation se poursuit pendant 3 heures, liatisoa étant régulierement réalimentée en
H, a l'aide de 2 ballons. Le mélange est alors fitné Célite ensuite lavée avex50 mL
d’eau, 4x 20 mL d’'un mélange éthanol / TEAB 1 M (1/1) etdQ d’eau. Un spectre UV-
visible est réalisé pour vérifier la quasi-disparitde I'épaulement a 308 nm et I'apparition
d’un léger épaulement a 235 nm. La solution esteonmée au rotavapor, diluée avec de I'eau

et concentrée a nouveau. L’opération est répétéis,2oour finalement obtenir un résidu sec.

E.Il.2 - Synthése de la dATP Sepharose

La réaction de couplage entre le ligand synthéidéa résine Sepharose est illustrée sur
la figure E.2. La résine Sepharose activée par Gd¢Biavee extensivement avec de I'HCI 1
mM afin d’éliminer les additifs inclus dans le gk ligand est dissous dans quelques mL de
tampon de couplage NaHGO,1 M pH 8,3, 0,5 M NaCl. Conformément aux indicas du
fabricant 5 mL de solution de ligand sont prépg@sr 3 mL de résine. Le volume de résine
est choisi de telle sorte que 5 pumoles de ligamehs@ajoutés a 1 mL de gel. Le ligand et la
résine sont mélangés pendant 1 h a températureaarabpuis le ligand excédentaire est
eliminé par lavage de la résine récupérée sue fattec au moins 5 volumes de tampon de
couplage. Les groupes cyano n‘ayant pas réagiewuite bloqués par addition de tampon
Tris-HCI 0,1 M, pH 8. Apres 2 h de réaction le gst lavé avec du tampon acétate 0,1 M pH
4, NaCl 0,5 M (5 volumes) puis avec du tampon H@E- 0,1 M, pH 8, 0,5 M NaCl (5
volumes). Trois cycles de lavage sont effectuém d®rte. La résine d’affinité ainsi préparée

est conservée dans du tampon Tris-HCI 0,1 M, p{BM NacCl a 4°C.
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Figure E.2 - Couplage entre le 2’-désoxyadénosine{y-4-aminophényl)-

triphosphate et la résine Sepharose activée par bgomure de cyanogene.
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Bien que du zinc ait été majoritairement détectésdas cristaux de protéiredu
bactériophage T4, la nature du métal associé au reitalligue dans les conditions
physiologiques n’est pas connue. En effet il aéédbli que le site Fe(Cysiles rubrédoxines
peut étre occupé par du zinc, en particulier lags’expression hétérologue de la protéine
dansE. coli (Pétillot 1993). Il n’est donc pas possible desdipriori si le site métallique joue
un réle structural ou rédox (Dauter 1996). Un rélieictural pour le site métallique de la
protéinea peut étre envisagé si ce dernier contient du zlacsite Zn(Cys) pourrait ainsi
organiser la partie C-terminale de la protéine ehcdcontroler I'accessibilité et/ou la
réactivité de la glycine 681. Si le métal actif ést fer, le centre Fe(Cyspourrait étre
impliqgué dans une réaction de transfert d’électrobss cystéines du site métallique
pourraient également constituer des relais datmatesfert de radical entre Adet la glycine

681.

Dans la premiére partie de ce travail nous avoersctié a identifier le métal lié a la
protéinea d’E. coli puis a comprendre de quelle maniére le site ndallparticipe a la
formation du radical glycinyle de la protéime Pour cela la caractérisation structurale et
fonctionnelle de la protéina sauvage et des mutants Cy&la du site métallique a été
entreprise. L'importance du zinc pour l'intégritéusturale des polypeptides a été mise en
évidence et la modification des conditions de prefpan de la protéine a permis d’obtenir
des préparations possédant une activité RNR éleedaésultats obtenus sont en accord avec

un réle structural du site Zn(Cys)e la protéiner d’E. col..

A - Identification du métal lié a la protéinea

A.l - Dosage de fer et de zinc par spectroscopieatisorption atomique

Une analyse préliminaire de métaux a été réalisgespectroscopie d’absorption
atomique. L'étude s’est limitée a I'analyse dedede zinc ; en effet seuls ces deux métaux

ont été mis en évidence dans les cristaux de pmtéidu bactériophage T4, au sein de la
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sphére de coordination tétrathiolate de I'extrér@itterminale. Les mesures ont été effectuées
sur différentes préparations de protéines purifiées, sans traitement supplémentaire
particulier. Certaines ont été obtenues au débwedeavail et d’autres ont été préparées au

laboratoire antérieurement. Les résultats obteonsmésentés dans le tableau A.1.

Protéing™ Zn/a® Fe /g @
a3.5.02 1,4 0’026
31703 0.38 0.027
212,03 0.19 0.028
(13.01.04 0.76 0.028
(140104 0,82 0,022

Tableau A.1 - Dosage du fer et du zinc contenus da
diverses préparations de protéinea par spectroscopir
d’absorption atomique. (1) Les préparations sont nomrmr
selon leur date de purification finale ;) (Res quantités so
données en équivalents d’atome métallique par merend
protéineq.

Cette analyse montre que toutes les préparatidliséas contiennent de faibles
quantités de fer, représentant moins de 3% de &mtijé de protéinex engagée dans le
dosage. De plus les quantités de fer dosées somarables de préparation a préparation. Au
contraire les quantités de zinc mesurées sontfigigtivement plus élevées, et une grande
disparité entre les valeurs de Znést observée ; néanmoins il apparait que cegehifont
compatibles avec une occupation du site métalligpuka protéinex d’Escherichia colipar du

zinc.
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A.ll - Dosage de zinc par colorimétrie

Afin de poursuivre I'étude du contenu en zinc deptatéinea, une méthode de

dosage de zinc réalisable au laboratoire a été&reloée puis mise au point.

A.ll.1 - Principe

La méthode de dosage utilisée est une adaptatioelldede Huntt al. (1985). Elle
est basée sur la complexation entre le 4-(2-pyaith)résorcinol (PAR) et les ions ZnLa

formation du complexe coloré permettant la mesatdlastrée sur la figure A.1.

s e = A o s TR )

HO (6]

PAR PAR mono-anionique PAR di-anionique
H
Oy
)

O0—Zn-O

I
=
— OH

Zn(PAR),

Figure A.1 - Formules chimiques du 4-(3yridylazo)résorcinol (PAR) et du
complexe Zn(PAR).

Le zinc et le PAR peuvent former des complexesetl:1:2. Les concentrations
relatives des deux complexes dépendent non seulaetasrconcentrations totales de zinc et
de PAR, mais également du pH de la solution. llité& &stimé qu'a pH 7, lorsque la
concentration de PAR est de 100 uM et celle de egténférieure a 12 uM, plus de 98% du

zinc se trouve sous forme de complexe 1:2 Zn(BARans ces conditions la constante
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d’association apparente du zinc au PAR(PAR)) calculée est de 2 x fOM™ (Tanaka

1968). Le PAR seul absorbe fortement vers 410 nnprésente une faible absorbance
résiduelle a 500 nm. La formation du complexe Zriglpyss’accompagne d’une augmentation
importante de I'absorbance a 500 nm, ce qui saitratsuellement par un changement de
couleur de la solution qui passe du jaune a I'okahgAe a 500 nm correspondant, calculé
dans les conditions de concentrations et de pH ioterées précédemment, est de 6,6 % 10

M7 et

La réaction de complexation nécessite la libérgpi@alable du zinc contenu dans la
protéine. Cette opération est réalisée grace aufafl’un réactif organomercurique, e
hydroxymercuribenzoate (PMB), a la solution de @rot. La réaction entre le PMB et la

protéine est représentée sur la figure A.2.

0 0
[Pl-sH HO_H9‘< y4{  ——= [FsHe{ )4+ HO
o_ o

PMB

Figure A.2 - Réaction chimique entre le PMB et unénction thiol de la protéine (P).

La réaction procede par une substitution nucléephil cours de laquelle une
fonction thiol déplace I'anion hydroxyle du PMB, ygoformer un dérivé mercurique de la
protéine. Si les cystéines de la protéine sontiqupes dans la coordination d’'un métal tel

gue le zinc, cette modification covalente condu# Bbération du zinc.

A.ll.2 - Applications

A.ll.2.a - Gamme étalon

Dans un premier temps une gamme étalon est étabbe une source de zinc
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commerciale (acétate de zinc). Les spectres ablitedd’étalonnage obtenus sont représentées

sur la figure A.3.

A B
4
E 1.2
e A y =0.14081 + 0.073268x R= 0.99968
] 1 .
Q 3 —
§ E 08
A o
-g @ 0.6
4 E o 04
[ 1 [a]
E 0.2
: : I S
H\\\H\HH\HHHHHHHHH: 0 2 4 6 8 10 12
200 300 400 500 600 700 800 900 concentration de zinc (LM)

longueur d'onde (nm)

Figure A.3 - Spectres UWisible (A) et droite d’étalonnage (B) d
dosage du zinc par colorimétrieLa solution contient 100 uM de P#
300 uM de PMB, de 0 a 10 uM de Zn(OAe} du tampon TrisiCl 0,1 M
pH 8, KCI 50 mM chélexé dans un volume final de u@0

La figure A.3 montre que l'absorbance de la soflutia@a 500 nm augmente

linéairement en fonction de la quantité de zinaie a la solution.

A.ll.2.b - Analyse d’échantillons de protéine

Un aliquot de protéine est dilué dans la cuve de mesure de telle sorgelau
concentration en zinc estimée se situe entre MgtVML Les concentrations de PAR et de
PMB sont identiques a celles de la gamme étalotarge exces de PMB ajouté par rapport a
la protéine (au moins 30 équivalents par mononmassiire la libération totale du zinc lié par
les quatre cystéines. Deux mesures ou davantagefectuées par échantillon. Les valeurs
obtenues résultent de la moyenne d’au moins dewurag par échantillon a analyser. La

figure A.4 présente les spectres obtenus avantpeisaaddition de PMB a la solution

contenant la protéine et le PAR.
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Figure A.4 - Dosage du zinc contenu dans une préparation

protéine a. Les spectres ont été enregistrés avant (traitigé)ret apres (tra
plein) addition de PMB (300 uM) a une solution d&RP(100 uM) et d
protéinea (7,3 uM contenant 6,2 uM de zinc) dans un voluima! e 100 pL.

L’'ajout de PMB a la solution de PAR et de protémerovoque I'augmentation
immédiate de I'absorbance a 500 nm qui se stahliiises la minute suivant le mélange. Au
dela de 300 nm le spectre est similaire a ceuxnoBt@vec une source chimique de zinc
(figure A.3). La bande a 280 nm correspondant Bsbaption de la protéine devient moins
bien résolue du fait de 'augmentation de I'absodeaa 250 nm due a la formation des
liaisons $1 Hg. L’équation de la droite d’étalonnage permetcdieuler la concentration de
zinc dans la cuve a partir de I'absorbance lueGarsf). La quantité de zinc par monomeére de
protéinea est ainsi égale au rapport de la concentratiorzide sur la concentration de

protéinea dans la cuve.

Cette méthode de dosage a été utilisée pour dérneé contenu en zinc de
nombreuses préparations de protéiriela comparaison des valeurs obtenues pour quelque
unes d’entre elles par spectrophotométrie et spmmipie d’absorption atomique montre que

les deux méthodes fournissent des résultats sieslaEn particulier, le dosage de zinc par
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colorimétrie confirme I'hétérogénéité des quantids zinc mesurées en fonction des

préparations.

A.ll.3 - Avantages de la méthode

Outre sa rapidité et sa sensibilité, la méthoderouktrique présente I'avantage de
permettre la distinction entre deux types de zirgs@nts dans la solution protéique. Le zinc
lié par les quatre cystéines du site Zn(¢y®s) peut étre dosé que si la modification covalente
des cystéines par le PMB est réalisée. Ce typeime sera nommé par la suite «zinc
spécifique ». Le second type de zinc peut proveunirampon si celui-ci n’a pas été chélexé. |l
peut également s’agir de zinc faiblement lié a datgne, au niveau de sites non définis
différents du site Zn(Cys) Ce type de zinc, accessible au PAR seul qui lapbexe
directement, est défini par I'expression « zinc mpeécifique ». Ainsi, une mesure en deux
temps permet de différencier les deux types de :Ziagout de PAR a la solution protéique
fournit immédiatement la concentration de zinc rspecifique de I'échantillon. Le PMB
provoque ensuite la libération du zinc du site itigtee ; la lecture de I'absorbance a 500 nm
donne acces a la concentration de zinc total. Ingerttration de zinc spécifique est calculée

par différence entre les deux valeurs obtenues.

Les études précédentes montrent que la protéirggEscherichia coli contient
majoritairement du zinc. La valeur moyenne du rapgo/o est du méme ordre que celle
correspondant a une occupation totale du site hogtalde la protéine (Zo/= 1 soit un
atome de zinc par monomeére). Les quantités de miesurées sont tres variables de
préparation a préparation. Un rapport@ntrés inférieur a 1 suggére notamment la présence
d’'une proportion non négligeable de formes dépoesvile métal dans la préparation. Il nous
a donc paru indiqué de reconsidérer le protocolpréparation de la protéireeen intégrant

la question du contenu métallique de I'enzyme, etspen abordé jusqu’alors.
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B - Préparation de la protéinea

bY

La protéinea est préparée a partir de cultures de bactérielisééa soit en
anaérobiose en milieu LB, soit en aérobiose eremiliB ou M9. Plusieurs méthodes peuvent
étre employées pour la purifier. Différentes prétians de protéine ont été obtenues afin

d’étudier l'influence du protocole choisi sur lentenu en zinc de I'enzyme purifiée.

B.l - A partir de cultures en milieu LB

B.1.1 - Surexpression et extraction

B.l.1.a - En anaérobiose

La protéinea est surexprimée en anaérobiose depuis plusienéearau laboratoire
a partir du plasmide pRSS portant le gene de lactédenrdD ainsi qu’un site de fixation de
la protéine FNR qui contrdle I'expression des gedes métabolisme anaérobie et en
particulier du génardD. Ainsi la surexpression de la protémest induite par I'anaérobiose.
Dans certaines expériences le milieu de culturetéa stpplémenté en zinc (Zn(Cl

concentration finale 30-50 uM).

B.l.1.b - En aérobiose

Un nouveau vecteur permettant de surexprimer laépm®a en aérobiose a été
construit au laboratoire peu de temps avant le tdébue travail . Ce plasmide appelé aT7
porte le géne de la réductaselD. Il a été a I'origine congu dans le but de surawpr la
protéinea en milieu M9 ; en effet 'absence de croissancs lbactéries JM109(DE3) en
milieu M9 et en conditions d’anaérobiose empéchbténtion de la protéine par cette voie.
Le vecteur pT@ permet également la préparation de protémesn milieu LB. La protéine
est surexprimée aprés induction des cultures aGLFDans certaines expériences le milieu de

culture a été supplémenté en zinc (Zn€bncentration finale 40 uM) juste avant l'indocti
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Les cultures réalisées ont montré que le taux dexptession de la protéiree est

généralement plus élevé en anaérobiose qu’en aémbi

B.l.2 - Extraction

L’extraction est réalisée dans du tampon Tris-HCh@V pH 7,5, KClI 30 mM, DTT
5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM préparé avec de I'eawagure. Pour certaines expériences
50 uM de ZnC ont été ajoutés. Les extraits obtenus apres damncat centrifugation sont
débarrassés de I'ADN par traitement au sulfate tdep®mycine puis a la DNase. Les

protéines sont ensuite préecipitées au sulfate d'anmum saturé a 55%.

B.1.3 - Purification

Deux méthodes sont principalement utilisées pourifipu la protéine a, la
chromatographie sur support hydrophobe Butyl Seeaet la chromatographie d’affinité
dATP Sepharose.

B.1.3.a - Purification par chromatographie sur supp hydrophobe Butyl
Sepharose
Cette chromatographie permet d’obtenir en une étapegrande quantité de protéine
a (de l'ordre de la centaine de mg a partir de 5Lad@ culture). Le protocole classiquement

utilisé a été modifié comme indiqué ci-apres.

@ Ancien protocole

Apres précipitation au sulfate d’ammonium le cubwbtéique est repris dans le
minimum de tampon KPi 50 mM pH 7,9. La solution ééiée avec du tampon KPi 50 mM
pH 7,9, (NH).SO, 0,8 M puis injectée sur la colonne Butyl Sepharégeilibrée avec le
tampon précédent a un débit de 3 mL/min. La col@stdavée avec trois volumes du méme
tampon puis 'élution est effectuée selon un gnaidiméaire décroissant de (NSO, (de

0,8 a 0 M dans du tampon KPi 50 mM pH 7,9). Lar@gB.1 présente un chromatogramme
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obtenu avec une préparation issue d’'une cultusnagrobiose.

DO (280 nm)

' | I
20
n° de fraction

Figure B.1 - Chromatogramme de purification de la potéine a surexprimée et
milieu LB par chromatographie sur support hydrophobe Butyl Sepharos:
(ancien protocole). Les extraits protéiques (450 mg) aprés précipitatau sulfat
d’ammonium sont repris dans du tampon KPi 50 mM7p# (NH;),SO, 0,8 M puis injecté
sur la colonne (30 mL) a un débit de 3 mL/min. Brastions de 5 mlsont récupérées.

lavage du gel avec le tampon précédent éliminelupapt des contaminants (pic).ALa
protéinea est éluée (pic Bavec un gradient linéaire décroissant de i, (de 0,8 a

M). Le trait pointillé représente I'évolution dedaantité de (NB,SO, (unités arbitraires).

D’aprés I'analyse des fractions récupérées patréjgmorése dénaturante sur gel de
polyacrylamide le pic_Ane contient pas de proté€ine; le lavage de la colonne avec du
tampon contenant 0,8 M de sulfate d’ammonium perdi¥&iminer les protéines qui ne
s’accrochent pas sur la matrice hydrophobe. LeBpiontient majoritairement la protéioe
Les fractions correspondantes sont rassembléeseictrées et lavées avec du tampon KPi 50

mM pH 7,9. La pureté de la protéineobtenue est estimée a 75% environ.

@ Protocole modifié

Dans le nouveau protocole mis au point le gradienfNH;).SO, n’est plus linéaire

mais comporte trois paliers a 0,6, 0,4 et 0 M déipSO,. La figure B.2 présente un
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chromatogramme obtenu dans ces conditions avemrépmaration issue d’'une culture en

aérobiose.
14 T T T T T T T T T T T T T T ]
1.2 pooe =
© 1 E ]
= B ]
= I i
5 0.8 ]
\9 : :
5 ocerpr \oA 5 1 ]
[ - .
Q - i
€ 04 3
0.2 | DA
O - L L L I L L L I L L L I I--I----I---]---I---
0 400 800 1200 1600

volume d'élution (mL)

Figure B.2 - Chromatogramme de purification de la potéine a surexprimée el
milieu LB par chromatographie sur support hydrophobe Butyl Sejparose
(nouveau protocole).Le mélange de protéines (600 mg) obtenu apréspiadon at
sulfate d’ammonium est repris dans du tampon KPn&0 pH 7,9, (NH),SO, 0,8 M puit
injecté sur la colonne (100 mla un débit de 3 mL/min. Des fractions de 5 mLt
récupérées. La colonne est lavée avec le tampa@geét puis I'élution est réalisée ave
gradient décroissant de (MBSO, incluant trois paliers a 0,6, 0,4 et 0 M de ¥8O,. La
protéinea est majoritairement éluée dans le picL€ trait pointillé représente I'évoluti
de la quantité de (NSO, (unités arbitraires).

Tous les chromatogrammes de purification de lagmmeix exprimée en milieu LB
présentent un profil a quatre pics similaire aicaétula figure B.2, que la culture soit réalisée
en anaérobiose ou en aérobiose. Les pies Bne contiennent pas de protéme le lavage
de la colonne ainsi que la premiere phase du gragiermettent d’éliminer la plupart des
protéines contaminantes. Les picseCD contiennent tous deux la protéioe Le pic Cen
contient la majeure partie ; les fractions corresfamtes sont rassemblées. La pureté de la

protéine obtenue est estimée a 85% au minimume @ettéinex purifiée est utilisée pour les
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études ultérieures. Le profil sur gel d’électrogsar dénaturante typiquement observé pour de
telles préparations est présenté sur la figure(Buts n°2). Dans le pic [Ia protéinea co-
élue avec d’autres protéines présentes en quargiis/ement importantes ; la pureté de la
protéinea est estimée a 70% au plus. Il faut noter que &ntie et la pureté de la protéine
issue de ce pic sont tres variables de préparatipreparation. Cette fraction n'a pas été

utilisée dans la suite du travail.

B.1.3.b - Purification par chromatographie d’affteidATP Sepharose

La chromatographie d’affinité dATP Sepharose esébasur la fixation spécifique de
la protéinea sur une résine Sepharose activée couplée a umdlidérivé du dATP, le 4-
aminophényly-désoxyadénosine triphosphate. L'interaction etdrgrotéinea et la résine
d’affinité s’effectue tres probablement au niveausde allostérique dit « d’activité », qui fixe
'ATP et le dATP. La synthése de la résine d’aténest décrite dans la partie Matériels et

Méthodes.

La protéinea peut étre purifiée par chromatographie d’affiniiéectement apres
I'étape de précipitation au sulfate d’ammonium. ®ace cas une étape de dialyse
intermédiaire est nécessaire afin d’éliminer lagaslucléotides résiduels qui empéchent la
fixation de la protéine sur la résine. La méthodepdrification par affinité permet d’obtenir
des préparations de protéine dont la pureté eshésta 90% au minimum ; c’est pourquoi
elle est également utilisée avec des proténdsja purifiées par chromatographie sur support
hydrophobe lorsqu’'un degré de pureté élevé estas@upour des applications particuliéres
(expériences quantitatives, préparations destidéks cristallogenése...). Les solutions de
protéines doivent étre chromatographiées a faiélgt 0,2 mL/min) pour que la protéine soit
efficacement retenue. Ainsi, comparativement ahl@matographie sur support hydrophobe
réalisée sur une durée similaire, la chromatogeaghiffinité permet I'obtention de quantités

plus modestes de protéineurifiée (de I'ordre de la dizaine de mg).
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Le protocole utilisé est relativement simple : ¢dusion protéique diluée (2 mg/mL)
est chargée sur la colonne dans un tampon richeele(KCl 300 mM) qui défavorise les
interactions non spécifiques. Apres un lavage dédme avec 5 a 10 volumes de tampon, la
protéinea est éluée avec du tampon contenant 1 mM d’ATPfidiae B.3 présente un gel

d’électrophorése obtenu lors d’une purificatiorpdatéinea par chromatographie d’affinité.

MMkpa) 1 2 3 4 5 6
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Figure B.3 - Analyse SDS-PAGE d’'une purification deprotéine a par
chromatographie d’affinité dATP Sepharose. La solution obtenue api
purification par chroratographie sur support hydrophobe (55 mg de presgies
diluée a 2 mg/mL dans du tampon TH&! 100 mM pH 8, KCI 300 mM pu
chargée sur la colonne de dATP Sepharose (5 mLigdiae est lavée avec 8 volur
du tampon précédent puis I'élution eseetiiée avec 1 mM d’ATP. Des fractions
mL sont récupérées et leur contenu en protéineuévyaér la méthode de Bradfc
Sur cette figure apparaissent les profils d’élqatayése de la préparation de prot
a pré-purifiée sur Butyl Sepharosé),(de la fraction de lavage)(8t de la protéine
éluée (45 et § quantités croissantes). Les masses moléculditel (ndiquées sor
celles des marqueurs utilisé3.(1

La protéine surexprimée en aérobiose (milieu LBjté& purifiée au préalable par
chromatographie sur support hydrophobe puis chagéta résine a un débit de 0,2 mL/min
dans du tampon Tris-HCI pH 8, KCI 300 mM. Apresdge de la résine la protéine est éluée
avec 1 mM d’ATP. Le gel met en évidence I'élimioatidans la fraction de lavage des

contaminants présents dans la solution protéigienak aprés purification sur colonne de

Butyl Sepharose.
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B.1.4 - Détermination du contenu en zinc des praei

Des dosages de zinc ont été effectués sur legattis préparations de protéirmes
surexprimées en milieu LB puis purifiées par chrwgeaphie sur support hydrophobe selon
le protocole modifié. lls révélent que toutes leSparations issues du picdontiennent plus
de 0,75 atome de zinc par monomeére, méme lorsquuilieu de culture et le tampon
d’extraction ne sont pas supplémentés en zincndlyge du contenu en zinc des protéines
provenant du pic_ Dva pas été entreprise en raison du faible degr@uteté observe. Les
protéines purifiees par chromatographie d’affimitétiennent également plus de 0,75 atome
de zinc par monomere. Dans tous les cas le dosagid spectrophotométrique indique que
le zinc non spécifique est présent dans des piliopsrtout a fait négligeables par rapport au

zinc spécifiquement lié a la protéine.

B.1l - A partir de cultures en milieu M9

Deux préparations de protéineont été obtenues a partir de cultures en miliey M9
'une dans des conditions classiques, l'autre d#ess conditions contrblées explicitées ci-
apres. Seules les modifications apportées au mietai@crit pour I'obtention de protéines en

milieu LB seront détaillées.

B.1l.1 - En conditions classiques

B.1l.1.a - Surexpression et extraction

@ Surexpression

La protéinen est surexprimée en aérobiose a partir du plasplide portant le géne
de la réductasardD. Le milieu M9 est complémenté par du glucose 8)2 du MgSQ (1

mM), de la vitamine B1 (0,fg/mL) et une solution de Feg@Qitrate de sodium (2GM :75

uM).
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@ Extraction

L’extraction est réalisée dans du tampon Tris-HCh8J pH 7,5, KCI 30 mM, DTT
5 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM préparé avec de I'eatnapure. Les extraits sont traités

comme indiqué plus haut.

B.1l.1.b - Purification

La protéine est purifiée par chromatographie suppst hydrophobe Butyl
Sepharose selon le protocole modifié décrit préoédent. Le chromatogramme obtenu est

similaire a celui présenté sur la figure B.2.

B.1l.2 - En conditions contrblées

Une préparation de protéine a été obtenue dans des conditions contrdlées de

carence en zinc appliquées lors des étapes depsession, extraction et purification.

B.1l.2.a - Surexpression et extraction

@ Surexpression

La culture des bactéries s’effectue cette fois dmsserlenmeyers de 2 L en plastique
préalablement rincés avec de I'eau ultrapure passegésine Chelex-100. Le milieu M9 est
préparé a partir de poudre commerciale et d’ealexéé. Les solutions utilisées pour la

complémentation et I'induction sont préparées aeteau chélexée.

@ Extraction

L’extraction est réalisée dans du tampon Tris-HCh8V pH 7,5, KClI 30 mM, DTT
5 mM, EDTA 5 mM, PMSF 1 mM préparé avec de I'eaélekée. Lors de I'extraction toutes
les opérations sont effecuées en utilisant depisfts en plastique, de méme qu’au cours des

étapes de purification ultérieures.
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B.1l.2.b - Purification

La protéine est purifiée par chromatographie syspett hydrophobe selon le
protocole modifié avec les tampons habituels péspavec de I'eau chélexée et auxquels sont

ajoutés 5 mM d’EDTA. Le chromatogramme de purifmatest présenté sur la figure B.4.
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Figure B.4 - Chromatogramme de purification de la potéine a surexprimée er
milieu M9 par chromatographie sur support hydrophobe Butyl Sepharos
(nouveau protocole).Le mélange de protéines (250 mg) obtenu apréspitamn at
sulfate d’ammonium est repris dans du tampon KPinB0 pH 7,9, (NH),SO, 0,8 M puit
injecté sur la colonne (100 mL) a un débit de 3 mih/ Des fractions de 5 mL s«
récupérées. La colonne est lavée avec le tampaBgeét puis I'élution est réalisée ave
gradient décroissant de (W50, incluant trois paliers a 0,6, 0,4 et 0 M de ¢NBO,. La
protéinea est éluée dans les picsef D. Le trait pointillé représente I'évolution de
quantité de (NB,SQ, (unités arbitraires).

Le profil obtenu est légerement différent de celeila figure B.2 : le pic @pparait
assez peu symeétrique et le picimportant en comparaison de la moyenne des pics D
observés lors des purifications de protéimesexprimées en milieu LB. L'analyse par
électrophorese montre en effet que la premiéreiéndit pic_Cest majoritairement constituée

de protéines contaminantes. Le piccDntient une proportion conséquente de protéine
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associée a de nombreux contaminants. La deuxienti& o pic_Cprésente une pureté jugée
suffisante, équivalente a celle des préparationges de cultures en milieu LB. Seules les

fractions correspondantes sont récupérees.

B.11.3 - Détermination du contenu en zinc des pras

Les préparations de protéimeobtenues en conditions classiques et en conditions
contrdlées contiennent respectivement 0,3 et @theatde zinc par monomere. Ici encore les
chiffres obtenus traduisent la présence de zincifsgpgement lié au site métallique de la

protéine.

B.Ill - Bilan

Les résultats de dosages de zinc effectués sdivMesses préparations de protéme

sont résumés dans le tableau B.1.

Conditions de préparation Zm/
Milieu LB, avec ou sans complémentation en zjnc , £50
Milieu M9, sans complémentation en zinc 0,3
Milieu M9, conditions de carence en zinc 0,1

Tableau B.1 -Contenu en zinc de différentes préparation
de protéinea en fonction du protocole suivi.

Ces résultats démontrent I'influence du mode deagradion de la protéine sur son
contenu en zinc. Ainsi les protéines surexpriméas nalieu LB puis purifiées par
chromatographie sur support hydrophobe et/ou pantitographie d’affinité présentent un

taux d’'occupation du site métallique par le zinpé&ieur ou égal a 75%. Au contraire
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I'application de conditions visant a réduire au imaxm les concentrations de zinc libre dans
les milieux de culture et les tampons permet diobtene préparation contenant seulement
10% de zinc. Pour des raisons de commodité cedfgaprtion pauvre en zinc a été nommee

« apa », bien qu’elle ne soit pas totalement dépounaieidc.

C - Caractérisation du site Zn(Cys) de la protéinea

Une caractérisation du site a zinc de la protéinété entreprise. Nous avons
notamment recherché des conditions permettanédetller une préparation de protéine
riche en zinc, dans l'optique d’obtenir une apogireg par une voie différente de celle
impliqguant une préparation en milieu carencé em.zirincorporation de zinc et de cobalt

dans la protéine a également été étudiée.

C.l - Démétallation de la protéinea

Des essais de démétallation de la protéirmt été entrepris pour plusieurs raisons.
L’élimination du métal est une maniére d’évaluafflhité du site métallique de la protéine
pour le zinc. De plus, I'obtention de I'apoprotéipeurrait permettre I'incorporation d’un
métal donnant lieu a une signature spectroscopejwpie le cobalt. Enfin, I'objectif principal

est d’étudier I'influence du zinc sur I'activitéonucléotide réductase.

Les expériences de démétallation ont été menéesdageprotéines surexprimees en
milieu LB puis purifiees par chromatographie sypsart hydrophobe et /ou d’affinité et dont

le rapport Znd est supérieur ou égal a 0,75.

C.1.1 - Etude préliminaire

C.l.1.a - Utilisation de chélateurs de métaux

Un procédé classiquement utilisé pour obtenir urééme sous forme démétallée
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consiste a utiliser un chélateur de métal qui eatrecompétition avec la protéine pour la
fixation du métal. Deux chélateurs ont été utilipésir cette étude, 'EDTA et le TPEN dont

les structures chimiques sont rappelées sur lagfiGul.

NN N7 |
HOOC— H,C ,CH, —COOH P H,C . CH, ™
,NTCH,~CH,—N ,N—CH,—CH,—N
HOOC—H,C CH,—COOH | N—H,C \CH2 I AN
N NP~
A B

Figure C.1 - Formules chimiques de 'EDTA (A et du TPEN (B).

@ Effet de TEDTA

La protéinea (50 uM, 0,8 Znbh) est incubée avec de 'EDTA (5 mM) dans du
tampon Tris-HCI 0,1 M pH 8, KCI 50 mM chélexé pentl24 h a 4°C. La protéine est
ensuite débarrassée du chélateur sous ses fotmesticomplexée par filtration sur gel. Le
dosage de zinc effectué par la méthode colorimédriopontre que la quantité de zinc par
monomere de la protéine traitée par 'EDTA est @gakelle de la protéine non traitée. De
plus le zinc dosé reste spécifiquement associéitaungtallique de la protéine, comme
I'indique la nécessité d’ajouter du PMB pour fornlercomplexe Zn(PAR) Ainsi 'EDTA,
bien gu'utilisé a des concentrations cent fois sepées a celles de la protéine, est incapable
de déplacer le zinc du site métallique. La constdrdffinité de 'TEDTA pour le zinc est égale
a 10* M™. Cette expérience de compétition suggére donclajwenstante d’affinité de la

protéine pour le zinc est supérieure &'\

@ Effet du TPEN

Les essais de démétallation ont été poursuivis Bwicsation d’'un autre chélateur

de métal, le TPEN, dont la constante d’affinité plezinc est trés élevég = 10° M™). La
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protéinea est incubée avec des concentrations croissant€REN pendant 7 h puis purifiée

par filtration sur gel. La réaction est menée a é6€0 mM de DTT sont ajoutés au meélange ;
en effet I'incubation a température ambiante oalesence de DTT provoque la précipitation
de la protéine. La figure C.2 représente la quawdl zinc résiduel par monomere de protéine

a déterminée par colorimétrie en fonction de la eoi@tion de TPEN.
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Figure C.2 - Effet du TPEN sur le contenu en zinc & la protéinea.
La protéinea (170 uM contenant 128 uM de zinc) a été incubées dh
tampon TrisHCI 0,1 M pH 8, KCI 50 mM chélexé avec 20 mM de Ddtlde
concentrations croissantes de TPEN pendant 7 h al&@rotéine a ensu
été purifiée par filtration sur gel afin d’éliminker DTT et le TPEN. Le conte
en zinc des échantillons a été déterminé a paatiqdots par colorimétrie.

La figure C.2 montre que I'ajout de 10 mM de TPEdirpet d’éliminer seulement
60% du zinc contenu dans 128 uM de protéine ; lasteamte d’association du zinc a la
protéinea est donc non seulement supérieure a celle de A DTais également supérieure a
celle du TPEN. La constante apparente d’associalioninc a la protéina a été déterminée
a partir de I'équation reliant les concentratioriscenstantes d’association des réactifs
(chélateur et protéine), rappelée dans la partieehdds et Méthodes. Cette constante a été

estimée a % 10" M & 4°C et pH 8.
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C.1.1.b - Utilisation d’un réactif organomercurique

La modification covalente des cystéines par untiféacganomercurique est une
autre maniére d’éliminer le zinc contenu dans @gine. Cette méthode est d’ailleurs mise a
profit pour effectuer le dosage du zinc par spettobométrie comme exposé précédemment :
la réaction des cystéines avec le PMB provoquibéaidtion du zinc qui peut étre directement
complexé par des chélateurs présentant des cosstdiaffinité pour le zinc modérées tels
que le PAR Ka = 2 x 1?> M™). L’avantage de cette méthode est qu’elle permébération
totale du zinc de la protéine. Néanmoins la modifim chimiqgue des cystéines est
nécessaire, contrairement a la méthode de chélditiecte. Cet inconvénient doit étre pris en

compte si une étude fonctionnelle de la protéipmdé/ue de métal est envisagée.

Lors de la réaction de dosage du zinc un largesested®MB par rapport a la protéine
a est ajouté ; afin d’évaluer la quantité de PMBgusécessaire pour entierement démétaller
la protéine, une expérience de titrage du site llitgta a été réalisée. Des aliquots de PMB
sont successivement ajoutés a une solution deipeaté&contenant du PAR et la libération du
zinc est suivie par lecture de la DO a 500 nm. duzrtoe de titrage obtenue est présentée sur la

figure C.3.
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Figure C.3 - Titrage du site a zinc de la protéine. La protéinea (8 pM
contenant 6,8 UM de zinc) a été incubée dans dpdamrisHCI 0,1 M, pH 8, KC
50 mM chélexé avec 100 uM de PAR dans une cuveuarntzjde 100 pL. D
aliquots de PMB de 2 puL ont été ajoutés et la foionadu complexe Zn(PAR)
suivie par la mesure de la DO a 500 nm.
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Le graphe de la figure C.3 comporte deux partiesm<da premiere partie la quantité
de complexe Zn(PAR)ormeé est proportionnelle a la quantité de PMBi&q un plateau est
ensuite atteint lorsque le PAR a complexé toutrle mitialement contenu dans la protéme
En fonction des essais six a huit équivalents deBPdnt nécessaires pour entiéerement

démétaller la protéine.

C.1.2 - Essais de préparation de I'apoprotéine

Les expériences de démétallation précédentes omtrénqu’il est possible de
déplacer le zinc contenu dans la protéime méme si dans les conditions utilisées
I'élimination du métal n’était que partielle ou ®e8sitait une modification chimique de la
protéine. L'étude a été poursuivie dans le but @oip une apoprotéine a partir de la

protéine métallée.

L’incubation de la protéine (170 uM) avec du TPEN (10 mM) pendant 7 h a 4°C
permet d’éliminer environ 60% du zinc de la progeiles conditions utilisées ont été
modifiées de maniére a augmenter ce pourcentagen@ant I'élévation de la concentration
du TPEN ainsi que lincubation du meélange a tempéea ambiante provoquent la
précipitation de la protéine au bout du temps iredatent court de quelques dizaines de
minutes apres le début de I'expérience. L'utilsatide chélateurs n'a donc pas permis

d’obtenir une préparation de protémeomplétement dépourvue de zinc.

L’ajout de PMB a la protéinet conduit a la formation d’'un dérivé mercurique
covalent. En réalité cette réaction d’oxydation @stersible ; 'emploi de DTT (ou dB-
mercaptoéthanol) permet I'élimination des groupescoribenzoates et la régénération des
cystéines de la protéine, comme le schématisgylaefiC.4. La modification réversible des
cystéines peut ainsi constituer une méthode adaperéparation d'une apoprotéine a partir
de la forme métallée. Ce procédé nous a sembléadiiplus prometteur que le PMB

provoque la libération rapide et totale du zinctean dans la protéine.

93



CHAPITRE | L E SITE METALLIQUE DE LA PROTEINE &

SH HS

SH HS

Figure C.4 - Modification réversible des cystéines du site métajue de
la protéine a par le PMB et le DTT. (R = groupe benzoate)

Les essais de démétallation ont été réalisés swtma étapes successives de
modification chimique des cystéines par le PMB, lidighation du zinc de la solution
protéigue et de réduction par le DTT. La premidap& ne pose pas de probléme particulier :
I'ajout de 10 équivalents de PMB par rapport anatgine provoque la libération rapide du
zinc. Cependant I'élimination du zinc se traduit lgaprécipitation du dérivé mercurique de la
protéine, quelle que soit la méthode utilisée pmibarrasser la solution du métal (lavage de
la protéine avec du tampon chélexé, filtration gef avec ou sans ajout préalable de
chélateur, dialyse). Le taux de précipitation deptatéine est variable en fonction des
conditions utilisées mais I'apparition d’'un prétépiuasiment systématique. Dans certains
cas rares la fraction soluble du dérivé mercuridgida protéine a pu étre isolée. L'analyse du
contenu en zinc effectuée sur ces préparationsrenguie les protéines sont pratiquement
dépourvues de métal (4nk 0,1). Malheureusement I'ajout de DTT a la solutprovoque la
précipitation de la protéine en quelques minutegéchant I'obtention de I'apoprotéine sous

forme soluble.

L’étape d’élimination du zinc intermédiaire est eisn ceuvre afin d’éviter toute
réincorporation de métal dans la protéine au cdurgaitement par le DTT. Une expérience
de démétallation en deux étapes a tout de ménenéprise : la réaction entre le PMB et la
protéine est menée en présence d’'EDTA en excesspii de I'ajout de DTin situ. Les

petites molécules (EDTA, dérivé mercurique et DEdht alors éliminées par filtration sur
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gel. La protéine obtenue est cette fois solublée; mntient toutefois 50% de la quantité de
zinc initiale. Il semble donc que la protéine dieetivement récupéré du zinc lors de I'étape
de réduction par le DTT. Ce protocole ne permetcdoas d’obtenir I'apoprotéina. De

nombreuses variantes expérimentales ont été test@es la modification des conditions de
tampons, de température, de concentrations desifséata pas permis d’augmenter la

solubilité du dérivé mercurique ni celle de I'apaigine.

Des essais de démétallation par oxydation des iogstéde la protéinex ont
également été menés. La protemé50 UM contenant 40 uM de zinc) a été incubée@ 4°
dans du tampon chélexé avec 2 mM dOplpendant 15 h puis purifiee par filtration sur gel.
Ce traitement ne modifie pas la quantité de zireciguement lié a la protéine, suggérant
que I'H,O, ne provoque pas d’oxydation des cystéines du &si@nc. De méme aucune
libération de zinc n’est observée lorsque la DM@ BM d’'une solution contenant la protéine

a, du PAR et difféerentes concentrations g est suivie au cours du temps.

C.II - Remétallation de la protéinea

L’affinité élevée de la protéine pour le zinc est a 'origine de la difficulté atebir
une préparation entierement démétallée par traitect@mique de protéines riches en zinc.
L'incorporation de zinc dans la protéine a été émrafin de déterminer si a I'inverse le site
métallique de préparations démétallées est subtepli fixer le zinc ajouté a la solution. Les
expériences ont été réalisées avec différentesayaépns de protéinas déficientes en zinc

aprées purification ou consécutivement a un traitgrokimique.

C.II.1 - A partir d’'une protéine modifiée par le PMB

La réincorporation de zinc dans le site métalligeela protéinex a été suivie en
mesurant I'absorbance a 500 nm au cours du temypg dolution de protéine purifiée (0,8
Zn/a) contenant du PAR et du PMB et a laquelle esttdjdu DTT. La cinétique obtenue est

présentée sur la figure C.5.
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Figure C.5 - Cinétique de réincorporation du zinc dans le sitenétallique

de la protéinea. La protéinen (4 uM contenant 3,3 uM de zinc) dans du tar
Tris-HCI 0,1 M, pH 8, KCI 50 mM chélexé a été traitée p@ UM de PMB e
présence de 100 uM de PAR dans une cuve en quatt20duL puis 40 uM de D”
ont été ajoutés apres 90 s de réaction. La digpamu complexe Zn(PAR)a ét
suivie au cours du temps par la mesure de la D@Dab.

De maniére attendue I'ajout de PMB a la solutiontepant la protéina et le PAR
provoque la formation du complexe Zn(PARAinsi I'absorbance a 500 nm est stable durant
les 90 s de la premiere partie de la cinétiquesalaur mesurée (0,38) correspondant a la
libération de 0,8 atome de zinc par monomere deéém@ Dans la deuxieme phase la
réduction des liaisons S-Hg par le DTT s’accompaghene diminution puis d'une
stabilisation de I'absorbance a 500 nm avec uneuvale 0,18 apres 900 s de réaction. Cette
décroissance de l'absorbance a 500 nm qui tradudirhinution de la concentration du
complexe Zn(PAR)est compatible avec la réassociation rapige=t120 s) de 90% du zinc
total au site métalligue de la protéine. Une exgmere complémentaire a été réalisée afin
d'étudier I'effet du DTT, qui présente une constadtassociation avec le zinc de*di®1™,
sur le complexe Zn(PAR)L’ajout de 40 uM de DTT a une solution contenk®® uM de
PAR et 4 uM de Zn(OAg)ne provoque aucun changement de I'absorbance arBO@insi
le DTT a la concentration utilisée n’affecte padifation du zinc a 100 uM de PAR en

absence de protéiree La décroissance de I'absorbance a 500 nm dansoteditions de la
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figure C.5 montre donc bien la capacité de I'aptipnea a ré-extraire rapidement le zinc du

complexe Zn(PAR)apres régenération des groupes thiols des cystparde DTT.

C.11.2 - A partir d’une protéine traitée au TPEN

L’étude de remétallation a été poursuivie avec umméparation de protéine
partiellement démétallée par le TPEN. La prot@n@50 uM, 0,8 Zrit) est incubée avec du
DTT (5 mM) et du TPEN (5,5 mM) dans du tampon HiSt 0,1 M, pH 8, KCI 50 mM
chélexé pendant 3 h a 4°C puis purifiée par fittrasur gel. La protéine récupérée (200 uM)
est alors incubée avec du DTT (4 mM) et 5 équivalel® Zn(OAc) pendant une heure a
4°C. La protéine est dessalée par filtration slimgeés ajout dEDTA (1 mM). L'analyse du
contenu en zinc de la protéine traitée au TPENiouoafl'élimination partielle du métal : la
préparation contient a ce stade 0,46 atome depainmonomere. Aprés traitement par le zinc
le rapport Znd atteint 0,82 ; de plus la nécessité d’ajouter MBRx la solution dosée pour
constater la formation du complexe Zn(PARjontre que le zinc est spécifiquement associé
au site métallique de la protéine. Cette expérieme# en évidence la capacité de la
population de protéines démétallées par le TPENgiacaorporer du zinc exogéne en

conditions réductrices.

C.II.3 - A partir de préparations de protém@auvres en zinc

Selon une démarche similaire a celle utilisée daqwotéine traitée par le TPEN, la
métallation d’une préparation de protéine puriti@atenant naturellement peu de zinc a été
étudiée. La protéine (114 uM) contenant 0,19 zinc par monomere esthiéeudans du
tampon Tris-HCI 0,1 M, pH 8, KCI 50 mM chélexé aeéquivalents de Zn(OAckt 5 mM
de DTT pendant 3 h a 4°C. La protéine est desgaééltration sur gel aprés ajout dEDTA
(1 mM). Apres ce traitement la protéine contier830zinc par monomére dans le site
métallique. Ainsi une protéine déficiente en zinc incorpore partiellement du z&xogéne

dans son site métallique en conditions réductrices.

97



CHAPITRE | L E SITE METALLIQUE DE LA PROTEINE &

C.III - Incorporation de cobalt dans la protéine a

Une méthode couramment employée pour étudier fles siétalliques des protéines
fixant du zinc consiste a remplacer I'ion?Zmsilencieux en spectroscopie par 'ion€cEn
effet les spectres d’absorption électroniques detimes a cobalt ainsi obtenues renseignent
sur le type, le nombre et la géométrie des ligashasmétal. Le cobalt est généralement
introduit dans la protéine soit a partir d’'une p@gpion contenant du zinc, soit par

surexpression de la protéine en milieu minimum Empnté avec une source deCo

C.lll.1 - Essais de substitution du zinc par duatbb

Il est théoriquement possible d’obtenir une praéiixant du cobalt a partir de
I'apoprotéine, elle-méme préparée par démétalladmiha protéine a zinc. Cette méthode n'a
pu étre exploitée dans le cas de la protéindont la forme apo est trop instable pour étre
isolée. Une autre procédure utilise la modificatiéwersible des cystéines de la protéine par
le PMB, d’une maniére similaire a celle schématmdéela figure C.4 : la protéine est incubée
avec le réactif mercurique puis lavée avec du tamgtélexé contenant du CoeChvant
d’étre réduite par le DTT. Les différents essamisés ont conduit a la précipitation de la
protéine, tout comme les expériences de substituticecte par dialyse de la protéine a zinc

contre du tampon chélexé supplémenté en £oCl

C.lII.2 - Préparation de la protéine€o

L’incorporation de cobalt dans le site métalliqueng protéine peut étre réalisée en
surexprimant la protéine en présence d’'une sowramdalt(ll) et dans des conditions visant a
réduire les concentrations des métaux contaminamtgarticulier le zinc dans le cas des

métalloprotéines a zinc.

C.lll.2.a — Surexpression et purification de la f@ine aCo

La protéine nommée &Co » a été obtenue comme indiqué dans la partiéridbs
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et Méthodes. En résumé, la protéine a été suregpriem milieu M9 préparé avec de I'eau
chélexée dans des erlens en plastique. Le colbajoegé sous forme de CaGlLO a 50 uM)

juste avant I'induction. La protéine a ensuitepiéfiée par chromatographie d’affinité dATP
Sepharose avec éventuellement une étape préalablehtbmatographie sur support
hydrophobe Butyl Sepharose, selon les essais ééalies tampons utilisés pour I'extraction

et la purification sont passés sur résine Chelé&xal@nt utilisation.

C.lIl.2.b - Caractéristiques spectrales de la pio&aCo

La figure C.6 montre un exemple de spectre d’alteordJV-visible de la protéine

aCo purifiée.
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Figure C.6 - Spectre d’absorption UV-visible de lgorotéine aCo. La protéin
aCo purifiée par leromatographies sur support hydrophobe puis digdfia été diluée
335 uM (27 mg /mL) dans du tampon Tris-HCI 0,1 M, §, KCI 50 mM chélexé.

La position des bandes d’absorption observéesoespatible avec la présence d’'une
sphére de coordination tétrathiolate autour du ltoBa effet la bande intense centrée a 340
nm résulte du transfert de charge entre le Cof(ll@seatomes de soufre des ligands cystéines.

Les bandes d’absorption présentes dans la régioraghnnement visible sont dues aux
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transitions électroniques d-d du métal ; ces baadé50, 695 et 720 nm sont typiquement
observées sur les spectres d’absorption UV-visikd@itres protéines incorporant du cobalt
sous forme d’entité CqStelles que la rubrédoxine (May 1978), la méthilmiéine (Good
1986), une méthionyl-ARNt synthétase (Landro 1998)sous-unité McbB de la MccB17
synthétase (Zamble 2000) ou la protéine Hypk.dtoli (Atanassova 2005). D’apres les
valeurs des coefficients d’extinction molaire a$®c aux bandes d’'absorption
caractéristiques disponibles dans la littératuoesravons estimé que la protéaf@o contient
au maximum 0,3 atome de cobalt par monomere. Rissipréparations de protéines
surexprimées en présence de cobalt ont été obtehaepourcentage d’incorporation de
cobalt dans la protéine n’a pu étre augmenté magrerécautions prises pour minimiser les

contaminations en zinc.

C.lll.2.c - Effet du zinc sur la protéireCo

Les spectres UV-visible de la protéim€o enregistrés avant et apres addition de 1,5

equivalent de Zn(OAeg)sont représentes sur la figure C.7.
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Figure C.7 - Effet du zinc sur la protéine aCo étudié par spectroscopi
d’absorption UV-visible. La protéinenCo a été diluée a 335 uM dans une cuve de 1(
avec du tampon TrislCl 0,1 M, pH 8, KCI 50 mM chélexé (trait pointijléUn nouvea
spectre a été enregistré 60 min apres I'additiobfep M de Zn(OAg)(trait plein).
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L’ajout de zinc a la solution de protéin€o provoque la diminution progressive de
I'intensité de la bande a 340 nm ainsi que de ckdkebandes du visible caractéristiques de la
présence de cobalt lié par quatre cystéines. @gfiérience suggéere que le zinc est capable
de déplacer le cobalt du site métallique de lagmet Toutefois, contrairement a certains
exemples de la littérature (Frankel 1987 ; JakobO20Ola réaction d’échange n’est pas
immédiate puisque la bande d’absorption corresparalax transitions d-d n’a pas totalement

disparu au bout d’'une heure de réaction.

D - Etude du réle du site Zn(Cys) de la protéinea

L'importance du site Zn(Cys) pour I'activité ribonuléotide réductase de latpioe
a a été suggérée lors des études précédentes eésaigéles quatre mutants Syéla du site
métallique : ceux-ci ne présentent aucune act@it® réductase significative et ne forment
pas le radical glycinyle essentiel a la catalysmyén 2003). Nous nous sommes donc attachés

a comprendre le role du site a zinc dans I'acqarsile ce radical.

D.I - Zinc et activité ribonucléotide réductase : pemiéere étude

Les premiéres études ont visé a déterminer s'dtexin lien entre contenu en zinc et
activité RNR de la protéine. En effet la mutatias @ystéines du site métallique induit une
modification des propriétés de fixation du zinmetbe la conformation de ces protéines, a
I'origine de la perte de I'activité enzymatique.uP@ela des expériences de corrélation entre
contenu en zinc et activité RNR ont été menéeq)yadpart avec différentes préparations de

protéinea, d’autre part avec une préparation de protéipartiellement démétallée.

D.I.1 - Utilisation de différentes préparationspietéinea

Les contenus en zinc et activités RNR de préparatie protéine disponibles au

début de ce travail sont rassemblés dans le tablea
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Protéine 7n & Activité sp.étcifiq_ue

(hmoles mift mg?)
o502 1,4 360
o®h7 08 0,38 65
o> 1208 0,19 112
a13.01.04 0,76 395
Gl4'01'04 0,82 404
aC644A 0,03 <1
aC662A 0,14 <1

Tableau D.1 - Activitt RNR et contenu en zinc ¢
guelques préparations de protéinest sauvages et mutées.

L’étude montre que l'activité RNR des protéinedisdes n'est pas directement
corrélée a leur contenu en zinc. Toutefois les m@syqui incorporent le moins de zinc sont
globalement les moins actives. En particulier rés faibles quantités de zinc des protéines
aC644A etaC662A semblent pouvoir étre mises en parallele daetivité négligeable de
ces deux mutants. Ces résultats ne permettent pal’établir une relation linéaire entre

quantité de zinc et activité enzymatique, mais stgyg que le zinc exerce un effet positif sur
I'activité RNR.
D.1.2 - Utilisation d’'une préparation de protémeraitée au TPEN

Afin d’éliminer les éventuels biais liés a l'utéison de préparations de protéine
différentes, I'expérience de corrélation a été odpite avec une méme préparation de

protéine partiellement démeétallée. D’'une manieralague a celle décrite au paragraphe
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C.1.1, la protéinea a été incubée avec du TPEN a 4°C. Le contenu mm e I'activité

enzymatique des échantillons prélevés sont présdatts le tableau D.2.

B Activité spécifique
Protéine Zn & 11
(nmoles mift mg?)
a (to) 0,86 690
o (t) 0,53 630
a (t) 0,41 600

Tableau D.2 -Activité RNR et contenu en zinc d’'une préparationde

protéine a partiellement démétallée par le TPEN.La protéinea (12(
KM) a été incubée avec du TPEN (4,7 mM) a 4°C. dbigsiots ont été prélev
avant (¢) et aprés (=3 h, =30 h) ajout du chélateur. La protéine a été pie
par filtration sur gel puis son contenu en zincunépar colorimétrie. L'activit
RNR a été déterminée dans des conditions visaéti@ire les contaminatio
en zinc.

Cette expérience confirme I'effet positif du zing $activité RNR : I'élimination de
52% du zinc s'accompagne de la diminution, certedante (13%), de I'activité spécifique.
Elle ne permet cependant pas de déduire un fadeeproportionnalité entre contenu en zinc

et activité enzymatique.

D.1.3 — Utilisation d’'une préparation de protém@auvre en zinc

L’incubation d’'une protéine& contenant initialement 0,19 zinc par monomere avec
du DTT et du Zn(OAg) permet d’augmenter le rapport @na 0,53 (paragraphe D.l.2).
L’activité RNR de la préparation avant et apregdraent a été mesurée. Les résultats sont

présentés dans le tableau D.3.
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Protéine Zn b Activité spécifique
(nmoles mift mg?)
Non traitée 0,19 23
Traitée avec Zn(OAg) DTT 0,53 95

Tableau D.3 - Effet de l'incorporation de zinc danda protéine a sur l'activité
RNR. La protéinea (114 uM) contenant 0,19 zincpaonomere a été incubée dan:
tampon Tris-HCI 0,1 M, pH 8, KCI 50 mM chélexé aveéquivalents de Zn(OAckt £
mM de DTT pendant 3 h a 4°C puis dessalée paatiihin sur gel apres ajout dEDTA
mM). Le contenu en zinc des échantillons a étéraéte par colorimétrie.

La protéinea déficiente en zinc présente initialement une tigible activité
spécifique. Il apparait que I'incorporation de zammsécutive au traitement réalisé permet une

réactivation partielle de cette protéine.

D.Il — Zinc et intégrité structurale des protéines

Avec les expériences réalisées pour comprendrélée du site métallique de la
protéine a, nous avons été amenés a prendre en compte urelnéié@ment relatif a la
structure des protéines sauvages et mutées utilisées jusqu’alors. |l iesi apparu que la
chaine polypeptidique des différentes protéimgaurifiées n’était pas toujours intacte. Cette
variabilité de la séquence des protéines a fdifjdtode I'analyse par spectrométrie de masse
présentée ci-apres. La relation entre intégritéctirale et contenu en zinc des protéines a

notamment été étudiée.

D.II.1 - Existence d’'une forme tronquée de la praé

D.ll.1.a - Mise en évidence

L’existence d’'une forme tronquée de la protéina été découverte lors de I'analyse
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par spectrométrie de masse MALDI-TOF de la protéinenmée « apo», surexprimée et
purifiée dans des conditions de carence en zindiguae D.1 présente les spectres de masse

obtenus avec une préparation de protéingacte et avec la protéine « ap».
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Figure D.1 - Spectres de masse MALDI-TOF d’'une prégration de protéinea

intacte (A.) et de la protéine «apa » (B.).Les pics dont les valeurs de m/z ¢
notées en gras correspondent aux especes ionibiad4 T ol M représente la moléc
de protéined monomérique intacte ou tronquée.
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Le spectre de la protéine intacte présente un @pniaire a m/z = 79885 Da
correspondant a I'ion monochargé de la réductasgomérique (z = 1). La présence de I'ion
dichargé est visible au niveau du pic a m/z = 39Da88La masse moléculaire calculée de la
protéinea d’E. coli est de 80023 Da. La protéine utilisée pour cetfgeence présente une
masse compatible avec la masse théorique attegthrd, donné la précision de la méthode
d’analyse. La situation est différente dans le dada protéine « ajpo» : le pic majoritaire
apparait cette fois a m/z = 76089 Da. Cette mastssignificativement plus faible que celle
de la protéine intacte et témoigne de la préseriueedforme tronquée de la chaine
polypeptidique. La difference de masse entre lesids intacte et tronquée (3800 Da) est
compatible avec la perte d'une trentaine d'acidesinés. Le fait que le fragment
correspondant ne représente qu’environ 5% de lguleur totale du polypeptide permet
d’évaluer les proportions relatives des deux forprésentes dans un méme échantillon. Une
forme tronquée (Mm/z = 76346) est également détatdés la préparation correspondant au

spectre A. Elle reste cependant tres minoritaireggaport a la forme intacte dans ce cas.

D.Il.1.b - Généralisation

Afin d’évaluer I'étendue du phénomene de coupureladehaine polypeptidique
observé avec la protéine « ape, 'analyse structurale par spectrométrie de mas®té
reproduite avec d’autres types de réductases. jhestres obtenus avec les protéingo,

aC644A,0C647A,0C662A eta C665A sont rassemblés sur les figure D.2 et D.3.

100 79840.36

39917.93

Intensité (%)

24999.0 43999.4 62999.8 82000.2 101000.6 120001.0
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Figure D.2 - Spectre de masse MALDI-TOF de la proiée aCo. Le pic
dont la valeur de m/z est notée en gras corresadiegpéce ionique [M+H]Jou M
représente la molécule de proténenonomérique.

106



CHAPITRE | L E SITE METALLIQUE DE LA PROTEINE &
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Figure D.3 - Spectres de masse MALDI-TOF des protéesaC644A (A.),aC647A
(B.), aC662A (C.) etaC665A (D.).Les pics dont les valeurs de m/z sont notées &

correspondent aux espéces ioniques [M+bil M représente la molécule de protéme
monomeérique intacte ou tronquée.
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Comme le montrent les figures D.2 et D.3, si latgirne aCo est pratiquement
intacte, les préparations de protéigs644A, aC647A, aC662A etaC665A contiennent
toutes une forme tronquée apparaissant sur legrepet une masse voisine de 76000 Da,
donc proche de la valeur déterminée pour la pretéiapo ». Les proportions relatives des
formes intacte et tronquée sont trés variablepation de la protéine considérée. La forme
tronquée est tout de méme globalement majoritagte rapport a la forme intacte. Cette
expérience suggere que la coupure de la chainpguilgique de la protéine n’est pas une
manifestation isolée observée fortuitement avec préparation donnée, mais bien une

caractéristique structurale a prendre en compgedei’étude de tout type de réductase.

D.II.2 - Identification du site de coupure

Pour préciser le site de coupure de la chaine pptigique, les protéinasC644A,
aC647A, aC662A etaC665A ont été analysées par spectrométrie de nesseospray.
L’obtention de spectres exploitables a nécessé#éhlinge préalable du tampon Tris des
préparations de mutants par du tampon carbonatadiam afin de limiter la précipitation
immédiate des protéines dans le tampon acide eutitiss de I'analyse. Les spectres de la

protéinea sauvage intacte et des quatre mutants sont raksesu les figures D.4 et D.5.
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Figure D.4 - Spectre de masse électrospray brut adrtiu en conditions dénaturante
de la protéine a intacte. La masse calculée de la protéine est indiquéeesspdctre.
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Figure D.5 - Spectres de masse électrospray bruts obtenus en nddions

dénaturantes des protéinesaC644A (1.),aC647A (2.),aC662A (3.) etaC665A (4.).

Les massesalculées de I'espece A (majoritaire) et le cdstaat de I'espéce B (minoritai
sont indiquées sur chaque spectre.
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Les spectres de masse bruts font apparaitre I'eppelformée par la distribution des
pics correspondant aux états multichargés [M¥hHDU M représente la protéine
monomerique intacte ou tronquée. La déconvoluties dpectres permet d’accéder aux
valeurs de masses moléculaires des différentegipest La masse calculée de la protéine
sauvage intacte est en accord avec la masse thédi8§023 Da). Les masses de I'espéce
intacte présente dans les préparations de protéiGéd7A etaC662A correspondent a la
masse attendue pour la substitution d’une cystéareune alanine (79991 Da). Les masses
des formes tronquées présentes dans les prépardsmuatre mutants sont trés proches. La
masse moyenne calculée, égale a 76176 Da, est tiblapavec une coupure de la chaine
polypeptidique entre deux arginines adjacentespArget Arg678, situées dans la partie C-
terminale juste en amont de la glycine 681 (sitkcedaire) et en aval des cystéines du site a
zinc comme le montre la figure D.6. L'intégrité ldeséquence N-terminale des mutants a été
vérifiée par séquencage. Le site de coupure estigie pour les quatre mutants du site
métallique étant donné le faible écart entre ldsura de masse (c’est-a-dire 10% de la masse
moyenne d’un acide aminé au maximum). La companaites masses des mutants et de la
protéine sauvage tronquée obtenues par spectrend@&LDI-TOF ainsi que le séquencage
N-terminal de la protéine « apo> indiquent que la coupure de la chaine polypept&lde la

protéinea sauvage s’effectue trés probablement au mémeiendro

A
. R678 G681
| | |
R677
v
Site de coupure

C644 C647 C662 C665
N-ter | I | |

° C-ter

Figure D.6 - Localisation du site de coupure de Iprotéine a. D'aprés le
études de spectrométrie de masse électrosprapt@oprse de la chaine polypeptidi
s’effectue entre les acides aminés Arg677 et Arg678
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D.I.3 - Influence du zinc sur la structure de latpmea

Les résultats précédents laissent entrevoir I'erist d’'une relation entre contenu en
zinc et intégrité structurale des réductases. Eat & protéine « amo», obtenue dans des
conditions de carence en zinc, est presque exelm&Eat obtenue sous une forme tronquée.
Les protéinesiC644A,0C647A,0C662A etaC665A, dont les propriétés de fixation du zinc
sont modifiées par la mutation, présentent quaeited un taux variable de coupure. Dans le
but de tester cette hypothése, le contenu en ascdidférentes réductases a été déterminé
puis rapporté au pourcentage de coupure évaluéed'dps spectres de masse correspondants.

Les résultats obtenus sont présentés dans le tiablda

Taux de coupure

Protéine Zn b .
approximatif (%)
0 sauvage 0,85 2
« apa » 0,1 98

Mutants Cys- Ala

. s 0-0,2 40 - 95
du site métallique

Tableau D.4 -Contenu en zinc et taux de coupure de différentypes
de réductasesLes taux de coupure des protéines ont été détésndirpart
des spectres de masse correspondants (figures D.3)e

Les chiffres reportés dans le tableau D.4 confitnodairement I'existence d’un lien
entre contenu en zinc et intégrité structurale pletéines. En effet la protéire sauvage
contenant prés d'un atome de zinc par monomeéreg@ssiment intacte ; a linverse la
protéine « apo », presque entierement démétallée, est tronq98&oca Les quatre mutants du
site métallique, tous trés déficients en zinc, gméant des taux de coupure élevés. Le zinc
apparait donc comme un cofacteur essentiel, gdmhintégrité structurale de la protéine

En particulier, le zinc offre vraisemblablement ypretection contre la protéolyse menant a

111



CHAPITRE | L E SITE METALLIQUE DE LA PROTEINE &

I’élimination d’'un fragment C-terminal fondamenpadur I'activité RNR.

D.III - Site métallique et activité enzymatique : Eexamen

Les premiers essais de corrélation entre conteraineret activité enzymatique de la
protéine a rapportés au paragraphe D.l.1 ont été réalisés aes préparations dont
’lhomogénéité structurale n’était pas connue. La&odegerte de l'existence d’'une forme
tronquée inactive observable dans les préparatienprotéines sauvages et mutées nous a
incités a reconsidérer la question de linfluenae zinc sur l'activité dans ce nouveau
contexte. L’étude a donc été reprise avec unetatteparticuliere portée a la préparation et a

la caractérisation structurale des protéines agahbs

D.lIl.1 - Caractérisation des nouvelles préparatide protéine

Les nouvelles préparations de protéioesauvage ont été obtenues dans les
conditions détaillées au paragraphe B.l. Le prdeode purification par chromatographie sur
support hydrophobe a notamment été modifié et irddisormais un gradient décroissant de
(NH,4)>.SO, comportant trois paliers. Dans la mesure du pas$dsl délais entre les différentes
étapes de purification ont été réduits au maximues. analyses de zinc systématiquement
effectuées sur ces nouvelles préparations monfuemties protéines purifiées contiennent au
minimum 0,75 atome de zinc par monomere. Les sgectte masse correspondants
confirment l'intégrité structurale des polypeptidele taux de coupure approximatif est
inférieur a 5% dans tous les cas. Les nouvellepapadions sont extrémement actives : les
activités spécifiques déterminées sont comprise® 900 et 1600 nmoles rirmg™. Ces
valeurs sont significativement supérieures a celldsenues avec les préparations de protéine
a utilisées au cours des dix derniéres années (Q0Gfoles mitt mg* en moyenne). Tous
ces éléments sont en faveur de I'importance du pimar la structure et I'activité de la
protéinea. Nous avons cherché a obtenir une corrélatiore@antenu en zinc et activité CTP
réductase en utilisant notamment des préparatiengratéinesn partiellement démétallées

par le TPEN. Dans le test d’activité RNR standagd|isé en présence de DTT, la protéine
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utilisée a des concentrations comprises entre 62625 UM peut aisément incorporer du
zinc exogene apporté par les solutions ou le nedt@ubes en verre, seringue). Le test a donc
été modifié afin de minimiser les contaminations zémc. Toutes les étapes du test sont
effectuées dans la boite a gant en utilisant dessteppendorfs et du tampon chélexé. La
concentration de la protéiree a été augmentée a 10-40 uM. En conséquence la deré
'étape de réduction a été réduite de 20 minute%-3 minutes de maniére a éviter
I'épuisement du substrat rapidement atteint avea@ivelles préparations de protémequi
présentent une activité spécifique élevée. Le thstient difficile a réaliser dans ces
conditions et sa mise en oeuvre conduit a desteésuton reproductibles. La corrélation
recherchée entre contenu en zinc et activité¢ CtBctéase de la protéireen’a donc pu étre

obtenue.

D.lII.2 - Etude des mutantsC644A eta C662A

Il est trés possible que le phénoméne de protéalysen évidence ci-avant explique
I'absence d’activité des mutants Cyéla du site métallique de la protéimeobservée lors
des études antérieures. Si tel est le cas lesusionk issues de ces expériences ne sont pas
valides. L'étude de l'importance du site a zinc ipbactivité enzymatique par le biais des
mutants cystéines a donc nécessité la mise au paiatable des conditions d’expression et
de purification des protéines de maniere a s'affhande la présence de formes tronquées
inactives. Nous avons décidé d’axer ce travaildewrx des quatre mutants, choisis de maniére
a tester l'effet de la mutation d’'une cystéine dmoun des deux motifs CXXC du site

métallique.

D.lll.2.a - Préparation des protéines

Les protéinesnC644A etaC662A ont été surexprimées en anaérobiose, dans du
milieu riche LB complémenté avec 30 uM d’'acétateite. L'extraction est réalisée avec du
tampon sans EDTA contenant 100 uM de Zn(QALgs protéines sont ensuite purifiées par

chromatographie d’affinité dATP Sepharose aprésaiape de dialyse effectuée sur la nuit
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contre du tampon enrichi en DTT (2 mM) et Zn(OA¢O uM). Le dosage de zinc par

colorimétrie montre que les deux mutants contiehcbacun prés d’'un atome de zinc par
monomere spécifiquement lié au site métallique nionétal inaccessible au PAR seul) ainsi
que des quantités variables de zinc faiblemer# lg&protéine (0,5 a 1 atome par monomere).
La mutation d’une seule des cystéines en alaniregmifie donc pas que le site métallique a
perdu toute capacité a complexer le métal, notarhhms les conditions de pression en zinc

imposées dans le cadre de cette étude. Les spdetraasse des 2 mutants sont présentés sur

la figure D.7.
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Figure D.7 - Spectres de masse MALDI-TOF des protées aC644A (A.)) e

aC662A (B.) préparées dans des conditions d’enricliement en zincLes pics dor
les valeurs de m/z sont notées en gras corresppad@nespéces ioniques [M+Hju M
représente la molécule de protémnenonomérique intacte ou tronquée.
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Il apparait immédiatement que le profil de coupdrda figure D.7 est trés différent
de celui de la figure D.3 : les protéine8644A etaC662A sont ici majoritairement intactes,
avec des taux de coupure évalués respectivemeri%a et 15%. Ainsi l'incorporation
supplémentaire de zinc que permet d’obtenir leqmale de préparation décrit plus haut va de
pair avec le maintien de I'intégrité structurale deutants, méme si 'une des cystéines du site
métallique est remplacée par une alanine. L’homéig€rstructurale des protéines est jugée
suffisante pour les études ultérieures, bien geddex de coupure des deux mutants restent

légerement supérieurs a ceux des préparationotiEmeo sauvage.

D.IIl.2.b — Activités CTP réductase

L’étude de l'activité RNR des mutantsC644A etaC662A a été reprise avec les
nouvelles préparations caractérisées préecédemirenactivites CTP réductase des protéines

aC644A,aC662A eta sauvage sont présentées dans le tableau D.5.

Protéine Activité spécifique (nmoles rifimg?)
o sauvage 1000

aC644A <1

aC662A <1

Tableau D.5 - Activités CTP réductase des protéinestC644A e
aC662A intactes et métallées.

Les résultats obtenus montrent clairement queiVigetRNR des protéinesC644A
et aC662A est négligeable devant celle de la protémevage mesurée conjointement. |
semble donc que la présence de zinc dans le sttliopée ne suffise pas a assurer I'activité
CTP réductase des deux mutants, méme si elle gdeaptéservation de la structure primaire

des polypeptides. Les quatre cystéines du sitelligé@adoivent étre présentes, probablement
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pour que la fixation du zinc se traduise par Idistation d’une conformation optimisée pour
l'activité RNR. Il est probable que remplacementldme des cystéines par une alanine
modifie sensiblement cette conformation, de tetldesque les mutants correspondants sont

completement inactifs.

D.IV - Zinc et interaction a-f3

Le site Zn(Cys) nécessaire au maintien de l'intégrité structuddela protéinex
forme un petit domaine individualisé qui pourradtriiciper a la formation du complexe entre
la réductase et I'activase. L’effet du zinc suctanplexation entre les protéinaset3 a été
étudié par chromatographie d’affinité dATP Sephares par chromatographie de filtration

sur gel en utilisant une protéinepréalablement démétallée par le TPEN.

D.IV.1 - Etude par chromatographie d’affinité dABepharose

La résine d’affinité dATP Sepharose fixe spécifiopeat la protéinex mais retient
également le complexe formé par les protémes3 fortement associées. Les expériences de
complexation ont été menées en boite a gants anepréparation de protéiflereconstituée,
c’est-a-dire contenant en moyenne un centre [4F&-4@r polypeptide. Les protéineset 8
sont mélangées dans un rapport 1,4:1 dans du tanigdexé en présence de 5 mM de DTT
puis la solution est déposée sur la résine d'affif\prés une étape de lavage avec 3 volumes
de colonne de tampon l'élution est réalisée avex soiution d’ATP 1 mM. Le gel SDS-

PAGE obtenu est présenté sur la figure D.8.

Indépendamment du contenu en zinc de la protéinee partie des protéineset 3
est éliminée dans la fraction de lavage et n'est@ms retenue sur la résine. La prot@imst
visible sur la piste 4I'élimination de 80% du zinc de la protéiaer’empéche pas la protéine
B de former un complexe avec la réductase. La stomghiie du complexe entre la protéme
et la protéine peut étre évaluée a partir de la mesure de l'sitérrelative des bandes

correspondantes (pistese® 4 et des valeurs des masses moléculaires de latasguet de
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I'activase. Il apparait que les protéiresmétallée et démétallée forment de la méme facon un

complexe 1:1 avec la protéifie

Figure D.8 — Analyse SDSAGE de l'effet du zinc sur le
complexation entre les protéinesa et B étudié par
chromatographie d’affinité dATP Sepharose.La protéin
o métallée (0,8 Zm/, 10 nmoles) ow traitée au TPEN (O,:
Zn/a, 10 nmoles) a été mélangée avec la prot@ineconstitué
(7 nmoles) dans la boite a gants dans du tampaHTi 10C
mM pH 8, KCI 300 mM chélexé. La solution obtenuen(@/mL)
a été charge sur la colonne de dATP Sepharose (1 mL)
débit de 0,2 mL/min. La résine a été lavée aveol8mes d
tampon précédent (B) puis I'élution a été effectuée avec 1 |
d'ATP (2, 4). Les puits_1 2 d'une part,_3 4 d'autre pal
correspondent respeatiment aux expériences réalisées av
protéinea métallée et avec la protéinedémétallée.

D.IV.2 - Etude par chromatographie de filtratiom gal

L’effet du zinc sur la complexation entre les pnoésa et 3 a également été étudié
par chromatographie de filtration sur gel Superg@®. Les préparations de protéimesont
celles utilisées pour I'expérience de complexapsgcédente. La protéirfesous forme apo a
ici été utilisée en raison de linstabilit¢ du cent[4Fe-4S]" en aérobiose. Les

chromatogrammes obtenus sont présentés sur | fiyOr
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Figure D.9 — Effet du zinc sur la complexation ent les protéines et 3 : étude pat
chromatographie de filtration sur gel. La protéinen métallée (0,8 Znf, 10 nmoles) ow
traitée au TPEN (0,15 Zm/ 10 nmoles) a été mélangée avec la protBimeconstituée (¢
nmoles) dans du tampon HEPES 50 mM pH 7,4, KCI 80 chélexé avec 5 mM de DTT.
solution obtenue a été injectée sur une colonngé M analytiqueZ5 mL) a un débit de C
mL/min. Les chromatogrammes A et B correspondespigetivement aux expeériences réali
avec la protéine métallée et avec la protéinedémétallée.

La fraction éluée a 36,3 min contient la protémeseule ou éventuellement un

complexe entre les protéineset . Le contenu de cette fraction a ensuite été a@ghgs

électrophorese en conditions dénaturantes. Lelgeha est présenté sur la figure D.10.

Figure D.10 - Analyse SDS-PAGE de I'effet du zincus la complexation entre les
protéines a et 3 étudié par chromatographie de filtration sur gel X 200. Des
aliquots des fractions éluées a 36 min lors déhtarnatographie de filtration sur gel ave
protéinea métallée et avec la protéinedémétallée (figure D.9) sont respeetnent dépos

dans les puits &t 2 Les puits_3a 6 contiennent des quantités croissantes de prosgide
purifiée ; les puits A 9contiennent des quantités croissantes de protémeétallée purifiée.
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Sur le gel de la figure D.10, une bande vers 20 kbraespondant a la protéifie
apparait sur la piste rhais n’est pas visible sur la piste2es gammes étalons permettant la
quantification des protéineset 3 ont été obtenues en déposant des quantités eraEssdes
deux protéines sur le méme gel (pistea Bet 7a 9. D’apres ces gammes le rapport des
quantités de protéine métallée et de protéire est égal a 1:0,6. Le complexe 1:1 entre les
protéinesa et 3 est donc partiellement dissocié au cours de l@tut_'utilisation d’un exces
de protéindg3 par rapport a la protéireeest d’ailleurs nécessaire a la détection d’un dergp
par électrophorese. Il semble que les proténdsemeétallée e ne forment pas de complexe

résistant a la chromatographie dans les condititihsées.

E — Discussion

La structure cristallographique de la ribonucléetidéductase anaérobie du
bactériophage T4 (Logan 2003) a révelé la présdhge site métallique dans la partie C-
terminale de la protéine. D’aprées I'analyse destaux, les quatre cystéines conservées qui
construisent le site fixent majoritairement du ziltes traces de fer ont également été
détectées. Le premier objectif de ce travail a istéisa identifier le métal lié a la
ribonucléotide réductase anaérobidstherichia coli Les différents dosages de meétaux
réalisés ont montré que l'expression homologueaderotéinea d’E. coli slaccompagne
d’'une incorporation de zinc dans le site métalligDes quantités négligeables de fer ont
eégalement été mesurées. Ce résultat préliminairegted’éliminer I’hypothese selon laquelle
le site métallique serait impliqué dans une réacte transfert d’électrons. La question du
réle du site métallique nécessite des lors d’examifautres hypothéses compatibles avec la

nature du métal lié a la protéioe

E.l — Préambule bibliographique

Ce paragraphe présente une vue d’ensemble destérmtaques générales des

différents types de sites a zinc telles gu’ellgsaapissent dans la littérature.
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Dans les protéines a zinc, I'ion Znjoue généralement un role catalytique,
cocatalytique ou structural. Dans un site a zinalgtque, le métal intervient directement
dans le mécanisme catalytique en participant aotendtion ou a la rupture de liaisons
chimiques. Le zinc fait donc partie du site acéflgztnzyme et interagit avec le substrat de la
réaction. Dans un site a zinc cocatalytique, deuxptusieurs ions métalliques proches
spatialement cooperent ; I'un joue un rble catgiyi et I'autre (les autres) augmente(nt)
l'activité catalytique du site. Enfin dans un sie zinc structural lion Zfi stabilise
principalement la structure tertiaire de I'enzynoenene peuvent le faire les ponts disulfures.
Dans tous les cas, I'élimination du zinc de la @ireé peut conduire a la perte de I'activité
enzymatique. Une analyse systématique de la steuetude la fonction d’un certain nombre
de protéines a zinc a permis de dégager quelgaés traractéristigues des sites a zinc
catalytique d’une part, structural d’autre part [{§& 1990b). Ce type de compilation est une
base utile pour I'étude préliminaire de métallopnoés a zinc dont le réle n’est pas encore

connu.

Une caractéristique spécifique des sites a zinalytmue est I'existence d’une
sphére de coordination ouverte : la sphére de owrdn du zinc contient au moins une
molécule d’eau en plus des trois ou quatre ligapgertés par la protéine. Une telle situation
permet de diagnostiquer de facon certaine la poésetun site a zinc catalytique. La
molécule d’eau liée au zinc est un composant esselut site actif ; elle peut s’ioniser en un
ion hydroxyde (exemple de I'anhydrase carbonigét® polarisée par une base pour produire
une entité nucléophile nécessaire a la catalysar(pbe de la carboxypeptidase A) ou encore
étre déplacée par une molécule de substrat (exed®ll phosphatase alcaline) (Vallee
1990a). Dans les sites a zinc catalytique I'higedest le ligand le plus frequemment observé.
Les ligands aspartates, glutamates et cystéindgsegatement utilisés pour lier le métal. En
général I'ion ZA" est engagé dans des liaisons de coordination lagezhaines latérales de
trois acides aminés, une molécule d’eau compldtasphere de coordination tétraédrique.
Cependant un quatrieme acide aminé participe [gaéfda fixation du zinc, conduisant a une

géomeétrie de type bipyramide trigonale (Wilson 19&bmis-Ruth 1993).
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Dans les sites a zinc cocatalytique, le zinc catplg lie une molécule d'eau
nécessaire a la catalyse et possede une spheoedination similaire a celle observée dans
les enzymes a zinc catalytique unique. Cependantddexieme atome de zinc et
eventuellement le troisieme métal (Zn ou Mg) saarfgis entourés de ligands atypiques tels
que l'atome d’oxygéne d’'une sérine ou d’'une thraerou encore I'atome d’'azote du groupe
amino C-terminal de la protéine. Une autre carastiGue est la présence d’au moins un
ligand pontant (aspartate,®) entre le deuxiéme ion Zhet le troisiéme métal, ce qui
conduit souvent a une géométrie pentacoordinégr@ee d’enzymes inclut la nucléase P1
et la leucine aminopeptidase (deux ions*gnla phospholipase C (trois ions Znet la

phosphatase alcaline (deux ionsZet un ion Mg") (Vallee 1993).

Dans les sites a zinc structural, I'ion métalligase coordiné par les chaines latérales
de quatre acides aminés, généralement avec uneégéortétraédrique, de sorte que le
solvant ne peut constituer un ligand de sphéreriatd_a cystéine est de loin le ligand le plus
frequemment utilisé dans ce type de sites; l'tiisd est également présente dans de
nombreuses protéines. Les ligands aspartates &ngltes apparaissent beaucoup plus
rarement. Contrairement aux sites catalytiquessites a zinc structural ne comportent pas de
motif caractéristique en terme de longueur deses@mps d’acides aminés séparant les ligands
du métal. De plus les ligands n’appartiennent paessairement a une structure secondaire
rigide mais peuvent faire partie d’'une boucle féai Le groupe ubiquitaire des protéines a
doigt de zinc illustre la maniere dont le zinc stawe un domaine, au sein duquel il établit des
pontages entre éléments de structure secondairerioe « doigt de zinc » était a l'origine
utilisé pour définir un motif répété fixant du zipeesent dans le facteur de transcription 1A
de Xenopuset capable de reconnaitre des séquences specitith@sl (Miller 1985 ; Hanas
1983). L’expression est maintenant largement églisour décrire tout domaine compact dont
la structure est stabilisée par la liaison d’urptusieurs ion(s) Zf (Klug 1995). Les sphéres
de coordination principales des protéines a doggrzidc sont du type Cydis,, CysHis ou
Cys, avec de nombreuses permutations possibles dartrd’ des ligands. Ces motifs a

quatre acides aminés sont parfois dupliqués, ce@epmet la fixation de deux ions Zrpar
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chaine polypeptidique. De plus la liaison du méial s’effectue pas nécessairement dans
I'ordre selon lequel les ligands apparaissent dansequence primaire de la protéine. Les
domaines a doigt de zinc ont été regroupés d'ageesconsidérations de type, de nombre et
d’espacement des ligands du métal. Il existe detmeint au moins quatorze classes de
domaines a doigt de zinc bien caractérisées (Ma#l2902). La grande variabilité structurale

de ces modules leur permet d’assurer des foncti@ssdiverses, quelquefois non encore
précisées. De maniere générale, les domaines & dmiginc partagent I'aptitude a interagir

avec d’autres biomolécules (ADN, ARN, lipides ootgines).

Les caractéristiques des sites a zinc catalytigoeatalytique et structural sont

résumées dans le tableau E.1.

Zn cocatalytique

Zn catalytique Zn catalytique  Zn non catalytiquén structural
Sphgre (.je Ouverte Ouverte Fermee ou avec Fermée
coordination H>O pontante
Ligands His, Asp, Glu, Cys, His, Asp, Glu, His, Asp, Ser, Cys, His
(type)* H,0 H,0 N/O, H,O (Asp,Glu)
Ligands 40uU5 40uU5 5 4
(nombre)
Gétométjrie t,f\sxrgétriqug? Tétraedre ou BT BT légérement  Symeétrique
autour du  (tetracdre ou irréguliers irréguliére® (tétraédre)
métal irréguliers)
Localisation Rigide Non rigide (b'(\)lgglé'gr'%ﬁce
des ligands Al i Al i ’
g (hélicea ou brinp) (boucle, hélicex ou brinf3) o ou brin)
Espacement Régulier Régulier Irrégulier Irrégulier

entre ligands

Tableau E.1 - Caractéristiques générales de I'eironnement du métal dans le
sites a zinc catalytique, cocatalytigue et structwl. ' Les ligands les pli
communément observés sont en gra8ipyramide Trigonale * Géométrie octaédrique
I'ion est Mcf*. D’aprés McCall 2000.
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Il faut préciser que les propriétés rappelées tatableau E.1 refletent une tendance
générale ; I'identification d’'un site a zinc commentre catalytique ou structural d’aprés les
parametres énoncés precédemment n'est pas toupmss directe qu'il y parait. Deux

exemples de la littérature illustrent les singtéarique peuvent présenter certains sites a zinc.

La protéine Ada dEscherichia coli répare le diastéréeoisomers, des
méthylphosphotriesters de '’ADN (McCarthy 1985)lefdossede un site a zinc présentant les
caractéristiques d’un site structural : les quayEéines chélatant le métal ne laissent aucun
site de spheére interne disponible pour la fixatilonsubstrat. Le site est en effet important
pour la stabilisation de la structure tertiairela@rotéine (Myers 1992). Le zinc a également
pour fonction d’activer la nucléophilie d'un deggdnds thiolates qui participe alors
directement a la réparation de I'ADN méthylé (Myet893). Ainsi les sites a zinc
précédemment identifies comme sites structurauxwerduéventuellement jouer d’autres
réles ; toutefois les sites comportant quatre aysgjouent un réle purement structural dans

la tres grande majorité des cas.

Les aminoacyl-ARNt synthétases fixent I'ATP et s@tmnnent l'acide aminé
apparenté pour former un intermédiaire aminoacghgihte. L'acide aminé est ensuite
transféré sur 'adénosine 3’-terminale de '’ARNf& thréonyl-ARNt synthétase possede un
atome de zinc lié de maniére tétraédrique par desbdines, une cystéine et une molécule
d’eau. La fixation du substrat conduit & un intetliraée pentacoordiné avec une géométrie de
type pyramide a base carrée dans lequel le grooproaet le groupe hydroxyle de la
thréonine déplacent la molécule d’eau et coordifémm Zn?* (Sankaranarayanan 2000).
L’environnement du métal assure ainsi l'activatides seuls acides aminés possédant un
groupe hydroxyle en positiofs. Dans cet exemple le zinc n’est donc ni strictedmen
catalytique, ni structural, mais se comporte pladinme un cofacteur indispensable pour

I'étape de reconnaissance du substrat.
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E.Il - Zinc et intégrité structurale de la protéine a

La ribonucléotide réductase anaérobid.dtoli contient un atome de zinc par
monomere lié de maniére tétraédriqgue par quatrédiogs conservées. Les deux motifs
CXXC contenant les ligands du métal se situentdsgrboucles. Le site métallique constitue
I'extrémité d’'un bras qui s’étend a I'extérieur domaine compact en tonneau au cceur duquel
se trouve le site actif. Ainsi d’apres la structerestallographique de I'enzyme la distance
entre 'atome de zinc et le carbonale I'alanine 580 est de 25 A. Ces propriétés seggé
fortement que le zinc joue un réle structural egaaisant un petit domaine individualisé dans
la région C-terminale de I'enzyme. Le site a zimcld RNR anaérobie B coli présente
d’ailleurs des homologies structurales avec lesssiétalliques de diverses protéines a doigt
de zinc. Krishneet al. ont réalisé une analyse détaillée des domainesigh de zinc. Plus
précisément, ils ont étudié I'organisation des ééts de structure secondaire autour du métal
(Krishna 2003). Selon la classification proposés peotéines homologues de la RNR
appartiennent toutes au groupe appelé «ruban @»ziha structure canonique du site
métallique de ce groupe est composée de deux épirRgtheveu contenant chacune un
motif de type CXXC qui apporte les ligands du zimeux sous-sites de structures similaires
participent donc a la fixation du zinc. Certainsrizdogues de la RNR comme le facteur de
transcription 1IB font partie de la famille «rubaa zinc classique », qui regroupe
principalement des protéines impliquées dans lahinade de transcription et de traduction
(facteurs de transcription, primases, ARN polym&sastopoisomérases et protéines
ribosomales). D’autres homologues appartienneatfarhille des rubrédoxines (exemple des
rubrérythrines a fer ou a zinc) ou a celle des mnes a domaine de type rubrédoxine
(exemple de la valyl-tRNA synthétase). Dans cetteniére famille, le site a zinc fait
généralement partie d’'un module d'interactiongrijanise par exemple un domaine flexible
qui couvre ou découvre le site actif de I'adénylkitease des bactéries gram négatives a la

maniere d’'un couvercle (Berry 1998).

La découverte d'un phénomene de protéolyse affetdarréductases dépourvues de

zinc a révélé I'importance du métal pour I'intégrétructurale de la RNR. La préparation des
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mutants C644A et C662A dans des conditions d’erssement en zinc suffit a leur apporter
une protection contre la protéolyse a laquellesitst particulierement sensibles si une
pression de zinc n'est pas maintenue. La couputa deaine polypeptidique s’effectue entre
deux arginines adjacentes situées juste apresrigeddrin 3 constituant le site métallique.
Elle libére un petit fragment C-terminal qui contismotamment la boucle portant la glycine
681 essentielle pour l'activité enzymatique. Laxifidité de la boucle C-terminale est
particulierement visible dans les structures disgeaphiques de plusieurs mutants de la
RNR anaérobie du BT4 possédant la glycine 681 @a{®T Logan, communication
personnelle). Il est probable qu'en absence de eétte région normalement enfouie soit
faiblement structurée et devienne accessible aextagle coupure extérieurs. L'existence
d’'un couplage entre repliement d’'une protéine & einfixation du métal a été démontrée au
cours de I'étude des protéines a doigt de zinc (€080). Ainsi un peptide synthétique
correspondant a un domaine en doigt de zinc dedade transcription IlIA se structure
spontanément en présence de zinc, comme le maentr®dlification appréciable du spectre
de dichroisme circulaire provoquée par I'ajout aeCE a la forme apo du peptide (Frankel
1987). Les domaines a doigt de zinc ont la capaetse replier indépendamment du reste de
la chaine polypeptidique ; lorsque la taille de deotéine augmente, des interactions
supplémentaires externes au site métallique sofdipaiequises. Les formes démétallées des
protéines a zinc structural présentent tres souuert sensibilité marquée vis-a-vis de la
protéolyse. Les protéines g32P, RsrA, Hsp33 ehilarddoxine 2 possedent un site a zinc
tétraédrique ; les apoprotéines correspondantesétitpréparées puis soumises a des
expériences de trypsinolyse limitée. Dans tousches le zinc apporte a ces protéines une
protection majeure contre la protéolyse (Giedra@619Bae 2004 ; Jakob 2000 ; Collet 2003).
La stabilisation de la structure d’'une métalloprméest d’autant plus importante que le métal
est lié avec une affinité élevée (Arnold 1994).t€earactéristique est vérifiee dans le cas de
la protéinea ; en effet la constante d’association apparenteimitia la protéine a été estimée
a 5x 10" M™ & pH 8 et 4°C. Cette valeur est comparable aseltgenues pour d’autres
protéines contenant un site a zinc lié par plusieystéines. Ainsi la thiorédoxine 2 fixe un

atome de zinc dans son site formé de deux motifXC4Avec une affinité tres élevélda >
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10" M & pH 7,5 et 23°C) (Collet 2003). De méme, les @oiss d’association du zinc aux
protéines Hsp33 et RsrA, dont le site métalliquenporte respectivement quatre et trois
cystéines, sont égales a 230" M™ (& pH 7,5 et 23°C) et 1010 M™ (4 pH 7,6 et 23°C)
(Jakob 2000 ; Bae 2004). L'importance du zinc plaustructure de la RNR anaérobie est
confirmée par I'observation de l'instabilité de farme apo des réductases. Les divers
traitements utilisés pour préparer I'apoprotéirteé(ateurs, réactifs électrophiles) provoquent
la précipitation plus ou moins importante mais &ysitique de la réductase ; de méme la
réductase sauvage protéolysée (protéine @& apaainsi que les mutants du site a zinc
démétallés précipitent dans le tampon acide utpmédr les expériences de spectrométrie de
masse, alors que les protéines intactes et métaitireespondantes sont relativement stables

dans les mémes conditions.

S’il est bien connu que les domaines a doigt de zonstituent des modules de
reconnaissance de séquences d’ADN, il devient égale apparent que ces structures sont
parfois impliquées dans des interactions entreépres. Les sites a zinc peuvent ainsi
favoriser la multimérisation de protéines identsjua I'association entre une protéine et
divers facteurs (coactivateurs, corépresseursieyvienant dans le contréle transcriptionnel
d’'un groupe de génes (Leon 2000). Dans le cas d&N& anaérobie &. coli, la
démétallation de la protéine@ n'empéche pas la formation d’'un complexe 1:1 eidre
protéinea et la protéineg3. Méme si dans certaines conditions le complexendéoavec la
protéinea démeétallée est moins stable que celui formé avec la protéinmétallée, les
expériences réalisées montrent qualitativementlgsite Zn(Cys)n’exerce pas d’influence
majeure sur la complexation entre la réductas@adivase. Certains sites a zinc structuraux
comportant des cystéines sont sensibles aux espetgses de I'oxygene. Ces derniéres
provoquent la formation d’un pont disulfure dansite métallique, conduisant a la libération
du zinc et & un changement de conformation ded&jme, dont I'activité est altérée. Aucune
labilisation du zinc n'a été observée lors desissfaxydation de la protéine en présence
d’H.0,. Le site Zn(Cys)de la protéinex ne semble donc paspriori destiné a induire une

réponse au stress oxydant. Ainsi les résultatsnabtesuggerent que le site a zinc de la
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protéinea d’E. colijoue un réle purement structural en organisamtrignité C-terminale de

I'enzyme.

E.lll - Zinc et activité enzymatique de la protéinea

Les études précedentes réalisées avec les mutgsisAla du site métallique de la
RNR anaérobie €. coli et les mutants CysSer de la protéine homologue du bactériophage
T4 ont montré que toutes ces protéines sont indepadiacquérir le radical glycinyle
nécessaire a l'activité RNR (Logan 2003, Andersa@®0). La structure cristallographique de
'enzyme du BT4 a d'autre part révélé la préseneezithc et de traces de fer dans le site
tétrathiolate. Plusieurs hypothéses tenant compia dature du métal ont été proposées pour
répondre a la question de la participation du sik&tallique a I'activation de la RNR.
Cependant la mise en évidence au cours de celtdiuae forme tronquée des réductases
d’E. colinous a incités a reconsidérer les résultats tiedéépar mutagénese dirigée. En effet
les mutants du site Zn(Cys3ont susceptibles de perdre du zinc au cours dgme®tde
purification et donc de subir une protéolyse. L&ire de formation du radical glycinyle
pourrait donc simplement s’expliquer par la pereeld portion C-terminale contenant la
glycine 681, du moins dans le cas des mutants &NR dE. coli. L'étude du rdle du site
métallique a donc nécessité un réexamen préalablenade d’obtention des différentes

réductases sauvage et mutées.

La modification du protocole suivi lors de la pig#tion de la réductase sauvage par
chromatographie sur support hydrophobe a permsolg@i des préparations homogenes de
protéinea, non protéolysées et contenant au minimum 0,76 pgar monomeére. La quantité
de zinc dans le milieu LB ainsi que l'affinité dutes tétrathiolate pour le métal sont
suffisamment élevées pour que la supplémentationirendu milieu de culture ne soit pas
nécessaire au maintien de l'intégrité structuradelad protéinen. Les protéinesx purifiées
selon le nouveau protocole présentent des activitéP réductase trés élevées, jamais

atteintes au laboratoire auparavant (1300 nmoles® mig® en moyenne) et toujours

127



CHAPITRE | L E SITE METALLIQUE DE LA PROTEINE &

supérieures a 1000 nmoles mimg®. L'activité spécifique des anciennes préparatiétast

non seulement plus faible (300 nmoles thing® en moyenne), mais également trés variable
entre les préparations : alors que certaines @eelles présentaient des activités de 800
nmoles mift mg*, d’autres étaient quasiment inactives. Il est ipssjue la modification du
gradient de la chromatographie sur support hydrophpermette I'élimination d'une
population de protéineas inactives (figure B.2, pic D) qui était présentnsd les préparations
issues du précédent protocole (figure B.1, picllBjst clair en tout cas que la présence d’'un
mélange de formes de la protéine dans les anciennes préparations est légitimement
envisageable compte tenu du phénomeéne de protéffgsant les enzymes démétallées. La

figure E.1 représente ces différentes formes.

A.
C644 C647 C662 C665 R678
N-ter ____ | | | | - GI681 ° C-ter
R677
B.
C644 C647 C662 C665
N-ter ____ | | | | |
- ) ’ ’ R677
C. C644 C647  C662 C665 R678 G681
N-ter ____ L L | 1 - | ° C-ter
e
D.
C644 C647 C662 C665
N-ter ____ | | | | |
R677

Figure E.1 - Hétérogénéité des ancienngséparations en terme de contenu ¢
zinc et de structure primaire de la protéinea. Le schéma représente les extrén

C-terminales des formes potentiellement préserdas dne préparation de protémela
glycine 681 essentielle pour I'activité enzymatigse notée en gras.
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Une méme préparation de protéimepeut étre constituée d’'un meélange des quatre
formes schématisées sur la figure E.1. Les formest 8. sont les plus probables ; toutefois
la possibilité de réactiver partiellement certaipe&parations suite a un traitement par le zinc,
ainsi que la capacité de I'apoprotéine tronqué&ricorporer dans son site métallique le zinc
exogene suggerent respectivement I'existence aesefC. et D. L'irrégularité des activités
enzymatiques des anciennes préparations seraitaliée variabilité des proportions des
especes en présence, les formes B. et D. tron@tesgspar nature inactives. La présence d’un
mélange d’especes pourrait également expliquer atiepl'impossibilité d’obtenir une
corrélation claire entre contenu en zinc et a@i@GiIrP réductase des anciennes préparations.
Les nouvelles préparations contiennent majoritagr@nia forme intacte et métallée (A.) de la
protéinea, comme lattestent les expériences de spectroend&i masse et les dosages de
zinc.

Les nouvelles préparations de protémetres actives, contiennent prés d’'un atome
de zinc par monomeére. D’autre part certaines peadjpais démétallées sont partiellement
réactivables par incubation réductrice de la pnat@vec une source de zinc. Le zinc exerce
donc un effet positif sur I'activité RNR. Une cdaton entre activité CTP réductase et
contenu en zinc n'‘a pu étre établie en raison delifiiculté a minimiser le risque de
contamination en zinc, trés présent dans les donditdu test d’activité standard. L'effet du
zinc sur l'activité enzymatique a également étédiétypar le biais des mutants du site
métallique de la protéine. Lorsque les protéinesC644A, aC647A, aC662A etaC665A
sont exprimées et purifiées sans supplémentationzien, les préparations obtenues
contiennent un mélange de formes intactes et dys&es dont les proportions relatives
different selon le mutant considéré, mais égalemeatre les différentes préparations d’'une
méme proteine. En effet les mutants possedent a@estantes d’association du zinc au site
métallique inférieures a celle de la protéine sgavacette propriété les défavorise dans la
compétition avec les autres métalloprotéines patixation du zinc présent dans le milieu de
culture, et les rend plus susceptibles de perdmedentenu métallique lors de la purification.
L’enrichissement en zinc du milieu de culture ettdonpon d’extraction a permis d’obtenir

des mutantsiC644A etaC662A majoritairement intacts et correctement nietaMalgré ces

129



CHAPITRE | L E SITE METALLIQUE DE LA PROTEINE &

conditions favorables les deux protéines préseniaatactivité CTP réductase négligeable
devant celle de I'enzyme sauvage. S'il est formést possible que le radical Adarrache de
maniere non contrélée un atome d’hydrogene présams le milieu réactionnel. Il pourrait
alternativement oxyder spécifiquement la glycinel,66ais dans ce cas le radical Gly
résultant ne serait pas suffisamment stable poerdétecté. Cette question est examinée dans

le chapitre Il dans le cadre de I'étude de la fdiromedu radical glycinyle de la protéine
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Les études précédentes ont montré que la réactamivétion de la protéine
nécessite la présence de DTT. Ce dithiol peut éedleinent étre remplacé, bien que moins
efficacement, par d’autres molécules possédant fanetion thiol (Ollagnier 1999). Il a
ensuite été découvert que le systeme enzymatiquBR¥A thiorédoxine : thiorédoxine
réductase (les concentrations des deux enzymeisd&diordre de celle de la protéing est
aussi efficace que le DTT utilisé en quantités imilaires pour I'obtention d’'une activité
CTP réductase élevée, de I'ordre de 600 & 800 snmoie™ mg™. L'incubation de la protéine
a avec du NADPH en exceés et des quantités catabgigie thiorédoxine et de thiorédoxine
réductase s’accompagne d’une consommation de NAB#Ptladuisant par la diminution de
I'absorbance & 340 nm. La concentration de NADPHvedi en NADP correspond en
moyenne a la celle de la protéiagindiquant que cette derniere subit une réduciia®ux
électrons. Ces résultats suggerent que la protégeetrouve sous une forme oxydée et que la
réaction d’activation dépend de la présence detiyest réduites. De plus, lorsque la protéine
a est pré-réduite par le DTT ou le systeme thioréuopuis purifiée, I'activité CTP réductase

élevée est obtenue en absence de tout reductquéswgntaire (Padovani 2001b).

Considérant ces résultats nous avons d’abord ‘fajpdthese que la protéine
purifiée en aérobiose contient un pont disulfureudavons d’abord cherché a identifier les
deux cystéines engagées dans ce pont disulfure &ila découverte que le DTT n’est en fait
pas indispensable a l'activité RNR, nous avonssaétudié le processus d’activation de la
protéinea afin de comprendre l'origine de l'effet stimulatedu DTT sur l'activité¢ CTP
réductase. Le mécanisme de formation du radicairglie ainsi que les facteurs influencant

sa stabilité ont ainsi été réexaminés.

A - Le pont disulfure de la protéinea

A.l - Essai de localisation du pont disulfure par mitagénese dirigée

Dans un premier temps une approche par mutagémagsedasée sur I'observation
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de la structure cristallographique de la prot@&ngu bactériophage T4 a été choisie. Du fait
de leur proximité spatiale les cystéines C449 et9C&emblent étre de bons candidats pour la
formation d’un pont disulfure. Leur position papp@rt au site actif de I'enzyme est illustrée

sur la figure A.1.

e
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.,(di:’ ® ci49: ,&
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/

Figure A.1 - Position des cystéines C449 et C579 par rapp

au site actif de la protéinea (G580A) du bactériophage T4Le
site de fixation présumé du substrat se situe ¢edreystéines 79 et 2
du site actif. La structure a été résolue a 2,4H Arésence de 5 mM
DTT. Les atomes de soufre sont représentés paptieses jaunes.

La cystéine 579 est immédiatement adjacente aughitgne radicalaire muté en
alanine dans la structure (A580) et la cystéine d&dSitue a I'extrémité N-terminale d’'une
hélicea. Les atomes de soufre des deux résidus sont sépaee4 A ; la formation d’un pont
disulfure entre ces cystéines dans I'enzyme ndtive réduite) esh priori envisageable. Le
pont disulfure pourrait controler I'acces du radliddo’ a la glycine 580 et donc le transfert
de radical ultérieur a la cystéine 290 du sitef.adtbus avons donc entrepris la construction et
I'étude des deux mutants Cy#\la correspondants de la protéimal’E. coli, c'est-a-dire les

protéinesaC550A eta C680A.
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A.l.1 - Préparation des mutart€550A eta C680A

Les mutantsaC550A etaC680A ont été surexprimés en aérobiose a partir des
plasmides pTA@C550A et pT@C680A construits comme indiqué dans la partie Nelget
Méthodes. Les profils de purification des mutantr ghromatographie d’interactions
hydrophobes sont similaires a celui de la protéirsauvage. L'analyse par spectrométrie de
masse MALDI-TOF indique que la protéin€550A est intacte ; par contre comme le montre

la figure A.2 la protéinelC680A est obtenue sous une forme tronquée.
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Figure A.2 - Spectre de masse MALDI-TOF de la protée aC680A.
Le pic dont la valeur de m/z est notée en grasespond a I'espece ionic
[M+H]" ol M représente la molécule de protéim€680A monomérigL
tronquée. Le pic correspondant & I'espéce doublemieargée [M+2H]" es
également visible.

La masse obtenue sur la figure A.2 pour le mononaergrotéineaC680A est
significativement inférieure a la masse théorique rdutant, égale a 79991 Da, mais
supérieure aux valeurs obtenues avec la protéis@uvage et les mutants du site métallique
déficients en zinc, voisines de 76000 Da. Il sendolec que le site de coupure dans le mutant

aC680A soit différent de celui des autres protéindm de veérifier cette hypothése le mutant
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aC680A a été analysé par spectrométrie de massieosSie@y. Le spectre correspondant est

présenteé sur la figure A.3.
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Figure A.3 - Spectre de masse électrospray brut odu en conditons

dénaturantes de la protéinen C680A.La masse calculée de la protéine est indi
sur le spectre.

La masse calculée de la protéine, égale a 7751 e€Daompatible avec la coupure
de la chaine polypeptidique entre les résidus Rre8®he691, schématisée sur la figure A.4.

L'intégrité de la séquence N-terminale des mutarét vérifiée par séquencage.

A
C644 C647  C662C665 Gesl i F691

I -
P690:
v
Site de coupure

° C-ter

Figure A.4 - Localisation du site de coupure de lprotéine aC680A
D’aprés les études de spectrométrie de masseddprdy la protéolyse de
chaine polypeptidique s’effectue entre les acidein@s Pro690 et Phe691.
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Comme le montre la figure A.4 la coupure de la mhgiolypeptidique du mutant
aC680A s’effectue en aval de la glycine 681 ; lggfn@nt C-terminal éliminé comportant 22
acides aminés représente environ 3% de la londatale de la protéine. La situation est donc
différente de celle observée avec la prot@nsauvage et les mutants du site métallique
déficients en zinc, pour lesquels la protéolysevpgoe la perte de la glycine catalytique.
Quelles que soient les conditions utilisées poprieer et purifier la protéine (notamment en
ce qui concerne le zinc), cette coupure spécifiggé toujours observée de maniere
quantitative. Les études décrites ci-apres ont deécréalisées avec une préparation de

protéinea C680A tronquée au niveau du résidu P690.

A.1.2 - Activité CTP réductase des mutants

Si les cystéines 550 et 680 forment effectivemenpant disulfure dont la réduction
est nécessaire a [l'activation de la protéime I'activité CTP réductase des mutants
correspondants devrait étre indépendante du DTS résultats obtenus sont présentés dans le

tableau A.1.

Activité spécifique (%)
Protéine -DTT +DTT
o sauvage 0 100
aC550A 0 110
aC680A 0 0

Tableau A.1 - Activité CTP réductase des mutant

aC550A etaC680A Les protéines ont été incubées pendar
en anaérobiose avec le mélange d’activation ennabseu e
présence de 5 mM de DTT. La réaction de réducti@hoes ét
initiée par I'ajout de CTP, d’ATP et de formiatenmme indiqu
dans la partie Matériels et Méthodes.
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Aucun des deux mutants ne présente d’activité @bRatase mesurable en absence
de DTT. Le mutantaC550A, dont l'activité CTP réductase est dépendahteDTT, se
comporte de maniére similaire a la protémesauvage. La cystéine 550 n’est donc pas
engagée dans un pont disulfure avec la cystéine lGBProteinea C680A est completement
inactive méme en présence de DTT, probablemenaisarr de la proximité du résidu muté

vis-a-vis de la glycine radicalisée.

A.1.3 - Etat rédox des mutants

La caractérisation des mutant€550A etaC680A a été poursuivie par l'utilisation

du systeme NADPH : thiorédoxine : thiorédoxine idse. Les résultats sont indiqués dans

le tableau A.2.
Protéine Consommation de _Nombre fje ponts
NADPH disulfures équivalents
o sauvage + <1
aC550A + =1
aC680A - 0

Tableau A.2 — Etat rédox des protéinesiC550A et aC680A. L'état rédox de
protéines a été déterminé avec le systeme NADRIérédoxine thiorédoxine réducta
comme indiqué dans la partie Matériels et Méthoddses résultats indjué:
correspondent a la moyenne obtenue a partir dalyae de plusieurs préparations
protéinea dont le contenu en zinc est indéterminé.

Le mutantaC550A demeure substrat de la thiorédoxine ; laéoyst550 ne forme
donc pas de pont disulfure avec un autre partenBme contre aucune consommation de
NADPH n’est mesurée lorsque la méme expériencetabsée avec la protéimeC680A. La
cystéine 680 pourrait ainsi étre engagée dans um @isulfure avec une cystéine non

identifiée. Toutefois la structure cristallograplqde I'enzyme du bactériophage T4 ne fait
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pas apparaitre de candidat pour la formation geoéedisulfure.

Alternativement, la cystéine 680 pourrait étre dig en un acide sulfénique
(RSOH). Les acides sulféniques, dont I'existencesdalusieurs systémes enzymatiques est
bien établie, participent directement a la catalygesont impliqués dans une signalisation
rédox (Poole 2004). Ces espéces réactives sonttiidleés par le DTT et la thiorédoxine. La
présence d’'un acide sulfénique en position 68@agedtéinen est envisageable ; I'utilisation
de réactifs classiqguement employés pour mettrevieleréce les acides sulféniques, tels que le
2-nitro-5-thiobenzoate (TNB) ou le 7-chloro-2-nltemzo-2-oxa-1,3-diazole (NBD-CI), n'ont

pas permis de détecter d’acide sulfénique danslg&ipea sauvage.

A.ll — Zinc et état rédox de la protéinea

Bien que le fait que le mutamtC680A ne soit pas substrat de la thiorédoxine
demeure inexpliqué, les résultats précédents murgree les cystéines 550 et 680 ne sont pas
engagées dans un pont disulfure. Afin de déternsinker protocole d’obtention de la protéine
a exerce une influence sur I'état rédox de cettenidex, I'effet du systeme NADPH :
thiorédoxine : thiorédoxine réductase sur plusiguéparations de protéire sauvage a été
étudié. Dans un premier temps I'état réedox de dendparations de protéine intactes et
correctement métallées a été déterminé. Les cuediqde consommation du NADPH

obtenues sont présentées sur la figure A.5.

La concentration de NADPH converti en NAD®st calculée a partir ddMDO a 340
nm, ce qui permet de déduire directement le nondweponts disulfures équivalents
initialement présents dans la protémeAinsi les concentrations de NADPH consommé en
présence des protéinad eta2 sont respectivement égales a 450 et 129 puMprtasineal
eta2 contiennent donc respectivement 0,53 et 0,13 ghentfure par monomere. Ces valeurs
sont significativement éloignées de celles obterar@érieurement au laboratoire avec des
protéines préparées selon I'ancien protocole ddigation et qui comportaient en moyenne

un pont disulfure par monomere. De plus I'état ®edes deux préparations utilisées dans
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cette étude semble étre différent et apparemmeéna lieur contenu en zinc, puisque les

protéinesul eta2 contiennent respectivement 0,75 et 0,9 atomeéndegpar monomere.
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Figure A.5 - Cinétique d’oxydation du NADPH en présence de

protéine a, de thiorédoxine et de thiorédoxine réductase.a protéin
0l (845 uM, trait plein) oa2 (1,03 mM, trait pointillé) a été incubée en b@
gants dans une cuve de 0,1 cm de tigpdique avec du NADPH (2,7 mM pc
al, 2 mM poura?2) et de la thiorédoxine réductase (2,1 puM) puisla
thiorédoxine (Trx, 3,6 uM) a été ajoutée et la ti@ac suivie pendant :
minutes. LeADO mesuré a 340 nm est indiqué pour chaque propEneain:
fleche a deux pointes.

De maniére a vérifier si I'état rédox de la protdinest effectivement dépendant de
la quantité de zinc présent dans le site métalliueonsommation de NADPH en présence
de protéinesx pauvres en zinc, de thiorédoxine et de thiorédox@ductase a été mesurée.
Deux types de préparations ont été utilisées. Laorgient la protéine majoritairement sous
forme protéolysée. L'autre résulte du traitememtlpal PEN d’une préparation de protéme
intacte et correctement métallée ; lintégrité de drotéine obtenue a été vérifiée par
spectrométrie de masse MALDI-TOF. La figure A.6gamdte les cinétiques d’oxydation du

NADPH correspondantes.

138



CHAPITRE |l A CTIVATION DE LA PROTEINE @

A B
150 +Trx - = 154
E Pl “\ g
° 102 | 3 1
~ L ] @)
8 05 I ] O 05¢
0 ! ! L ! 0 ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 0 2 4 6 8 10
temps (min) temps (min)

Figure A.6 - Cinétiques d’oxydation du NADPH en pré&ence de la protéinex
tronquée (@3, A) ou traitée au TPEN @4, B), dethiorédoxine et de thiorédoxint
réductase.La protéinen4 a été obtenue par incubation de la protéimeétallée (250 ph
dans du tampon TrigCl 0,1 M, pH 8, KCI 50 mM chélexé avec du TPEN (hM) et dt
DTT (20 mM) pendant 3 jours a 4°C puis purificatisur colonne NARR5. Les protéine
a3 (530 pM, 0,12 Zmf) ou a4 (495 pM, 0,16 Zmf) ont été incubées en boite a gants
une cuve de 0,1 cm de trajet optique avec du NAOQPHnNM) et de la thiorédoxil
réductase (2,1 uM) puis de la thiorédoxine (Trg,|BM) a été ajoutée et la réaction su
pendant 10 a 80 min. Les cinétiques ont été effestiselon 2 séquences de 5 min (1 a
ou 8 séquences de 10 min (1 a 8, B).AO mesuré a 340 nm est indiqué pour ch
protéine par une fleche a deux pointes.

Des calculs similaires a ceux effectués précédemmmemtrent que la protéine
tronquéea3, posseédant 0,12 atome de zinc par monomere,ecoritjl ponts disulfures par
monomere. La protéine traitée au TPEM possede 0,16 zinc et 3,4 ponts disulfures par
monomere. Ces résultats confirment que I'état réd®xa protéinenx est dépendant de la
quantité de zinc associé au site métallique Zn¢CyRlus précisément, il apparait que le
nombre de ponts disulfures est inversement praporél au taux d’occupation du site
métallique de la protéing, comme le montre la figure A.7. Ces mesures deamomation de
NADPH en présence de thiorédoxine et de thiorédoséaluctase suggerent fortement que les
cystéines du site Zn(Cys$ont sensibles a I'oxydation lorsqu’elles ne quad engagées dans

la coordination du zinc.
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Figure A.7 - Corrélation entre contenuen zinc et état rédox de |

protéine a. Le nombre de ponts disulfures par monomeére obdeparti
des cinétiques d'oxydation du NADPH (carrés pleirs$) le nombr
théorique maximal de ponts disulfures par mononoateulé & partir ¢
taux d’occupation d site métallique (carrés vides) sont portés eitfon
de la quantité de zinc spécifique par monomereahitée par colorimétri

En supposant que deux ponts disulfures peuvertdrseef dans le site métallique de
la protéinea et en connaissant le taux d’occupation du sitelgpainc, le nombre théorique
maximal de ponts disulfures par monomere peut é&teulé pour chaque préparation. La
proximité de cette valeur théorique avec le nombee ponts disulfures déterminé
expérimentalement (figure (A.7)) suggere que l'albsede zinc dans la protéinese traduit
par la formation de deux ponts disulfures par magr@entrés probablement localisés au
niveau des deux doublets CXXC constituant le siétallique. Seule la protéinet présente
un comportement différent et ne peut étre placédasdroite expérimentale de la figure A.7.
En effet dans ce cas le nombre de ponts disulforesuré est deux fois plus élevé que le
nombre théorique maximal ; d’autre part la cinétigiioxydation du NADPH par la protéine
a4 est beaucoup plus lente que celle observée ave@rotéinea non démétallée par le
TPEN. Il est possible que le traitement par le afegélr ait provoqué une modification
structurale de I'enzyme conduisant a la formatioe ponts disulfures intra et/ou

intermoléculaires supplémentaires.

140



CHAPITRE |l A CTIVATION DE LA PROTEINE @

A.llIl — Activité CTP réductase et DTT

L’analyse de I'état redox de différentes préparetide protéiner a montré que ces
dernieres contiennent entre zéro et deux pontdfalies par monomere en fonction de la
quantité de zinc présente dans I'enzyme. Il estcdmncevable que le DTT nécessaire a
I'activation des protéinea utilisées antérieurement avait pour fonction ddun® les ponts
disulfures résultant d’une incorporation sous-sicgohtrique de zinc dans le site métallique.
Si tel est le cas les activités CTP réductase daselles préparations de protéimeobtenue
essentiellement sous forme métallée devraients@tndaires en absence et en présence de

DTT. La moyenne des résultats obtenus est présdatéele tableau A.3.

-DTT +DTT

Activité spécifique

(nmoles mift mg*) 50 1200

Tableau A.3 - Activité CTP réductase des nouvell
préparations de protéinea en absence et en présence
DTT. Les valeurs indiquées représentent la moyenne

activités de 10 préparations contenant au minimyfs @inc ps
monomere.

En absence de DTT, les nouvelles préparations @éipea présentent une activité
CTP réductase significative, qui reste néanmoiitdefalevant celle mesurée en présence de
DTT, malgré le fait que le taux d’occupation dwesiétallique soit supérieur a 75%. Ainsi le
DTT stimule l'activité CTP réductase d'un factelr & 20 en fonction des préparations. Le
dithiol n’a donc pas pour unique fonction de rédués ponts disulfures de la protémeamais
joue un réle additionnel se traduisant par une wtition importante de l'activité CTP
réductase. L'observation d’'une activité CTP rédsetaon nulle en absence de DTT remet en
cause la conclusion établie lors des études pratgsiselon laquelle le DTT est essentiel &

I'activation de la protéine. Il nous a donc semblé nécessaire de réexamineiéeil le
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processus d’activation et en particulier le mégarigle formation du radical glycinyle de la

protéinea en tenant compte de I'influence du DTT sur la tiéacétudiée .

B - Activation de la protéinea

B.l - Mécanisme de formation du radical glycinyle

B.l.1 - Aspect thermodynamique

L’hypothése meécanistique pour I'activation de la Rdnaérobie ¢. colipar le

systeme réducteur physiologique de la prot@iest rappelée sur la figure B.1.

[4Fe-4S]?* + Fldxed — [4Fe-4S]'* + Fldxo (1)
[4Fe-4S]** + AdoMet e [AFe-4S]2* + Ado® + méthionine (2)
Ado® + GlyH _— AdoH + Gly*® (3)

Figure B.1 - Mécanisme général de formation du radal glycinyle de la proteineq.
Fldx™ = flavodoxine réduite ; FId% = flavodoxine oxydée.

La réduction du centre fer-soufre de la protdinpar I'une ou l'autre des formes
réduites de la flavodoxine n’est pas favorable ggomt de vue thermodynamique. Cependant
'ajout de la forme SQ ou de la forme HQ de la ddoxine au mélange d’activation
contenant les protéineset 3 conduit a la réductolyse de la SAM et a la forovatiu radical
glycinyle. Ce résultat a été interprété comme tastld’un couplage entre la réaction de
réduction du centre fer-soufre, thermodynamiquement favorable, et la réaction favorable
d’'oxydation de la glycine 681 par le radical Add&En effet il a été montré que le

remplacement de la glycine 681 par une alanine @apsotéinea provoque une diminution
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drastique de la quantité de méthionine produite diar la réaction d’activation (Mulliez 2001).
Les propriétés de liaison du mutarG681A avec la protéinf ne sont qualitativement pas
modifiées par rapport a celles de la prot@ngauvage ; il en est de méme pour la fixation de
la SAM au complexe entre I'activase et la réductaseprésence de la glycine 681 de la
protéine a est donc indispensable a la production quantéatte méthionine et de 5'-
déoxyadénosine par la protéifielorsque I'activation est menée en présence dwemsst
flavodoxine. Toutefois ce résultat important a étébli & 'époque avec un mutant dont le
contenu en zinc et l'intégrité structurale n’étaipas connus. Nous avons donc voulu valider
cette conclusion en reproduisant I'expérience awee préparation de protéireeG681A

intacte.

B.l.1.a - Préparation de la protéingG681A

La protéine aG681A a été surexprimée en anaérobiose puis pairifp@r
chromatographie d’affinitté dATP Sepharose commequiel dans la partie Matériels et
Méthodes. Le milieu de culture ainsi que le tamgtxtraction ont été enrichis en zinc. La

protéine purifiée est intacte comme I'a montrédlgse par spectrométrie de masse.

B.l.1.b - Activité SAM réductase

Les activités SAM réductase de la protéihseule, en présence du muta@681A

ou de protéinex sauvage ont été suivies au cours du temps. L&siquies obtenues sont
présentées sur la figure B.2. La quantité de S5oxigedénosine produite en présence du
mutantaG681A représente moins de 1% de la quantité foraméprésence de la protéioe
sauvage ; dans les conditions de concentratiotiséa$ aucune production d’AdoH par la
protéine B seule n'a été détectée par CLHP. Ces résultatfirmemt I'existence d'un
couplage thermodynamique entre la réaction de tiégiudu centre [4Fe-4%] de la protéine

B par le systéeme flavodoxine et la réaction d’oxiatatie la glycine 681 par le radical Ado

Il faut noter que lorsque le centre fer-soufre al@iotéinel est pré-réduit chimiquement ou

photochimiquement, le processus d’activation net fplus intervenir de réaction
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thermodynamiquement non favorable ; la réductotiesdéa SAM par la protéinp s’effectue
alors en présence de la protéinsauvage comme en présence du mu&a81A, bien que

dans ce dernier cas la cinétique de productioné&ionine soit plus lente (Padovani 2002).

80

AdoH (uM)

0 50 100 150 200

temps (min)

Figure B.2 - Cinétiques de réductolyse de la SAM pda protéine 3
seule (carrés blancs), complexée a la protéigesauvage (ronds) ou a
protéine aG681A (carrés noirs) en présence du systeme flavodoe. La
protéinep (50 uM) a été mélangée dans la boite a gantsdiatesmpon TrigdCl
100 mM pH 8, KCI 50 mM avec du NADPH (2,5 mM), de thiorédoxine (
uM), de la thiorédoxine réductase (1,5 mM), deflavodoxine (6 uM), de
flavodoxine réductase (4,6 pM) soit seule, soipegsence de protéimesauvag
(50 uM) ou de protéinaG681A (50 pM). La réaction a été initiée par I'djole
1,5 mM de SAM. Aux temps indiqués 50 pL de soluthon été prélevés et la 5'-
désoxyadénosine analysée comme indiqué dans la patériels et Méthodes.

B.I.2 - Transfert de radical de Ada la glycine 681

L’activation de la RNR anaérobie est un processss-fpaductionnel qui met en jeu
un transfert de radical inter-protéines : le radibadésoxyadénosyle, formé lors de la
réductolyse de |&adénosylméthionine liée au centre [4Fe!dSle I'activase, est I'espéce

oxydante responsable de la formation du radicaiigy§e de la réductase. Aucune structure
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cristallographique d'un complexe entre les deuxtgnes n’étant disponible, il n'est pas
possible de connaitre précisément les positioasives du complexe Fe/S-SAM feet de la
glycine 681 dea. Ainsi le transfert de radical s’effectue soit mh@niere directe a courte
distance, soit de maniere indirecte par l'interragdi de relais constitués par les chaines
latérales de certains acides aminés de l'actividse de la réductase. Ces deux hypotheses

sont schématisées sur la figure B.3.

Ado+GlyOH — AdoH + Gly (2)

Ado+ XOH — AdoH+X
X*+YOH —— XH+Y" )
Y*+GlydH —— YH+Gly

Figure B.3 - Hypothéses envisageables pour le transfert

radical de Ado a la glycine 681 de la RNR anaérobie H. coli.
L'oxydation de la glycine s’effectue directement)j( ou indirecteme
((2)) avec lintervention d’'un ou plusieurslais. Une chaine a de
intermédiaires radicalaires ¥t Y est donnée en exemple sur cette fig

Afin de déterminer laquelle de ces deux propositioaractérise le systéme de la
RNR anaérobie, nous avons choisi d'étudier I'atiivad’'une protéinen dont les glycines
sont deutérées sur le carbamenomméenGlyD. D’apres le contenu en deutérium de la 5'-
désoxyadénosine formée, cette expérience de margisafopique devrait permettre de
répondre a la question du transfert de radicakdes protéinea et3. Une premiére étude a
été réalisée avec une protém&lyD qui n'a pas été analysée par spectrométriendsse ;
suite a la découverte du phénoméne de protéolysetait les protéines déficientes en zinc,
I'expérience a été reproduite avec une nouvellpgradion de protéineaGlyD caractérisée

d’un point de vue structural afin de valider lesuléats préliminaires obtenus.
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B.l.2.a - Premiere étude
@ Préparation de la protéineGlyD

La protéineaGlyD a été surexprimée en aérobiose, dans du mii@icomplémenté
en glucose, FeSfritrate, MgSQ, vitamine B1, ZnGl et éH,?H)-glycine et inoculé & 1%o
avec une préculture réalisée en milieu LB. La pnetéa ensuite été purifiée par
chromatographie sur support hydrophobe (nouveatogute) comme indiqué dans la partie

Matériels et Méthodes.
@ Activation de la protéineGlyD

L’introduction du radical glycinyle dans la protéinGlyD a été réalisée de deux
manieres différentes. Dans I'expérience en conultistoechiométriques, le centre fer-soufre
de la protéindgd est pré-réduit chimiquement ; la protéine est gaglébarrassée du réducteur
de telle sorte que le centre [4Fe-4Sdxydé au cours de la réaction d’activation n’ess p
régénéré. L’activation peut également étre menéeoanitions catalytiques, en utilisant le

systeme réducteur enzymatique de la prot@ine

Expérience en conditions steechiométriques

En bofte & gants, le centre [4Fe4S]e la protéind reconstituée est réduit par le
dithionite en présence de DTT puis I'enzyme esifigerpar chromatographie de filtration sur
gel. La protéinenGlyD est traitée pendant 60 min par le systtme NADPhiorédoxine :
thiorédoxine réductase puis ajoutée en quantitérésaire a la protéin@™? sans purification
intermédiaire. Deux tubes RPE sont prépareés, Kantet I'autre 8 minutes apres I'ajout de
SAM initiant la réaction d’activation. Les specti@srespondants sont présentés sur la figure
B.4.Le spectre A montre le signal axial du centre [48¢- de la protéingd complexée a la
protéineaGlyD. L'intégration du signal fournit la concenii@t du centre réduit initialement
présente et permet donc de déterminer la quanat@male de radical glycinyle pouvant étre
atteinte au terme de lactivation. Le centre [4E3*4 en présence de SAM provoque la

formation du radical glycinyle de la protéio&lyD : le signal observé sur le spectre B est un
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singulet, témoignant de la deutération majoritaieela glycine 681. Aucune trace du centre
[4Fe-4St" n'est ici détectable ; 8 min aprés I'ajout de SAMréaction d’activation est donc
achevée. L'efficacité du transfert de radical estlée d’apres la concentration du radical

GlyD" obtenue par intégration du signal.

2800 3200 3600

4000 3280 3320 3360 3400 3440

champ magnétique (gauss) champ magnétique (gauss)

Figure B.4 - Spectres RPE bande X obtenus avant (A) et apres)(Bajout de
SAM au complexeaGlyD"™® ™. A, spectre de référence du centre [4Fe-4&3n:
le complexeaGlyD™® B (106 pM) ; B, spectre du radical GlyBbtenu 8 min apr:
'ajout de SAM (1 mM) au complexe. Conditions d’egistrement 10 K (A) ou 20 k
(B), 2 uW, 1 mT, 2.10

Activation catalytique

Dans I'expérience d’activation catalytique, tous leomposants nécessaires a la
réaction sont réunis. Le centre [4Fe-4Se la protéinéd est continuellement régénéré par
I'action du systéme physiologique NADPH : flavodoi: flavodoxine réductase. La réaction
d’activation a été menée soit en présence de DTN, soit en présence du systeme
catalytique NADPH : thiorédoxine : thiorédoxine wéthse. Le meélange contient donc les
protéinesaGlyD et B en quantités équimolaires, du NADPH, de la flavode, de la
flavodoxine réductase et soit du DTT, soit de larédoxine et de la thiorédoxine réductase.
L’activation est initiée par I'ajout de SAM et detxbes RPE sont préparés apres 10 et 20

minutes de réaction. De la méme maniére que poarpdrience en conditions
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stcechiométriques, la formation du radical glycing$ ensuite analysée par spectroscopie de

RPE. Les signaux observés sont tout a fait sineiadr celui du radical GlyQie la figure B.4.
@ Analyse isotopique de la 5’-désoxyadénosine

Purification de la 5’-désoxyadénosine

La 5’-désoxyadénosine formée lors du processustidaion est purifiée par
chromatographie liquide haute performance. Apre&oigelation du contenu des tubes RPE,
les protéines sont précipitées par du TCA 1 M (209). Le surnageant est injecté sur une
colonne analytigue C18. L’élution s’effectue aven gradient linéaire de 0 a 28%
d’acétonitrile dans du TFA 0,1%. La solution ded&soxyadénosine purifiée est récupérée
puis lyophilisée. Une gamme étalon donnant I'awepet d’AdoH en fonction de la quantité
injectée est préalablement établie dans les mémasditons avec de la 5'-
désoxyadénosine commerciale, de maniere a callauleoncentration d’AdoH produite. La
figure B.5 montre la droite de corrélation obtenai@si qu’'un exemple de chromatogramme

de purification de la 5’-désoxyadénosine.
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Figure B.5 - Chromatogramme de purification de la 5

désoxyadénosingar CLHP (A) et droite de corrélation donnant l'aire
du pic d’AdoH en fonction de la quantité injectédB).
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Détermination du pourcentage de deutération

L’incorporation de deutérium dans la 5-désoxyaddme@a été analysée par
spectrométrie de masse électrospray en mode pokéifspectre relatif a I'expérience

d’activation en conditions stcechiométriques essgméé sur la figure B.6
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136.3
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70 90 110 130 150 170 190 210 230 250
m/z
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o

Abondance relative (%)

o

Figure B.6 — Deétermination du pourcentage de deutétion de la 5*-
désoxyadénosine.A, spectre de masse électrospray de laléSexyadénosii
purifiée formée lors de [lactivation de la protéineGlyD en condition
stcechiométriques. Le spectre a été enregistré ete mpositif avec la fonctic
zoomscan dans la fenétre de nmdiquée. Le profil du massif isotopique calculén
la molécule de 58ésoxyadénosine protonée est présenté dans I'éndadspectre «
masse électrospray obtenu en mode positif par atation de la 5désoxyadénosi
détectée sur le spectre A.

Le massif isotopique du spectre A résulte du mdéang deux espéces [M+Hgt
[M+H] ¥, ou M et M’ représentent respectivement la mdiale 5-désoxyadénosine

protonée (AdoH) et la molécule de 5’-désoxyadérmdieutérée (AdoD). Le spectre B montre
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que les deux ions moléculaires se fragmentent erespéce unique dont la masse correspond
a celle de l'lon monochargé du noyau adénine. Gditervation indique que la deutération
s’effectue sur le ribose, de maniere attendue.dwgqentage de 5’-désoxyadénosine deutérée
peut étre évalué grace au relevé de la hauteupidesdu spectre A et en tenant compte de
'abondance relative des pics du massif isotopidaeela 5’-désoxyadénosine protonée. Le
calcul montre que l'activation en conditions stosoiétriques de la protéireGlyD a conduit

a la formation de 31% d’AdoD.

Les spectres analysant I'incorporation de deutéraens la 5’-désoxyadénosine

produite lors de l'activation catalytique de lat@ioeaGlyD sont présentés sur la figure B.7.
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Figure B.7 - Spectres de masse électrospray de |& desoxyadénosin
purifiée formée lors de l'activation catalytique dela protéine aGlyD. Les
spectres correspondent a I'analyse de ldésexyadénosine formée apres 10 mi
réaction en présence du systeme NADPH : thioréaoximorédoxine réductase (A)
de DTT (B) et ont été enregistrés en mode positifcda fonction zoomscan dan:
fenétre de m/z indiquée.
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D’apreés les spectres de la figure B.7, I'activatbaalytique de la protéireGlyD en
présence du systéeme réducteur NADPH : thiorédaxtherédoxine réductase conduit a la
formation de 40% de 5’-désoxyadénosine deutéréesafi0 minutes de réaction. Ce
pourcentage s’éleve a 47% lorsque le systeme réglueinzymatique est remplacé par du
DTT. Le taux d’incorporation de deutérium dans lelgoside est inchangé aprés 20 minutes

de réaction dans les deux cas.
@ Bilan

Le tableau B.1 rassemble les données quantitatssmses des trois expériences

d’activation de la protéineGlyD.

Activation en
conditions Activation catalytique
stcechiométriques

NADPH : Trx : Trr DTT

10 min 20 min 10 min 20 min

aGlyD etp (UM) 106 120 120
[4Fe-4St" (uM) 31 O O
GlyD" (uM) 13 15 20 19 24
Méthionine (LM) ND 13 19 18 31
AdoH/D (uM) 35 11 15 18 25
% AdoD 31 40 40 47 47
AdoD (uM) 11 4 6 8 12

Tableau B.1 -Résultats quantitatifs des expériences d’activatiode la protéine

aGlyD. Le tableau regroupe les concentrations des réagetiproduits des réactions
réductolyse de I'AdoMet et de formation du radigiicinyle et fait apparaitre le ta
d’incorporation du deutérium dans la 5-désoxyadém@ Trx = thiorédoxine Trr =
thiorédoxine réductase ; ND : non déterminé ; valeur inaccessible.
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La conclusion principale de ces expériences d’atitm avec la protéineGlyD est
que le transfert du radical de Ada la glycine 681 est direct, bien que l'incorpmmatde
deutérium dans la 5’-désoxyadénosine ne soit queiepa Il semble d’ailleurs que
I'utilisation du systéme réducteur physiologique ldeprotéinef3 permette d’augmenter le
pourcentage de deutération atteint par réductiimighe du centre [4Fe-48]de I'activase.
Dans I'expérience d’activation en conditions staegtétriques, il se forme environ une mole
de 5’-désoxyadénosine par mole de centre fer-sgatteit, en accord avec la staechiométrie
établie pour ce type de réaction (Padovani 20Qdajransfert de radical ne s’effectue pas de
maniére optimale, puisque la quantité de radicgDGhe représente que 42% de celle du
centre [4Fe-43] compétent pour la réductolyse de I'’AdoMet. De mamicohérente, la
quantité d’AdoD produite correspond a celle ducadiGlyD'. Par contre dans I'expérience
d’activation catalytique, il se forme deux a tréass moins d’AdoD que de radical glycinyle
deutéré. Enfin, les quantités de méthionine et ddéSoxyadénosine sont relativement
proches, et le meilleur pourcentage de deutératiét® obtenu lorsque du DTT est inclus dans

le mélange d’activation.

B.l.2.b - Deuxieme étude

Les protéinest surexprimées puis purifiées a partir de culturesndieu minimum
sans complémentation en zinc sont généralemertielities en zinc et présentent donc une
sensibilité accrue vis-a-vis de la protéolyse (dnap). Il est possible que I'étude précédente
ait été menée avec une protéa@lyD partiellement tronquée. Une nouvelle préparatie
protéineaGlyD a donc été obtenue dans des conditions de@enén zinc de maniere a
évaluer le taux d’'incorporation de deutérium dan§’'tdésoxyadénosine lorsque I'activation

est réalisée avec une protéine intacte.
@ Préparation de la protéineGlyD

Le protocole général de surexpression et de patifin de la protéineGlyD ne

differe pas de celui employé précédemment. Le miM9 et le tampon d’extraction sont
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complémentés en zinc comme indiqué dans la parigfiéls et Méthodes.
@ Caractérisation structurale de la protéim&lyD

Dans un premier temps I'intégrité structurale deratéineaGlyD a été vérifiée par

spectrométrie de masse MALDI-TOF. Le spectre obtsiprésenté sur la figure B.8.
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Figure B.8 - Spectre de masse MALDI-TOF de la proiée aGlyD. La
protéine a été préparée dans des conditions dreéssiEment en zinc. Le pic doni
valeur de m/z est notée en gras correspond a tespaique [M+H] ol M représen
la molécule de protéine monomeérique.

Comme le montre la figure B.8 la protéin&lyD est intacte. L'incorporation de
deutérium dans la protéineGlyD est suggérée par I'obtention d’une masse de28Da
supérieure aux valeurs obtenues avec différent@sapations de protéines sauvages non
marquées, généralement inférieures a 80000 Da. &@luer le taux d’'incorporation de la
glycine deutérée dans la chaine polypeptidique, amalyse de la protéinaGlyD par
spectrométrie de masse électrospray a été entejpgsspectre obtenu est présenté sur la

figure B.9.
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Figure B.9 — Spectre de masse électrospray brut da protéine aGlyD

obtenu en conditions dénaturantes.La masse calculée de la protéine est indi
sur le spectre.

La protéinea comporte 56 glycines dans sa séquence. La maésedie de la
protéinea étant égale & 80023 Da, une incorporation exhausk tH-’H)-glycine dans la
chaine polypeptidique se traduit par une augmemtate 112 unités de la masse théorique.
De maniére inattendue, la masse de la proté@lD est supérieure de 40 unités a cette
valeur maximale égale a 80135 Da. Dans les comditexpérimentales utilisées le zinc est
dissocié de la protéine et n’intervient donc passda calcul de la masse, comme I'a montré
'analyse d’'une préparation de protéinesauvage métallée. L’hypothése selon laquelle le
deutérium apporté par 1&H-H)-glycine serait incorporé non seulement dansglgsines,
mais également dans d’'autres acides aminés detéinpe a ensuite été examinée. Pour cela
les fragments issus de la trypsinolyse de la pret@GlyD et d’une protéin& non marquée

ont été analysés par spectrométrie de masse MAIQH-TLes spectres correspondants sont

présentés sur la figure B.10.
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Figure B.10 — Spectres de masse MALDIOF de deux peptides issus de
trypsinolyse des protéinesx et aGlyD. La figure rassemble les spectres d'un pe
contenant une glycine, issu d’'un traitement patryasine de la protéina (A.) ou de I
protéineaGlyD (B.), et d’un autre peptide ne contenant aeagigcine, issu du traitement |
la trypsine de la protéina (C.) ou de la protéineGlyD (D.). La protéinea sauvage c

aGlyD (125 pg) a été incubée a 37°C pendant 48 k dartanpon Tris 50 mM pH 8,5 av
du DTT (40 mM), du SDS (0,05%) et de la trypsing (2g) avant I'analyse.

Si I'incorporation de deutérium attendue dans latgine aGlyD était complete,

c’est-a-dire si chacune des glycines possédait deames de deutérium sur le carbondes
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massifs isotopiques d’'un méme peptide issu deyfssitnolyse de la protéing non deutérée

et de la protéin@GlyD devraient simplement étre décalés de deuxésrite m/z. Or les
massifs obtenus avec la protéio&lyD présentent davantage de pics que ceux issus de
I'analyse de la protéina. L'un des peptides est partiellement hydrogéndagtycine qu’il
contient (spectre B) et le peptide dépourvu deigl/contient du deutérium (spectre D). Ces
analyses montrent clairement que les glycines nesas deutérées de maniére exhaustive et

gu’une partie du deutérium est incorporée danstidawacides aminés.
@ Activation de la protéineGlyD

L’activation de la protéineGlyD a été menée en conditions catalytiques ersaitit
le systéme réducteur enzymatique de la prot@iren présence de DTT (5 mM) comme
précédemment. Plusieurs tubes RPE sont préparésade&re a obtenir une cinétique de

formation du radical glycinyle représentée suidare B.11.
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Figure B.11 - Cinétique de formation du radical glycinyle de laprotéine
aGlyD. La protéineaGlyD (150 uM) aété mélangée dans la boite a gants av
protéinef3 (100 uM, symboles pleins ou 10 uM, symboles vidés)DTT (5 mM), d
NADPH (2,5 mM), de la flavodoxine (10 uM) et deflvodoxine réductase (11,5
dans du tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 50 mla réaction a été initiée f
'ajout de 1,5 mM de SAM. Aux temps indiqués 200 giesolution sont congelés e
formation du radical glycinyle est analysée parctpscopie de RPE.

La figure B.11 montre que la concentration de @d@lyD" augmente jusqu’a 45
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min de réaction puis diminue progressivement. Em@tavec le fait que la protéifeest une
activase, les concentrations maximales de radlgeinyle atteintes en présence de quantités
quasi stcechiométriques ou catalytiques de protBireont comparables. Les signaux du
radical glycinyle observés par spectroscopie de B&H tout a fait similaires a celui de la
figure B.4 (B). L'obtention d’'un singulet confirma deutération de la protéinmeslyD sur les
glycines. En calculant des spectres de difféerenvae ales quantités croissantes de radical
glycinyle non deutéré, il est possible d’estimeptaportion de radical non deutéré présente
dans le mélange. La quantité de radical GlyEprésente ainsi au maximum 20% de la

quantité totale de radical glycinyle détectée.

@ Analyse isotopique de la 5’-désoxyadénosine

Purification de la 5’-désoxyadénosine

La 5’-désoxyadénosine formée lors du processudiddion est purifiée par CLHP
aprés décongélation des tubes RPE comme indiquedgesmment. La production de 5'-

désoxyadénosine au cours du temps est illustréda sigure B.12.

250 L — T T T L — L — T
200
150

100

AdoH/D (uM)

50

0@l v vl
0 50 100 150 200 250

temps (min)

Figure B.12 - Cinétique de formation de la 5’-désgpadénosindors de

I'activation catalytique de la protéineaGlyD. La 5'-désoxyadénosine ét
purifiée par CLHP et quantifiée en utilisant la gaenétalon de la figure B.5.
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Détermination du pourcentage de deutération

La 5’-désoxyadénosine est ensuite analysée patrepeitrie de masse électrospray.
L’évolution du pourcentage de deutération de lalésoxyadénosine au cours du temps est

présentée sur la figure B.13.
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Figure B.13 - Cinétique d’incorporation du deutérium dans la 5'-
désoxyadénosine lorsde I'activation catalytique de la protéine

aGlyD. Le pourcentage de deutération a été obtenu i gestspectres
masse électrospray de la 5’-désoxyadénosine palrifié

Cette étude confirme le caractéere direct du transte radical de Adoa la glycine
681 de la protéin&. La figure B.13 montre que le pourcentage de datitdh de la 5'-
désoxyadénosine est proche de 40%. Ce taux d'iocatipn est similaire a ceux déterminés
lors des expériences d’activation catalytique meradec la premiere préparation de protéine
aGlyD. Nous pouvons avancer deux hypothéses ex@ssjuant a I'origine de la deutération
incomplete de la 5’-désoxyadénosine. Il est d’aliotd a fait possible que la protéia&lyD
ne soit que partiellement deutérée sur la glyciBé. GAlternativement, les réactions de
réductolyse de la SAM et d’oxydation de la glycipar le radical Ado pourraient étre
réversibles, ce qui autoriserait des transfertsl@lgérium entre la 5’-désoxyadénosine et la
SAM. De maniére a tester cette deuxieme propositerprotéineaGlyD a été activée en
présence d’'une quantité limitée de SAM. La SAM @ mirifiee par CLHP puis analysée par

spectrométrie de masse électrospray. Aucune incatipo de deutérium dans la SAM n’a été
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détectée dans ces conditions. Ceci suggere forteopsm I'incorporation incomplete de
deutérium dans la 5’-désoxyadénosine formée lorkadéaction d’activation de la protéine
aGlyD résulte du caractere partiel de la deutératiema glycine 681 en positigro-S Cette
conclusion est en accord avec les résultats issUu®ide par spectrométrie de masse de la

protéineaGlyD trypsinolysée (figure B.10).

B.1.3 - DTT, zinc et formation du radical glycinyle

B.l.3.a - Influence du DTT

Les préparations de protéinecontenant plus de 0,75 atome de zinc par monomere
présentent une faible activité CTP réductase errmiesde DTT. Ceci suggére que ces
protéines peuvent acquérir un radical glycinyleadassence de DTT. Afin de vérifier cette
hypothése, la protéing a été activée avec le systeme flavodoxine en pcéset en absence
de DTT. Les cinétiques de formation du radical glyle et de 5’-désoxyadénosine sont

présentées sur la figure B.14.
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Figure B.14 - Effet du DTT sur les cinétiques d’agvation de la protéine a. La
protéinea (122 uM) a été mélangée dans la boite a gantslaygotéing3 (12 uM), du NADPt
(2,5 mM), de la flavodoxine (10 uM), de la flavodox réductase (20 uM) dans du tampon-Tris
HCI 100 mM pH 8, KCI 50 mM en présence (symbolesind) ou en absence (symboles vi

de DTT (5 mM). La réaction a été initiée par I'djale 1,5 mM de SAM. Des échantillons (.
ML) ont été prélevéaux temps indiqués et traités d’apres les proescdEcrits dans la pal
Matériels et Méthodes de maniére a obtenir lestifgarde Gly (A) et d’AdoH (B) formées.
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En absence de DTT le radical glycinyle se formeeaifement; la quantité
maximale produite dans les conditions de la figduet représente environ 50% de la quantité
produite en présence de DTT. Dans les deux casrlaeatration en radical Glydiminue
progressivement apres avoir atteint un maximum 4é€rsninutes de réaction. En présence
comme en absence de DTT la formation du radicaligje s’accompagne de la production
de 5’-désoxyadénosine. Un plateau est atteintreddiréaction et il se forme deux fois plus
d’AdoH en présence qu’en absence de DTT. Le DT$trdenc pas essentiel a I'introduction

du radical glycinyle dans la protéine

B.1.3.b - Influence du zinc

L’activation de plusieurs autres préparations adginea a été étudiée en absence et
en présence de DTT. Il se forme, en moyenne, régpaent 0,16 et 0,4 Glypar monomeére
de protéinea en absence et en présence de DTT. Une dispensipartante des valeurs
autour de la moyenne apparait clairement en absEn€T T, puisque la quantité de radical
Gly’ par monomeére varie de 0,03 a 0,3. Nous avons fgundier que cette variabilité est liée
a des différences de contenu en zinc entre leérdiffes préparations. La figure B.15 montre

la courbe obtenue lorsque le rapport’@lyest porté en fonction du rapport @n/
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Figure B.15 - Corrélation entre le taux d’occupatim du site meésallique

de la protéinea par le zinc et la quantité de radical glycinyle famé er
absence de DTT.Toutes les protéines utilisées pour obtenir la corrélat
sont intactes certaines préparations ont été traitées par ENT&u préalable. Li
deux points extrémes sont obtenus par extrapolation
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En absence de DTT, plus la protémecontient de zinc spécifiguement lié au site
métallique, plus la quantité maximale de radicgtiglyle détectée par spectroscopie de RPE
est élevée. En présence de DTT, cette quantit€&pasde jamais 0,4 radical par monomére de
protéine a, en accord avec les résultats établis antérieurerfeadovani 2001a). Nous
n‘avons pas pu préparer la protéine sous forme entierement démétallée ; cependant
I'extrapolation de la courbe pour un rapport @mul suggére que l'apoprotéime ne peut

acquérir le radical glycinyle et est donc inactveabsence de DTT.

C - Stabilité du radical glycinyle

Le DTT n’est pas indispensable a l'introductionrddical glycinyle dans la protéine
a. En absence de DTT, la quantité de radical forestefonction de la quantité de zinc
présent dans le site métallique de I'enzyme. Le€titjues de formation du radical Gly
menées en présence ou en absence de DTT monteeid quantité de radical détectée par
RPE augmente jusgu’a un maximum puis diminue pssiwvement pour tendre vers une
valeur variable. La disparition partielle du radigéycinyle souléve ainsi la question de sa
stabilité. Ce point a été abordé par I'examen daques facteurs exercant un effet stabilisant

ou déstabilisant sur le radical glycinyle.

C.l - Taux d’'incorporation du radical Gly * dans la protéinea

Indépendamment de l'observation d’'une diminution lde quantité de radical
glycinyle détectée au cours du temps, il semblprédsles analyses par spectroscopie de RPE
gu’il se forme au maximum 0,4 radical Glgar monomeére de protéire en présence de
DTT, c'est-a-dire environ un radical par dimere. @eénomeéne pourrait résulter d'un
probleme d’efficacité de transfert du radical Adda glycine 681 dans les conditidnsvitro
de la réaction d’activation. Il pourrait égalemstagir d’'une propriété intrinséque du systeme
RNR empéchant la radicalisation de I'une des chlapdypeptidiques du dimee suite a

I'introduction du radical dans I'autre monomeretekhativement le radical glycinyle pourrait
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étre formé dans chacune des sous-unités mais snbidéstabilisation d’origine inconnue
dans I'un des monomeres et ainsi disparaitre delecrier. Par I'analyse des cinétiques
d’activation de la protéine, il est possible de déterminer si le taux d’inargtion du radical
Gly" évalué par RPE traduit I'efficacité de transfantrddical Ado. Le profil des cinétiques
d’activation obtenues avec des préparations decipesa intactes est rappelé sur la figure

C.1.
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Figure C.1 - Profil général des cinétiques d’actividon de la protéinea
par le systeme flavodoxine en présence de DTIes courbes représent
I’évolution moyenne du nombre d’équivate de radical glycinyle (ronds) et
5’-désoxyadénosine (triangles) formés par mononder@rotéinen au cours d
temps d’'apres I'étude de plusieurs préparationgdiginesu intactes.

Toutes les cinétiqgues d’activation de la prot@neontrent que la production de 5'-
désoxyadénosine atteint un plateau au niveau dudeel rapport AdoH# est
approximativement égal a 1. D’autre part la foroatd’AdoH est négligeable lorsque la
glycine 681 est remplacée par une alanine (parbgrdp.l.1); ceci signifie que toute
production d’AdoH au cours de l'activation de leofdine a par le systeme flavodoxine
résulte de la radicalisation de la glycine 681.des résultats nous pouvons déduire que lors
de la réaction d’activation le radical glycinyld edroduit dans chacune des deux sous-unités

de I'enzyme ; le taux maximal d’incorporation dulical Gly dans la protéinet déterminé
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par RPE n’est que de 50% en raison de la dispardio radical dans I'une des deux sous-
unités du dimeérei,. Ainsi la quantité réelle de radical Gipgrmée au cours de I'activation ne
peut étre obtenue par I'analyse de la réactiorspactroscopie de RPE mais est accessible par

quantification de la 5’-désoxyadénosine produite.

C.II - Influence de quelques facteurs sur la stakité du radical Gly®

La stabilité du radical glycinyle formé en présenceen absence de DTT et détecté
par RPE n’est pas parfaite en conditiomsvitro puisque la quantité de radical diminue au
cours du temps (figure B.14 (A.). Nous avons pabkt que le systeme enzymatique
NADPH : thiorédoxine : thiorédoxine réductase &TIP exercent des effets opposés sur la
stabilité du radical Gly L'influence de la mutation de certains acidesrgsaia également été

étudiée.

C.II.1 - Effet du systéme thiorédoxine

Les cinétiques d’activation de la protéineprésentées sur la figure C.2 ont été
réalisées en présence et en absence de quantii#ytigaes de thiorédoxine et de
thiorédoxine réductase. La protéineGlyD a été utilisée afin d'accéder au taux
d’incorporation du deutérium dans la 5’-désoxyaddm® produite. Le systéme thiorédoxine
stimule légerement la production du radical glyl@nypuisque son ajout au mélange
d’activation provoque une augmentation de 25% deguantité de 5’-désoxyadénosine
produite aprés 2 h de réaction. Toutefois le systenzymatique exerce également un effet
stabilisant sur le radical glycinyle : en fin dedlique les quantités de radical Glyi¥tectées
par RPE en absence et en présence du systemalthioré sont respectivement égales a 2,6
et 7,5 uM. Le taux d'incorporation du deutérium slda 5’-désoxyadénosine n’'est pas
modifié par la présence du systeme thiorédoxiresesimilaire a celui déterminé en présence
de DTT (figure (B.13)). Le systéme thiorédoxine gumantités stoechiométriques avec la
protéinea stabilise également le radical glycinyle. Le DTiilis¢ a des concentrations de

I'ordre du millimolaire ne semble pas posséderecptopriété (figure (B.11)).
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Figure C.2 - Effet du g/steme thiorédoxine sur I'activation de la protéin
aGlyD (A) et taux dincorporation du deutérium dans la 5'-
désoxyadénosine (B).a protéineaGlyD (100 uM) a été mélangée dans la bo
gants dans du tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 581 mvec la protéingd (5
uM), du NADPH (2,5 mM), de la flavodoxine (3,5 pMie la flavodoxine réducte
(3,7 uM) en absence (symboles vides) ou en présésymboles pleins) «
thiorédoxine (10 pM) et de thiorédoxine réductds® (1M). La réaction a été initi
par I'ajout de SAM (1,5 mM). Des échantillons (200 uL) ot# prélevés aux tem
indiqués et traités d’'apres les protocoles dédatss la partie Matériels et Métho
de maniére a obtenir les quantités de GlyBbnds) et de 5désoxyadénosil
(triangles) formées ainsi que le pourcentage dédation de la 5désoxyadénosin

C.II.2 - Effet de 'ATP

Les cinétiques d’activation de la protéineen absence et en présence d’ATP sont
présentées sur la figure C.3. Tout au long de teétigjue, le seul radical détecté par
spectroscopie de RPE lorsque l'activation est meméeprésence d’ATP est la forme
semiquinone de la flavodoxine réduite. Une quanitiportante d’AdoH est cependant
produite ; apres 2h de réaction il s’est formé pla équivalents d’AdoH par monomeére de
protéinea et aucun plateau n’est observé. Le radical glyeifgrmé est donc fortement
déstabilisé en présence de l'effecteur allostériguiest I'ATP et probablement régénéré de

maniére continue par le systeme flavodoxine.
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Figure C.3 - Effet de I'ATP sur I'activation de laprotéine a. La protéin
a (122 uM) a été mélangée dans la boite a gants dlatempon TriddCl 10C
mM pH 8, KCI 50 mM avec la protéirfe (12 uM), du NADPH (2,5 mM), de
flavodoxine (10 uM), de la flavodoxine réductase (@) et du DTT (5 mM) €
présence (symboles pleins) ou en absence (symbidies) d’ATP (2,5 mM). L
réaction a éteé initiée par I'ajout de 1,5 nid SAM. Des échantillons (200 |
ont été prélevés aux temps indiqués et traitégelsales protocoles décrits dan
partie Matériels et Méthodes de maniére a obtesiguantités de Glyronds) €
d’AdoH (triangles) formées.

C.11.3 - Effet des mutations

Les mutantsaC680A, aC644A et aC662A ne présentent aucune activité CTP
réductase détectable (chapitres | et Il). Nous avdonc voulu savoir s’ils acquiérent un
radical glycinyle au cours de la réaction d’actiwat et si tel est le cas caractériser le radical
formé en terme de stabilité. Pour cela la formatauwm radical glycinyle et de 5'-

désoxyadénosine a été suivie au cours de la réat'ctivation par le systeme flavodoxine.

C.l1l.3.a - Etude du mutariC680A

La préparation et la caractérisation structuraléadeotéinen C680A a été décrite au
paragraphe A.l.1. Les cinétiques d’activation dutantiet d’une protéine sauvage sont

présentées sur la figure C.4.
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Figure C.4 - Cinétique d’activation des protéinesiC680A eta sauvage
La protéinea (50 puM, symboles vides) auC680A (50 uM, symboles pleins) a
mélangée dans la boite a gants dans du tampotTtig00 mM pH 8, KCI 50 m!
avec la protéin@ (50 uM), du NADPH (2,5 mM)de la thiorédoxine (3 uM), de
thiorédoxine réductase (1,5 uM), de la flavodox{feuM) et de la flavodoxir
réductase (4,6 uM). La réaction a été initiée pgout de SAM (1,5 mM). De
échantillons (200 pL) ont été prélevés aux templqueés et triwés d’apres le
protocoles décrits dans la partie Matériels et Mé#s de maniére a obtenir
quantités de Gly(ronds) et d’AdoH (triangles) formées.

Aucun radical glycinyle n’est détecté par spectopse de RPE lorsque la protéine
aC680A est placée dans les conditions de la figude En présence du mutant la protéehe
présente une activité SAM réductase élevée : eddiginétique il s’est formé environ trois
équivalents d’AdoH par monomeére de protér@680A sans qu’un plateau soit atteint. Ces
résultats analogues a ceux obtenus avec la protéiseuvage activée en présence d’ATP
suggerent que le radical glycinyle introduit daasnmutant est instable et continuellement
régénére. Afin de vérifier cette hypothése, la tiéacd’activation a ensuite été réalisée avec

la protéinen C680AGIyD, dont les glycines sont deutérées soatbonen.

La protéineaC680AGIlyD a été surexprimée en aérobiose, dans iieumvi9
complémenté en glucose, Fe@firate, MgSQ, vitamine B1, ZnGl et fH,?H)-glycine et
inoculé a 1% avec une préculture réalisée en miluLa protéine a ensuite été purifiée par

chromatographie sur support hydrophobe (nouveatogute) comme indiqué dans la partie
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Matériels et Méthodes. L'analyse par spectromélgemasse MALDI-TOF montre que la
protéine est tronquée en aval de la glycine 68ladeéme maniére que son équivalent non

deutéré. La figure C.5 présente la cinétique dvation de la protéinaC680AglyD.
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Figure C.5 - Cinétique d’activation de la protéineaC680AGIlyD (A) et taux
d’incorporation du deutérium dans la 5-désoxyadénsine (B).La protéin
aGlyD (150 puM, symboles vides) aC680AGIlyD (150 uM, symboles pleins) a
mélangée dans la boite a gants dans du tampoHTiig-00 mM pH 8, KCI 50 ml
avec la protéing (100 uM), du NADPH (2,5 mM), dalflavodoxine (10 uM), de
flavodoxine réductase (11,5 uM) et du DTT (5 mMa.réaction a été initiée par I'aj
de SAM (1,5 mM). Des échantillons (200 pL) ont ptélevés aux temps indiqué:s
traités d’aprés les protocoles décrits dans lagMatriels et Méthodes de maniér
obtenir les quantités de GlyQronds) et de 58ésoxyadénosine (triangles) form
ainsi que le pourcentage de deutération de la &xd@dénosine.

La réaction d’activation menée avec le muta@680AglyD s’accompagne d’une
production trés importante de 5’-désoxyadénosinebdervation d’'une incorporation de
deutérium dans la 5’-désoxyadénosine montre quadeal glycinyle a effectivement été
produit. Le taux d’incorporation de deutérium, bigme comparable en début de réaction a
celui obtenu avec la protéine sauvage deutérée, diminue régulierement au coeirlad
cinétique pour atteindre 7,5% apres 2 h de réactimnrichissement progressif de la 5'-

désoxyadénosine en hydrogene suggére que le ragycatyle formé est rapidement réduit
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par une source d’atome d’hydrogene présente dansilieu puis régénérdia le systeme
flavodoxine. L’enchainement des cycles d’oxydatiéduction de la glycine 681 conduit
ainsi a l'augmentation au cours du temps du nontkgquivalents de 5’-désoxyadénosine

formés par monomére de protém€680AglyD.

C.11.3.b - Etude des mutantxC644A etaC662A

Les mutantsnC644A etaC662A préparés sous forme métallée et majoritaineme
intacte ne présentent pas d’activité¢ CTP réductabapitre 1). La formation du radical
glycinyle et de 5’-désoxyadénosine a été suivie@us de la réaction d’activation des deux

protéines. Les cinétiques obtenues sont présesiéds figure C.6.
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Figure C.6 - Cinétiques d’activation des protéinesnC644A, aC662A et a
sauvageLa protéinen sauvage (A et B, symboles vides;644A (A, symboles plein
ou aC662A (B, symboles pleins) (200 uM) a été mélardgies la boite a gants dans
tampon Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 50 mM avec la @ioe (200 uM), du NADPI
(2,5 mM), de la thiorédoxine (10 uM), de la thiorédoxine uédse (5 uM), de
flavodoxine (20 uM) et de la flavodoxine réductés2,5 pM). La réaction a été init
par I'ajout de SAM (1,5 mM). Des échantillons (20Q) ont été prélevés aux ten
indiqués et tités d’apres les protocoles décrits dans la plttittriels et Méthodes
maniére a obtenir les quantités de ‘Gyonds) et d’AdoH (triangles) formées.

préparation de protéine sauvage utilisée dans I'expérience B est différede cell
utilisée dans I'expérience A.

168



CHAPITRE |l A CTIVATION DE LA PROTEINE @

Dans les conditions de la figure C.6, la protémmesauvage acquiert un radical
glycinyle stable apres 3 h de réaction. Par caanimin des deux mutard€644A etaC662A
ne se trouve radicalisé en fin d’expérience : lalesespece radicalaire détectable dans les
tubes RPE correspondants est le radical semiquirtenda flavodoxine. Les protéines
aC644A etaC662A présentent cependant une activité AdoMetatede non négligeable par
rapport a celle de la protéine sauvage (10 a 20%lé&but de cinétique). La production
d’AdoH est plus lente dans le cas des mutants ginante linéairement tout au long de la
cinétique. Puisque dans des conditions similamgsdtéine seule est incapable d’effectuer
la réductolyse de ’AdoMet (figure B.2), la formati d’AdoH détectée est bien dépendante de
la présence des protéine€644A etaC662A. Le radical glycinyle est probablement formé
mais ici encore n’est pas suffisamment stable @ détecté. Le profil des cinétiques est
toutefois différent de celui obtenu avec le mum@680A. En effet en fin de réaction il s’est
formé moins d’'un équivalent d’AdoH par monomerepdetéineaC644A ouaC662A, sans
qgu’'un plateau soit atteint ; il n'est pas possibtel’absence de données complémentaires de
préciser si le radical Glyapparu transitoirement est régénéré par le systemadoxine. Ces
résultats montrent que la présence de zinc dasselenétallique ne suffit pas a stabiliser le
radical glycinyle, puisque ce dernier n'est pasedié& lors de l'activation des mutants
aC644A etaC662A, qui contiennent pourtant pres d’'un atomezithe par monomere. La
stabilité du radical Glydépend donc également de I'environnement du miéialpsé par la

nature et le nombre des ligands notamment.

D — Discussion

D.I — Formation et stabilité du radical glycinyle

En utilisant une préparation de protéimedont les glycines sont deutérées sur le
carbonea, nous avons pu montrer que le transfert de radieaddo a la glycine 681 de la
RNR anaérobie . coli s'effectue de maniére directe. L'’hypothése selaguélle les

cystéines du site métallique de la proténseraient impliquées dans le transfert de radical
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entre la protéingd et la protéinen, proposée par Anderssat al. (2000), peut donc étre
écartée. Ce résultat suggere que le complexe [8F&AM de 'activase et le résidu Gly681

de la réductase se situent a proximité spatiatedel I'autre.

Avec une préparation de protéireGlyD intacte, le taux d’incorporation de
deutérium dans la 5’-désoxyadénosine ne dépassé08asPour expliquer ce résultat, nous
avons envisagé I'hypothése selon laquelle les imrectde réductolyse de la SAM et
d’oxydation de la glycine par le radical Adpourraient étre réversibles, conduisant a
I'obtention d’'un mélange de 5’-désoxadénosine pré&oet deutérée. De maniéere a tester cette
proposition, la protéineGlyD a été activée par le systeme flavodoxine efsqmce de
quantités limitées de SAM. En effet, si un équditemtre les réactions de réductolyse de la
SAM et d’oxydation de la glycine 681 existe, la SAdGit progressivement s’enrichir en
deutérium. Aucune incorporation de deutérium danSAM n'a été mise en évidence par
spectrométrie de masse. Le caractére partiel deofporation de deutérium dans la 5'-
désoxyadénosine s’explique donc trés probablemantle fait que dans une partie des
protéinesaGlyD la glycine 681 est partiellement ou totalemégtirogénée, comme l'ont
suggéré les analyses par spectrométrie de masseébe, le fait que le signal RPE du
radical glycinyle obtenu lors de 'activation degeotéineaGlyD soit un singulet indique que
I'espece majoritairement formée est le radical GJybais une certaine proportion de radical
glycinyle hydrogéné (GlyH est également présente, indiquant que la glyéBie n'est pas
uniformément deutérée dans tous les polypeptidegratéinenGlyD contient également du
deutérium incorporé dans d’autres acides aminési; e remet pas en cause le fait que le
transfert de radical de Ada la glycine 681 s’effectue de maniére directe.€efffet nous
pouvons considérer que la majeure partie du deméaipporté se situe au niveau des résidus
glycines de la protéine ; de plus linterventionegtuelle d’'un acide aminé intermédiaire
apparait peu probable compte tenu des caractéestiqu transfert de radical établies dans ce
chapitre. Un transfert direct du radical Adb la glycine 734 de la pyruvate formiate-lyase
d’E. coli, une protéine a radical glycinyle remarquablensaémilaire a la RNR anaérobie, a

été mis en évidence par une méthode similaire (AE&34). Le taux d’incorporation du
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deutérium dans la 5’-désoxyadénosine a été estiiex + 5%.

Il a été montré précédemment qu’au cours de laiodad’activation de la protéine
menée en présence du systeme flavodoxine, la produt’AdoH associée a l'activité SAM
réductase de la protéing est négligeable lorsque la glycine 681 de la jmeté& est
remplacée par une alanine. L'expérience a été deftemavec une préparation de protéine
correctement métallée et intacte, confirmant I'exise d'un couplage thermodynamique
entre les réactions de réduction du centre [4F&t48 la protéinef par le systéme
flavodoxine et d’oxydation de la glycine 681. Toupeoduction d’AdoH au cours de
I'activation de la protéinex par le systeme flavodoxine résulte de la radiadbs de la
glycine 681. La quantification de la production d@H permet donc d’accéder a la quantité
réelle de radical Glyformé au cours de I'activation catalytique de tat@inea. Avec les
nouvelles préparations de protéimgla production de 5-désoxyadénosine atteint waigalu
correspondant a la formation d’un équivalent d’Adgidr monomére de protéine Avec des
préparations de protéinesdéficientes en zinc et partiellement ou totalenpeatéolysées (en
amont de la glycine 681), le rapport AdoHést toujours inférieur a 1 ; cette observation
s’explique par le fait que la protéifiene catalyse pas la réductolyse de la SAM lorsque |

protéinea associée ne possede pas la glycine 681 essentielle

Il a été confirmé dans ce travail que la quantitéximale de radical glycinyle
détectée par spectroscopie de RPE ne dépasse jaméggiivalent par dimere de protéme
et non par monomere. Puisque la 5-désoxyadénosige formée en proportions
stoechiométriques par rapport a la protéinenous en déduisons que lors de la réaction
d’activation le radical glycinyle est en réalitérfee dans chacune des deux sous-unités de
'enzyme, mais qu'il disparait de I'un des mononserBlous pouvons donc proposer un
modele dans lequel le radical introduit dans I''es dnonomeéres provoque une trés forte
déstabilisation du radical glycinyle de l'autre moarere. Cette déstabilisation doit

nécessairement se traduire par une réduction doatgmhr un partenaire non identifié ; la
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modification conformationnelle probablement indugtst telle que la glycine 681 régénérée
n'est plus accessible au radical Adou que la formation du complexe entre I'activaséa
réductase n’est plus permise. En effet au termk dinétique d’activation catalytique de la
protéinea la production d’AdoH cesse au moment ou un éqaivad’ AdoH par monomére
de protéinex a été forme, indiquant que le radical glycinylstd®ilisé n’est pas régénéré. La
pyruvate formiate-lyase contient également danf®iae activée un radical glycinyle stable
par dimere (Unkrig 1989) ; cette observation n’perelant pas été interprétée. En revanche la
détermination tres récente (Uppsten 2006) de lactsire cristallographique d’'un complexe
entre les protéines R1 et R2 de la RNR de clasieS. typhimuriuma 4 A a permis aux
auteurs de proposer un modele expliquant le phénentit de « half-site reactivity »
également observé dans ce systéme enzymatiquee(§jal®87 ; Erickson 2000). Dans la
structure le dimere de R2 (le systeme génératetadieaux) forme un complexe asymétrique
avec I'un des deux monomeres de protéine R1 (lactade) ; selon les auteurs le dimére de
R2 pourrait alternativement interagir avec I'un liautre des monomeres de protéine R1,
permettant l'initiation de la réduction du substaat sein de I'un des deux sites actifs. La
disparition sélective du radical Glge I'un des monomeres pourrait étre une caratitires

commune aux enzymes a radical glycinyle, génératemamodimériques.

Le probleme de la stabilité du radical glycinylevidat ainsi un parametre clé du
systeme. De fait la mesure de l'activité SAM rédseta permis de mettre en évidence une
instabilité du radical Glydans certaines conditions. Par exemple, le mu&&80AglyD
acquiert bien un radical glycinyle de maniere ti@mi®, comme I'a montré l'incorporation de
deutérium dans la 5-désoxyadénosine produite lbesla réaction d’activation, mais
contrairement a la situation observée avec I'enzgaugvage, ce radical est réduit par une
source d’atome d’hydrogéne. La glycine 681 régénéemeure accessible au radical Aeb
est a nouveau oxydée en présence du systéeme icatalylavodoxine. L’enchainement des
cycles d’oxydation-réduction de la glycine se tiadaar une production continue de 5'-
désoxyadénosine (cessant en théorie lorsque le WMABSR entierement consommeé). Il est

possible que la déstabilisation du radical ‘&gpit due a la mutation de la cystéine 680
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adjacente au site radicalaire. Toutefois I'absatese22 acides aminés C-terminaux du mutant
aC680AGIlyD pourrait étre totalement ou en partiepeesable de linstabilité du radical
glycinyle, ce dernier étant peut-étre plus accéssiio solvant dans le mutant tronqué que
dans I'enzyme intacte. Le fait que le radical giyte puisse étre régénéré dans la protéine
aC680A est peut-étre également lié a la particdasiructurale du mutant tel qu’il a été

obtenu.

L’ATP provoque de méme une déstabilisation du @dglycinyle probablement
formé puis continuellement réduit et régénére. €sultat est intéressant car il établit
I'existence d’'une communication entre le site a@ague dit d’activité ou pyrimidique fixant
'ATP, situé a l'interface entre les deux monomermsla boucle C-terminale portant le site

glycine radicalaire.

Enfin, la production d’AdoH observée lors de I'etiion catalytique des mutants
aC644A etaC662A métallés et intacts, bien que lente, estifsigtive et indique la aussi la
formation probable d'un radical Glynsuffisamment stable pour étre détecté. Une mamie
confirmer cette hypothese serait d'étudier l'inaogiion de deutérium dans la 5'-
désoxyadénosine produite lors de I'activation degamsaC644AGIlyD etaC662AGIyD,
possédant des glycines deutérées sur le cathdDette méthode nécessiterait la construction

de vecteurs adaptés a la surexpression des metantgdieu minimum, donc en aérobiose.

D.ll - R6le du DTT

Les études précédentes ont suggéré que le DTT gadieesa 'activation de la
protéinea a pour fonction de réduire un pont disulfure nooalisé de la réductase. Nous
avons montré que les cystéines C550 et C680, sitgmoximité I'une de l'autre d’'apres la
structure cristallographique de I'enzyme du baof#rage T4 et idéalement placées pour

contrdler I'acces au site actif, ne sont pas engmgéans un pont disulfure.

En réalité il est apparu que I'état rédox de défdes préparations de protémest

variable et que le nombre de ponts disulfures é&jemnts par monomere de protéimeest
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inversement proportionnel a la quantité de zinccijp@lement associé au site métallique
Zn(Cys),. Les résultats peuvent étre expliqués par la faamade deux ponts disulfures par
monomere d’apoprotéine résultant de I'oxydation des quatre cystéinesittursétallique. |l
semble que les protéines obtenues en utilisant I'ancien protocole de pcatiion étaient
systématiquement déficientes en zinc et contena@ntmoyenne un pont disulfure par
monomere. Cette proposition est en accord aveaileqgue les anciennes préparations
présentaient des activités enzymatiques 2 a Jfassfaibles que celles obtenues au cours de

ce travail.

Un résultat important de cette étude est que le DVdst pas essentiel a
l'introduction du radical glycinyle dans la protéimn. En absence de DTT, le taux
d’incorporation du radical glycinyle est d’autahtip élevé que la protéiree contient de zinc.

De plus, les quantités maximales de radical Gétectées par RPE en absence et en présence
de DTT correspondent respectivement a 0,3 et Odvagnt par monomére de protéine
(quantités obtenues lorsque dr# 0,85) ; par extrapolation, la protéiaestabilise 0,5 radical

Gly’ par monomere aussi bien en absence qu’en présenbd T lorsque le site métallique
est saturé (Zo/ = 1). Le DTT, en réduisant les ponts disulfureispnts dans une population

de protéinest non métallées, favorise probablement une incotgorale zinc exogéne dans

le site métallique ; il en résulte une augmentatiwdérée de la quantité de radical glycinyle

introduit dans la réductase si celle-ci est [égemndéficiente en zinc.

L’influence du DTT sur I'activité RNR est beaucopfus marquée. Les nouvelles
préparations de protéing contenant au minimum 0,75 atome de zinc par mor®me
présentent en absence de DTT une activité¢ CTP ta&skidaible mais mesurable, dont la
valeur moyenne est de 50 nmoles Ting®. En présence de concentrations millimolaires de
DTT, l'activité¢ CTP réductase des protéines estal®0 fois plus élevée qu’en absence de
DTT. En admettant que ces préparations stabiligsptectivement 0,3 et 0,4 radical glycinyle
par monomeére en absence et en présence de DTTlafawenditions du test d’activité, il
semble qu’il n'existe pas de relation de propontiaité entre la quantité de radical glycinyle

stabilisé et l'activité RNR. La stimulation imponta de I'activité CTP réductase ne semble
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pas pouvoir provenir de la seule augmentation dx tdincorporation du radical glycinyle
par le DTT. Ces résultats suggerent que le DTTnegliqué dans un événement consécutif a
la formation du radical glycinyle ; la maniere ddatdithiol stimule l'activité enzymatique

reste a déterminer.

175






Conclusion

générale







CONCLUSION GENERALE

Les organismes anaéerobies stricts ou facultatifslisent un systeme
multienzymatique complexe pour réduire les riboéatiles en leurs désoxyribonucléotides
correspondants selon un mécanisme radicalaire.iXadidn du substrat s’effectue sur la
réductase, une protéine homodimérique contenartt skafiorme activée un radical glycinyle
essentiel a l'activité enzymatique. La formation rdlical glycinyle est catalysée par une
autre protéine, appelée activase, qui produit dégaux 5-déesoxyadénosyles oxydants grace
a la combinaison entre un centre [4Fe-4SE-&lénosylméthionine et une source d’électrons.
Les précédentes études réalisées sur la RNR amaérgb coli ont principalement porté sur
I'activase ou protéin@®. En particulier les méthodes spectroscopiquestgnimises a profit
pour caractériser le centre fer-soufre de la pmetét déterminer la nature de l'espéce
compétente pour la réductolyse de la SAM. Il espaap en 2003 avec la structure
cristallographique de I'enzyme du bactériophagequié la réductase ou protéioepourrait
elle-méme étre une métalloprotéine. La découveda dite métallique tétraédrique, dont
'importance pour I'activité enzymatique a été stigg par des expériences de mutagénese
dirigée, a favorisé l'orientation du projet de eetihése, au cours de laquelle quelques-unes

des propriétés structurales et fonctionnelles gedteinea d’E. coli ont été étudiées.

Dans un premier temps nous avons déterminé_queotaimpe a d’E. coli est une

protéine a zinclLa réductase fixe dans sa partie C-terminaletoma de zinc lié de maniére

tétraédrique a quatre cystéines conservées. Eonrdes la forte affinité de la protéine pour le
zinc (Ka = 5x 10" M & 4°C et pH 8), la démétallation de I'enzyme éfficde méme en
présence de bons chélateurs. L’élimination du eoruit a une instabilité de la protéine et il
n'a pas été possible d’isoler la forme apo. L'intpace du zinc pour l'intégrité structurale est
confirmée par I'existence d’'un phénomene de prgseohffectant les protéines déficientes en
zinc sauvages ou mutées au niveau du site méwlligucoupure de la chaine polypeptidique
s’effectue en aval du site glycine radicalaires; peotéines tronquées sont donc par définition
inactives. La modification des conditions de pusfion de la protéina a permis d’obtenir

des préparations correctement métallées, intattgsésentant des activités CTP réductase
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élevées, jamais atteintes auparavant au laborato@gaines préparations sont partiellement
réactivables par incubation avec une source de erinconditions réductrices. Ces résultats
montrent que le zinc exerce un effet positif sactivité enzymatique, méme si une véritable
corrélation entre contenu en zinc et activit¢ RN&pu étre établie du fait des problémes de
contamination en zinc liés a la mesure de I'agiGITP réductase. Les deux mutan®6544A

et aC662A du site métallique sont inactifs bien quplsssent étre, dans certaines conditions,
correctement métallés et intacts ; cette obsemvationfirme la dépendance de l'activité
enzymatique vis-a-vis du site métallique de la ¢iret a. D’aprés nos résultats le site
Zn(Cys), n'est pas indispensable pour la fixation de lagne3 et ne constitue pas non plus
un domaine de réponse au stress oxydant. Le sitalliqie semble avoir pour unique
fonction de maintenir la structure de I'extrémitég@minale de la protéina, qui porte la
glycine 681 essentielle a l'activité enzymatiqueoull pouvons remarquer que le site
Zn(Cys), singularise les RNRs de classe Ill par rapportRMRs de classe | et Il d’une part,
et aux autres enzymes a radical glycinyle d’autaet,pqui ne possedent pas dans leur
séquence les deux motifs CXXC caractéristiquespdtticulier la comparaison des structures
cristallographiques de la PFL, de la GDH et de FLZ montre que ces trois enzymes a
radical Gly posseédent des extrémités C-terminales trés sigslaila partie située en amont
du site glycine radicalaire, tres différente ddecele la RNR du bactériophage T4, est ainsi
constituée d’'une succession d’hélicesdDans certaines séquences de RNRs de classedll, u
histidine remplace I'une des cystéines d’'un doul@etXC ; dans d'autres, les positions
relatives du site métallique et du site radicalpamesumés sont modifiées par rapport a celles
invariablement observées dans le groupe rassenRIRNRSs du bactériophage T4 eEd’
coli. Il serait intéressant de déterminer si ces engyiirent effectivement le zinc et si le site

métallique est nécessaire a la structure et/cacéité enzymatique.

Dans la deuxieme partie de ce travail nous avoaschi a localiser le pont disulfure
de la protéina, dont I'existence a été suggérée lors des préetéslerperiences. Nous avons

montré qu’en réalité I'état rédox des protéinesevan fonction de la préparation considérée

de maniére inversement proportionnelle a la quadit zinc présente dans le site métallique
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les cystéines du site métallique d’'une protéinectgfte en zinc tendent a étre oxydées en
pont disulfure. Un milieu réducteur (présence dd'Pgermet de régénérer les cystéines sous
forme de thiolates aptes a chélater du zinc exoggnainsi de réactiver la protéine. En

réexaminant le processus d’activation de la pretéinnous avons ensuite déterminé que le

DTT n'est pas essentiel a I'introduction du radiglkinyle dans la réductasen absence de

DTT, le taux d’'incorporation du radical Glgst d’autant plus élevé que la proténeontient

de zinc. Les nouvelles préparations de protéinehes en zinc contiennent sensiblement la
méme quantité de radical glycinyle en absence gtrésence de DTT, mais curieusement
I'ajout de DTT dans le test d’activitt RNR provodaestimulation importante de I'activité
CTP réductase par un mécanisme non élucidé. llangonc pas de corrélation entre la
quantité de radical glycinyle stabilisé et I'act®&RNR. Lors de la réaction d’activation, il se
forme un radical Glypar monomere de protéine du fait de la déstabilisation sélective du
radical dans I'un des monomeres, seul un radigairglle par dimere de protéine est détecté
par spectroscopie de RPE. Le radical "Giiéstabilisé n’est pas régénéré. Le systeme
thiorédoxine utilisé en quantités catalytiques doechiométriques stabilise le radical
glycinyle ; au contraire la mutation des cystéidassite métallique de la protéineet 'ATP
provoquent une déstabilisation complete du radiCak résultats montrent la sensibilité du
radical glycinyle et soulignent I'importance du tdte des radicaux par les protéines qui les
mettent a profit. Ainsi l'activité enzymatique nfegas nécessairement proportionnelle au
degré de stabilisation d’un radical protéique egska la réaction. Enfin nous avons montré

par une technigue de marquage isotopique de l&ipeat que le transfert de radical de Ado

a la glycine 681 s’effectue de maniere diretie complexe [4Fe-4S]-SAM de I'activase et la

glycine catalytique de la réductase se situent @gmroximité spatiale I'un de l'autre.

Dans ce travail le mécanisme de formation du radiyainyle a été examiné. Etant
donné les résultats relatifs a la fonction du DTin, objectif pourrait étre d’étudier les
réactions consécutives a l'introduction du radi€dy’, et en particulier la maniére dont

s'effectuent les transferts de radicaux entre yaigeé 681, la cystéine 384 et le substrat. A ce
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stade de I'étude de la RNR anaérobig.doli, 'obtention d’'une structure cristallographique
du complexe entre les protéine®t 3 semble indispensable a la compréhension détaiéée

interactions entre la réductase et I'activaseékdle atomique.
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Titre

La ribonucléotide réductase anaérobi€eatherichia coli une protéine a zinc.
Importance du site métallique pour la structuréaetivité de I'enzyme.

Résumé

Les ribonucléotides réductases (RNRs) sont desneeyubiquitaires essentielles pour la
synthese d’ADN. La croissance en anaérobiogesahierichia colidépend d’'une RNR de
classe Ill. L’'enzyme activée contient un radicaisskle a I'oxygene situé sur le résidu G681
dont la formation implique l'intervention concertdaine protéine activatrice fer-soufre, de
Sadeénosylméthionine, de dithiothréitol (DTT), etud’ systeme réducteur. La structure
cristallographique de la RNR du bactériophage Tév&lé la présence d’un site métallique
Zn(Cys), dans la partie C-terminale de la réductase. Dangavail nous avons défini de
nouvelles conditions de purification conduisantea dnzymes tres actives, montré que le zinc
contrdle la structuration de la boucle Cter cométa site radicalaire et que, contrairement a
ce qui était admis depuis plus de 15 ans, le DTitervient pas dans la formation du radical
Gly mais plutdt dans les transferts radicalaires gBlyeet le substrat.
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Title

The anaerobic ribonucleotide reductase frdacherichia coli a zinc protein.
Importance of the metal-binding site for the enzygtracture and activation.

Abstract

Ribonucleotide reductases (RNRs) are critical eregyior thede novosynthesis of
DNA in all organisms. For its anaerobic growltscherichia colidepends on a class 11l RNR,
which harbors in its active form an oxygen-sensifiee radical located on the Gljresidue,
the formation of which involves the concerted attad four components :an activating iron-
sulfur protein, Sadenosylmethionine, dithiothreitol (DTT), and adueing system. A
Zn(Cys), center has recently been found in the C-termiegion of the crystal structure of
the RNR from bacteriophage T4. In this work we defnew conditions allowing for the
preparation of a high specific activity reductagée show that the zinc site controls the
structuration of the Cter loop carrying the radsié. Finally we demonstrate that DTT is not
essential for radical formation but rather actsradical transfer reactions between Giynd
the substrate.
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