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RESUME.

Les catalases, les peroxydases et les catalaseydases (KatGs) a heme régulent la
concentration cellulaire du peroxyde d’hydrogenan®ces protéines, nous avons caractérisé
la formation d’intermédiaires issus de I'oxydatida tyrosines et/ou tryptophanes. La prise en
compte de ces radicaux nécessite le réexamen danieg®e de ces enzymes, centré sur
I'oxydo-réduction de I’'hnéme. Pour étudier ces imtédiaires, nous avons utilisé une approche
combinant la spectroscopie de Résonance Paramagmétiectronique multifrequences (9-
285 GHz), I'absorption UV-visible, la mutagenésegiie et le marquage isotopique.

L’étude de huit catalases, nous a permis de désromtie la température de réaction, le pH et
I'excés d’oxydant favorisent la formation du raditgosyle dans les catalases de foie de
bceuf, d'érythrocytes humains, dB. abortus et de M. lysodeikticus Nos résultats
expliqueraient les différences d’efficacité dansliemutation du bD,. Le transfert spontané
d’électron entre la tyrosine et la porphyrine demi compétition avec la réaction entre
I'intermédiaire [Fe(1V)=0 Pdf] et le HO,.

Avec la catalase-peroxydase &e pseudomalleinous avons identifié la formation d'un
radical tyrosyle et de deux intermédiaires tryptopfies, I'un formé sur le Trp330. Notre
étude de sept KatGs a demontré que les radicapioplyanyles sont uniques mais que les
sites de formation ne sont pas les mémes, ce quligarrait en partie leurs différences de
réactivité vis-a-vis de 'ABTS et de l'isoniaziddous avons démontré que, dans les KatGs,
les radicaux protéiques peuvent jouer le réle dacteurs dans I'oxydation des substrats et

gue le mécanisme de la réaction de dismutation Hifféere de celui des catalases.

Mots clés Spectroscopie de Résonance Paramagnétique Hiectep Peroxydase, Catalase,

Radicaux protéiques, Intermédiaires réactionnedsstert d’électron, stress oxydant.






Tryptophanyl and tyrosyl radicals formed by intrdesular electron transfer
to the heme in catalases and bi-functional perosggaand characterized b
an Electron Paramagnetic Resonance (EPR) spectpysand UV-visible

electronic absorption spectrophotometry.

<

ABSTRACT.

Catalases, peroxidases and catalase-peroxidastasjkkagulate the cellular concentration of
hydrogen peroxide. We investigated the reactiveermediates of these enzymes by
combining multifrequency (9-285 GHz) Electron Paagmetic Resonance spectroscopy, UV-
visible electronic absorption, deuterium labellangd site-directed mutagenesis. We identified
tyrosyl and tryptophanyl radicals as alternativ@ctive intermediates to the [Fe(IV)=0 Pr
The comparative study of eight catalases allowetb weemonstrate that temperature, pH and
oxidant concentration favour the formation of thee(V)=0 Tyr] species in beef liver,
human erythrocyted8. abortusandM. lysodeikticusatalases. These findings would explain
the different specific activities with J@, of these enzymes. If considering that the
spontaneous electron transfer between tyrosinetlaagorphyrin would be in competition
with the HO, disproportionation.

KatGs are bifunctional enzymes, which dispropodien the HO, as efficiently as
monofunctional catalases, due to specific strutfeatures. Our EPR study showed that the
reaction mechanism of KatGs is more complex that ¢t peroxidases and catalases. One
tyrosyl and two tryptophanyle radicals were detgdte B. pseudomalleKatG. Substrates
tests performed with ABTS and isoniazid (front-lipeo-drug used in the treatment of
tuberculosis) revealed that these protein-basedalsdcould play the role of cofactors.
Comparison of the protein-based intermediates fdring seven KatGs, showed that the
tryptophan radical site is unique but not conservidte localisation and the nature of the

protein-based radicals may influence the reactviti{atGs towards substrates.

Key words Electron Paramagnetic Resonance spectroscopxigase, catalase, protein-

based radicals, reactive intermediate, electrarsfes, oxidative stress.
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[Fe(IV)=0 Por™]......... Oxoferryle radical porphyrinique cationique

[Fe(IV)=O Trp°].......... Oxoferryle radical tryptophanyle

[Fe(IV)=O Trp *"]........ Oxoferryle radical tryptophanyle sur le résidu pnoa
[Fe(IV)=0 Tyr]......... Oxoferryle radical tyrosyle

Feo Fer

GouGly.........ce.on .. Glycine

P € 11V 51

O iiiiiiiiieiienieeeee.. g effectif

GHz........................ Giga Hertz
0P PP o [ 1o [ (o] o=
GlnouQ.................. Glutamine

GluouE.................. Glutamate
GlyouG.......co e Glycine
GO.............evevven... . Galactose Oxydase
HouHis .................. Histidine

o U Proton

HoOguvviviiie e Peroxyde d’hydrogéne

HEC........................ Catalase d’érythrocyte humain
HisouH.................. Histidine

HPC......oooieee e, Catalase dHélicobacter pylori
HPIL .o Catalase-peroxydaskEscherichia coli
HPIL....oo, Catalase Escherichia coli
HRP.....ooooiiiiee, Peroxydase de raifort
loulle............oeenis Isoleucine
lleoul............oooiis Isoleucine

INH Isoniazide
Koulys..................  Lysine

Ko, Calvin

KatG....................... Catalase-peroxydase
kcal.mol™.................. Kilocalorie par mole

K ate e eenaneeianeeeiienans Constante catalytique
kDa........ooooveiennn, Kilo Dalton

kd.mol™. ... Kilo joule par mole

K imeeeeee e e e Constante de Michaelis-Menten
Louleu.................. Leucine

LeuoulLl.........e..nn o Leucine

LiP. e, Peroxydase de lignine

LL. i, Boucle large (large loop)
LysouK.................. Lysine

M ou Met.................. Méthionine

ML sh................. Mole par litre par seconde
MCPBA............coee. Acide m-chloroperoxybenzoique
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MetouM.................. Méthionine
minou mn................ minute

ML, millilitre

MLC....................... Catalase d#&licrococcus lysodeikticus

mM=mmol. L™........... milli molaire

MNn..............eeevveve... Manganése

10 milliseconde

MT.......eeeeeveennnen... milli tesla

MtKatG................... Catalase-peroxydase tycobacterium tuberculosis
MV.........oocceeeevveeen. millivolt

MW ., Poids moléculaire

NOouASN.................. Asparagine

NADP(H).................. B-nicotinamide adénine dinucléotide 2’-phosphate
NDP........................ Ribonucléotides diphosphates

ML nanometre
NTP........................ Ribonucléotides triphosphates
O Dioxygéne
PouPro................... Proline

Pioeecviiiiiiiiiiien ... Puissance de saturation
PAA......coii Acide Peracétique
PerA........................ Catalase-peroxydase Bacillus stearothermophilus
PFL..o Pyruvate Formiate Lyase
PGGo.o i, Prostaglandine &
PGHa..oooiiiie Prostaglandine
PGHS...................... Prostaglandine H synthase.
Phoo Phéophytine

PheouF.................. Phénylalanine

PHf.......oceeiievevenenee.. pHfinal

PMC........................ Catalase deroteus mirabilis

PMC-PR.................. Catalase deroteus mirabilisésistante aux peroxydes
ProouP................... Proline

PSI..................e...... Photosystéme |

PSH..ooiii Photosystéme Il

PVC........................ Catalase d@enicillium vitale

QouGiIn..................  Glutamine

Qi Quinone

ROUAIg.................. Arginine

RcKALG................... Catalase-peroxydase &hodobacter capsulatus
RNR......cooiviieeen Ribonucléotide Réductase

ROH......coioi i Alcool

ROOH...........ccooel . Peroxyde

ROS........................ [Especes de I'oxygene actives
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RPE........................ Résonance Paramagnétique Electronique
SousSer................... Seérine

St seconde

SAM ou AdoMet......... S-adénosylméthionine
SerousS.................... Serine

SMC....ooviiiiiii Catalase d&erratia marcescens
SyKatG.............o.ee. Catalase-peroxydase 8gnechocystiBCC9803

TouThr..................  Thréonine
tBHP........................ tert-butylhydroperoxyde
ThrouT.................. Thréonine

TrpouW......ooovenen. Tryptophane

TyrouY.....oooovviennnn. Tyrosine

UV..........eoeeeieeeevvn. Ultraviolets

VouVval................. Valine

ValouV................... Valine

WouTrp...ccooevvvennnn. Tryptophane

YouTyr...oooooevneneen. Tyrosine

ZFS.... Levée de dégénérescence en champ nul



TABLE DESMATIERES




- XII -



Table des matieres

INTRODUCTION GENERALE ..ottt ettt e e e e e e e et e et e e e e e e e e e e e aesaaa s 1
LES RADICAUX PROTEIQUES IMPLIQUES DANS LA CATALYSE ENZYMATIQUE ......cccccccevveeennn. 7
INTRODUGCTION . ... ctetettttt et e et et eem ettt ettt et e e e e e e e e e e 44 e s o bbb bbb e e e e et e e e e eeeeeeeaesaa s e abeb bbb bbe e e e eeeeeeaeens 9
|. LES RADICAUX PROTEIQUES EN BIOLOGIE ... cceuuiituieeiieeeeteeetaeeetaeesnasesannaeesneeeansesannsessneeennaesanneeesnns 10
[.1-Principe de la catalySe radiCalaire....... oo e e e e e 10
I.1-1 Le transfert MoNO-EleCIONIGUE ..........uuiieie it e e e e e s e e e e e e s e e satbraeeeaeeeaan 10
I.1-2 Les réactions de transfert d’atome d’NYAr@EN...........cc.ueeiiiiiirieiiiee et e e e e e e eeee e e nnaeeee s 11
1.1-3 Les réactions de transfert COUPIE ProtONTBIBC ............eveeriiiieeiiiiee e e e e eeee e ee e e neee e eneeas 11
I.2-1dentification et propriétés des radiCauX PAOEES. ..........veeeeeeeiieiiii et e e e e ereeaaaaaeeeas 12
Il. LES RADICAUX PROTEIQUES ET LA CATALYSE ENZYMATIQUE .. .ccuuiiitieeeeieeeeeeeeieeeenseeeneesaneeenenseeanneees 15
[1.1-Les RIbONUCIEOtIAES REAUCLASES. ... .. ceeerim ittt e et e e e e e e s s nnneeeeeas 15
11.1-1 Formation du radical tyrosyle chez les RNREIBSSE |. ...........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiie e ceeeee e 19
11.1-2 Formation du radical glycyle chez les RNRTESSE 1. 20
11.1-3 ROle du radical thiyle Chez 1S RNRS. ... e e e e e e e e e e e e e naees 21
1 I W T 1 = Tod (0 LTI @ )4 Yo = L PR 22
[1.3-La Prostaglanding H SYNTNASE ........iiiieeeeeeiiieeeeeee e ee e e e e e e e e e e 25
L I 5T} (0153 V7] 1= 1 0= 1 PSRRI 27
I1.4-1 Chaine de transfert d’électron au sein dU@ESIEME 11 ........ooiiiiiiieiiiee e e e e 28
11.4-2 Role proposé pour les radicauXx tyroSYIES B €L.......c..uuieiiuuiieeiiiiieeeeieee e s eeeeaeesteeeeeseeeee s snneeeeasneeeeeennes 29
[1.5-La CYtOCHIOME C OXYO@SE. ... uuuuvverees o s s ssesttattaaseeaeeeaeaaaaeaeaaessssaaansssssseseeeeraaaaeaaaeaessessnnannnnnnns 30
[1.6-La CYtOChIOME C PEIOXYUASE. ... s e s ettt e e e eeeaeaaaaeaeeeeaaaaasnnsanbenaannereeeaaeaeaaeaeesessnnn 32
CONCLUSIONS ...ttt oottt ettt e et e e e e e e aaa e s bbb bbb bbb e s e e ettt e et e e aeeeeaeeseesaaannn 36
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. .......otiuiuitimeeteteescsetetsestseieiees sttt sss s 37

APPROCHE EXPERIMENTALE : SPECTROSCOPIE DE RESONANCE PARAMAGNETIQUE
ELECTRONIQUE ET SPECTROPHOTOMETRIE D’ABSORPTION ELE CTRONIQUE UV-VISIBLE45

INTRODUGCTION . ...ttt ettt emm ettt ettt e e e e e e e e e a4 e e oo a b be e e ettt e et teeeeeeeeeeaaa s s nnnebanbbnbeeneees a7

I. LA SPECTROSCOPIE DRESONANCEPARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE(RPE) ............................................ 48
I.1-Les principes fondamentaux de [a SPeCtrOSCRIFE..................uuuiiiiiiiiiiiiiiiie e 49

I =T =T o ] L= PO PP U PP P ST PPR 49

1.1-2 L'effet ZEEMAN ISOIIOPE. ... ..uuvieiie s cmmmsetee et e e e e e e ettt e e e e e s e ettt e e e e eesatbb e e et e e e e s e assatbaaaeaaeeessansnssreeeaaens 50

1.1-3 Les interactions NYPEIfINES ..... ... ittt e e e e e e e e e e s be e e e e e eeeanns 54

[ O = o Tox = o R PRSP PRURRRPRN 56

1.1-5 La tranSition RPE.........oooiiiiit ettt e e e et e e et e e n e e s e e enrn e 59
1.1-6 Levée de dégenérescence €N CHAMP MUl cae . ieiiieiiiie et e e et e e tee e e e sntee e e e eeeeeesnneeeeeenns 61

1.1-7 GENEralites SUT 1€ SPECIIE RPE. ....... oo et eeiiitttieet e e e e ee sttt e e e e e s e st e e e e e e e e s sssbbareeaaeeesessntrenseeaeeesad 63
1.1-7 @) INteractions MAGNELIGUES. .........iceeeeeeee e ittt e e e e e e e et e e e e e e sessar e e e e e e e e s e sanraaeeaeeeeessnnsnraneeesd 63
1.1-7 b) POSition de raie et @niSOtIOPIE. ... caueemreeeeieiiririiiiieeeeeeeiiiree e e e e e e sesirr e e ee e e e s s ssasareeeaaaeeessnnsnrareeesd 63
1.1-7 c) Origine de la forme et de la largeur d@.La............ccoiiiiiiiiiiiee e 64
1.1-7 d) Amplitude du SIGNal RPE .......... ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e nneneeeeas
1.1-7 e) Le phénoméne de saturation
1.1-7 f) Le phénomene de relaxation
I.2-Les différentes techniques de [a SPeCtrOSCRIFIE. ............uuviiiiiiiiiiirieree e e e e e e e e e 67
1.2-1 La spectroscopie RPE CONVENTIONNEIIE. ..occoiiieeiieieiee ettt e e e e e 67
I.2-2 La spectroscopie RPE a champ intense et i@ f@guence. ............ccoeeiiiiiii e 73
I.3-Les spectres RPE dans le cas de poudres @ldBomIS gEIEES. .......cccoviiiviiieeiiiiiiieeeeniiiie e 76
1.3-1 Allure générale d’'un Spectre & SYMELrie @XIAl............occiuuviiiiiee i s e e e e e e e e e e e e e e sanens 76
1.3-2 Allure générale d’'un spectre & Symetrie rhlB. .............cccvviiiiiiieeiiiiiees e e e e e e snrrareeeeas 78
I.4-Spectres des espéeces d'interét de Ce travail..........cccocuvviiieiiiiiiii e 81
1.4-1 Spectre du Fe(lll) spin fort du site actidmtalases et des KatGs. ..........cccvvevieeiiiiiiiiiiienie e 81
1.4-2 Spectre du composé | [Fe(IV)=0 PairL'interaction d’éChange..............covemeeeeeieeeeee e 88
[ Y N €1 0 1= = 1] (= PP PRSP PRRPR 88

1.4-2 D) CaS AU COMPOSE L. ..ottt memmm ettt e e e ettt e e e e e e s ettt e e eae e s s s sabtbaeeeaaeeessasbtsseasaaeeeessnnre 89
1.4-2 c) Les radicaux protéiques tyrosyle et trgtBNYIE. ...........ooiiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e 92

- XII -



Il. LA SPECTROPHOTOMETRIE BABSORPTION ELECTRONIQUEBJV-VISIBLE. ....ciiieeeiiiieeererniniis e e e e eeeeeeeneees 95

I1.1- Principes de la spectroscopie d’absorptioBEHONIQUE. .........ccevviiieieeeeiiiiie e e e e e e e 95
L0 R 7Y =T - 1 (=SSOSR 95
L0 R g Yo [0 (o I g =To T4 T 11 =SSR 96
11.1-2 @) TranSitioNS ElECIIONMIQUES. ........ciicieiiiiei e e ettt e e e e s e e e e e e st eeaeeeseasatbbereeeaaeeseasnnre 96
11.1-2 b) Absorption [UMINEUSE €t SPECIIE ASSOCIE. ... uurririieeeeei ittt e e e e e s errree e e e e s s e e e e e e e s ssbaraeeeeas 97
11.1-2 ¢) Types particuliers de tranSitioNS. .oouuee.iiiiie e ss e e e e e e e e e e s seneaaeeees 99
I1.2- Spectres d’absorption electroniques des esp@&tudiées dans ce travail..........ccccccvvevvecvvinnnnn. 101
|2 A = o T ] 1) 11 T EUPR PP SUPUUPPRPN 102
11.2-1 @) GENEralites SUr 1€S POIPRYIINES. ..ceeeee i e e e e e s raaee s 102
11.2-1 b) CaracteriStiqUES SPECIIAIES. ......ccccieeeiiiireeitiieeeeiiie e e et e e e sttt e e e ateeeeaneaeeesnsseeeeaaneeeeeeansneeeeannees 103
[1.2-2 LES ©SPECES PrOLEIGUES. ....eeee i eeeiemceemeeesesteeaeaantteeeaaeeeeesaseaeeeeanteeeeasseeeeannaeeeeansseeeeansseeeeannseeeesnsnnees 105
11.2-2 @) L’enzyme natif : FE(II) SPIN fOIt. et 105
I1.2-2 b) Les composés oxoferryles: [Fe(IV)=0 Pbet [Fe(IV)=0], [Fe(IV)=0 Tyi], [Fe(IV)=0 Trp]. .... 106
1. APPROCHE GENERALE. .....uuiituietti ettt e et e e et e e et e e e e e eeaa e e eaa e e et e e e aa e e ann e e aaneeetneeenasensnnaeennseennneennnn 108
CONCLUSIONS ...ttt e oo oo oottt et ettt e ta e e e e e s aa s s s e bbb bbb s se e e e ettt e eeeaeaaeeesaan 109
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. .......cuouiuittittimmeeeteeeses st sesssesesesesasesesssesasasasnsneas 110

LES CATALASES : NOUVELLES PERSPECTIVES MECANISTIQUE S

.............................................. 511
(NI @510 0 1 [0 ] PO 117
A. LES CATALASES A HEME : PROPRIETES STRUCTURALES ET FONCTION. ......ccoccvvvviieereennn. 117

|. LES CATALASES: STRUCTURES . ... .iituitiiteiiteetttaee et e et ee et e e e e e e e et e e et e eeeta e esaeestaaaeatneeesnaaaesnaaaeanns 119
[.1-Description de la structure globale. ..............uiiiiiiiiii e 119
[.2-Le site actif €t 18S CANAUX O'ACCES. ... .o eeeeeeeeeteriiieie s e e e e e e et e ettt eseeeeeeeeeeeessrab e areas 121
[.3-Le site de fiXxation du NADP(H). ...ccoo oo e e e e e e e e e s e e e e e eaaaaeaaeeas 123

Il. LES CATALASES: ASPECTS FONCTIONNELS .....uuutitttttiieeetttttaeeeeettteeeessstaesaesestanaeesestaneesestnnaeeessnnaaaaees 125
1 = (=Y Tox 1o T T o= = )Y £ o U R 126
[1.2- Structures des intermédiaires CatalYliQUES. wu . vviiieieeeeeeei e it reee e e e e e e e e e s s eneeeeees 126

1], PROBLEMATIQUE. ... ittttueeetettu e eeeettseeesestas s eeseeaaaaneeeesaaaaaeeesaanaaesasannaesastanseeesnstansaeeessnnneeeeesnnnneanes 127

B. ETUDE COMPARATIVE DES CATALASES PAR SPECTROSCOPIE DE RESONANCE
PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE ET PAR SPECTROPHOTOMETR |IE D’ABSORPTION UV-
VI SIBLE. ..ottt ettt e et e e e e et e e e ettt eee ettt eeaetaettaeetettaeetettaeteet e ateetaaaaaeeraan 129

|. CARACTERISTIQUES DU SPECTRRPEET DU SPECTRE DABSORPTIONUV-VISIBLE DES CATALASES A LETAT

[ T =1L 30L

Il. CARACTERISATION SPECTROSCOPIQUE DES INTERMEDIAIRERARICALAIRES FORMES AU COURS DU CYCLE

CATALYTIQUE DES CATALASES ...iittuuiieiiititeeteettteeeettunaeeestttaesesssstanaeeestaneesesteesesttaesssrnaaeeeeernnans 133
I.1- Formation d’'un composé [Fe(IV)=0 P#dj stable : catalases de B. pertussis et de B. fimgi....133

11.1-1 Résultats pour la catalaseBIEDEItUSSIS..........iiuuirie i et eee e e e e e st ee e e e e e e sneee e e e neeeeeene 35
11.1-2 Résultats pour la catalaseBIEfragiliS.............ooiiiiiiiiiiie e 136
[1.2- Formation d’'un intermédiaire alternatf [FE(IFO TYI]. coocurreiiiiiiieee e e 139
11.2-1 INFIUENCE AU PH. e e e e e e et e e e e e e s e et e et e e e e e e s s abtbaeaeeeeeesannranees 139
11.2-2 Influence de I'eXCES d'aCide PEIraCEAIGUE. mum . iiiiiee ittt e e e ettt e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e enaees 143
11.2-3 Influence du temMPS A& FEACTION. .......cemmmceeeeei ittt e e e se s e e e e e e e s st e e e e e e e e s sensaraaeeeas 146
11.2-4 Influence de la CONCENLIALION. ...t 149
11.2-5 Puissance de saturation du radiCal tyrOSYIe.........cooiueiiiiiiie e 150
11.3- Aucun intermédiaire radicalaire dELECTE. ..........uvviviiiiiei e 153
11.3-1 Cas de la CatalaSEEILON. ..........ceeveeeieiiiiiiiiiii s s s s e s e s e e e e e e e e e eaeaaaaaaaaaaeeeeeaaeeeeeerererereanes 153
11.3-2 Cas de la catalase BeSYINQAE. ...........uuiiiiiiaai et e ettt e e ettt e e e e e e e e e aae e e e e e e e e e s annnneeeaens 154
11.3-3 Cas de la catalase BEMArCESCENS. .........cuvvviureiiiiiiiiii e s e s e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaaeeees 157
| B T[T o 171 (o] o TSP PIPRR 159
11.4-1 Analyses de séquence des catalases et ptiopate candidats pour le site de formation ducadyrosyle.
................................................................................................................................................................. 159
11.4-2 Analyse des structures CristallographigUeS.............uuveiiieeiiiiiiiiiiiee e e e e e e eee s 163
I1l. CORRELATION ENTRE LA STABILITE DES INTERMEDIAIRES FEMES ET L ACTIVITE CATALYTIQUE . ............ 166
IV. VERS UNE ACTIVITE PEROXYDASIQUE DES CATALASES ....iit ittt et e s st s saae s s s eaas 170
CONCLUSIONS ...ttt e ettt e e e ettt e e e e s aat e e e e s e sa b e e e e e e bt eeeeetaaeeesestaneesestanaeeens 181
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. .......oouiiti ittt sttt ettt aste e e testesne e saesen e 183

- XIV -



CATALASE-PEROXYDASES : VERS LA COMPREHENSION DU ROL E DES RADICAUX
PROTEIQUES DANS LE CYCLE CATALYTIQUE CHEZ LES ANCET RES DES PEROXYDASES189

LNV I O 110 1 [ SO 191
A. LES CATALASE-PEROXYDASES. ... .ottt ettt e e e e e e e e e e s e e s s e enreeneeees 191
|. BPKATG: STRUCTURE CRISTALLOGRAPHIQUE ET PARTICULARITES.....uuutturtirrerrereereeeaeaessessasassnnsnssnnneens 192
S (0 T (U (=0 ][] o F= 11 PEESERSRR 92
I.2-Présence de trois larges boucles et d'un ‘slstiéch’ dans la région catalytique. ..........ww.......195
[.3-Le canal d'acCes deS SUDSITALS. .........uuuuiuiiiiiiiiiiiiieeeeeee e eee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaeees 197
[.4-L'adduit Trp(111)-Tyr(238)-Met(264) et la comfoation de Arg426 ............ccccvvvvieieeimeeninenneee. 198
[.5-Modification du Trpl1l de BPKALG. ..ottt e e e e e e e e e eeeeeeeees 200
Il. RELATIONS ENTRE LES DIFFERENTES ACTIVITES DBPKATG.....ccutiiiiiiiiiie it veeme e 202
I1l. LES CATALASEPEROXYDASES LES INTERMEDIAIRES RADICALAIRES ....cccvvvinieeiiiiinieeeesiiieeeeainnseesenennns 203
Y = =l = PSR 204
B. CARACTERISATION DES RADICAUX FORMES CHEZ LES KAT GS PAR RPE
MULTIFREQUENCE ET MUTAGENESE DIRIGEE. ........ccccct oottt a e e e 206
|. CARACTERISATION PARRPEDES INTERMEDIAIRES RADICALAIRES DEBPKATG. .....cccvvviiiiiiiiiieeieeeeeeeee e 207
I.1-Etude de la réaction de BpKatG avec I'acidegm@tiqUE. . .....uuvveererieeeeeeeeeeeeesie e mmemmeeveeeveaeeeeeees 207
I.2-Le cycle catalytique de BpKatG en absence UtEAL..................oooveiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 216
[.3-Effet de I'acétate de SOUIUM. ... e e e et e e e e e e e e aaaeaaaaas 219
I.4-Reaction de BpKatG avec d'autres OXYaNTS. oo ..ooo ittt eee e 220
I.5-Réactivité des intermediaires radicalaires sisds des substrats dans la réaction de type peiasg.222
1.5-1 Réaction entre BPKALEL FABTS. ......ciiiiiiiiiiiiii ettt e e e e s ettt e e e e e s s st b br e e e e aeeseasnntbaereeaeaeannes 225
1.5-2 Réaction entre BpKatG et I'iSONIAZIAE. .....ccciieiiiiiiiiiiiiee e e e 227
Il. CARACTERISATION ET COMPARAISON DES INTERMEDIAIRES RBICALAIRES FORMES PAR LEKATGS....... 228
II.1-Dépendance du signal RPE a 9 GHz des KatGisemtavec le pH. ........ccccooveiiiiieeeeciieee e, 228

Il.2-Intermédiaires radicalaires formés par les Kt
I1.3-Influence de la température de mélange suptaation des intermédiaires radicalaires des Kat3g

I1.4-Détermination du réle des intermédiaires raali@ires : tests avec les substrats. .........ccccee..... 237

[1.4-1 REACHON AVEC IAB TS, ..ot eee e e e e e e e e et e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e eaaaaeseeeseenaaeeeaeaen 238

11.4-2 REACHON AVEC IINH. ...uiiiiiiii ittt e e e e s e s e e e e e e e e e aeeeeeeaeaeaeeseseeseeaenens 243

(00 ]\ (O I 0 ] [0 N ST 246
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ..ottt ettt ettt eas e 250

VERS LA COMPREHENSION DES PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQ UES DETERMINANT LA

STABILISATION DES INTERMEDIAIRES TRYPTOPHANYLES ET TYROSYLES ......coovviivieeeeens 253
NI R{O 510 O 1 [0 255
A. LA PEROXYDASE DE RAIFORT oottt ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e eeaas 255
|. GENERALITES ETSTRUCTURETRIDIMENSIONNELLE ...cvutiiittieitteeeet i eeeaee et eeeieessaeeeetneesesnssesnnsesrneesennnees 257
1. MECANISME CATALYTIQUE ...iituiiietieette ettt e et e e et e e e e e e e e eea e e et ee e b e e s aan e st s eetn e eannsseransenensseennsereen 258
I1l. CARACTERISATION PAR SPECTROSCOPIES RBBSORPTIONUV-VISIBLE ET DE RESONANCE
PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE ....uuiiittieteeeeit e et ee et e eet e e eeteessaae e s et e s eaa e e s san e e e aa s eeean e sannsesbneernnnenen 262
B. LA PEROXYDASE DE RAIFORT MODIFIEE. ... ettt e et e e e nas 263
|. RECONSTITUTION DE LA PEROXYDASE DE RAIFOR T . cuuituiittiittiittittneetneisneeaettaesssssntestessnssssesnessniesnessnsssns 266
Il. CARACTERISATION DE LA PEROXYDASE DE RAIFORT MODIFIEE. ... .u.iuuiiitiitniitiiinieineiineiaesiessnessnesnessnsssnnes 267
(0@ 1\ ( O I 1] [0 N1 274
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ...t e et e e et e e e e e et e e e e e aaneeeeeenen 275
CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES. ... .ot 277

- XV -



ANNEXES .ottt e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 283

|. SPECIfICAtiIONS Bt PrEPAIALIONS. .....iiieicceecmm ettt e e e e e e e eeeeeee e s s s serea e e e e eeerreeaaaaaeaeaeessesanaannnnnnns 285
IR T S (0T 4= o= o o PP PPR PRSP 285
2 =S o o 74 0 1TSS 285
I.3-Purification de la catalase de foie de DoaUL.............oooiiii e 286
1.4-Mise au point des conditions expérimentales pEriexpériences RPE ...........cccccceeevvcieeeeeenee, 286

II. Procédures expérimentales de chimie OrganiQUE .............eueiiiiiiiieeeiiiiiiie e e eeieee e e s eseieree e e s seneaeeeas 33
[1.1-Synthése de l'isoniazide marqué a 'azote.15.............ovveeiiiiiiiie e 288
[1.2- Synthése du composé Protohémine-6-(7)-L-métkter de la tyrosine...........ccoccvveeieiiiciiieeeenins 289
[1.3- DEProteCtion dE 18 TYTOSINE ....cciueiiiiee et e ettt e e e s e e e st e e e e e s st e e e e e e e snsbaeeeeeeansrees 291

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES. ...ttt ittt ettt et rbe e e e s e e 292

- XVI -



INTRODUCTION GENERALE







Introduction générale

Dans les systemes biologiques, les réactions defénd d'électron sont spécifiques a
plusieurs processus biologiques, tels que le mbésab® énergétigue (photosynthese,
respiration ou fixation de l'azote), la biosynthBsemonale ou la détoxication. La plupart des
protéines impliguées dans ces processus posséeaeon umétallique dans leur site actif (les
plus fréquents étant le Fe, le Mn, le Mo et le @u) intervient en tant que centre redox.
Certains systemes disposent de cofacteurs organigoeme les flavines ou les quinones,
susceptibles de former des radicaux relativemealest. Les quinones participent aux
transferts d'électron dans les mitochondries oeaus de la photosynthese, tandis que les
flavines sont des intermédiaires dans des réactiensansfert d'électron chez les enzymes
contenant des hémes, des centres fer-soufre ouotidbaene. Parfois, a l'instar des centres
photosynthétiques, des radicaux protéiques et papiement les centres métalliques sont
impliqués dans la catalyse. Ainsi, les moléculeslderophylle, les cytochromes, les centres
fer-soufre, les sites a manganése, les semiquirgtrles radicaux tyrosyles sont associés les
uns aux l'autres de fagcon a assurer, par leursriptép redox respectives, un transfert
d'électron efficace au niveau de la membrane piotbétique.

Il devient de plus en plus évident que les radidass de I'oxydation d’acides aminés
ont un réle important dans la catalyse enzymatiqu&me si peu d'entre eux n'aient encore
éte parfaitement caractérisés et clairement assaci@éine fonction biologique. Darls
premier chapitre de ce manuscrit est exposé [I'état des connaissarste des
métalloprotéines pour lesquelles le rble des radigaotéiques dans la catalyse enzymatique
a été identifié, comme la ribonucléotide réductisgalactose oxydase, les prostaglandines H

synthases et le Photosysteme II.

Les catalases et les peroxydases, et égalementipesoxyde-dismutases, jouent un
réle essentiel dans les mécanismes de régulatisirdss oxydant cellulaire. Chez les étres
vivants, ces enzymes ont des fonctions complémestai ils sont impliqués dans
I'élimination d'espéces réactives dérivées de Hexye (ROS), telles que le peroxyde
d'hydrogene (kD,), les peroxydes organiques, les radicaux supemX@l ) et hydroxyle
("OH), qui sont naturellement produits vivo par la cellule mais qui ont a fortes doses, des
effets néfastes, tels que le cancer et l'accébéradu vieillissement cellulaire. Les ROS
intracellulaires sont majoritairement produites ldam mitochondrie, mais on les retrouve
également dans le cytosol. Les especeS & HO, sont aussi produites dans les
chloroplastes de plantes et des cyanobactérigstdtaction contre ces especes oxygénées est
alors assurée par les superoxyde-dismutases,rbase@eroxydase et la catalase-peroxydase
(a heme). Le peroxyde d’hydrogéne joue un role aaidbint : pour de faibles concentrations,
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il est impliqué dans la signalisation cellulairégra que pour des valeurs plus élevées il
devient toxique pour la cellule. Les relations erl&r présence des catalases et des catalase-
peroxydases, leurs activités enzymatiques et &adibigu bivalent du peroxyde d’hydrogéne

ne sont pas bien connues.

Les catalases et les peroxydases mono- et bi-tometlles sont des hémoprotéines.
Bien que le site catalytique de ces enzymes sodlik® au niveau de I'héme, des radicaux
issus de Il'oxydation d’'acides aminés sont forméezchertaines de ces hémoprotéines.
L'identification de radicaux protéiques en tantiopgrmédiaires du cycle catalytique des
catalases et des peroxydases offre une nouvelpgmrive d'étude de leurs mécanismes et
nécessite un réexamen de la relation structureifonde ces enzymes. L'étude détaillée, et
notamment, la détermination précise de la strucdleetronique des intermédiaires redox du
cycle enzymatique, s'avére nécessaire pour miempiandre le réle physiologique de ces
enzymes, leurs différences fonctionnelles et leyécificités vis-a-vis des substrats et des
inhibiteurs. Pour obtenir des informations surdesictures électroniques et la réactivité des
intermédiaires réactionnels, nous avons choisiildet les spectroscopies de Résonance
Paramagnétique Electronique (RPE) multifréquenc8s286 GHz) et d'absorption
électronique UV-visible par stopped-flow, associgaes expériences de mutagénéese dirigée
et de marquage isotopique. Les principes théoridada RPE et de I'absorption électronique,
aussi bien que la description de I'approche expémtale utilisée dans ce travail sont décrits

dansle second chapitre

Ce travail de thése est structuré autour de dees principaux et complémentaires :

i) les catalases, enzymes avec un cycle catalytigjativement simple et bien connu.
Un des résultats importants de notre étude estida en évidence d’'un caractere commun
avec d’autres hémoprotéines qui utilisent un méraeiradicalaire.

i) les catalase-peroxydases (KatGs), peroxydasesc aune double activité
enzymatique, considérées comme les ancétres desydases monofonctionnelles. Pour ces
enzymes, et a la différence des catalases, le catddytique n’est pas définitivement établi et
les travaux de notre groupe a Saclay, en collalooratvec I'équipe autrichienne du Prof.
Christian Obinger (BOKU, Vienne) et I'équipe caretie du Prof. Peter Loewen (University
of Manitoba, Canada) ont été a l'origine de propmss concernant les intermédiaires
réactionnels. Malgré la complexité de fonctionnetrags KatGs, nous sommes en train de
définir les intermédiaires du cycle catalytiqued&tentifier les paramétres structuraux et

environnementaux qui conferent aux KatGs une nawtifionnalité dépendante du pH,

-4 -



Introduction générale

hY

unique a ces enzymes. Cette étude présente ausserjeux pharmacologiques avec

notamment I'’étude de la KatG & tuberculosis

Aprés la mise en évidence de la formation d'unrinégliaire inattendu de type
[Fe(IV)=0 Tyr] comme état consécutif a la formation de l'intediaige [Fe(IV)=0O Por]
dans la catalase de foie de bgeilifest devenu important de déterminer si ce @digrosyle
ne constituait qu'une particularité de fonctionneinde la catalase de foie de boeuf ou s'il
pouvait étre présent dans d'autres catalases a. iZmdre part, la prise en compte d’'un
chemin alternatif de transfert d’électron intrancolldire entre I'une des tyrosines et la
porphyrine pourrait expliquer les importantes ddféces de réactivité de l'intermédiaire
[Fe(IV)=0 Poi’] vis-a-vis du peroxyde d’hydrogéne. La grande hlogie structurale, tout
particulierement au niveau de I'environnement deerie, sont en désaccord avec ces
variations de l'activité spécifique, qui peuventeatdre jusqu’a un ordre de grandeur. Le
troisieme chapitre est consacré a une étude comparative sur dessedatle mammiferes
(foie de boeuf et érythrocytes humains), de bactéEe coli, B. abortus B. pertussis, B.
fragilis, S. marcescenst P. syringag. Notre approche consiste a tester différentesliions
telles que le pH du milieu, la température de iéactle temps de réaction, I'exces de
substrat, afin de déterminer les facteurs favotisariormation des radicaux protéiques au
sein de cette famille d’enzymes et puis de testeres protéines utilisent ces radicaux

protéiques pour une activité de type peroxydase.

La caractérisation des catalase-peroxydases, eicubar celle deB. pseudomallei,
donne lieu a une étude plus approfondie du réleérdesmédiaires radicalaires protéiques au
cours du cycle enzymatique. L'étude comparativeidegsmédiaires radicalaires formés par
les KatGs deB. pseudomallei M. tuberculosis B. stearothermophilus, A. fulgidus, R.
capsulatuset E. coli, nous a permis de mieux comprendre la complexité éiversité de ces
enzymes. La caractérisation des réactions de cagdks avec des substrats dont le potentiel
d’oxydo-réduction et/ou I'encombrement stériquetsdifférents, a été réalisée pour mieux
comprendre la spécificité des intermédiaires radiies vis-a-vis de ces substrats et pour

déterminer les sites de fixation de ces dernieggjuatrieme chapitre décrit ces études.

L'objectif du cinquiéme chapitreest de comprendre les propriétés physico-chimiques
permettant et favorisant la formation de radicaustgques en tant qu’intermédiaires
alternatifs a I'intermédiaire typique des hémoprws, le composé [Fe(1V)=0 P& Parmi
les différentes stratégies possibles, telles qugli$ation de systemes modeles comme la
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microperoxydase ou l'ingénierie des sites de foimnatles radicaux protéiques, nous avons
choisi d’étudier une peroxydase de raifort reconéé dans laquelle 'héme, avant d’étre

replacé dans la protéine, a été modifié par liaisomalente avec un résidu tyrosine ou

tryptophane.

1. J. Stubbe, and W. A. Van der Donk, Protein Radicasnzyme Catalysischem. Rey1998 98, 705-
762.

2. A. lvancich, H.-M. Jouve, and J. Gaillard, EPR Eeride for a Tyrosyl Radical Intermediate in Bovine

Liver Catalase.)J. Am. Chem. Sqcl996 118 12852-12853.
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DANS LA CATALYSE ENZYMATIQUE







Inthaction : Les radicaux protéiques et la catalyseyematique

INTRODUCTION

Les radicaux sont des especes chimiques qui pagsademoins un électron non
apparié sur leurs couches de valence, soit pareeleqmombre d’électrons est impair soit
parce gu'une dégénérescence orbitalaire conduat stabilisation d’électrons non appariés
dans l'état fondamental (comme dans le cas du diéxxg). Un électron est dit célibataire
lorsqu’il occupe une orbitale atomique ou moléaela lui seul. La plupart du temps, la
présence d'un électron célibataire confére auxcutdé une grande instabilité ce qui signifie
gu'elles ont la possibilité de réagir avec de n@mkrcomposés dans des processus le plus
souvent non spécifiqgues. La durée de vie en solufies radicaux est donc souvent trés
courte. Les radicaux sont généralement obtenus rgpiure homolytique de liaisons
chimiques. Mais les liaisons chimiques ayant dergdes de l'ordre de centaines de kcal.
mol ™’ les conditions mises en jeu pour former les radicgont souvent drastiques : hautes
températures, radiations ionisantes, ultraviolets.

La science des radicaux dans les organismes visesgs développée depuis qu’en
1969 McCord et Fridovich ont découvert la super@xgismutaseé. Ils ont démontré que les
radicaux jouaient un rble important en biologie. jAwd’hui, de nombreuses preuves
montrent que les organismes vivants ont non seulersg s’adapter, mais qu’ils ont
également développé des mécanismes pour les wéilisers avantages.

Le nombre d’études sur l'implication des radicaurot@iques, persistants ou
transitoires, dans la catalyse enzymatique a émoantaugmenté ces derniéres années. Cet
intérét a conduit a la production de nombreusesag\dans le domaine. Dans ce chapitre,
nous exposerons uniquement les principes génénaiuregissent la formation des radicaux
protéiques et le role de ces radicaux dans layssgta@&nzymatique. Ainsi, nous nous limiterons
aux systemes enzymatiques qui utilisent des raditssus de I'oxydation d’'un résidu aminé

ou d’'un acide aminé modifié.
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|. LES RADICAUX PROTEIQUES EN BIOLOGIE .

Parmi les grands types de réactions présentsiemecht en biologie, deux processus
ont retenus notre attention : les réactions acabelet les réactions d’oxydo-réduction. Les
réactions acido-basiques impliquent la formation laurupture hétérolytique de liaisons
chimiques. Les substrats qui peuvent réagir selonmeécanisme acide-base sont des
molécules polaires. Parmi les enzymes utilisantype de réaction, nous pouvons citer les
peptidases, les phosphorylases (réactions d’hyskbkt les kinases (réactions de transfert de
phosphate).

Les réactions d’oxydo-réduction agissent par temstli’électron. Les réactions
d’oxydo-réduction peuvent avoir comme bilan le sfant d’'un atome d’oxygéne (réaction des
oxygénases) ou d'un atome d’hydrogene (réactiore tgpshydrogénase). Les réactions
impliquant la formation de radicaux font parties déactions d’oxydo-réduction, dans le sens
ou elles impliquent un transfert d’électron entre unolécule possédant un nombre impair

d’électrons et la rupture ou la formation homolygcd’une liaison chimique.
|.1-PRINCIPE DE LA CATALYSE RADICALAIRE

Les radicaux sont intrinsequement différents denkgorité des espéces chimiques,
dans lesquelles les électrons sont appariés. GEsedices s’expriment essentiellement du
point de vue de leur réactivité chimique. La chimaidicalaire est dominée par des réactions a
un électron, incluant des transferts mono-électyaes, les transferts d’atome d’hydrogeéne et

les transferts couplés proton-électron.
l.1-1 Le transfert mono-électronique

Les réactions de transfert mono-électronique inuglig I'oxydation a un électron d’'un
partenaire redox et la réduction du radical. Lengpe de la conservation des charges
électriqgues impliqgue qu’au cours de la réductionl’dspece radicalaire des charges nettes

complémentaires sont formées pour chaque espedie|irbe:

X'+YH - X+ YH" Equation 1-1
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La réaction de transfert mono-€électronique influe Ies propriétés acide-base des especes
formées. En effet, 'espéce %st plus basique que’ Xt YH™ est plus acide qu'YH. La
constante de vitesse des réactions de transferb+d@entronique dépend donc du pH de la
solution. Des facteurs géométriques comme le reeowent orbitalaire peuvent également

la modifier.

Le changement dans la répartition des électrondesuorbitales moléculaires a des
conséguences importantes au niveau de la réaativildique. Supprimer des électrons d’'une
orbitale liante (ou a I'inverse ajouter des éleasralans une orbitale non liante) va entrainer
une déstabilisation moléculaire qui peut étre édine de I'activation catalytique.

|.1-2 Les réactions de transfert d’'atome d’hydrogea.

Le processus le plus classique, dans les ruptwrelsaidons, associé aux réactions
radicalaires est le transfert d’'un atome d’hydregeétans lequel le proton et I'électron
constituant I'atome d’hydrogéne sont simultanénagrdchés du substr&t®®. L'arrachement
d’'un atome d’hydrogéne implique la rupture d’'uresdon simple. Le transfert concerté du
proton et de son électron permet d’éviter une sdjoar de charges, défavorable pour la
réaction. L'équation bilan d’'une réaction de transti’'un atome d’hydrogéne est donnée par

I'équation 2 :

X*+YH - XH+Y Equation 1-2

La force motrice des réactions de transfert d’hgdre est basée sur la stabilité relative des
radicaux X et Y' entre eux. Cela peut étre simplement analyséraretd’enthalpie de liaison
entre I'état X-H et Y-A La force de liaison apparait donc comme un faatdéterminant de

la réactivité des radicaux.
1.1-3 Les réactions de transfert couplé proton-éldmn.

Les réactions de transfert couplé proton-électmn Es processus les plus rencontrés
dans les réactions radicalaires non concertéestrhasferts non concertés d'un proton et
d’un électron impliquent soit une résolution spatisoit une résolution temporelle des deux
processus élémentaires. Les deux élémentsgHpeuvent utiliser différents chemins entre
I'accepteur et le donneur, comme cela est reprégertle schéma 1-1.
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Plus généralement, les transferts couplés; (&) sont des processus séquentiels, le

transfert des deux entités se faisant donc 'uesapautré®’,

Transfert de proton
X- | YH* P . XH/Y:

H+

A

Transfert
d’atome
Transfert | d’hydrogene _| Transfert
e . e e- . H+ e , .
mono-€électronique ' mono-électronique

H+
X / YH Transfert de proton "XHTTY

Schéma 1- 1: Chemins réactionnels possibles pourttansfert couplé proton/électron

Les paires donneur/accepteur d’électron et de prqieuvent étre des especes
distinctes. Le transfert d’'un atome d’hydrogénedsente ainsi un cas limite de réaction de
transfert couplé proton-électron dans lequel Iediert de proton et d’électron sont concertés
et synchrones.

|.2- DENTIFICATION ET PROPRIETES DES RADICAUX PROTEIQUES

En 1977, Sjoberg et Reich&dont démontré I'existence chez la ribonucléotide
réductase dEscherichia coli d’'un radical persistant nécessaire a la réductoes
ribonucléotides. Depuis, de nombreuses étudesteffes sur diverses métalloprotéines ont
permis de mettre en évidence la formation de radigaotéiques, de longues ou de faibles
durées de vie, nécessaires a l'activité enzymatiGes radicaux sont issus de l'oxydation de
tyrosines, de tryptophanes, de cystéines et denglgt**'>*1"'® mais également de tyrosines
et tryptophanes modifi&s®*+#, Le tableau 1-1 présente les radicaux protéiqamsontrés
dans les systemes biologiques. Ces radicaux ontpet# la plupart caractérisés par

spectroscopie de Résonance Paramagnétique Elegteo(RPE), la méthode biophysique de
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choix pour étudier de telles especes. Nous détailteles principes de cette spectroscopie

dans le chapitre suivant.

Amino-acide Systéme enzymatique Radical Référence
RNR de classe | H H4_’= Sjoberg 1977
Tyrosine Photosystéme I Q}_{' :'ﬁa_-:;*'bo' Barry 1987
Prostaglandine H synthase I H_J Karthein 1988
HEH =
. " 0 }—~ )—0e .
Tyrosine modifiée Galactose oxydase P G Whittaker 1990
S NH S
H I'||__.-;:1-‘ I:Jf+ ) )
Tryptophane cytochromec peroxydase C‘h \[ Sivaraja 1989
£ ! p
-,
H
. o ™s. .
Cystéine RNR de classe Il —{ Licht 1996
Glycine RNR de classe I C{}__{_.H Mulliez 1993
Pyruvate formiate-lyase A Wagner 1992

®RNR=Ribonucléotide Réductase
Tableau 1- 1: Diversité des radicaux protéiques imués dans la catalyse enzymatique

Les espéeces radicalaires formées en solution seatemt difféeremment de celles

formées au sein d’'une protéine. En effet, 'envirement protéique stabilise généralement

I'espéce radicalaire formée. Par exemple, danadedes ribonucléotides réductases de classe

| en absence de substrat, le radical tyrosyle fgposséde un temps de demi-vie de 4 jours

alors qu’en solution le temps de demi-vie d'un catlityrosyle est de l'ordre de la

millisecondé’. La grande réactivité des espéces radicalairegigues générées pendant la

catalyse enzymatique implique donc un controletstexercé par I'environnement protéique.

L’environnement protéique peut aussi modifier legppiétés physico-chimiques des radicaux

et en particulier influencer le potentiel d’oxydeduction. Dans le photosysteme II, par

exemple, les deux radicaux tyrosyles formés ont petentiels d’oxydo-réduction qui

different de 250 mV, respectivement a 750 et 1003°nLa galactose oxydase forme, sur un

résidu tyrosine lié de fagon covalente a un résid€ine, un radical tyrosyle dont le potentiel

d’oxydo-réduction est de 400 mV, c'est-a-dire duméirde 600 mV par rapport aux potentiels

mesurés pour des radicaux tyrosyles associés atitie gpeptides.
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Les radicaux issus de I'oxydation des acides amsoés$ formés lors de la catalyse
enzymatique par un processus redox faisant interuencofacteur métallique. Ce cofacteur
est situé soit a proximité de I'acide aminé quiétie oxydé soit sur un autre enzyme, appelé
protéine activatrice. Les métaux les plus souvapligués dans la formation de radicaux sont
le fer (Fe), le cuivre (Cu), le cobalt (Co) ou leamganése (M) Le fer, en particulier, est
tres représenté. Il peut intervenir associé a idesds tels que les porphyrines ou constituer
des centres binucléaires comme dans les centres4@8F Le dioxygéne peut également
initier la réaction de formation du radioah I'oxydation du centre métalligefg®293031:323334
Dans le cas des systémes anaérobies, le méme dimxydgtruit le centre métalligaest
d’autres cofacteurs sont alors utilisés pour inigeransfert d’électron.

Dans la majorité des enzymes décrits dans ce cbalgtfonction du cofacteur est de
générer un radical protéique transitoire, qui véeragir directement avec le substrat.
Cependant, leur courte durée de vie rend difficdttribution de leur nature chimique et/ou
de leur fonction biologique. Les espéces radicagaprotéiques peuvent catalyser plusieurs
cycles, comme dans le cas de la prostaglandine nthase (PGHS) Toutefois dans la
majorité des cas, le radical protéique est forntégtnére I'acide aminé sous forme réduite a
chaque cycle catalytiqéfé’. Les protéines radicalaires peuvent s'inactiverdaat leur cycle
catalytique en absence de substrat. Ce phénomeeraeerbé quand un analogue du substrat
est utilisé. Ceci prouve que les radicaux prot&gsent tres spécifiques par rapport a leur
substrato44,

-14 -



Intnaction : Les radicaux protéigues et la catalyseyematique

[l. LES RADICAUX PROTEIQUES ET LA CATALYSE ENZYMATIQUE
[1.1-L ESRIBONUCLEOTIDES REDUCTASES

Les ribonucléotides réductases (RNRs) fournissest Briques nécessaires a la

réplication de I'’ADN dans toutes les cellules vites) en catalysant la conversion des
ribonucléotides en désoxyribonucléotides assticies

2

_ ” B
(] O o o
El El Ribonucléotide El El
P P 0 ! P P o

O// \O/// \O réductase O/// \O/// ~ o

O (o) 3 4
HO OH HO H
Ribonucléotide

Désoxyribonucléotide
Figure 1- 1: Réaction de conversion des ribonucléides en désoxyribonucléotides catalysée par les REIR

Malgré ce rble central dans le métabolisme, les ®NiRsseédent des structures

primaires et quaternaires tres diverses. Les RNR&té subdivisées en trois classes selon le
cofacteur utilisé pour leur catalyse

Classe | Classe I
. CH,Ad
o I7
(Iio
aérobieE. coli oL '
mammiferes Fe/ Fe L. leichmannii
Classe Il Classe IV
H
o.
\N .
H
. . o) o
anaérobieE.coli

~
B. ammoniagenes Mn/ Mn

Figure 1- 2: Classification des différentes RNRs dprés la nature du cofacteur utilisé dans la

réaction de catalyseLa fonction de tous ces cofacteurs est de génénedical thiyle qui va initier la réaction
de réduction des ribonucléotides. D’aprés Stubl9s?9
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Les RNRs de classe | (ou aérobies), découverteRemhard dans les années*50
forment un radical tyrosyle grace a un centre dgmire a fer et en présence de dioxygene.
Les RNRs de classe Il, découverte par Blakley etkB& emploient le coenzyme
adénosylcobalamine comme source de radicaux &N&&s de classe lll, identifiées d’abord
par Barlowl’ puis étudiées par les équipes de Fontecave, &tisstsReichari, forment un
radical glycyle grace a la S-adénosylméthionine ein centre fer-soufre. Malgré le peu
d’homologie de séquence au sein des RNRs, elleegent par la méme chimie radicalaire
au niveau du nucléotifeé*°, Le tableau 1-2 récapitule les différentes caratigues des

trois classes de RNRs.

Classe la Classe Ib Classe Ic Classe I Classe Il
Aérobie/
Sensibilité a @ Aérobie Aérobie Aérobie Anaérobie
Anaérobie
Structure a5 0232 0232 a (o) 2Bz
Radical Tyr.Cys Tyr.Cys Cys AdB12.CyAdoMet.Gly.Cys ?
Site métallique Fe-O-Fe Fe-O-Fe Fe-O-Mn Co Fe-S
Substrat NDP NDP NDF NDP/NTP NTP

) Thiorédoxine NrdH-rédoxine o _
Réducteur Thiorédoxine Formiate

Glutarédoxine Glutarédoxine

Site allostérique

par chaine 2 1 1 2
polypeptidique
Inhibition par ) _
oul non non Oui
dATP
Prototype E. coli S. typhimurium trachomatis L. leishmanii E. coli

®NDP=ribonucléotides diphosphat8$yTP: ribonucléotides triphosphates
Tableau 1-2: Caractéristiques générales des troisasses de ribonucléotides réductases.

La fonction des différents cofacteurs est d'initlar formation d’'un radical sur le
nucléotide. Le mécanisme de réduction du nucléaielesera pas détaillé dans ce chapitre.
Afin de comprendre la formation et surtout le r@és radicaux protéiques, seules les grandes

étapes de la réduction du nucléotide sont prése(figare 1-3).

-16 -



Intnaction : Les radicaux protéigues et la catalyseyematique

s

122

d
R2 Tyr : R2 Ty

122

CyS5  Cysisr Cy$2s  Cysyen Cyss  Cysier

CySzs  Cysisr Cyss  Cysip Cysss  Cysg

Figure 1-3: Mécanisme radicalaire de la conversiodes ribonucléotides en désoxyribonucléotides parde
RNRs de classe ID’aprés Stubbe 1998

La réaction est initiée par la liaison du substiats le site actif de I'enzyme, celle-ci
étant sous forme réduite. Le radical thiyle, forpa@ un transfert d'électron depuis le radical
tyrosyle, va initier la réduction du ribonucléotigeoprement dit en arrachant un atome
d’hydrogéne au carbone C-3 de l'unité ribose (Enégant ainsi un substrat radicalaire. La
formation de ce radical facilite le départ, sousrne d’'une molécule d’eau, du groupe OH du
carbone C-2 (3). Un atome d’hydrogene est alomsstéaé a partir d’'un troisieme résidu
cystéine pour terminer la réduction au niveau d& Gre liaison disulfure est formée (4). Le
radical est ensuite reformé en C-3, par transfart dtome d’hydrogene ddu glutamate 441 et
réduction du radical anion disufide (5). Finalemé&atome d’hydrogéne arraché par la
cystéine 439 est capté par 'atome C-3 du nucléotié radical thiyle est a nouveau formé et
le désoxyribonucléotide est libre de quitter I'emzy(6). La liaison disulfure créée dans le site
actif de I'enzyme est alors réduite par des prespécifiques (7) contenant un centre redox
de type disulfures, tels que la thiorédoxine. Pahtlaute la catalyse, I'acide glutamique 441
stabilise l'interaction entre I'enzyme et le subs&n formant des liaisons hydrogéne avec les

atomes d’oxygenes des carbones C-2 et C-3 du atbstr
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Eoss Dgs Eass
I:)8\4 (‘: O\C/E204 \ \,C\Q o /[ B
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Figure 1-4: Mécanisme proposé pour la formation duadical tyrosyle chez les RNRs de classella forme
réduite de R2, inactive, résulte de la chélationddax ions ferreux par l'apoprotéine. Une réductodeux
électrons du dioxygéne par le centre binucléaifer Zonduit a la formation d'un composé P. La rédacet la
protonation de ce composé conduit au composé XréHaction a un électron de ce dernier par la tgeos
adjacente méne a la forme active de R2. La nuntéotaorrespond a I'enzyme Escherichia coli D'aprées

Andersson 1999
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11.1-1 Formation du radical tyrosyle chez les RNRgle classe I.

Les RNRs de classe | sont constituées de deuxwsutés homodimériques R1 et R2.
La réduction du nucléotide a lieu dans la souseuRit. La sous-unité R2 contient le radical
tyrosyle (formé sur la Tyrl22 dans la RNREd'col)) et le centre a fer, constitué de deux
atomes de fer spin fort en interaction antiferron@&igjue via un pont p-oxo [Fe(ll)-O-
Fe(IN]***>°**%, Des expériences de spectroscopie RPE et de nggrdg@topique sur la sous-
unité R2 ont révélées que la bande d'absorptiatDanth en UV-visible et le doublet centré a
g=2,004, observés pendant le cycle catalytiguéerditadus a la formation d'un radical
tyrosyle®12°°7%8,

Dans la forme inactive de la protéine, les deuxma® de fer sont au degré
d’oxydation +lI, distants de 3,9 A et reliés entnex par des ponts carboxylates bidentates
créés par deux résidus glutamates. Au cours deehaigre étape une molécule de dioxygéne
se lie a I'un des centres métalliques de la forgduite. Un tel complexe n'a pas pu étre
observé dans le cas de la RNR mais des cristalx pitéine R2, contenant une molécule
d’'azoture liée au centre bimétallique, ont été ml$eavec un mutant de la RNRECEoIr®. Le
centre binucléaire a Fe(li¢agit ensuite avec le dioxygene pour former unpmsé peroxo
(composé P). Cette espéce n'a pu étre observédansedes complexes modélesu avec
des mutants de R2% La réduction, couplée a une protonation de cepbexe, conduit a
I'intermédiaire X, au sein duquel les deux atomesat sont distants de 2,53°ACette espéce
a été formellement décrite comme un complexe mbadV)-Fe(ll)*. Au sein de cette
espece, le résidu tyrosine est alors oxydé forraans I'intermédiaire catalytiquement actif.
L’espéce active est constituée du centre binudé&e(lll)-Fe(lll) liés par un pont p-oxo, et
du radical tyrosyle. La figure 1-4 reprend le mésane proposé pour le passage de la forme
inactive a la forme active des RNRs de classe |.

Un troisieme intermédiaire, appelé composé U, ewant un radical tryptophanyle
protoné couplé a un centre Fe(lll)-Fe(IV) a étélémant proposé. Ce radical, localisé sur le

tryptophane 48, a été observé lorsque I'apporeeedt limité& .
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Le radical tyrosyle est nécessaire a 'activit@lgigue des RNRs de classe I. Le site
actif de la réaction est localisé dans la sous2uRi et contient la Cys439, essentielle pour la
catalyse, car elle initie la réduction du nuclégtitt. La Cys439 et la Tyr1l22 étant distantes
de 35 A, d'autres acides aminés assurent le trandfélectron entre ces deux résitus
Récemment, Seyedsayamdosta@t. ont montré que la Tyr356 est impliquée dans aesfert

d’électron mais le chemin complet n’est pas entauéa fait élucidé.

R2 R1

D237

Y731

Figure 1- 5 : Chemin proposé pour le transfert d’éctron entre le résidu Tyr122 et le résidu Cys439aths
la RNR de classe | E. coli.™.

11.1-2 Formation du radical glycyle chez les RNRs € classe lI

La formation du radical glycyle dans la sous-unitéles RNRs de classe Il est moins
bien comprise que celle du radical tyrosyle des RNR classe |. Généralement, les enzymes
a radical glycyle permettent aux organismes anasadiricts ou facultatifs de catalyser des
réactions chimiquement difficil&s®. Le radical glycyle est essentiel pour la catalgsest
trés sensible au dioxygene. Par contre, en absendexygene, ce radical est stable pendant
plusieurs heures. La stabilité inhérente des radicgycyles est due aux effets combinés des
substituants NH et CO, respectivement électrodanretu électroattracteur, et a son
enfouissement au sein de la protéine.

Les signaux RPE des radicaux glycyles présentesicdractéristiques spécifiques. Il
s’agit d'un doublet avec un couplage hyperfin de1,5 mT centré a g=2,0035 en RPE bande
X. Ce spectre a été observé notamment dans leecksRiyruvate Formiate-Lyase (PFL).

Le cycle catalytique de tous les enzymes a radjtgdyle débute probablement par le
transfert du radical glycyle sur le groupe thiolime cystéine spatialement proche du résidu
glycine. Le radical thiyle résultant initie ensuigéeréaction radicalaife Cependant pour étre

activées, les protéines a radical glycyle néceassltatervention d’'une protéine a centre fer-
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soufre. Celle-ci en combinaison ave&ladénosylméthionine (SAM) peut initier une catalyse
radicalaire et realiser des réactions diverseedetjue des meéthylations inhabituelles,
isomérisations, cyclisations, oxydations, insesiae soufre ou encore la formation de
radicaux protéiqués Malgré la diversité des réactions catalysées,soppose que ces

protéines utilisent un mécanisme commun de géonéraies especes radicalaires qui est

représenté par la figure 1-6.

Forme non radicalaire
|Gly(H) Hs-Cyq

AdoMet +é

([4Fe-4] 45] —> Met

Ado(H)
. Substrat
Gly® HS-Cys] ——===|Gly(H) °*S-Cy
Etat non catalytique Etat catalytique Produit

Figure 1-6: Modéle de fonctionnement des enzymes a radigglcyle. D'aprés Knappe 20061

Le radical 5’-déoxyadénosyle (Agdssu de la réduction de la SAM oxyde un résidicigk.
Le radical glycyle est réduit par une cystéine datie actif, formant un radical thiyle. Le
radical thiyle formé est ensuite transféré au sabgjui est converti en produit par un

mécanisme radicalaife

11.1-3 ROle du radical thiyle chez les RNRs.

Le radical thiyle est une espéce transitoire clgpdtarracher un atome d’hydrogene
au substrat sur des positions activées. En eféeteligie de dissociation de la liaison S-H est
de I'ordre de 90 kcal.mdlalors que I'énergie de dissociation mise en jesi d la rupture de
la liaison du substrat est de I'ordre de 80 kcalffioLes radicaux thiyles sont trés efficaces
car ils sont capables d’arracher un atome d’hydregavec des vitesses de l'ordre de
10" Mts!, méme si cette faculté est masquée par leur dépacidonner un atome

d’hydrogéne encore plus rapidentént
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I1.2-L A GALACTOSE OXYDASE.

La galactose oxydase (GOgst une métalloprotéine a cuivre de type Il, d& &Pa,
isolée d’'un champignonFusarium sppElle fait partie de la classe des oxydases r&aliea
a cuivre gqui incluent également la Glyoxal Oxydasklle catalyse l'oxydation a deux
électrons du D-galactose en présence de dioxygeee @épart de I'hydrogene p&du
substrat. Les produits de réaction sont le suckgléet le peroxyde d’hydrogéfell est
intéressant de noter que la protéine accepte cosuigrat un tres grand nombre d’alcools
primaires et les oxyde en aldéhydes avec réductimeomitante de dioxygene en peroxyde
d’hydrogené*,

Schéma 1- 2 : Oxydation du D-galactose par la gatexse oxydase.

La structure cristallographique de la forme inaztide la galactose oxydase a été
résolue par Ito etoll. en 1994 Le site actif de la forme inactive est constitiign atome de
cuivre dans une géométrie de type pyramidal a basge, avec le résidu tyrosine 495 en
position axiale. Les histidines 581 et 496, la $ime 272 et un ligand exogéne (eau ou
acétate) coordinent le cuivre en position équdtrldn fait remarquable dans cette structure
est la présence d’'une liaison covalente entre lérsale la cystéine 228 et la tyrosine 272

(en position ortho de la fonction phénol de la syne).

La galactose oxydase catalyse la réduction de®lalgoimaires en aldéhydes. Cette
réaction met en jeu deux électrons, alors que #erastif ne contient qu'un seul atome de
cuivre (susceptible de ne transférer qu’un seutda par la réaction Cu(ll) +& S Cu(l)).

Ce probleme n’est qu’apparent, car au cours degde catalytique la galactose oxydase met
en jeu un autre site redox, non métallique, quiéadentifié comme un radical protéique. La
forme active de l'enzyme contient donc un ion devreu(ll) et un radical organique.
L'oxydation, via le dioxygene, de l'apoprotéine génére ce radicallauryr495 puis, par

transfert d'électron le radical est formé sur laZ¥g liée par liaison covalente au résidu
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cystéiné***®% En spectroscopie RPE cela se traduit par la peésd’'un couplage hyperfin

avec un seul hydrogéne en ortho de la fonction ghén
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Tyr(495)

His{4986) Q His(581)
HNL"“::": |{IIJ = NH
Gu —N= Forme active oxydée
S0 —Tyr(272)
*'s
~ 28
etape 5 Cysiezh)
RCHOH  étape 1
Forme active réduite °; /Dz . h
-H
AT o Tyr(495)
HD—@—TWHEE:I His(496) ,@ His(581)
Hhﬁ Hiz(581) HN::E-:N-..,“_ %m N£}NH
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Figure 1-8 : Détails du mécanisme d'oxydation desubstrats proposé pour la galactose oxydas®’aprés
Whittaker®,
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En se basant sur des études de marquages isot®phns que sur la structure
cristallographique, Whittak&ra proposé un mécanisme pour I'oxydation des satisstiigure
1-8). Dans la premiére étape, le substrat se fixeuavre(ll) par 'oxygéne hydroxylique et
vient occuper la cinquiéme position échangeablsitduactif. Le site actif relativement ouvert
et accessible au solvant est en accord avec |k fadltectivité en substrat de I'enzyme. Dans
la seconde étape, la tyrosine 495 capte un pretaturplus acide de la fonction alcool. Cette
déprotonation est facilitée par la présence d'uamiedn hydrogérié entre I'hydroxyle et le
phénolate de la tyrosine 495 et par une faibleéifice de pKa entre la tyrosine 495 et
I'alcool coordiné. La troisieme étape est la coephiomolytique de la liaison&H par le
radical tyrosyle Ty, et la formation d’'un radical cétyle sur le subistrau cours de la
quatrieme étape, le radical cétyle réduit le cflYren cuivre(l) par transfert d’'un électron.
Ce double transfert d’électron aboutit a la ford@uite de I'enzyme et a I'aldéhyde. Dans ce
complexe, les deux tyrosines du centre actif sootopées et sont supposées étre en faible
interaction avec le cuivre. La derniére étape die géaction d’oxydation, est la ré-oxydation
de la galactose oxydase. La forte instabilité dommlexe oxygéné fait que le mécanisme de

ré-oxydation du site est beaucoup moins connu’gtepk d’oxydation du substrat.

I1.3-L A PROSTAGLANDINEH SYNTHASE.

La prostaglandine H synthase (PGHS) catalyse kemigres étapes de la biosynthése
des prostaglandin&$**”®®, Une premiére activité de type cyclooxygénase péerta
conversion de l'acide arachidonique (AA) en prolstadine G (PGG) grace a deux
molécules de dioxygene. Puis grace a une actietéxydase, la PGGoourra étre réduite en
prostaglandine PGH La PGHS existe sous deux isoformes PGHS-1 et PEH®s deux
activités catalytiques peuvent étre observées gloacune des deux isoformes. Les sites actifs
de ces deux activités sont différents, cependamh ghoint de vue mécanistique l'activité

cyclooxygénase est liée a I'activité peroxydase
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ROOH ROH

Composeé |

Enzyme natif
[Fe(IV)=0 Por*]

[Fe(lln) Y 5qd
[Fe(IV)=0 Y45d

+ e + e
Composé lI Activité

[Fe(IV)=0 Yaq cyclooxygéase

Figure 1-9 : Cycle peroxydase pour la PGHS-D’aprés Shi 2000.

Dans le cycle peroxydase, I'enzyme a I'état na#fgit avec un peroxyde pour former
le composé | [Fe(IV)=0 Pd1. Ce composé est formé initialement d’une espéwdenryle
en interaction avec un radical porphyrinique catjog'"®, mais ce radical est réduit par un
acide aminé aromatique, respectivement la Ty38pour la PGHS-1 et la Tyr371 pour la
PGHS-23*, || se forme donc I'espece [Fe(IV)=0 TyrCe radical tyrosyle est responsable de
I'abstraction d’'un atome d’hydrogene de l'acide chidonique, ce qui constitue I'étape
d’initiation du cycle cyclooxygénase. L’oxydatione d’lheme (activité peroxydase),
conduisant au composé |, est donc nécessaire fif@dccyclooxygénase. En revanche,
I'activité peroxydase peut trés bien exister inad&znment de I'activité cyclooxygén&se

Depuis que Ruf etoll. ont mis en évidence la formation d’'une especevaatin
spectroscopie RPE dans le cycle catalytique, debneuses équipes ont cherché a définir la
structure de cette espéce paramagnétiglieois états différents de la PGHS-1 peuvent étre
observés en RPE. Les spectres associés corresp@nderdoublet large, un singulet large et
un singulet étroit*®, Plusieurs études suggérent que I'espéce, dapdetre est le doublet
large (3,5 mT) est un intermédiaire du cycle ddaycygénation. Son apparition est corrélée
avec la consommation de peroxyde et sa dispariti@c la formation de PGEB%. De plus,
avec le mutant Y385F plus aucune activité cycloéxyase n’est détectée et le doublet large
n'est effectivement plus obsetf®. Avec ce mutant, I'activité peroxydase est, ellssa,
réduite de 50 % par rapport a la souche sauvage.cGeobore donc 'idée que les deux sites

actifs sont indépendants I'un de I'autre mais ppri® méme cofacteur héminigtie
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Lorsque I'échantillon correspondant au doubletdaggt incubé dans la glace plusieurs
minutes, le signal évolue vers un signal singutgile d’approximativement la méme largeur.
Si l'incubation est prolongée quelques heures,ingutet large évolue vers un singulet plus
étroit, d’environ 2,5 mT de large€firqui apparait aprés la formation de PGG

Des expériences menées dans des conditions aregmi montré qu'en absence
d’acide arachidonique, le spectre correspondanda@ublet large est détecté. Si l'acide
arachidonique est ajouté au milieu, le doubletdadgparait au profit d’'un nouveau sighal
Des expériences de marquages isotopiques de l'araehidonique ont montré que ce
nouveau signal provenait du substrat lui méme JAEn revanche, lors d’'une expérience de
marquage realisée lorsque seul le singulet étsbitdétecté, aucun nouveau signal radicalaire
n'est détectd. Le signal du doublet large semble donc corresgoadine espéce qui initie la
chimie d’oxydation du substrat, tandis que celusthgulet étroit, a une espéece dégradée. Des
résultats encore plus convainc&hsent obtenus avec I'incubation de I'enzyme PGHS+c
du peroxyde d’éthyle. En RPE, un singulet largarespondant a un radical tyrosyle, est
détecté. Ce radical va réagir avec l'acide aractigiee pour générer en RPE un signal a sept
raies qui peut étre simulé par un radical pentadiéierCe dernier pourrait étre une espéce

dérivée de l'acide arachidonique.

I1.4-L E PHOTOSYSTEMEII .

Au cours de la photosynthese oxygénique, un trand®@ectron, induit par I'énergie
solaire, a lieu. Les systemes impliqgués dans cesfiest sont le photosysteme | (PS |) et le
photosysteme 1l (PS Il). Le photosystéeme Il eststitue d’'un ensemble de protéines
membranaires contenant, entre autre, des chlordeghgt un centre a manganese, site

catalytique pour la réaction d'oxydation de I'&at.

Dans le PSIl, l'eau est oxydée en dioxygene et eotops, tandis qu’une
plastoquinone est réduite en quinol. Ces réacsengroduisent dans des sites distincts de la
protéine, connectés entre eux par une série deteafa permettant le transfert d’électron de
I'un vers l'autre. Une chlorophylle initie le mouwent des électrons: son état initialement

réducteur évolue par perte d’électron vers unecesfo¥tement oxydante {g").
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I1.4-1 Chaine de transfert d’électron au sein du pbtosysteme

La photochimie du PSP commence par I'excitation d’'une paire spéciale de
molécules de chlorophylle liées aux sous-unitgeDD,. Cette paire absorbe des radiations
de longueurs d’'ondes 680 nm et est appelge(fgure 1-10). A la suite de I'excitation, le
Psso transfére, en quelques picosecondes, un électume anolécule de phéophytine voisine
(une chlorophylle démétallée avec deux iorisdHa place de I'ion M) formant ainsi le
cation correspondant ¢§8". L’électron est ensuite successivement transféréuni
plastoquinone, @ accepteur d’'un électron, puis a une autre plasoge @, qui peut
accepter deux électronssgh® est suffisamment puissant pour oxyder le centradganése du
centre de dégagement de l'oxygene etvi@ une tyrosine (¥), qui forme un radical
intermédiaire. Dans ce modeéle, la tyrosine Z faitip intégrante du site catalytique.

La réaction d’oxydation de I'eau est une réactioguatre électrons dont I'équation

bilan est la suivante :

2 H0 > O t4R"+4e Equation1-3

Il faut donc quatre séparations de charge a lietdérdu centre réactionnel avant que la
réaction n’'aboutisse. Le centre a manganése agimeoaccumulateur de charges et stocke

quatre équivalents d’oxydants au cours du cyclaelyaue.
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Figure 1-10 : Mécanisme de I'oxydation de I'eau edioxygéne. 1Séparation de charge entre ghet Phy;
conduisant a la formation de I'espécgP, 2 Transfert d’électron de Bli vers Q ; 3 Oxydation de la tyrosine

Z par Rgo ; 4 Oxydation du centre & manganése pas;¥6 Transfert d’électron entre Qet Q. D’aprés
Rutherford 2004

11.4-2 RGle proposé pour les radicaux tyrosyles ZteD

Deux résidus tyrosines localisés a proximité dehl@rophylle Rgo, respectivement
en position 161 de la chaine D1 et 160 de la chalhgeuvent fournir un électron a I'espece
Pesso et former un radic¥P1o*1%81% Toutefois un seul, noté Z en position 161, permet
I'oxydation de I'eau en dioxygéne et n’existe dapue transitoirement. L'autre radical, noté
D, est en revanche stable.

Le radical Y, doit induire la rupture homolytique de la liaisoaHOd'une molécule
d'eau liée au centre a manganése, par arrachemdiataime d'hydrogefi@ Ce mécanisme
nécessite deux particularités structurales : pnemient, le résidu tyrosine doit étre proche
(idéalement lié par liaison hydrogene) de la mdeodieau et deuxiemement, I'atome
d’hydrogéne arraché au résidu tyrosine doit étneulsé du centre actif pour qu'une fois

formé, le radical tyrosyle Z, soit capable d’arrachatome d’hydrogene du substrat. Grace a
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la structure cristallographique du photosystemebtenue par Zouni atoll.™, il est apparu
que I'ion calcium et la tyrosine sont distants éelement 5,1 A (figure 1-10), ce qui rend
plausible I'oxydation directe de I'eau par le radigcyrosyle. D’autre part, une histidine
(His191) déprotonée est suffisamment proche dgrdesine pour capter son proton, qui serait
ensuite évacué par des réarrangements structuracauas du cycle catalytique. Le centre a
manganese et I'ion calcium sont, en effet, soungissachangements structuraux dans les états
d’oxydation les plus élevés du cycle catalytiGti€. Ceci suggere que la tyrosine Z n’arrache

un proton et un électron de I'eau gqu’uniquementdas états d’oxydation les plus élevés.

En ce qui concerne le radical de la tyrosine Dhlstat,a priori sans réle catalytique,
des hypotheses ont été avancées pour expliquermsatfon. Son role serait essentiellement
redox. D’'une part, le radical semble étre un oxydhncentre & manganése et le maintien
ainsi au potentiel redox adéquat lors du cyclerdredox pourrait également étre important
lors de I'assemblage du centre a manganese corhess tres réduites du manganese sont
oxydées par le radical tyrosyle D. D’autre padfdme d’hydrogéne arraché a la tyrosine D,
lors de la formation du radical correspondant, erest proche de celle ci et aurait une
influence électrostatique sur le potentiel de Ilpmphylle cationique &o'. Cette influence
pourrait s’étendre a la cinétique de l'oxydationarosine Z. Le turnover de I'enzyme serait
ainsi augmenté et il serait protégé contre les dage® induits par la lumiére. Le second r6le
de ce résidu tyrosine, considéré comme générateaharge positive dans un environnement

hydrophobe, serait nouveau en bioldtie

[1.5-L A CYTOCHROME C OXYDASE

Lors de la respiration aérobie, le dioxygene eduitéen eau par la cytochronoe
oxydase (€O). Trois centres redox rendent possible cettetisrade cuivre Cy (transfert
d'électron), I'néme (transfert d'électron) et un centre binucléaireteoant I'heémess et le

cuivre Cy (réduction du dioxygene).

Depuis la fin des années 70, Babcoclcat. ont travaillé sur le développement de
techniques de spectroscopie Raman résolues en woop£tudier les protéines redox et en
particulier pour identifier les intermédiaires dycle catalytique de la cytochrome
oxydasé&”. Depuis que la structure de I'intermédiaire P bdia supposé étre un Fe-O-0O, a
été démontré comme étant une espéce oxoferrylelV)E€§]*'®, la possibilité de la
participation d’un radical tyrosyle, au cycle cgt@jue de la €O, a été émise (figure 1-11).
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Le clivage de la liaison O-O du dioxygéne nécesyilatre électrons, c'est-a-dire un de trop
par rapport a ce que peut fournir le centre a&dr contre, celui-ci peut étre libéré en
générant un radical sur un résidu amino-acide.tCegu’'ont proposé Proshlyakovaatll.**
aprés avoir montré que la molécule de dioxygend étwée en une seule étape. Des
expériences de marquage a l'iode et de séquengada drotéine ont ensuite permis de
montrer, qu’un radical protéique se forme et gest localisé sur une tyrosine liée par liaison
covalente a l'histidine du site actif. La liaisonti® ces deux résidus se formerait pendant la

catalyse par réaction du radical tyrosyle surtidise lors du premier turn-over.
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Figure 1- 11: Mécanisme de réduction du dioxygénenesau par la cytochromec oxydase.D’aprés Chang
2004,

Cette liaison servirait a maintenir la géomeétriesta actif et a moduler les propriétés
de la tyrosine, notamment en diminuant le pKa duwge phénol, favorisant ainsi la libération
d'un proton et la formation du radical tyrosyles@ésultats mis en commun avec des données
d’autres groupes ont fourni la preuve que la pdistidine-Tyrosine du site actif joue un role

de cofacteur redox essentiel dans la catalyse @eQg®!!#18119120121:122
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I1.6-L A CYTOCHROME C PEROXYDASE

La cytochromec peroxydase (€P) est une hémoprotéine, isolée d’'une levure, qui
catalyse l'oxydation de deux molécules de ferrotytomec en ferricytochromec et la

réduction concomitante du peroxyde d’hydrogeneaen(égure 1-12).

Une propriété des peroxydases est la formation @ia intermédiaire hautement
oxydant, appelé composé |, susceptible d’oxydeerdivsubstrats. Cet état intermédiaire
provient de I'oxydation a deux électrons de I'eneymatif par une molécule de peroxyde
d’hydrogéne, en oxydant le Fe(lll) héminique en wspéece oxoferryle [Fe(IV)=0] et
accompagné d’'un radical. En général, ce radicdbsee au niveau de la porphyrine. Cet
intermédiaire est ensuite réduit pour régéenérértae native de I'enzyme par deux réactions
successives a un électrona la formation d’'un autre intermédiaire appelé cosgpdl. Le
composé |l correspond a une espece oxoferryle \fFeQ]'*. Toutefois, comme [I'avait
suggéré Yonetani atoll. en 1966, dans le cas de lacB le composé | évolue vers la

réduction du radical porphyrinique cationique pammino-acide voisin.

Le signal observé en RPE a 9 GHz pour le compa&ld @P est trés axial et a pu
étre modélisé par un signal avec un couplage dregghdaible entre le radical tryptophanyle
et l'espece oxoferryl&'®. Une telle distribution pour les couplages ferret
antiferromagnétiques avait été proposée auparga@nt expliquer le signal RPE trés large
observé pour I'intermédiaire radical porphyrinigqragionique dans le cas de la peroxydase de
raifort'”’, ainsi que pour le composé | de la catalasevidococcus lysodeiktictd Des
informations structurales ont suggéré que les mesl candidats responsables du signal
observé en spectroscopie RPE, étaient les résigomphanes 151 et 191 et la méthionine
172. Des études de mutagenése dirigée ont perglismdier le Trpl51 et la Met172130%3,

En revanche, des études spectroscopiques sur nmML91F> ont permis de montrer que
ce dernier, comme attendu, forme un oxoferryle Esgnce de peroxyde d’hydrogéene mais
ne génere pas la formation du signal caractéristapservé dans le cas de I'enzyme sauvage.
A la place, un signal correspondant a un radicgbipgrinique cationique transitoire, 4=20

ms) est détect& Avec ce méme mutant I'activité de IR vis-a-vis du Cytc chute de

1000s" & 18 et un radical tyrosyle est observé.
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Composé |
[Fe(IV)=0 Por*]

Enzyme natif
[Fe(lll) Wig

[Fe(IV)=0 W 4]

Fe(llD-Cyt ¢
Fe(l)-Cyt ¢

Composé

Fe(ll)-Cyt ¢ [Fe(V)=O0 Wio]  Fe(iin)-Cyt ¢

Figure 1- 12: (A) Structure du site actif de la ctochrome ¢ peroxydase.D'aprés Pelletier et Kratif.
Numéro PDB : 2CYP(B) Cycle catalytique de la cytochrome peroxydase.
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Cytochrome ¢ peroxydase

N
'i Cytochrome ¢
~ ¥

%

Alal194

Trp191 (Xg W ‘

Glyl92 aja193

Figure 1- 13: Gauche : Structure de complexe €P/Cyt ¢ d'aprés Pelletier 1992% Numéro PDB : 2PCC.
Droite: Chaine de transfert d'électron proposée déhéme du Cyt ¢ (a droite sur chaque figure) a I'neme
de la CcP (a gauche sur chaque figure)Les cystéines du cytochrome c en interaction alle@me sont

également représentées.

-34 -



Intnaction : Les radicaux protéigues et la catalyseyematique

Des études complémentaires de spectroscopie END®@Reoplus démontré que le
radical est localisé sur un résidu tryptophanegm@tMillet et coll. ont montré qu’un électron
est transféré directement au site radicalaire decRadans le complexed®/Cytc de levure
mais également dans le complexePCCytc de cceur de chevéf*® et I'étude de la structure
cristallographique du complexecE /Cytc obtenue par Pelletier et Kr&lita mis en évidence
gu’une courte chaine d’aminoacide, impliquant |pIB1 (en contact de Van Der Waals avec
I'hneme de la €P), la Gly192, I'Alal93 et I'Alal94, relie 'hemeaudccytochromee a celui de la
cytochromec peroxydase (figure 1-13). Ceci confirme donc gqueablical observé dans le cas

de I'enzyme sauvage est formé sur le Trp191.

Le mécanisme de réduction du composé | en compatél composeé Il a 'enzyme
natif de la @P, n’est pas clairement établi. Contrairement @deoxydase de raifort, ou
d’autres peroxydases vegétales, dans lesquelleédlaction a un électron du composé |
conduit a la réduction du radical porphyriniqueiaiggue, la réduction a un électron de
I'espéce [Fe(IV)=0 Tr] de la @P conduit & I'équilibre en solution entre les egséc

[Fe(IV)=0 TrpH ] et [Fe(lll) Trp"], cet équilibre dépendant du pH.
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CONCLUSIONS

Les études des radicaux issus de l|'oxydation dedesa aminés, dans le cycle
catalytique de certains enzymes, ont montré queadisaux formés au sein d’'une protéine
possédent des propriétés différentes de ceux foemé&slution. Ils ont des durées de vie plus
importantes et ne sont pas forcément liés aux dayasmaausés a la cellule. Ces radicaux
protéigues sont essentiels pour la catalyse eniyuneatar ils sont souvent responsables de

I'activation du substrat.

Jusqu’a maintenant, les catalases n'ont jamais@téidérées comme des protéines
radicalaires car I'intermédiaire catalytique cop@sd a une espéce oxoferryle en interaction
magneétique avec le radical cation porphyriniquéocéue. Cependant en 1996, notre groupe
a mis en évidence la formation d'un radical tyresyi sein de la catalase de foie de Béeuf
Cette découverte impligue de réexaminer le cyclalgiigue des catalases, et dans cette

optique de les considérer comme des protéinesaladies.

Les catalase-peroxydases, quant a elles, sontrdésines qui ont été peu étudiées
d’un point de vue intermédiaire radicalaire. Orttedamille d’enzymes est particulierement
intéressante car les catalase-peroxydases soritémes comme les ancétres communs des
catalases et des peroxydases. Comprendre leur isr@ead’action par rapport au peroxyde
d’hydrogéne et leur spécificité vis-a-vis des diffits substrats, nous permettra de mieux
appréhender les différences de réactivité par rappoperoxyde d’hydrogene des catalases et

des peroxydases.
L'objectif de cette thése est d’approfondir nos raiesances sur la nature des

intermédiaires radicalaires formés chez ces demdlés d’enzymes ainsi que de comprendre

le rdle que ces intermédiaires jouent dans |'agtignzymatique de ces protéines.
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INTRODUCTION

Ce travail de these porte sur I'étude des trarssfis@lectron mis en jeu lors du cycle
catalytique des catalases et des catalases-pes®mg/ddotre objectif est de déterminer d’'une
part la structure électronique des especes radiesformées par ces protéines et d’autre part
les paramétres expérimentaux qui stabilisent sp8aes. L'approche méthodologique choisie
a donc été d'utiliser des techniques spectroscegigtispectrométriques adaptées a I'étude de
telles especes, a courte durée de vie.

L'utilisation de la spectroscopie de Résonance rRagaétique Electronique (RPE)
permet, entre autre, de caractériser, spécifiquenesnespéces radicalaires ainsi que de
sonder I'environnement de Fe(lll) héminique.

La spectrophotométrie d’absorption électronique Visible a été utilisée afin de
controler I'état redox de lI'atome de fer héminiqu#n effet, I'exploitation des spectres
d’absorption électronique permet d’obtenir le dedjukydation de I'atome de fer grace a des
bandes d’absorption caractéristiques. En particuhespectrophotométrie UV-visible permet
de quantifier la formation de I'espéce oxoferryd@j est silencieuse en spectroscopie RPE.
Nous avons également utilisé la spectroscopie diahisn électronique UV-visible a
mélange rapide (Stopped-flow). Cette technique naupermis d’obtenir les spectres
d’absorption électronique UV-visible dans les mérnesditions expérimentales que celles
utilisées en spectroscopie RPE et ainsi de compaserésultats obtenus avec ces deux

techniques.
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. LA SPECTROSCOPIE DE RESONANCE PARAMAGNETIQUE
ELECTRONIQUE (RPE).

La Résonance Paramagnétique Electronique (RPEnestpectroscopie d’absorption
d’énergie qui a beaucoup de points communs aveRésonance Magnétique Nucléaire
(RMN). Ces deux techniques sont basées sur lictiera entre les moments magnétiques
présents dans la matiere et une onde électromggeéans le cas de la RMN, les moments
magnétiques sont associés aux noyaux, dans leedasRPE, aux électrons.

Tout matériau montre une aimantation quand il estrss a de forts champs
magnétiques. Les matériaux sont classés selon [porwiétés de magnétisation en trois
catégories : les matériaux diamagnétiques, lesriaake paramagnétiques et les matériaux
ferromagnétiques.

Les matériaux diamagnétigyede susceptibilité magnétiqenégative, développent

un moment magnétique dans la direction opposédamme magnétiqueg et sont repoussés
par un aimant. Dans les matériaux diamagnétiqugs compensation d'un spin électronique
par un autre et le moment magnétique total est dahc

Les matériaux paramagnétiqueg susceptibilité magnétiguepositive, réagissent de

maniere inverse aux matériaux diamagnétiques. ltanpegnétisme repose sur l'existence
d’'un moment magnétique intrinséque des électroai¢ples avec spin). Quand les électrons
dans un atome ne sont pas couplés en paires deggposeés, I'atome a un dipble magnétique
total. Dans le cas d’'un tres grand nombre d’atoroes,dipbles sont orientés au hasard en
raison du mouvement thermique. Les champs magmrstiqles dipdles élémentaires se
compensent et le corps n'a pas de champ magnéeguéant. Si ces matériaux sont placés
dans un champ magnétique, les atomes s’alignestqulumoins avec le champ extérieur et le
corps s’aimante. L’'aimantation cesse des que Implextérieur est supprimé.

Le ferromagnétismest la propriété qu’ont certains corps de s’aimatres fortement

sous l'effet d'un champ magnétique extérieur, etirpoertains (les aimants, matériaux
magneétiques durs) de garder une aimantation impertaéme apreés la disparition du champ

extérieur.

La RPE est un puissant moyen d'investigation deesyes paramagnétiques, c'est-a-
dire ayant des électrons non appariés tels quesdés et les complexes de métaux de
transition, les radicaux, etc. Les renseignementisnfs par la RPE concernent la structure

électroniqgue et géométrigue des systemes étudats, domportement dynamique, les

- 48 -



Chapitre 2 : Méthodologie

mécanismes de réaction, etc. Sa sensibilité et tple, des radicaux ou des ions
paramagnétiques peuvent étre utilisés comme satadesdes systemes diamagnétiques, sans
pour autant perturber ces systéemes (techniguesadiguage de spin). On peut alors réaliser
des études de solvatation, des études de mécanidmdsansferts dans les systémes
biologiques, des études conformationnelles de petgs) etc.

Comparée a la RMN, la RPE est une technique bepyglos sensible (facteur 1000-2000),
mais l'interprétation des spectres est plus délicaitamment a cause des effets d'anisotropie
et & cause du couplage entre les moments de ggimasique et orbital.

|.1-LES PRINCIPES FONDAMENTAUX DE LA SPECTROSCOPIRPE ="~ X
[.1-1 Généralités.

La Résonance Paramagnétique Electronique (RPEyeeqar I'interaction entre les
moments magnétiques électroniques présents danatiare et une onde électromagnétique.

La gamme de fréquence électromagnétique absorbédeva a 500 GHz. Toute onde

électromagnétique peut étre considérée comme umpghé&ectrique El et un champ
magnétiqueél perpendiculaires entre eux et a la direction agpggation de I’ondeEl et

I§l oscillent a la frequenck . Pour la plupart des spectroscopies, c’est le phélectrique

E, qui interagit avec la matiére. Pour qu’une absonpait lieu, deux conditions doivent étre

satisfaites :
1) Le quantum d'énergidiV associé a la radiation doit coincider exactemeat a

I'écart énergétique entre deux niveaux.
2) Le champ éIectrique’E1 doit pouvoir interagir avec un dipéle (ou un niiie)

électrique.

Dans le cas de spectroscopies de résonance magnétigst le champ magnétique
Bl de 'onde électromagnétique qui est impliqué. eaxdeme condition se réécrit donc : 2)
le champ magnétiqué1 doit pouvoir interagir avec un dipdle (ou un muidtie) magnétique.

Cette condition (existence d’'un dipdle) est réalipéur les molécules possédant un

moment magnétique permanent en I'absence de chaagmétique, il s’agit des systemes

paramagnétiques ou ferromagnétiques. Pour révé@lpalamagnétisme des molécules il est
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nécessaire d’appliquer un champ magnétique exterassi appelé statiqLéo. Celui-ci

permet d’aligner les moments magnétiques au sel@cteantillon. La spectroscopie RPE est
basée sur I'absorption d’énergie par le systemdiétlors de I'application de ce champ

magnétique.

Ainsi, la RPE s’intéresse a des molécules parantages placées dans un champ
magnétique extérieuﬁo. Les informations obtenues sont déduites du spelabsorption de

'onde électromagnétique excitatrice. Pour desorastechniques, la fréequengede I'onde

électromagnétique appartient au domaine des micdeet est fixée. Le balayage s’effectue
en champ magnétiqued. c’est le c:hampl?:O qui varie). Les raies observées en RPE sont

souvent larges et parfois difficiles a distingu@our contourner cet inconvénient, le signal

enregistré correspond a la dérivée premiere dsdigbion.
|.1-2 L’effet Zeeman isotrope

La transition RPE est basée sur une transitiomeedéux niveaux Zeeman. Les
électrons non appariés sont des systemes quantfues mecanique quantique, on ne peut

raisonner que sur des vecteurs. De fagcon généralggut écrire :

I-AI‘LIJi> = Ei‘LIJi> Equation 2-1

A

H désigne I'Hamiltonien du systemé&;, est I'observable associé a I'énergie du systeme :
c’est une valeur propre (réelle) de I'HamiltonPan “Pi>est une fonction qui caractérise le
systéme lorsqu'’il posséde I'énerde : c’est la fonction propre de I'Hamiltonie associé

a I'énergiek, .

La théorie de la RPE fait donc appel aux équatiorelamentales de la mécanique

quantique :

SYs,m)=5(s+1 sm)
éZ‘S’ ms> = ms

ou S est I'opérateur réduit associé au spin électranigS, la composante d& selon 'axe

S, ms> Equation 2-2

de quantification z, e, la projection du spin électronique sur cet axeS<m, < S, par

saut d’'une unité).
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Le cas le plus simple étudié en RPE est celui ditgteme de spin électronique S=1/2.

En absence de champ magnétique externe, les deeaumi correspondant aux projections

M, == 1/2 sont dégénérés. L’électron non apparié se ér@auun niveau energetique [es
spins sont orientés de fagon aléatoik&).présence du champ magnétidsie on observe une

levée de dégénérescence, due a l'interaction gdedi magnétiques avec le chal3p. Le

spin électronique, de valeur S=1/2 ne peut donoaibre que 2S+1=2 niveaux énergétiques
possibles : soit les spins électroniques s’orignten maniére parallele au champ (dans le
méme sens) ; soit ils s’orientent de maniére ardlfgde. Dans ce cas, seuls deux niveaux
énergétiques peuvent étre décrits : le niveaumi=-1/2) le plus stable et le niveau, N

(ms=1/2) d’énergie plus élevée (figure 2-1).

=1
LI ) EZ'mS_Z
N,
Approche NEEEREEEEX DE=gu, B,
guantique ceeee 1
E11rns=_5
Nl
B,=0 B, #0
Approche
classique
Orientation des Aléatoire Parallele ou antiparalléle
spins Z[I =0 Z[I =M

Figure 2- 1: Organisation des niveaux d'énergie pauwn spin électronique s=1/2 en présence d'un champ
magnétique
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Figure 2- 2: Eclatement du doubletm, = £ 1/2 associé au spin €électronique S=1/2 d'un systensetrope

sous l'action du champ magnétiqud3,. Phénoméne de résonance.
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C’est I'effet Zeeman, traduit en mécanique quarigar ’'Hamiltonien Zeeman :
HA zeeman— Mg t éo[g]é Equation 2-3

ou [, est le magnéton de Bohy, :2?10 (u, =9,2741*10* JIT). 'B l'opérateur associé au

champ magnétique ¢g], nomme abusivement tenselg] (en réalité seul[g]fig] est un

tenseur) est propre a chaque systeme.

Dans le cas particulier d’'un systeme isotrope. (g] = g, fjid,] ou [id,] est la matrice

identité d’ordre 3), I'Hamiltonien précédent se glifie et s’écrit :

H seemane = HsBoTisoS; Equation 2-4
L’énergie des deux sous-niveaux devient alors :

E(m,) = u.B, Equation 2-5
avecu =m..g.-Ug, et la difféerence d’énergie entre deux niveauxr@ftgues s’écrit
(équation 2-6) :

AE =E, - E, =0,,Us-B, Equation 2-6

La condition de résonance (nécessaire mais noisaui) s’exprime selon I'équation
2-7:
hy hy
/’IB BO,I‘ES

AE =hv =0,,.U4.B Equation 2-7

0,res 0,res < iso
,U B g iso

La position du champ résonant donne alors direatem@cces au paramegg,,

caractéristique du systéeme étudié. Le factgurpermet de rendre compte des valeurs
expérimentales, c'est-a-dire des déviationg plar rapport a sa valeur pour I'électron libre.
Le phénomeéne de transition correspond donc a umgemaent d’orientation du

moment dipolaire magnétique pour une fraction dehantillon. En effet, il y a passage du
niveau associé #n,=-1/2 au niveau associg,=+1/2. Le moment de spin passe donc d'un
alignement antiparalléle a un alignement parali@lehamp magnétique statiqég(figure 2-

2). C’est le rayonnement électromagnétique qui dpporter I'énergie nécessaire a cette

réorientation. Si le champ magnétique de I’ondet&’d»enagnétiquel§1 est paralléle au champ

statique Igo qui crée les niveaux Zeeman, le moment dipolase sensible au champ
magneétique total.

I§t0t = E§0 + Bl Equation 2-8
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qui est parallele go. Ceci n’a pour effet que de moduler les énergessrmiveaux Zeeman et

ne permet en aucun cas une transition. Pour ameitransition, il est donc nécessaire que le
champ magnétique du rayonnement ait une compopearendiculaire au champ magnétique

statique.
I.1-3 Les interactions hyperfines

A l'intérieur d’'une molécule, les électrons célidiats interagissent avec les protons et
autres atomes les plus proches. Cette interactivaiee une multiplicité des raies spectrales.
La constante de couplage hyperfin représente laumaede l'interaction entre les spins
électroniques et nucléaires. Cette constante gai@n le type de noyau. Le nombre de raies
hyperfines correspond aux transitions permisesndlisse du nombre de raies, de leur
intensité relative, de leur séparation peut pemmekt déterminer le nombre et le type de spins
nucléaires qui interagissent avec I'électron etcdanstructure du radical. Le nombre de raies
et l'intensité relative de chaque raie dépend dmbre de noyaux dans la molécule. Le
couplage entre le spin électronique et le spin éai@ résulte d’'une interaction entre les
moments magnétiques, entrainant une structure fitypetUn exemple est donné sur la figure
2-3 pour un couplage hyperfin d’'un spin électroei@+1/2 avec un noyau de spin nucléaire
1=3/2.

(m,m)

(+1/2, +3/2)
(+1/2, +1/2)
= (+1/2, -172)
K~ (+1/2, -3/2)

Energie 4

. (-1/2, -3/2)
== (12, -112)
(172, +1/2)
(-1/2, +3/2)

- - - - Champ magnétique
Bo

Byl B

0,res’ 0,res
Figure 2-3: lllustration du couplage hyperfin d'un spin électronique S=1/2 avec un noyau de spin
nucléaire 1=3/2
L’interaction hyperfine a pour effet de divises leiveaux Zeeman et donc les raies

2 B3 Byed

0,res 0,res

observées. Elle se traduit par I'Hamiltonien sutvan
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H ='i[a]S Equation 2-9

hyperfin™
ou les éléments déa] sont homogeénes a une énergie et contiennent riEtion sur la

structure électronique du centre paramagnétique.
Si I'on suppose le champ magnétique statiédesuffisamment fort pour aligner dans

sa direction moment magnétique électroniglie et moment magnétique nuclégire ,

I’'Hamiltonien de structure hyperfine s’écrit :

~ ~

=A ST Equation 2-10

hyperfin S0~z z

ou seules les projectiorfs, et fz comptent. Le parametrd,_ est appelé constante hyperfine

isotrope et représente I'énergie d’interactionefdrspin électronique et le spin nucléaire.
Les énergies du systeme sont les valeurs propexcigdes a I'Hamiltonien Zeeman

électronique auquel on ajoute maintenant ’'Hami#arde structure hyperfine :

A~ ~

H = HZeeman+ thperfin = gisolLIB BOSz + AsoSzl z Equation 2-11
En toute rigueur, le terme Zeeman nucléaire (eftethamp statique sur le moment
magnétique nucléaire) devrait étre additionnéetquiation 2-11 mais en RPE bande X, cet
effet est faible devant l'interaction hyperfineletera donc négligé.

Si 'on développe le premier terme de I'équatiohl2-on a :

gisoﬂBBoéz S f’@= Qu. B rh S Ql Equation 2-12

Cette méme fonctiodS,mS> est satisfaite pour le second terme de I'Hamiéonf.e

I’'Hamiltonien de structure hyperfine). En ce quincerne I’opératedArz, il est 'analogue a

~

S, mais concerne le spin nucléaire. Il faut doncureldans la fonction qui va décrire le

z
systeme étudié, des informations sur la valeurpdo Sucléaire, ainsi que sur sa projection.

D’ou la fonction :
‘W>=‘S,ms,l,ml>=‘8,ms>x‘|,m|> Equation 2-13
Soit en termes d’énergie :

E(m.,m)=g.u,B,m +A_mm Equation 2-14

On constate que chaque niveau Zeeman est constgug2l+1) sous-niveaux

caractérisés chacun par la valeur de la projediwrspin magnétique nucléaire sur I'axe
d’'application du champ magnétique statitgje
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Dans le cas de linteraction hyperfine isotrope,régpartition de la densité de spin est
déterminante. Plus la densité de spin sera élewearscentre, plus linteraction hyperfine

sera forte. De plus la constante hyperfine isotrd@eend du facteu@) nucléaire du noyau

concerneé.

Jusqu’a maintenant nous avons considéré l'intemadtiyperfine dans le cas isotrope
mais l'interaction posséde deux composantes . ongosante isotrope qui est directement
reliée a la densité électronique du noyau, et emeposante anisotrope dont l'origine est une
interaction dipble-dipble. L'anisotropie d'un syste physique est généralement traduite par
un tenseur : on passe d’un scalaire (milieu is@y@pun tenseuqui indique que la réponse du
systéme dépend de la direction de la perturbatm.peut voir les tenseurs comme des
matrices 3x3 a 9 composantes dans I'espace.

L’Hamiltonien total d’interaction hyperfine est don
HAhyperfin = 'A\isotéD’i +! ’\q %nisc] AI: t A$ J\A Equation 2-15

Le tensew{A] contient toute I'information relative a l'interamn entre le spin nucleaire et le

spin électronique.
Cependant, l'interaction Zeeman électronique astefaction prépondérante tandis

que les autres interactions sont des termes dpeiderbations.

|.1-4 Le facteur g.

Dans les radicaux organiques, on a genéralergentg, c'est-a-dire que la valeur du

facteur g marquant la position de la résonancerestproche de la valeur calculée pour un
électron libre (g=2,0023). Cependant, on peut déja observer quelegeess par rapport a.g
On parle alors d’anisotropie du facteur g.

Pour les radicaux comportant des hétéroatomes,gtedsI’'oxygéne, I'azote ou le
soufre, on attend a observer une anisotropie mts fjue celle des radicaux uniguement
hydrocarbonés. Ceci s’explique par deux effetsit tbabord les constantes de couplage spin-
orbite augmentent avec le numéro atomique (S> O>>N) et les atomes d’oxygene
possédent des paires électroniques non liantesaquipent des orbitales spLes énergies
d’excitation qui correspondent a la transition délactron d’'une orbitale non-liante vers la
SOMO @ingly occupied molecular orbitalsont souvent faibles. Ces deux conditions
augmentent l'anisotropie du facteur g. Pour lesna® d’azote, une situation similaire se

rencontre selon la configuration de la molécule. dfiet, un atome d’'azote protone, qui

- 56 -



Chapitre 2 : Méthodologie

appartient a un hétérocycle conjugué n’a pas de @héctronique non-liante. Par contre, un
atome d’azote déprotoné appartenant a un méme pguateapporter une contribution majeure
a l'anisotropie du facteur g car il posséde uneepéiectronique non-liante. En général, les
systemest ne possédant que des atomes de carbone ont wotrapie de g faible. Les états
excités de basse énergie de ces radicaux sontraetér@m ou 1T et ne se mélangent pas a
I'état fondamental. Dans les métalloprotéines audemplexes métalliques, I'anisotropie du
facteur g provient du fait que I'environnement tlenl métallique, ou est localisée la densité
électronique, n’est plus isotrope.

L’environnement géométrique, pour un ion meétalliguguence la levée de dégénérescence
des orbitales 3d. Cette levée de dégénérescenobtesiue en utilisant la théorie du champ

cristallin et est illustrée par la figure 2-4.

d 2_,\,2
eg(dxz_yz ) dzz)
d,,
",\.‘ d ,
P — tzg(dxy’ dX21 dyz) ‘f\ e
(dxz’ dyz)
lon lon dans une répartition lon dans un champ lon dans octaédre étiré
libre sphérigue de charges octaédrique T
négatives ZT z °
. :
' [ ] [
M+ o ... M+ _______ o, o ... M+ ....... o,
A y y
X X i
°

Figure 2-4: Influence de I'environnement sur la lege de dégénérescence des orbitales d

Pour des ions métalliques dans des complexes ddicabon, on observe donc des
valeurs de g souvent trés différentes deeg une forte anisotropie de la matrikg]. Pour

comprendre ces écarts du facteur g par rapporélaction libre, ainsi que I'anisotropie

observée, il faut tenir compte du fait que lestatbs autres que celles a symétrie sphérique
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font intervenir leur moment angulaire orbital. lbmh’ nombre quantique est alors J=L+S. Par
ailleurs, des effets relativistes sont observalolessjue la taille des atomes augmente : c’est le
couplage spin-orbite.
Heo = AL [S. Equation 2-16

Cet Hamiltonien traduit le mélange entre configora €lectroniques issues du méme
terme spectroscopique de lion libre. Le taux delamge est déterminé par la force de
couplage spin-orbite (paramétr®) et par la difféerence d’énergie entre les termes
spectroscopiques fondamental et excité : plusitést grand, plus le mélange est faible.

Si maintenant on inclut ce phénoméne dans I'espragle I'Hamiltonien Zeeman, on

obtient I'équation suivante :

~

H zeeman— Mg ( Jo BO,xéx + 0o BO,yéy + g BO,zéz) Equation 2-17
Avec les relations suivantes :
2/ 81 :
90=0,— 1=g,— Equation 2-18
=g A g=9g A

3 1

A désigne la constante de couplage spin-orhlte. (respectivement)\,) désigne

'écart d’énergie entre le terme spectroscopiquedémental issu de la configuration
électronique fondamentale et le terme spectrosaoepissu de la configuration électronique
excitée. Ces deux parametres peuvent étre mesarrépgrtroscopie UV-visible.

L’anisotropie de I'effet Zeeman a son origine dinstructure électronique méme des
composes, structure qui est étroitement reliéerdvitonnement du centre paramagnétique.
Cette anisotropie détectée par RPE donne doncéfgepk renseignements sur la structure
géométrique des systémes étudiés.
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[.1-5 La transition RPE

La transition RPE est toujours provoquée par I'edimin électromagnétique a un
champ magnétiqueél donné. Comme il existe deux moments magnétiqueseau du
systéme étudié (électronique et nucléaire), anpaiori deux effets Zeeman, électronique et
nucléaire, simultanément. Cela signifie que pounneitre I'effet du champl§1 de la

radiation, on doit étudier I'Hamiltonien suivant :

~ A~

H o = 9eisB L5+ 9, 4,B 0 Equation 2-19

Comme nous l'avons précisé auparavant, I'effet Zeenucléaire est trés faible devant I'effet

Zeeman électronique (de l'ordre de 1000 fois iefér), cet effet sera donc négligé.

L’Hamiltonien Hpert se résume au premier terme. Aucun opérateur agissa le spin

nucléaire n’y figure et I'effet Zeeman électroniquagissant que sur la partie électronique de

la fonction d’onde, la transition RPE est donc dransition entre niveaux électroniques
caractérisés par la méme valeurrde, les valeurs dén_difféerant d'une unite.
La regle de sélection pour gu’une transition RRHel est donc :

Am =x1 et Am =0 Equation 2-20

L'onde électromagnétique doit posséder une pre@psi@bplémentaire pour induire des
transitions entre I'état 1 et I'état 2. En effetjles les composantes perpendiculaires a z (c'est-
a-dire a la direction du champ magnétique statigoa} efficaces pour induire la transition.
L'onde électromagnétique induisant les transitidog donc osciller dans une direction

perpendiculaire aéo. C’est ce que l'on appelle une configuration dedsl (figure 2-5)

décrite ci-apres :

Pour gu'une transition RPE ait lieu il faut :
1) un champ magnétique statiqﬁg provoquant

la levée de dégénérescence (Effet Zeeman éleati@niq

2) envoyer wune onde électromagnétique

perpendiculai rementB0 :

Figure 2-5: configuration de Bloch.D’aprés Turef
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() IDP>hv (b) [Dl<<hv
+ Energie m =+5/2 + Energie
m, =+5/2
6D I
m =+3/2
m, =-5/2
m =+1/2
m, =+3/2 m =-1/2
2D w
m =-3/2 m, =-3/2
o m =+1/2
— I —_ . m, =-5/2
m =-1/2 "
Champtmagnétique ' Champ r;agnétique
Si D=0 By ¢

Figure 2-6: Diagrammes énergétiques (dP|>>hv , (b) |D|<<hv. Cas d'une symétrie axiale et d'un champ
magnétique appliqué selon I'axe z de distorsion da levée de dégénérescence en champ nul.

Energie

+5/2

Transition
RPE

T T hV

ZES Interaction Couplage é
Zeeman hyperfin 0

Figure 2-7: lllustration des effets des différentesnteractions magnétiques sur les niveaux énergétigs
d'un atome de Fe(lll) spin fort
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1.1-6 Levée de dégénérescence en champ nul

Jusqu’a maintenant, nous nous sommes attachéasieeda transition RPE dans le cas
de systéme de spin S=1/2. Cependant il existe duvbremx systemes dont le spin
électronique est supérieur & 1/2: c'est le caspaniculier des métalloprotéines et des
complexes de métaux de transition.

Pour les systémes de spin électronique S>1/2,ul tnsidérer un phénomene
supplémentaire, présent en I'absence de champ tigqgeéd’ ou son nom : ZFS=Zero Field
Splitting) qui leve la dégénérescence des niveaansmin. Ce phénomene se traduit par

I'Hamiltonien :
HAzfs = é[ D] S Equation 2-21
Avec la trace de[D] nulle et ou les éléments c{@] sont homogenes a une énergie et

trouvent leur origine dans le couplage spin-orbtti distorsion du systeme.

Selon la valeur d{?D| par rapport au quantum d’énerdie , deux cas limites peuvent

étre considérés. lls sont schématisés sur la figube dans le cas d'un spin électronique
S=5/2.

D’aprés le théoreme de Kramers, on sait que lotsgsystéeme possede un nombre
impair d’électrons non appariés (spin demi-enties) niveaux énergétiques se groupent par
couples et restent au moins deux fois dégénéréalmence de champ magnétique. On parle
alors de doublet de Kramers. La dégéenérescenaiuedist ne peut étre levée qu’en présence
d’'un champ magnétique.

Ce phénoméne de levée de dégénérescence en chérapplusieurs origines : le
couplage spin-orbite et les interactions spin-sp@s conséquences d’'un couplage spin-orbite
pour un systeme de spin électronique S>1/2 imptitgee les niveaux Zeeman ne sont pas
dégénérés a la méme énergie lorsque le champ kesDauplus, un spin S>1/2 suppose
I'existence de plusieurs électrons non-appariépguient interagir entre eux et ceci conduit

a la méme conclusion : les (2S+1) niveaux ne sasitdgégénérés en champ nul (figure 2-7).

La levée de dégénérescence en champ nul s’expréxe gu tenseL[lD] de trace nulle :

D, 0 O
[D] =0 D, O |avecDh,+D +D,=0 Equation 2-22
0 0 D,
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Ceci permet d’écrire I'Hamiltonien en fonction deud parametres, notés D (parametre de
distorsion axiale) et E. L’'Hamiltonien de levéediggénérescence en champ nul s’écrit donc

sous la forme :

HAzfs = D[éi _:—13 Ag} + EE S— A@ Equation 2-23
avec les relations :
D, = —1 D+E
3
l -
D,=--D-E Equation 2-24
3
D, = g D
3

Dans les expressions ci-dessus I'akeest I'axe privilégié et désigne I'axe de plus dort

distorsion. Ce choix implique :

E .
0< D < Equation 2-25

wlk

Le parametre D peut étre positif ou négatif. Leapgtre E est ici choisi du méme
signe que D. Le rapport E/D est appelé rhombitivésqu’il est nul, la symétrie est axiale, et
lorsqu’il vaut 1/3, la rhombicité est maximale. kfgession générale de I’'Hamiltonien de spin

est donc :

— A~

H :IUB‘B[g] §+tf5[ [}) S Hom Equation 2-26

Pour interpréter les spectres RPE des systemegin&s1/2, il faut traiter en méme
temps l'effet Zeeman et la levée de dégénérescencehamp nul. Il faut donc comparer

I'ordre de grandeur relatif de ces deux phénomenes.
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1.1-7 Généralités sur le spectre RPE.

Le spectre RPE est caractérisé par sa forme, siéiopo sa largeur/Bp) et son
amplitude (Ap) (figure 2-8). Plusieurs données peuvent étrernlete a partir d’'un spectre
RPE : la position de raie permet de déduire leefacty et donc le couplage entre I'électron et

le champ magnétique ; la largeB__, la forme et 'amplitude 4, de la raie donnent, quant

pp’

a elles, des informations sur le type d’interactbiie mouvement des spins.

+ic
1. _ (ay C
—Gauss YRPE = I |WIGH - L l E
_. 08 I s Lorentz —x 5 j| o
3 % 05 st
> 06 s b AL b sewss
5§ 12 2 i i -se-Lorentz
e @ 0 LL..
5 0.4 L 3 i
i [l |
e r o [ il
< o2l | 05 [ i 1 facteur g
[=] B
. . 4 i i
0 W ! I 2 X
3200 3400 3600 -1 | 11 1
Champ magnétique / Gauss 3200 3400 3600
Champ magnétique / Gauss

Figure 2-8: Représentation des parametre@\B , larguer de raie a mi-hauteur pour le signal en
absorption (gauche) et I'amplitude pic a pic,%p, la largeur de raie pic a piCABpp et la position de

résonance, le facteur g sur le spectre détecté eR (droite). D'aprés Turek

|.1-7 a) Interactions magnétiques.

Un spectre RPE peut présenter une structure cempiésultant des différentes
interactions magnétiques que nous avons présefaffies Zeeman électronique, interactions
hyperfines, interactions superhyperfines, intecensi dipolaires, interactions fines). Les
niveaux d’énergie électroniques sont perturbés eetnduvelles transitions apparaissent.

Celles-ci se traduisent sur le spectre RPE papéiepon de raies supplémentaires.

1.1-7 b) Position de raie et anisotropie.

La position de la raie est définie par le factggui dépend uniquement de la structure

électronique de I'espéce paramagnétique et de saeinoanement local. Cette position est
définie par la condition de résonancl = £/, gB . Dans le cas général, un électron peut

étre délocalisé sur plusieurs atomes et donc appard plusieurs orbitales. Si I'électron

posséde a la fois un spin et un moment angulabiatrle facteur g n’est plus une constante,
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c’est une matrice anisotropbg] dépendant de l'orientation du champ par rappox au

molécules. La structure atomique du matériau ampetcrée un champ magnétique interne
qui est pris en compte dans le facteur g. Les antems auxquelles est soumis I'électron
peuvent donc étre indépendantes de l'orientatiorsydtéme par rapport au champ externe
(isotrope) ou dépendre fortement de I'orientationsgistéme par rapport au champ extérieur

(anisotrope).

1.1-7 c) Origine de la forme et de la largeur deiea

La forme (gaussienne ou lorentzienne) et la IargleuraieABpp sont des parametres

importants. L'augmentation de la largeur de raieodé& principalement de phénomeénes de
relaxation ou de phénomenes de recouvrement de taaeprobabilité d’interaction Zeeman
électronique n’est différente de zéro qu'au voigmale la fréquence de résonance, sur un
intervalle de fréquence qui est a l'origine dedegkeur de raie. La largeur de raie est fonction
de linverse des temps de relaxation. En effetpia le principe d’incertitude d’'Heisenberg
on peut écrire :

AB,, = L
209 [, (M

Avec AB,,, la largeur de la raie & mi-hauteur At la durée d’excitation des spins qui

Equation 2-27

dépend des temps de relaxatiareT To.

A la largeur de raie due a l'interaction Zeemarctétmique, viennent s’ajouter d’autres
contributions qui peuvent modifier la raie de factomogéne et/ou inhomogene.
L’élargissement homogene de la raie RPE (formentarenne) peut étre di a la délocalisation
des spins qui dépend du couplage des spins emtrenais aussi du réseau. L'élargissement
inhomogeéne de la raie RPE (forme gaussienne) espridicipalement a linteraction
hyperfine. L'interaction dipolaire entre spins damse structure hétérogéne ou en présence
d’'un champ magnétique extérieur inhomogéene entrdige résonances a des fréguences
légerement différentes et contribue a I'élargissgniehomogene de la raie. Dans la plupart
des cas, la largeur de raie résulte de contribsitttomogénes et inhomogenes. La forme

gaussienne ou lorentzienne de la raie peut étegrdiétée a partir du rapport entre la largeur

de raie a mi-hauteuAB, , et la largeur de raie pic a pB,_ .

En RPE, la puissance absorbée par I'échantillorespond a la valeur moyenne de
I'énergie électromagnétique recue par I'échantillampartir des équations de Bloch, on peut

montrer que la puissance absorbée moyenne esfalena :
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P,.(w) = %w)(" B = —;a)a)o)( f(w-w,) B Equation 2-28

Dans cette expressiony est la susceptibilité statigue de I'’échantillonsomé, mg est la

fréequence de résonance (fréquence de Larmorpabd) est la forme de raie:

f(w-a) 21, Equation 2-29

C1+TH(w-a,) + yBITT,

Si y?B2T,T,<<1 (facteur de saturation), alors la forme de saieplifiée est lorentzienne. Un

signal de RPE a toujours une forme comprise emsedeux formes limites. En général une
raie de solide a une forme lorentzienne, alorsmgitaie de molécule en solution a une forme

gaussienne

1.1-7 d) Amplitude du signal RPE

L'évaluation de l'intensité du signal RPE peutébbtenue par la méthode de double
intégration du spectre ou la méthode pic a picméhode de double intégration consiste a
intégrer deux fois le spectre RPE difféerentiel nméssur I'intervalle entier. La méthode pic a
pic consiste a mesurer la différence entre le maxinet le minimum associés ou entre le
maximum et la ligne de base déterminée a partgpaatre entier et symétrique.
La meéthode la plus rigoureuse pour obtenir une walgui est proportionnelle a la
concentration de spin est la méthode de doublgratién. Cependant cette méthode donne
une valeur qui est proportionnelle a la concerdratotale en spin de I'échantillon, elle ne
permet donc pas de distinguer les espéeces radaaldéisonant a la méme fréquence.

1.1-7 €) Le phénomeéne de saturation
Comme nous l'avons vu précédemment, dans le cdgldetron libre, en présence
d’'un champ magnétique statiqﬁg, deux niveaux d’énergie existeni & No.
Pour pouvoir observer une absorption micro-ondepduplement du niveau de plus
basse énergie doit étre supérieur a celui du nideaplus haute énergie. Initialement, avant
toute irradiation, le systéme est en équilibre rtligue et la répartition des spins entre les

deux niveaux de populations Mt N, est régie par la distribution de Boltzmann (édquag-
30):

Equation 2-30

avec lg la constante de Boltzmann et T la températureladg).
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La population de spins est Iégérement plus élesutele niveau N par rapport au
niveau N et cette distribution dépend de la températurerssquon envoie une onde
électromagnétique de puissangg & induit des transitions entre le niveau infédriet le
niveau supérieur mais également l'inverse. Pouemes un signal RPE, il est essentiel qu'il
existe une différence de population entre le nivie&rieur et le niveau supérieur. Quand on
augmente la puissance de I'onde électromagnétmugugmente le nombre de transitions,
mais dans le cas d'une puissance trop importafdeart des populations des niveaux
énergétiques 1 et 2 tend a s’annuler, ce qui soaple transfert d’énergie. Il n'y a alors plus

de signal RPE détecté. Il se produit alors un pim&me de saturation.

1.1-7 f) Le phénomeéne de relaxation
Le retour des spins a leur position d’équilibreadih de I'excitation s’effectue par un
phénomeéne de relaxation. Il existe deux phénoméeaeaslaxation (figure 2-9). On oppose la
relaxation longitudinale ou spin-réseau, définie lpatemps de relaxation; Ta la relaxation

transversale ou spin-spin, définie par le temps T

L) L=

Relaxation Spin-Spin Relaxation Spin-Réseau
Figure 2- 9: Les deux types de relaxation.

La relaxation spin-réseau est due a l'interacties spins avec le milieu dans lequel ils
se trouvent. Les spins excités rendent le surpléeedgie par collision avec les atomes
voisins. La relaxation spin-réseau se produit suivimois processus principaux: Direct
(émission ou absorption d'un phonon); Raman (difa d'un phonon) et Orbach
(intervention d’un troisieme état).

La largeur de raie dépend beaucoup deflus T, sera faible, plus la raie sera large.
La raie sera d'ailleurs plus difficile a observehaute température. Des temps de relaxation
brefs existent lorsque I'état fondamental a la jpil#® de se mélanger avec des états excités,
Soit parce que ceux-ci sont proches en énergie paote qu'il existe un terme de mélange
significatif (couplage spin-orbite).

La relaxation spin-spin a lieu quand a l'intériedur systeme de spin, par suite des
diverses interactions, les électrons peuvent padiseriveau supeérieur au niveau inférieur.
Puisque I'’échange d’énergie dans le cadre de d¢emations s'effectue entre les diverses
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parties du systeme de spins, I'énergie du systesrepiths considéré comme un tout ne varie

pas.

Si on suppose que le radical ne donne lieu a aphénomeéne d'échange (il n'y a pas,
par exemple, de variation de structure du radicat@urs du temps). La largeur de raie est

alors une grandeur directement fonction des terepegldxation :

AB = l = i + —1 Equation 2-31
r T, 2T,

La relaxation spin-spin ¢) génere des petits champs magnétiques variabiasi®o
Ceci signifie que chaque dipdle (spin) voit le méchamp magnétique moyen, mais que ce
champ fluctue. Puisque I'écart entre les niveadneigie varie par élargissement de ceux-ci,
il en résulte un élargissement du signal. Les tiatitbns du champ local dans le temps
(fluctuations dynamiques) causent un élargissers@culaire homogene. Des fluctuations du
champ dans l'espace causent un élargissement igjeo@o T est déterminé par I'échange
d'énergie entre le systeme de spin et le milied. &hange se fait essentiellemerd les
vibrations du milieu et sera d'autant plus efficgoe le couplage spin orbite sera grand.

sera donc fonction de la température et des atopraposant I'espéce paramagnétique.

|.2-LES DIFFERENTES TECHNIQUES DE LA SPECTROSCOPIRPE.

|.2-1 La spectroscopie RPE conventionnelle.

Les premiers spectrométres commerciaux utilisaigrat frequence micro-onde de 9
GHz, ce qui est encore le cas pour la majoritéspestrométres RPE dits « conventionnels »
ou « classiques ». lls sont également qualifiéspietrometres « bande X ». D’autre part, le

mode de détection le plus répandu est dit « perpealaite » (i.e. le champ magnétique
appliquélfi0 et le champ magnétiqi de I'onde électromagnétique sont perpendiculaires)
Dans ce cas les régles de sélection qui régisesntransitions RPE somkm, =+ , ket
Am, =0. Enfin, la cavité dans laquelle est placé I'éctiant est de type résonantee. sa

géométrie peut étre adaptéga(la vis d’iris) pour que les ondes y soient stataires, ce qui
accroit la puissance disponible des micro-ondes.

Cette technique donne acces a un tres grand nomebrenseignements sur I'espece
paramagnétique étudiée: degré d’oxydation, nu¢iagéometrie, nombre de coordination et

est maintenant utilisée comme une méthode de éaisation tout aussi indispensable
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gu’'accessible, dans différents domaines de la

ehimmis aussi de la physique. Elle est en

particulier trés exploitée pour caractériser degssiactifs d’enzymes ou des modeles

chimiques, contenant des métaux de transi
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e - — s — S | S | " — —

tion conem€uivre, le Manganése et le

-ﬂ seillos :apé—i

2
-

Source |
Terminating I »
Klystran S lood ]
Truning FATH Detection system —‘
Isalator % Attenuator | ooz | Noowz | [F= |
| | B =
i B signal signal !
- rpa omplif detect = i
- plifier eTacTor )
Novemeter NS Defector - |
Circulator ar WO g CrY3 o,
-=Klystron hybrid tee™ 1 -:'-::!_. ) ) L l
Klystron Slide ] -
plwer SLTEW | Gty system
supply tuner? =
i o Tfoo ]
Magnet system A f moculation .
——— o Beoils
— Mognet o
utomatic power 0 B —
frequenty | - supply AAN A
control : l
. Field Electra-
: scan mognet
drive |
P /1 g gp—
_— e YuUUYUr U
Hesnnqrd"; Modulation system :
cavity 100 kHz |
: power 100kHZ | ¢
| amplifier pscillatar |

Figure 2- 10: Schéma d'un spectrometre RPE bande Xitilisant une détection synchrone avec une

modulation & 100kHz.D’aprés Weil etoll. 1994,
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De I'équation fondamentale :
hv =g, B,,.. Equation 2-32
on tire I'existence de deux possibilités pour obseune transition : soit on fixe la fréquence

V du rayonnement électromagnétique et I'on fait vdeechamp magnétique statiqllﬁg,, ou

alors on fixeB, et on fait varier la fréquenae. Pour des raisons pratiques c’est la premiére

solution qui est mise en ceuvre. La figure 2-10 meotd schéma de principe d’'un appareil
RPE. Cet appareil est constitué de quatre parfi@ssource d’onde électromagnétique ; la
source du champ statique, le systéme de modulatimsysteme de détection. A ceci il faut

ajouter un cinquieme élément qui est la cavité.

La source de I'onde électromagnétique.

Une diode a effet Gunn (anciennement un Klystrait éttilisé) génere de facon
cohérente une onde électromagnétique de frequencedistoriquement, les fréquences
utilisées dans les tous débuts de la spectros&Rieétaient celles utilisées par les radars lors
de la seconde guerre mondiale. Celle qui étaitua gpandue correspondaivVa=9,5 GHz,
la seconde s’élevait a 35 GHz. On les appelle otisqeenent bande X et bande Q. Le tableau

suivant reprend les différentes fréquences deitravei que leurs dénominations :

Bande Fréquence Longueur d’'onde (cm) Champ a g=2 (T)
(GHz2)
S 3,2 9,37 0,114
X 9,5 3,19 0,336
Q 35 0,88 1,215
w 95 0,32 3,394
115 0,26 4,108
190 0,15 6
285 0,1 10

Tableau 2- 1: Propriétés des différentes fréquencesilisées en spectroscopie RPE.

Cette fréquence peut varier dans un petit intervat est ajustée en début
d’expérience. Elle est maintenue a cette valeucegéiun systeme d’astreinte : le contréle
automatique de fréquence (AFC) puis le lock offght.isolateur sélectionne les ondes qui
viennent de la diode a effet Gunn et absorbe lee®réfléchies de la cavité. Un atténuateur

permet le réglage de la puissance de l'onde élacigoétique, cela correspond a un
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ajustement de I'amplitude du champ magnétiapeUn guide d’onde permet la transmission

sans perte d’énergie de la radiation.

La cavité.
Il existe plusieurs types de cavité mais le modElR,, est la cavité la plus

couramment utilisée. Dans cette cavité, I'échamtilke trouve au centra,g la ou le champ
électrique est minimal et ou le champ magnétiéilest orthogonal au champ stati(ﬁbe.

On commence par créer des ondes stationnairedaleagité en ajustant la fréquenkede la
diode a effet Gunn. Pour minimiser les pertes, daité posseéde des parois en argent
recouvertes d’or. La vis d'iris permet d’optimidar sensibilité de la cavité (ajustement du

facteur de qualité pour assurer un minimum de rteiveau des parois).

Le systéeme de détection

Les ondes analysées sont uniquement celles régkeplar la cavité. L'existence d’'un
systeme d’ondes stationnaires au sein de la capgtéfie que dans une situation idéale, ce
systéme d’'ondes est confiné dans la cavité. Cepenidas toutes cavités, il existe des fuites
et ce sont ces fuites que I'on analyse. On réglgulde d’onde (vis d'’iris) pour que, quelle
que soit la puissance de la radiation, les fuiteslad cavité soient minimales. Quand on
appligue le champ magnétique et qu’il y a résonaleesysteme d’'ondes stationnaires est

modifié et apparaissent les fuites. C’est cetteifivadion que I'on détecte.

La modulation
Pour différentes raisons, la raie RPE peut éé® large et présenter un maximum peu

élevé. De telles raies sont difficiles a détedBaur améliorer la détection de tels signaux on
utilise la modulation. Cela consiste a ajouter laangp statiqueB,une composante oscillante

de fréquence de 10 a 100 kHz, dont on peut cH@saplitude.
La figure 2-11 A présente le principe de la modatatOn mesure la différence de courant

Ai =i =i, ou i correspond au courant lorsque le champ appliqué&BauOn a

a

a

B
B, =B, —7’" etB, =B, +7‘". Lorsque B, devient suffisamment fort pour qu'il y ait

absorption de la radiation mais aBg B, ., la différence de courant mesurée est non nulle

0,res?

et positive. LorsqueB, se rapproche ds

0,res !

c'est-a-dire qu’on se rapproche du maximum
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d’'absorption, la différence de courant diminue,red’annule a la résonance. LorsqBg

s’éloigne deB on a toujours absorption de la radiation mais iféér@nce de courant

0,res
mesurée devient négative daest inférieur a_. Enfin lorsqueB, est trop grand pour qu'il y

ait absorption de la radiation, on a a nouveasi, = 0. Si I'on trace la différence de courant

en fonction du champ magnétique, on obtient lavééripremiére de I'absorption. Les raies
peu intenses ou larges sont ainsi détectées.

Cependant la modulation utilisée ne doit pas ékessive, car si la modulation est trop
importante, une déformation de la résonance estct&. Ce phénomene est illustré par la
figure 2-11 B

>

B

Radical DPPH - Effet de Ia modulation (en mT)

i

16 n}; i T=298 K
s v=9.39 Gz

Detector current
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332 3 3 335 336 337 332
Champ magn“tique (mT)

I
I
I
#y
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Figure 2- 11: (A) Principe de la modulation. (B) Efet d'une modulation croissante (de 0,1 a 3,2 mTusle
spectre du 2,2'-phényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).D'aprés Turek

L’échantillon

L’échantillon est placé dans un tube en quartodéu d'impuretés paramagnétiques.
Un cryostat permet de travailler a basse tempé&alas solutions doivent étre réalisées avec
un solvant qui géle correctement. L'eau une foiégene présente aucun inconvénient
particulier, sa constante diélectriqgue ayant foaeththutée (donc les micro-ondes sont moins
absorbées). Ceci est tres important pour les étlbast biologiques car la plupart des
tampons utilisés sont a base d’eau. Les échartitlerprotéines pourront donc étre analysés a
basse température.
L’amplitude du signal RPE est influencée par laiatam de la position angulaire liée a

I'anisotropie du signal RPE et par la variationagosition verticale au sein de la cavité. Une
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faible variation de la position du tube contenantnatériau peut avoir des répercussions sur

I'amplitude du signal RPE.

Conditions d’enregistrement d’'un spectre.

En jouant sur les parameétres expérimentaux tesapuissance des micro-ondes, la
modulation d’amplitude, les constantes de tempke ejain, il est possible d’améliorer le
rapport signal sur bruit. Cependant, il faut trauwe compromis entre le maximum de
sensibilité et la résolution du spectre. Lorsque dehantillons sont stables il est toujours

possible d’améliorer le rapport signal sur bruitaargmentant le nombre de scans effectués.

Lorsqu’on effectue n scans le rapport signal suittest amélioré par le factedﬁ.

On peut également augmenter le rapport signal miir én jouant sur la constante de temps,
qui filtre le bruit en intégrant partiellement léponse du spectrometre. Lorsque la constante
de temps augmente, le niveau de bruit s’abaissta &onstante de temps choisie est trop
longue par rapport a la vitesse de balayage en ghkarsignal RPE peut étre distordu ou
méme filtré. S’il est nécessaire d’utiliser une stante de temps longue pour voir un faible
signal, la vitesse de balayage doit étre diminugepeoportion. Le temps nécessaire
d’acquisition du spectre RPE doit étre en moyenrefals plus long que la constante de
temps. Le temps de conversion est le temps néoesaaconvertisseur analogique numéerique
pour intégrer une valeur de champ donnée avantadeep a la suivante. Si le temps de

conversion est trop court, les plus petits sigreant perdus dans I'étape de numérisation.

Le paramétre température.

Les électrons, excités par l'onde électromagnétiquerdent leur énergie en la
transmettant a leur environnement par le procedsuglaxation spin-réseau. Ce processus est
caractérisé par le temps de relaxation Dans la plupart des complexes de fer, bt
particulierement rapide a température ambiantei €ettaine un grand élargissement des
raies RPE. Il est nécessaire de diminuer la tenyrérd’enregistrement du spectre RPE a des
températures cryogéniques dans le but d’obterspéetre RPE d’une métalloprotéine a fer.
De plus, en diminuant la température on augmentwille du signal car on augmente le
facteur de Boltzmann. Cependant, si la tempéragatdrop basse, la relaxation spin-réseau
devient pratiquement inefficace et la taille dunsigdiminue aux fortes puissances car le
nombre d’électrons dans les états fondamental @téex’égalise, ce qui donne naissance au

phénomeéne de saturation (voir ci-dessous).
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La puissance des micro-ondes

La puissance des micro-ondes est un parametrartpgstant lorsqu’on enregistre un
spectre RPE. Elle est a optimiser afin d’avoir leillaur rapport signal sur bruit. Aux faibles
puissances, I'amplitude du signal RPE augmenteqgptiopnellement avec la racine carrée de
la puissance. A puissance plus élevée, le sigmainde et I'élargissement de raies apparait.
Cet effet est appelé saturation. Afin d’éviter t@ienomene de saturation, on utilise une
puissance optimale définie dans la zone de lirantdessous de la puissance de saturation.
L’équation suivante comporte le paramétre d’homégés introduit par Innes et Brudvig
Cette équation permet de tracer la courbe théodgusaturation en puissance et d’obtenir la

puissance de saturation.

/P

A\)p:T
1+ ——
)

Aap est 'amplitude pic a pic du signal RP&,un coefficient de proportionnalité?

’s

Equation 2-34

. 12

puissance des micro-ondes qui caractérise le cderpent de saturation du signal eete
paramétre d’homogénéité variant @€),5 pour des raies inhomogenes (gaussienigel ®
pour des raies homogenes (lorentzienne).

La position de I'échantillon reste inchangée logd’dxpérience de saturation afin de s’assurer

que tous les spectres soient enregistrés danoddgions identiques.

1.2-2 La spectroscopie RPE a champ intense et a hau

fréquence.
Généralités.

Afin d’obtenir le maximum d’informations sur un sgsgme donné, il est utile de
moduler I'effet Zeeman (dépendant linéairementltntp magnétique) par rapport aux effets
intrinséques du systéme (interaction hyperfineeeéé de dégénérescence en champ nul) qui
sont indépendants du champ magnétique appligués Maion augmente le champ
magnétique, il faut augmenter également la fréegeiede I'onde électromagnétique
d’irradiation. On se situe alors dans le domaindad®PE (HF)?, (.e. High-Field, High-
Frequency).

Typiquement, I'anisotropie Zeeman des radicaux miggees n’est pas plus large que
0,01 en valeur de g. Elle est donc en général dmenédre de grandeur que linteraction

hyperfine et, pour des radicaux organiques, lesmplBaintenses nécessaires pour que
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I'anisotropie du tenseur g soit dominante commenéeplusieurs teslas. C’est pourquoi la
RPE a champ intense a été principalement appligu@&ude de radicaux organiques afin de

résoudre la trés faible anisotropie du tenspg]r®1#15161718192(n4is cette technique a

également été appliqguée aux complexes d’ions aesitian. Dans la pratique, pour obtenir
une bonne résolution expérimentale des valeurs, defgut que la différence entre deux
valeurs de g consécutives soit nettement supériaufélargissement de la raie di aux

couplages non résolus.

Instrumentation

Pour comprendre l'avantage pratique de l'utilisatide fréquences micro-ondes
élevées et de champs intenses il faut considérer deamensions physiques de
linstrumentation. A 9 GHz la longueur d'onde capendante est de 30 mm. En
conséquence, les parties du spectrometre, telles leuguide d’'onde et la cavité sont
approximativement de cette taille. A 300 GHz, lagoeur d’'onde correspondante est de 1mm
et la taille des composants réduite en conséqueD@mitre part, alors que le champ
magneétique requis pour effectuer des mesures a 9 @t étre atteint avec des petits
électroaimants a noyau de fer doux, a 300 GHzjmara supraconducteur de 10 T est requis.

La plupart du travail de RPE a champ intense désrditlons biologiques a été
effectué sur deux types de spectrometres trésreliffe Le premier type est basé sur
I'utilisation d’'une cavité et fonctionne sur le ménprincipe que les spectrometres
conventionnels. Les spectromeétres a 95 GHz commet@ppartiennent a cette catégorie. Le
deuxieme type de spectromeétre n'utilise pas det&aet ressemble davantage a un
spectromeétre d’absorption optique. Les spectroraéireavité devraient étre techniquement
supérieurs avec une meilleure sensibilité et uitisaiton plus efficace de la puissance micro-
onde. Cependant, ils présentent un inconvénientunajla taille d’'un résonateur est limitée
par la longueur d’'onde.

Les systemes sans cavité n'ont pas une sensiailgsi élevée que les systemes basés
sur l'utilisation d’'un résonateur (la perte de deiige est d'au moins un facteur 1000).
Cependant, la perte de sensibilité est compenseelpsieurs facteurs. Sans cavité, les
contraintes sur la géométrie des échantillons settiément plus flexibles. Ce qui est tres utile
lorsqu’on veut travailler avec des échantillonsldgues. Les échantillons utilisés dans le
spectrometre de Saclay peuvent occuper un volumredogue de 15 a 20 mm de hauteur et
10mm de diametre. L’'un des avantages majeurs estaupeut ainsi utiliser les tubes RPE
conventionnels de 4 mm de diameétre ce qui nous gtedétudier et de caractériser des
échantillons & la fois avec un spectrométre stahda® GHz puis de les transférer dans le
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spectrometre a champ intense pour obtenir les rgseBRPE jusqu’a des fréquences de 285
GHz.
Le spectrométre RPE a champ intense construittaurdéoire fonctionne sur le méme

principe que celui décrit par Muller ebll.?* et est représenté de fagcon schématique sur la
figure 2-12.

m 4
X Anplificatemn
5 ‘synefaonisé
& .
& Attéuuaten
G S Synthetisen |
N o/ Yy i
\_‘ Guide d'onde I TS
%
il Plissancesitre
E{ _ b Multiplicateu de
:%: o g ,'.‘: feguence
3! 2 | .
R | i
5
t
o)
o Ordinateur
~
Aiuant supraconductenn
0-105T

Eehatillor '—J L—‘ Bobine e wodulation

Figure 2- 12: Schéma de principe de fonctionnemerdu spectrométre a champ intense du laboratoire.
D'aprés Dorlet 200%.

La source de micro-ondes est un synthétiseur (ELYS8aint-Pétersbourg, Russie) de
95 GHz. Cette fréquence peut étre multipliée eflisatit un doubleur ou un tripleur de
fréequence (Radiometric Physics, Menkenheim, Allengdgles fréquences de 190 et 285 GHz

peuvent ainsi étre atteintes. La puissance maximealesortie est alors de 3 a 4 mW. La
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puissance micro-onde absorbée par I'échantillomesturée au moyen d’'un bolometre (QMC
Intruments Ldt., Royaume-Uni). L’acquisition durs& se fait par ordinateur.

L’échantillon est placé a l'intérieur de I'insent aiveau de la bobine utilisée pour la
modulation en champ. L’échantillon est placé dams porte-échantillon, un tube de
polycarbonate, qui est laché dans le guide donde.température de I'échantillon est
controlée de 1,7 a 300K par un cryostat a flux liiné (Oxford Instruments, Oxon,
Royaume-Uni). L’hélium utilisé pour la régulatior da température provient de I'hélium
liquide dans lequel est immergé I'aimant supracotelur.

Le champ magnétique externe appliqué a I'échantplour la mesure RPE provient de
cet aimant supraconducteur a bobine unique (mobesatron, Oxford Instruments, Oxon,

Royaume-Uni). La valeur maximale du champ est d& TO

[.3-LES SPECTRESRPE DANS LE CAS DE POUDRES ET DE SOLUTIONS

GELEES.
1.3-1 Allure générale d’'un spectre a symétrie axia.

Dans le cas d’une solution gelée, les moléculesfages et orientées statistiquement

et de facon équiprobable : aucune direction n'esil@giée. Le spectre RPE sera déterminé
d’'une part par la probabilité de trouver le chamggmeétique statiqueé0 dans une certaine
direction par rapport aux axes de la molécule atittle part par le spectre associé a chacune
des orientations du champ magnétiéde La symétrie axiale se manifeste en RPE par te fai
que la réponse du systeme n'est pas la méme seloentation du champ magnétique

statiquel?:0 par rapport a la molécule. Par analogie avecd&gmye isotrope, on désigne par g
ou g, la valeur du facteur g du systeme si le chalﬁapest selon I'axe de symétri€ | et par
go la valeur du facteur g si le chanfﬁb est appliqué dans le plan perpendiculaire a ldxe

symétrie (X,V)).

L’'Hamiltonien Zeeman électronique s’écrit donc :

Heeman= 4:( 9,8, S +09.B,S +g,B,,S,) Equation 2-34
De part la symétrie de révolution autour de I'akegon peut limiter I'étude a un seul
plan contenant I'axeZ . On aura alors I'ensemble des caractéristiquesydteme et ce pour

toutes les orientations du champ magnétique paoraa la molécule.
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En utilisant les coordonnées sphériques pour lexphrmagnétique, définie par le schéma 2-1,

la valeur de g a la résonance s’écrit :

9(8) = \/gé sin”@+g; cos’ 6 Equation 2-35
On peut montrer que dans cette orientation, le ghawagnétique

résonant possede I’amplitut&JVreS(H) satisfaisant a la relation :

hv = g(0)u, BovreS(H) Equation 2-36

Schéma 2- 1. Coordonnée
sphériques définissant le chamr
magnétique dans un repér
cartésien.

OWL

Pour cette orientation, le spectre est donc cardstitune raie, analogue a ce que I'on a

VU pour les systémes isotropes, centrée Bld[es(ﬁ) et dont l'intensité dépend de la

probabilité de transition. De plus, ces équationdiqguent que I'amplitude du champ
magnétique statique a appliquer pour observer dan@nce dépend de l'orientation de ce
méme champ par rapport & la molécule. Pour un¢isolgelée,@ peut varier entre 0 et 90°.

Un angle nul correspond au cas ou le champ est $ake Z, un angle de 90° a la situation

- hv
ou le champ est selon I'axe. Le champ résonant peut prendre toute valeur entre— et

O.-Mg
hv
9,-Ug

s’étend sur un domaine de champ.

puisque le facteug(@) varie entre get g.. On a donc maintenant un spectre qui

Le profil d’un spectre RPE de solutions gelées érivde premiére dans le cas de symétrie

axiale est illustré par la figure 2-13.
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Figure 2- 13: Spectre RPE de solution gelée en préme dérivé dans le cas d'une symétrie axial€as 1
(gauche) : grg- ; Cas 2 (droite) : ggn

1.3-2 Allure générale d’'un spectre a symétrie rhomigjue.

L’adjectif rhombique signifie que l'effet Zeemantds plus anisotrope possible : il

existe trois directions particulieres de I'espaairplesquelles, si on applique le champ
magnétique statiqueEQS0 dans ces directions, la réponse du systeme set&asa par trois
valeurs différentes de g. Si 'on nok Y et Z ces trois directions, on désignera pargy et

0. les trois valeurs du facteur g. Pour un radicghaique, on choisit par conventiogp>gg, >

0. Par analogie avec la symétrie axiale, cela sgmjfie I'Hamiltonien associé a l'effet

Zeeman admet pour expression :

HZeeman: IuB (ng()xSx + gyBoySy + ngOZSz) Equation 2-37
Ou x, Yy, z dénotent les coordonnées dans le rgpéreipal lié a la matrice[g]. Les valeurs

de g, g, et g sont les valeurs principales du tens{xgl} et g est la valeur intervenant dans

I’équation de résonance 2-38 :
hv = guyB, Equation 2-38

En utilisant les coordonnées sphériques pour Bmghmagnétique, définie par le

schéma 2-2, la valeur de g pour la résonance &écri
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¢ ' B0 Schéma 2- 2: Coordonnée
! sphériques définissant le chamr
: magnétique dans un repér
i cartésien.

S y

PR

X
—_ 2 ain2 2 ~a1n2 HJ 2 .
g(9,¢)—\/gxsm gcos ¢ +g;sin’Fsin” ¢ + g; cos 6 Equation 2-39

ou O représente I'angle entre le champ magnétique aatel’z du repére principal €t
représente I'angle entre I'axe x et la projectioncthamp magnétique sur le plan (x,y). Cette
équation correspond a celle d'un ellipsoide deltdam. Dans le cas d’une poudre ou d’'une
solution gelée, le champ magnétique peut prendreegoles orientations possibles dans le
repére principal et le spectre d’absorption RPE equirésulte est la somme du signal RPE
correspondant & chacune des orientations. Ce spzfpoudre est représenté par la figure 2-
14.

Figure 2- 14: Profil d'absorption d'un spectre sur poudre en symétrie rhombique (haut); Profil en
premiére dérivée d’'un spectre sur poudre en syméteirhombique (bas).

La valeur de g pour laquelle la condition de résoeaest satisfaite dépend donc de
I'orientation du champ magnétique par rapport ak@samoléculaires (axes principaux du
tenseu[g]) ce qui permet de sélectionner les orientatiorssrdelécules lorsque la valeur du
champ appliqué est suffisante pour résoudre I'amipe de I'interaction Zeeman (condition

champ intense).
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Figure 2-15: Niveaux énergétiques des électrons @ dlion Fer et distributions des électrons dans lesodes
de coordinations octaédrique et tétraédrique.
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|.4-SPECTRES DES ESPECES DNTERET DE CE TRAVAIL.

1.4-1 Spectre du Fe(lll) spin fort du site actif des catalases et

des catalase-peroxydases.

Le fer peut exister sous trois degrés d’'oxydatlans les échantillons biologiques : le
Fe(ll) ou ferreux, avec une configuration électoqua d° ; le Fe(lll) ou ferrique, dont la

configuration électroniquel® et le Fe(IV) ou ferryle dont la configuration éemnique d*.
Parmi ces espeéces, seul le Fe(lll) possede un momipair d’électrons, ce qui signifie que
les niveaux électroniques dégénérés peuvent étimégcpar application d’'un champ
magnétique. Les autres états de valence peuvemtnégnétiques mais I'éclatement des
niveaux €énergétiques est supérieur au quantum &gprg apporté par l'onde
électromagnétique, ainsi ils ne sont pas détect&RE bande X.

L’état de spin de l'ion Fe(lll) a une grande inflwe sur le spectre RPE (figure 2-15). Les
électronsd ont chacun un spin S=1/2 et sont distribués s crbitales. A cause de la
répulsion électrostatique, ces électrons ont tetel@anoccuper des orbitales différentes, dans
ce cas l'atome de fer est dit spin fort. Cependesitinteractions avec le champ de ligand
entrainent un éclatement des niveaux énergéticggegldctronsl. Si le champ de ligand est
assez fort, les électrons vont plutt se coupleereplir les orbitales de plus basse énergie, on
parle alors de spin faible. Dans le cas de l'ataieefer, il existe un spin intermédiaire
(S=3/2). L'amplitude de I'éclatement des niveaurr@étiques), détermine I'état de spin de
'atome de fer. Il dépend des types de ligands régelement de leurs géométries. Le fer,
dans une géométrie tétraédrique, est toujours danétat de spin fort. Dans le cas d'une
coordination octaédrique, qui est proche de la dination de l'atome de fer dans les
hémoprotéines, 'atome de fer peut étre soit spim $oit spin faible, selon la nature des
ligands axiaux. Le champ électrique local, créélesiélectrons des ligands les plus proches
de I'espéce paramagnétique, contribue au momennétigge. Lorsque S>1/2, le champ de
ligand est a l'origine de la levée de dégénérescemcchamp nul. Quand le champ local est
asymetrique, ce qui reflete le caractere et lacdigion des ligands, les orbitales et la levée de

dégeénérescence en champ nul le sont égalemenire(f2916).
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(a) ISOTROPIC (b) AXIAL (c) AXIAL (d) RHOMBIC
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Figure 2- 16: Représentation schématique du tensel{lg] et conséquences sur les spectres RFEh haut

sont représentées les formes des différentes sgmétsphérique, axiale et rhombique. Au centrpecse
d’'absorption selon la symétrie. En bas : spectiel Belon les symétries

L]

d

Figure 2-17: Symétries des cing orbitales d

x2-y? z
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Il est important de connaitre les propriétés de&yimdes orbitales pour connaitre les

relations qui existent entre elles par rotatioroaud’un axe (figure 2-17). Par exemple, une

rotation autour de I'axez ‘transforme’d, . en d, et d,, end,. Cependant aucune

rotation autour de cet axe ne ‘transforme’ I’orlm'tzhzz. Commedxz_yz et dXy sont liées entre

elles par rotation autour de I'axg, lorsque le champ statiqLE0 est appliqué seloZil y a

mélange de ces deux orbitales. Ailtiisxj_y2 acquiert un peu de caractere d@ et le résultat

est qu'il est possible pour un électron présentsddg_yz de circuler autour deZ. Cette

circulation crée un courant dans le plan xy etagrant circulaire est équivalent a un aimant
possédant un moment magnétique orbitalaire. Ce mbmmagnétique influence donc le
moment magnétique de spin : on parle de couplageospite. Pour les systémes possédant

plusieurs électrons non appariés, I'interactioreefgs électrons non appariés et le champ de
ligands mene a une différence énergétique des &aitrs de spinffy +1/2,+3/2+ 5/7)
méme en absence de champ magnétique. A premiereilvo@rait étrange qu’un champ

électrigue puisse affecter le spin électroniqueismaci est la conséquence du principe de

Pauli, d’apres lequel les électrons qui possedennhéme spin ne peuvent pas occuper le

méme espace. Ainsi, les configurations telles epyd (NN, M, =5/2), dans laquelle les

cing électrons non appariées ont la méme oriemtatéospin et M, M =1/2), dans

laquelle les électrons non appariés ont le maximdenspin opposes, different dans le

mouvement que possede chaque électron.
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a) Pas de ZFS

m =+5/2
=+
nmi:j;g S=5/2 m=+5/2
m =-1/2 S=5/2 m=+3/2
m =-3/2
m =-5/2 S=5/2 m=+1/2
B,
b) ZFS faible
m =+5/2
m =+3/2
! ; m =+1/2
m =-1/2
m =-3/2
m =-5/2
B,
c) ZFS fort
B,|| D

=+

B,OD
m,Z=+5/2 <ms—15/2
<ms 3/2

B’ Projection de mg B

g,=2 g,=6
Figure 2- 18: Niveaux énergétiques pour un composiont S=5/2 selon l'intensité du ZFS(a) en absence de
ZFS (D=0), une seule résonance isotrope est olsewvd&PE ; (b) avec un faible ZFS cing résonanessées

en g=2 sont observées en RPE, (c) avec un fort dRSignal anisotrope provenant du doublgt#h/2 est
observé en RPE.
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La RPE, en patrticulier pour des systéemes de S®st2ires sensible aux petits écarts
par rapport a la symétrie tétragonale. Pour un@mdisn purement axiale, 'amplitude de ce
dédoublement est quantifiée par le paramétre DsDaras le plus simple, (cas idéal D=0)
(figure 2-18 A) quand le champ magnétique est taus les niveaux convergent vers une

méme valeur et une simple résonance en g=2 estv@les€haque transition satisfait la régle

de sélectionAm, =1 et pour toutes les valeurs du champ statique sdatetransitions ont

la méme amplitude. Lorsque Dxl{figure 2-18 B) une faible levée de dégénérescemce
champ nul se produit. Si le doublet/2 reste le plus bas en énergie, alors on pade B
négatif. Les valeurs de snqui different de 1 peuvent ainsi étre résoluegstjoe D>> h
(figure 2-18 C) la levée de dégénérescence en clmaingst importante et avec les champs
magnétiques conventionnels seules les transitiomssan du premier doublet sont
observables. Lorsque le champ magnétique statisjupagalléle a D, la projection des e
long de I§0 est petite, une résonance simple est alors olsamég=2 ; quand le champ
magnétique statique est perpendiculaire a D, Ipegtion de mselon D donne naissance a la
résonance en g=6.

Avec une symétrie plus basse que la symétrie anialautre paramétre doit étre introduit, le
paramétre E, utilisé pour décrire les distorsidrmmbiques, on a alors trois valeurs de g. En
particulier dans le cas du Fe(lll) spin fort, l#de de dégénérescence en champ nul affecte
énormément le facteur g observé. On introduit d®rappora=E/D qui traduit la rhombicité
du systéme et peut prendre des valeurs comprises@nat 1/3. Lorsquk vaut 0, la symétrie
du systeme est axiale et une rhombicité de 1/3espond a I'état ou la rhombicité est

maximale. Pour un état de spin donné, le factaitemdu peut étre calculé en fonctiomde

facteur g facteur g facteur g
| +5/2> l | +3/2> l | +1/2> l
10 ‘ 10 . ; 10 : .
| —9.68 ] I 19.68
8 . 8 4 8
6| ] 6 |— | 6
gk ] s \ {a.29
L L 4.29 4
8 i ? 14.29
2 2+ 2 .
__-{0.86 - 40.86
0 == () 1 0 L L n L 1 0.61
0 0.11 0.22 0.33 [0} 0.11 0.22 0.33 0 0.11 0.22 0.33
1=E i1=E 1=E
D D D

Figure 2-19: Rhombogramme du Fe(lll) spin fort (S=%2). Des signaux RPE sont obtenus lors de transitions

non seulement entre le doublet de plus basse ér@fgi mais également entre transitions des doublets ui pl
haute énergie. Quand la température augmente olg@siets de plus hautes énergies sont plus peupliesire
sighaux augmentent.
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T=4,2K
1mW
9,4248 GHz

f -
100 200 300 400
Magnetic Field B (mT)

Figure 2- 20: Coordination de l'ion Fe(lll) spin fort dans la myoglobine (gauche)Numéro PDB :1VXD,
Spectre RPE en bande X de la myoglobine en solutiogelée pH=7,2 (droite).La résonance intense
correspond ag=6 et la faible résonance axR. D’aprés ce travail.

T=4,2K
ImW
9,4248 GHz
I —
o 1 - = = " - 1 = = L N L T L N L = L
100 200 300 400

Magnetic Field (mT)
Figure 2- 21 : Coordination de l'ion Fe(lll) spin fort dans la peroxydase de raifort (gauche)Numéro

PDB :1ATJ ,Spectre RPE en bande X de la peroxydase de raifoen solution gelée a pH=7,5 (droite).es
réesonances intenses correspondent=6¢5 et g=5,13 et la faible résonance #4,97. D’apres ce travail.
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Lorsque la symétrie est axiale il y a deux résoaamrédominantes une a=6 et
l'autre a g=2. Lorsqu'’il apparait un faible degré de rhomigcles valeurs,get g, different et
s’éloignent de 6 comme dans le cas des catalasdeseperoxydases pour lesquelles la
rhombicité est aux alentours de 7,5°%n effet, si localement la symétrie est réduites(de
la symétrie rhombique par rapport a la symétrialayi la distorsion résultante du plan de
I'hnéme entraine une difféerence d’énergie entreddstales ¢, et d, Cette distorsion de
I’'héme est essentiellement due a la contraintentpose la protéine sur son centre actif. Plus
la contrainte est forte, plus la distorsion estongnte, et donc plus les valeurs deeg g,
s'éloignent de g=6. Les caractéristiques du speRfP& peuvent donc étre utilisées pour
décrire la symétrie de I'heme.

L’interaction totale peut s’écrire ;
H =DS? +E(S? - S2) Equation 2-40
Ainsi, les expressions résultantes pour les valalesg en présence d'une distorsion

rhombique sont :

2
g, = 601+ 24E —18,7E—2
D D
E _187E ion 2-41
g, = 601-24—-187— Equation 2-
D D
EZ
g, = 2‘33,8;

Pour les hémoprotéines, les caractéristiques detrepBPE sont donc sensibles aux
changements conformationels de la protéine quiigetd un changement de géométrie de
I'hnéme. En effet, pour 'hémoglobine et les myogi@s, qui sont des systemes a symétrie
axiale, le spectre en solution gelée (figure 2-86respond a une symétrie axiale. Cette
symétrie implique que I'environnement électronigies électrons d est équivalent dans les

directions X et Y. Par contre pour la peroxydase de raifort la sgiméist plus basse, ceci
signifie qu’aucun des trois axes principadxy et Z ne sont équivalents. Dans le cas de la
peroxydase de raifort, les directions et Y ne sont pas trop différentes entre elles mais

different de la directio@ . Dans ce cas, il n'y a pas de rupture majeur@dgruicture de base
de la porphyrine mais il y a des perturbations d&ars/ironnement de lI'atome de fer qui
proviennent de I'asymétrie structurale et élecjaridu systéme d’électronsle 'heme. Ces
asymétries sont dues a la liaison d’'une autre esgi&ectement sur le systéemeou alors

cette liaison implique un encombrement stériques@in de la protéine qui va contraindre
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I’'hnéme. Ce dernier ne sera donc plus dans uneguration semi planaire et le spectre RPE

correspondra a une symétrie rhombique (figure 2-21)

|.4-2 Spectre du composé | [Fe(IV)=0O Pd¥] : L'interaction
d’échange.

1.4-2 a) Généralités.
L’interaction d’échangzé”, caractérisée par J, est due aux recouvrementsridisles
et aux interactions électrostatiques. En effesduoe les orbitales se recouvrent, I'électron a la
possibilité de délocaliser sur I'une ou l'autre debitales ce qui lui confere un caractére
indiscernable. L'interaction d’échange entrainesiaime séparation énergétigue des niveaux
des états du spin global.

S=1 Systeme couplé S=1/2

Schéma 2- 3 : Interaction d’échange dans un systémeuplé.

Cette interaction d’échange peut donc étre dégie un Hamiltonien dit Hamiltonien

d’'Heisenberg :

HAe = —JéAS Equation 2-42

Si on considere deux centres paramagnétiques de éfactroniquesSet $ en interaction
d’échange, I'Hamiltonien global s’écrit alors (Etjoa 2-43) :

A~ ~

. " N | S A
H HA+HB_JSA%+ E{§z §z_§ 6_81):|+ |:E A§B>S AySB]‘

J représente l'interaction d’échange isotrope elgsedeux ions métalliques. D et E sont
associés aux interactions anisotropes (axialeaghbique respectivement). lls regroupent les
termes provenant de la composante anisotrope wierbiction d’échange, de l'interaction
dipolaire entre les deux moments magnétiques di@iglectronique et de linteraction

d’échange pseudo-dipolaire faisant intervenir leptage spin orbite.
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Dans le cas ou J est dominant, il est plus appropei caractériser le systeme par le spin
électronique total S
S=§+°
3t 2 Equation 2-44
S.- 8 & $+ §

Chaque état de spin peut étre alors décrit paoumel Hamiltonien :
" ~ - ~ 1 A A
H, = 44,'B,[ 9 S+ D 3-8 Sl)} +ETSS Equation 2-45

On retrouve une description analogue aux précésewec un terme décrivant l'interaction
Zeeman et les termes axial et rhombique du ZFBatjlde I'état S. Il ne faut pas oublier
I'effet de I'interaction d’échange sur I'énergiesdétats de spin S. Ceci se traduit pour chaque

S par la contribution :

Esz—%[S( St)- S( S+1)- ] S1) Equation 2-46

De plus J posséde deux composantequl est la composante ferromagnétique eul est la
composante antiferromagnétique.ddmine lorsque le recouvrement des orbitalesadlstef

et 3 domine quand le recouvrement des orbitales estdgrBour qu’il y ait interaction
d’échange, il faut gqu’il y ait un recouvrement dabitales et plus ce recouvrement est
important plus l'interaction est forte. Si le regoement des orbitales est direct, la valeur de J
va étre tres sensible a I'orientation des orbitadess également a la distance entre les centres
paramagnétiques. Ainsi, quand la distance augnfértraction d’échange (donc J) diminue.
Cependant, le recouvrement peut également étreeatdic'est-a-dire qu'il se faitia une
espece non paramagnétique, comme dans le cas gdegesiou un ligand ponte les deux

centres métalliques.

1.4-2 b) Cas du composé I.

] . +224,25,26,27,28,29,30 .
Le composé | [Fe(IV)=O Pdi est un composé avec un nombre
impair de spins non appariés. Celui-ci est donampagnétique et possede un signal en

spectroscopie RPE (figure 2-22).
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LI L L T | R T | B T
200 250 300 350 400 450 500

Magnetic Field (mT)

Figure 2- 22 : Spectre RPE en bande X du composé df#V)=0 Por"*] formé par réaction entre la
peroxydase de raifort et I'acide peracétique (couré verte).Pour comparaison le spectre RPE en bande x du
radical tyrosyle formé par la catalase de foie amubest représenté (courbe noire). D’aprés ceitrava

Etant donné que la porphyrine est une espéece auganbn s’attend a ce que le signal
détecté, posséde, comme tout radical organiquerésomance centrée a g=2 et que la largeur
de raie soit relativement étroite (0,01T). Or dé&gprla littérature les spectres RPE de
composeés | des peroxydases montrent une résonamtete a g=2 mais celui-ci est un
spectre large (>0,2T) qui possede des ailes degpattautre de g=2. Ceci S’interpréte en
considérant I'interaction d’échange entre la pddieyle [Fe(IV)=0] de spin S=1 et le radical
organique de spin S’=1/2.

Le spectre RPE du composé | de la peroxydase dertrgieut étre décrit en utilisant

I'Hamiltonien suivant :

H = D(SA‘:Z2 - § S+1)/3+ EA$— A§+,UBP EF ]@* Equation 2-47

S étant le spin effectif de I'état fondamental 'déoime de fer tel que la multiplicité (2S+1) est
le nombre total de sous états dans lequel [l'étabddmental peut se diviser,

§=(A§, S, Agest 'opérateur de spin et les parametres D et deivaint le ZFS axial et

rhombique. Le dernier terme quand a lui représémeeraction Zeeman dans un champ

externe B. Cependant pour réellement décrire leposén | d’'autres termes doivent étre
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ajoutés a I'Hamiltonien précédent, car le composeéntient un radical de spin S’=1/2 qui est

en interaction d’échange avec le spin S=1 du ferihigue. L’'Hamiltonien s’écrit alors :
H'= uBgé'DB+ TE{ J e Equation 2-48

[J] est le tenseur qui représente I'interaction.

Comme le fer ferryle a un ZFS large et positif,Ideudoublet de Kramers de plus
basse énergie du systeme couplé est peuplé auéraim@s auxquelles un signal RPE est
détecté. Si on suppose le radical cation porplgumicomme isotrope, c'est-a-dire que la

résonance a lieu quand=g’ et si la rhombicité E/D n’est pas trop importariee tenseur

effectif g, du doublet fondamental a sa composante selon diffeie de 2 simplement au

second ordre en J/D alors que les composantes sabwn different de 2 au premier ordre en
J/ID, c'est-a-dire qu’elles vont étre plus grandesplus petites que 2 selon le signe de J.
D’aprés le modele du champ de ligand, la directisaprésente la normale au plan de I'héme,

les axes x et y sont dans le plan de 'héme maistrpas de directions prédéterminées. Il

s’ensuit que le centre du signal RPE est proch, derrespond &, , alors que les ailes de

part et d’autres proviennent des composantes du ggal’hemeg,, et g En outre,

eff,y"

I'interaction d'échange peut étre antiferromagnégiq(J>0, g <2) aussi bien que

ferromagnétique (J<0g,, >2).

La partie anisotrope deS[ﬂ J] [JS est proportionnelle &% r étant la distance entre les

spins. La partie ferryle et le radical cation pomphique étant trés proche spatialement, le
couplage entre ces deux especes devrait étre iampo@n s’attend donc a ne pas détecter de
spectre RPE car le phénoméne d’interaction d’éahalegrait avoir élargi le spectre au point
de le faire disparaitre. Il faut alors s’intéres&da contribution du recouvrement des orbitales
du métal et de ces ligands, contribution qui efficde a évaluer. L'interaction d’échange, qui
dépend du recouvrement des fonctions d’onde, detaaiiefois étre sensible a I'énergie des
orbitales 4pz de I'atome de fer qui sont peu pagléa population des orbitales 4pz dépend
de la géométrie de I'héme, en particulier des dista avec les ligands axiaux. Dans tous les
cas, la faible valeur du couplage s’explique pambngue de recouvrement orbitalaire entre

les orbitales du Fe(IV) et celles du radical pomptigiue cationique.

De plus les propriétés de relaxation de I'esp&eglY/)=0 Poi’] sont trés différentes
de celles d'un radical organique isolé non couplgmétiquement avec I'atome de fer. A
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cause de l'interaction d’échange entre le spin =il radical cation porphyrinique et le spin
S=1 de la partie ferryle du compose |, le signaERBt large et le temps de relaxatiane$t
plus petit que celui d’'un radical organique typigue temps de relaxation; Bst fortement
dépendant de la température et les valeurs, deolir lesquelles le rapport signal sur bruit est
bon, sont obtenues lorsque la température edef@ik10K). En augmentant la température
d’enregistrement du spectre RPE, le signal cormdmat au radical porphyrinique va
disparaitre par €largissement de la raie. Ainsstlpossible de séparer la contribution de cette
espece au spectre RPE en augmentant la tempédanregistrement.

1.4-2 c) Les radicaux protéiques tyrosyle et tryphanyle.
Les spectres RPE & 9 GHz des radicaux tyrosylas etrémement varigs>>3,
Cependant un fort couplage hyperfin d0 aux profoifigure 2-23), dont l'intensité dépend

de l'orientation des protorspar rapport au plan phénolique, domine le spectre.

Protons 3 Protons B H_ R

‘ Ox
Radical Tyrosyle Radical Tryptophanyle

Figure 2-23: Radicaux tyrosyle et tryptophanyle aisi que I'orientation du tenseur g

L’anisotropie du facteur g est donc masquée par amgplages hyperfins. La
résolution de I'anisotropie du facteur g nécessitechamp plus important, ce qui a conduit
les chercheurs a développer la RPE a champ int€estnseur g dépend de I'architecture de
la molécule, il peut donc étre utilisé pour idertifa nature chimique des espéces radicalaires

organiques (figure 2-24).
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a) Spectres des radicaux du b) Spectres des radicaux du
PSIl en RPE conventionnelle PSIl en RPE champ intense

| T T T T T T T —1 = [T T I I I T T TT

S - N I'_\rm_\lt\DJ ;
Tyrosyl (PSII) 7

ik
/o
/

Plastosemiquinone (QA",PSII)

Plastosemquinone (Q, ) |

Carotenoid  (PSII) mv\w/f’

Chlz" (PSIT)

L | L 1 . | L | I R (TTTTITT Lo [T Lo Lo [T L L
0.330 0.332 0.334 0.336 0.338 0.340 2010 2008 2006 2004 2002 2000 1.998

Field [T]
Figure 2-24: Spectres RPE des radicaux organiquesrimés par le PSII A) Spectres enregistrés en RPE

conventionnelle a 9 GHz, tous les spectres sortr&em®en g, =1/3(g+g,+g,) 0 2,002-2,004. b) Spectres des
mémes radicaux enregistrés en RPE & champ intense

Les valeurs de g des radicaux dépendent égaleshedatstructure électronique de ces
radicaux. Ainsi, elles peuvent servir de sondes pesiidentifier et étudier leurs interactions
avec leur environnement. Des études ont montrédans le cas des radicaux tyrosyles, la
valeur de g (et dans une moindre mesurg) gest trés sensible a I'environnement

électrostatique du radical et en particulier I'oggpg phénolique (figure 2-25).

Figure 2- 25 : Variation de la
200500 | . composante g (composante selon
f___-----"" la direction de la liaison C-O) du
2 (0850 |- - e radical p-méthylphénoxyle en
L fonction de la distance de la
200800 - l,r-”' e e liaison hydrogéne avec une
,.:‘F !';’ f’_,_, (courbe solide avec les cercles) ou
_g 200780 + . e" deux (courbe solide avec les
= - / triangles) molécules d’eaul effet
o2 b ¥ f /' d’'une molécule d'acide acétique en
f tant que donneur de liaison
| hydrogene est représenté par la
2100650 :f// courbe en pointillés avec les
# cercles. D’'aprés Ivancich 1989
200600 f g
PR [ e S NS —— i 1 L
HOBRE 40 160 180 200 220 240 260 280 300
H-bond disknce (A}

L’anisotropie du facteur g pour le radical tyrosgie la ribonucléotide réductaSkest

1.3,34

tres différente de celle de la tyrosine D du phydtame | ou du radical tyrosyle de la
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catalase de foie de boelif® (figure 2-26). Ceci est di aux différences au aivdes liaisons

é3,37

hydrogen qui sont des interactions électrostatiques.

i I T I

l z
i ribonucleotide
S . ot reductase
L NN_»,,\.,J e R AT kel

7
l———f/v\“""‘w// : PSII Y:)

bovine catalase
Wb i ot

pH = 6.8

e
crplfes b i

catalase
et ot

-

5 H bovine catalase
M*"J / } pH =4.5
MW . - I\.‘; A A
A \ W191G mutant
Cc Peroxidase

Tt i
iheml i

i ] 5 | 7Y-irradiated
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1

U - 190 GHz
1

| Wl
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Figure 2- 26 : Spectres RPE en champ intense de féifents radicaux tyrosyles observésLes fleches
indiquent les déplacements et les élargissementa demposante,gen fonction du pH (cas de la catalase de
foie de baeuf) et de la force des liaisons hydrogBreprés Un®, Ivancich® ®

Dans le cas d'interactions électrostatiques mogenicas des liaisons hydrogene),
I'effet principal, pour les radicaux tyrosyles, st changement d’énergie des électrons non-
liants. L’anisotropie du facteur g diminue lorsdigm passe d’un radical tyrosyle isolé (par
exemple celui de la RNR) a un radical avec liaisgpdrogéne forte (comme dans le cas des
radicaux tyrosyles obtenus par irradiation de austde tyrosine).

La RPE a champ intense est donc nécessaire ntewssu pour déterminer la nature
chimique des radicaux organiques formés au cowsydes catalytiques des catalases et des
catalase-peroxydases, mais également pour déteri@m@ironnement électrostatique du

radical, et donc sa localisation au sein de lagmet
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[I. LA SPECTROPHOTOMETRIE D 'ABSORPTION ELECTRONIQUE UV-
VISIBLE .

La spectroscopie d’absorption électronique esbuiii particulierement efficace pour
explorer les états excités d’'une molécule ainsilgadifférentes interactions qui peuvent se
produire entre les états excités. Ces interactmms de premiere importance dans des
processus tels que les transferts d’élecframu les réactions photochimigd®sLes bandes
provenant des transitions d-d permises par le spinh visibles sur les spectres d’absorption
électronigue de nombreux complexes de métaux dsiti@n. Ces bandes, par leur allure, leur
intensité et leur position témoignent aussi biemmbelifications géométriques de la structure

a I'état excité que des interactions entre étatstiniques excités.

[1.1- PRINCIPES DE LA SPECTROSCOPIE DABSORPTION ELECTRONIQUE

[1.1-1 Généralités.

Lorsqu’une molécule interagit avec un rayonneng&ettromagnétique, celle-ci peut
I'absorber et ainsi se retrouver dans un état @ppetité. Ce phénoméne est a la base de la
spectroscopie d’absorption électronique et cormedpid une transformation de la structure
électronique de la molécule sous I'effet d’une afidn électromagnétique. Un électron peut
changer de nombre quantique de spin, ou changdri@dle moléculaire, entrainant ainsi une
modification de la distribution électronique autalér la molécule. Il est possible, a partir de
I'observation d’'une molécule dans son état exdig @nalyse de son spectre d’absorption
électronique), d’en déduire une corrélation enere gropriétés physiques et ses propriétés
électroniques.

Un spectre d’absorption électroniqgue constitue uayen précis d’observer le
comportement d’'une molécule sous l'effet d’'un rayement électromagnétique. A partir
d’'un montage expérimental trés simple, il est gissile quantifier la nature du changement,
c’est-a-dire d’évaluer exactement la proportioniudaiére absorbée en fonction de la nature
du rayonnement. Une molécule absorbe certaineatiaol et en laisse passer d’autres : c’est
le cas par exemple de n'importe quelle substaniceéms
Ainsi, chaque absorption électronique (révélée wBuispectre par I'apparition d’une bande

plus ou moins intense et plus ou moins large) spord a une transition vers un état
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électronique (ou état excité) différent de celuilalenolécule qui ne subit aucune influence
électromagnétique (ou état fondamental).

Il est remarquable d’observer que des changeméaytsques peuvent avoir une influence sur
I'énergie des états électroniques excités. Unetgutisn de ligands crée une déstabilisation
ou une stabilisation de I'énergie des états excidédrainant un déplacement des bandes
spectroscopiques.

L’énergie des états électroniques dépend ainsaderte du champ des ligands en ceci que
différentes valeurs du champ des ligands donnelifiérentes valeurs énergétiques des états
excités.

[1.1-2 Introduction théorique.

I1.1-2 a) Transitions électroniques.

L’interaction entre des ondes électromagnétiquesdes molécules conduit, par
absorption dans le domaine des ultraviolets eaderhiére visible, a I'excitation d’électrons,
en général des électrons de valence. La figure @@ntre ces différents domaines du spectre
électromagnétique. Le domaine des UV rejoint cééula lumiere visible pour I'ceil humain a

A=400 nm et celui des proches infra rouges versnnd0

o 00O O O O o o

o o OANIN M 00 N o [Te]

- - TrfY9e T "
A (nm) — = -
o 9 o =)
ca & 3
> 5 o

Rayons x| Lointains Proches Visible Infra
uv uv A S rouge
fenétre optique

Figure 2- 27: Domaine UV-visible du spectre électrnagnétique.

Si la lumiere, de fréquence propre rencontre une molécule dans son état
fondamentaly,, alors elle peut étre absorbée et la molécule gwet portée dans un état
électronique excita;. Par émission spontanée ou stimulée, sous linflaede I'onde

lumineuse, le systeme peut revenir dans son étdafoental (figure 2-28).
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. by Y,
hv@ﬂ 5 - AE=E(,)-E(g)= hv
g 3| £
) 3 : . hv
< 5
Wo ' Wo

Figure 2-28: Transmissions électroniques et procass de rayonnement.

Au contraire de ceux des atomes, les différerdts dilectroniques des molécules ont
des domaines énergétiques relativement larges monrade I'additivité des niveaux
vibratoires et rotationnels. L’énergie totale dnieau déterminé correspond donc a un état
de vibration et de rotation déterminé de la molécul

En premiére approximation, on peut diviser, I'@etotale en trois composantes :

Etot = Eélec + Evibr. + Erot Equation 2-49
Pour gu’une transition électronique ait lieu, Uifalonc que :
AE=AE,  +AE, +AE, Equation 2-50

La composante électronique est toujours beaucdup grande que la composante

vibrationnelle, qui elle-méme est plus grande gueomposante rotationnelle.

11.1-2 b) Absorption lumineuse et spectre associe.

Intensité des raies spectrales

Si un rayon lumineux d’intensit& Ipénétre dans un milieu homogéne isotrope
d’épaisseur d, si I'on néglige les pertes par réfie et diffraction, il peut étre affaibli par
absorption. L'intensité du rayon sortant (transmission) vaut alors :

Equation 2-51

De I'équation différentielle de la perte d’integstll du rayon lumineux, occasionnée par la

traversée d’un élément d’épaisselx :

dl =-a Odx Equation 2-52
On obtient, par intégration, I'équation 2-53 :
| =1, Equation 2-53

oua est un coefficient d'absorption caractéristiquanlieu. Si on considére uniqguement des

solutions diluées de concentratioron obtient :
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A= IOg(%) =cleld Equation 2-54

Avec d I'épaisseur en cmg la concentration en mollLet € le coefficient d’extinction
molaire. Cette loi établie par Bouguer (1728), Lamlf1760) et Beer (1852) est valable pour
une lumiére monochromatique et des solutions dslu@e<10?mol.*). Sauf exception,
I'absorption est une propriété additive.
Si pour toutA, on détermine d’'apres la loi de Beer-Lambert lapton et la grandeug
spécifique a la substance étudiée, on obtient antspd’absorption électronique de I'espéce
spécifique. En raison de I'étendue énergétiquendlasaux électroniques, il s'agit de spectres
de bandes.

On peut classer les transitions électroniques dé&sn en fonction des orbitales
moléculaires (OM) impliquées dans ces transitibits€lectron peut s’élever d’une orbitate

ou Tt liante occupée ou des orbitalesnon liantes dans les orbitale$ ou 1 antiliantes
(figure 2-29).

Energie

T

o
Figure 2- 30: Orbitales Moléculaires et transitionslectroniques.

L'énergie des bandes d’absorption dépend de laade la transition électronique. La
position des bandes est particulierement influengae les effets stériques inductifs et
mésomeériques. Un déplacement vers les grandesdargyd’onde d’une transition est appelé
un effet bathochrome. Un déplacement vers les lemgud’'ondes plus courtes est un effet
hypsochrome. On parle d’effet hyperchrome lorsq@iame augmentation de l'intensité de la
bande d’absorption. L’hypochromie traduit, au caimé&, une diminution de l'intensité de la
bande d’absorption.
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Structure vibrationnelle.

La forme et la structure sont d’autres propriét@sortantes des bandes d’absorption.
Les spectres en solution correspondent a la sugpiigyo des bandes électroniques et des
bandes de vibrations. Spécifiques a la substaeselsorptions mesurées sont plus ou moins
structurées. Aprés une transition électronique riegaux d’'une molécule sont soumis a
diverses forces auxquelles la molécule peut réagirse mettant a vibrer. Dans le cas
d’échantillon gazeux, la structure vibrationnelleup étre résolue mais, dans un liquide les

raies se mélangent donnant habituellement une kagée sous forme d’'un continuum.

La structure vibrationnelle d’'une transition élecique est expliquée par le principe de
Frank-Condoff : les noyaux ayant une masse beaucoup plus importantgue les
électrons, une transition électronique se produit ®aucoup plus rapidement que la
réponse des noyaux.

Du fait de la transition, la densité électroniquegraente rapidement dans de nouvelles
régions de la molécule et disparait dans d’augedes noyaux initialement statiques sont
soudain soumis a un nouveau champ de forces.gtsdent en vibrant et en oscillant autour
de leur position d’origine.

Avant l'absorption, la molécule se trouve dansaktévibrationnel inférieur a son état
énergétique le plus bas. La position la plus prébdbs noyaux correspond a leur distance a
I'équilibre. C’est cette distance internucléairei gst la plus favorable a la transition
électronique. Quand la transition a lieu, la molécest excitée et d'apres le principe de
Frank-Condon, le squelette nucléaire est inchaag&gtte excitation. Pour l'interférence des
bandes de vibrations avec les bandes électronigmedétermine deux types de cas limites,
reconnaissables a la forme de I'absorption.

11.1-2 c) Types particuliers de transitions.

Il 'y a des transitions permises et des transitiotexdites. Pour les complexes des
éléments de transition, les regles de sélectiorr jeai transitions électroniques sont les
suivantes :

Régle de Laporteles seules transitions permises sont des transition
accompagnées d’'un changement de parité..

Regle de spin les transitions donnant lieu a un changementade |
multiplicité du spin (doncASz0) sont interdites. Autrement dit, pendant la titams, le

nombre d’électrons célibataires ne doit pas varier.
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Ces regles interdisent donc les transitions d-d. Ealité, ces transitions sont
expérimentalement observées. La regle de Lapoets ngoureusement valable que pour des
complexes centrosymétriques. Mais du fait de l&git thermique (vibrations), la symétrie
des complexes varie rapidement dans le temps ca gaur conséquence une probabilité de
transition non nulle. Les transitions sont donceo8es mais avec une intensité faible.

La régle de spin n’est pas valable dans le cas dauplage spin-orbite, c'est-a-dire

gue les transitions correspondantes peuvent éseredes, mais avec une intensité tres faible.

Transitions d-d

Dans un atome a I'état libre, les cing orbit8Bdssont dégénérées. Dans les complexes
des métaux de transition, ou I'environnement immatde I'atome n’est plus sphérique, les
orbitalesd ne sont pas toutes dégénérées et les électronsmeabsorber de I'énergie en
effectuant des transitions entre ces orbitales. l@emous I'avons déja précisé auparavant,
dans un complexe octaédrique, les cinq orbitdle® I'atome central se séparent en deux
ensembles : un ensemble trois fois dégénerétppet un ensemble deux fois dégéenéré noté
g, les orbitalest,y étant de plus basses en énergie. Dans un compdereedrique, les
orbitalesd se répartissent également en deux sous ensemhlsde® orbitaleg sont cette
fois-ci les orbitales de plus basse énergie. Lpara#ions n’étant pas importantes, bien que ce
soit des transitions électroniques, les transitiensre les deux ensembles d’orbitales se
produisent dans la région visible du spectre ett sesponsables des couleurs trés

caractéristiques des complexes des métaux du grbupe

Transitions vibroniques.

Dans le cas des complexes octaédriques, l'interfiwé des spectres visibles pose un
probleme majeur car leurs transitions d-d sontdities.

Cependant une transition interdite peut devenimge si le centre de symétrie est
détruit par une vibration asymétrique. Quand ldreetie symétrie disparait, les transitions d-

d ne sont plus interdites par la parité et la itemst,, — e, devient faiblement permise. Une

transition dont l'intensité dérive d’une vibratiasymétrique de la molécule est appelée

transition vibronique.

- 100 -



Chapitre 2 : Méthodologie

Transitions par transfert de charge

Un complexe peut absorber une radiation du faindansfert d'un électron des
ligands vers les orbitales d de I'atome centralyme-versa. Dans ce type de transition, par
transfert de charge, I'électron est transféré swg grande distance, ce qui signifie que le

moment dipolaire de transition peut étre importrtabsorption intense.

Transitionsr — 7 etn - 71

Dans le cas d’'une double liaison C=C, I'absorpfaihpasser un électromliant dans
une orbitalet* antiliante. L’activité des chromophores est ddoe & une transitiowr — 77 .
Dans les composés carbonylés, la transition regjpmgie I'absorption est due aux paires
d’électrons libres de I'atome d’oxygéne. L'un desaidectrons peut étre excité vers une
orbitale T vide du groupe carbonyle, donnant ainsi lieu & uransitionn - 77 . Les

transitionsn — 77 des carbonyles étant interdites par symétrie,besrations sont faibles.

[1.2- SPECTRES DABSORPTION ELECTRONIQUES DES ESPECES ETUDIEES

DANS CE TRAVAIL.

Les protéines étudiées dans le cadre de ce tdwdliese sont des hémoprotéines. Le
groupe prosthétique est constitué d’'une protopoipayiX de fer. Le spectre d’absorption
électronique dans la région du visible de ces preséreflete essentiellement la structure de la
porphyrine. Cependant, la configuration électroaidacale de I'atome de fer héminique
perturbe le spectre de la porphyrine. Ainsi, il pessible de distinguer en spectroscopie
d’absorption I'enzyme native, dans laquelle l'atodeefer est au degré d’oxydation Il spin
fort, le composé I, de configuration électroniqe(]V)=0 Poi'] et le composé Il de
configuration électronique [Fe(IV)=0]. De méme, lcanfiguration électronique de la
porphyrine est influencée par les interactions eeriér fer héminique et les ligands en
cinquieme et sixieme positions. La nature de cesugmations est telle que le spectre

d’absorption correspond a une signature d’une stre@lectronique.
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11.2-1 La porphyrine

11.2-1 a) Généralités sur les porphyrines.
Structure.

Les porphyrines sont des macrocycles fortementugoidjs, constitués de quatre unités
pyrroliques liées entre elles par des ponts méthiaesquelette de base est aromatique a 22
électronsrt dont 18 participent a I'aromaticité. Trois typeéatdmes de carbone peuvent étre
distingués dans ces molécules, que I'on note réspeatenta,3, etmeso Le schéma suivant

représente la plus simple des porphyrines (la poeph

/r positions

3 5 7 B-pyrroliques
#, 8
2 0= meso
positions
i 12 a-pyrroliques
17 15 13

Schéma 2- 4: structure de la porphine et nomenclata des porphyrines.

Les porphyrines peuvent étre classées selon legisisnts portés par les atomes de carbone

B.

Géomeétrie du cycle.
Les porphyrines sont des macrocycles relativemeribles. Des études structurales
en phase solide ont mis en évidence I'existenadiftirentes conformations possibles pour ce

macrocycle, représentées par le schéma suivant :
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Figure 2-31: Spectres d'absorption UV-Vis d'une pmphyrine base libre (gauche) et d’'une métallo-

porphyrine (droite). Les bandes ont été nommées en utilisant la nonmenelale Platt-Gouterman. D’aprés
Gouterman 196

Les facteurs qui déterminent I'adoption d’'une confation en particulier sont
diverses :

La nature des substituants du macrocycle.
La nature et le degré d’oxydation du métal coxgle

La nature des coordinats supplémentaires présants métal.

L’environnement du macrocycle dans la mailletafime

=) NN N
NH{J\\} ".?‘-/\ahh\/.f. Nw\ﬂ&s} I\_I.L‘il ul .
SN NS ;’_F::'; R ”Q "N\ -7"'
\7 M ar)
— N i\‘j— A S
NAAY LA e® %ﬁw":’ Om:h

plane domée en selle de cheval ondulee
o= atomes situés au dessus du plan moyen des 24 atomes de la porphyrine
e= atomes situés en dessus du plan moyen des 24 atomes de la porphyrine

Schéma 2- 1: Conformations les plus rencontrées dpsrphyrines. D’aprés Gouterman 1961

11.2-1 b) Caractéristiques spectrales.

En raison de leur structure électronique partizali les porphyrines sont des

molécules tres colorées. En effet, les porphyripessedent un systeme d’électrons
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fortement conjugué, elles absorbent donc dans mead® du visible et ont un spectre trés
caractéristique. Elles présentent dans le domanialira-violet et du visible deux types de
bandes d’absorption électronique, attribuées ardasitionsyr - 77* :

Une bande trés intense{10°mol™.L.cm*") située entre 380 et 450 nm,
appelée bande de Soret. Elle est caractéristigliardeaticité de la molécule.

Une série de bandes dans le visible appeléeeba@d moins intenses
(e ~10'mol™.Lcm') mais néanmoins responsables de la couleur dghyares. Le nombre
de bandes Q permet généralement de distinguerolgdhyrines bases libres et les métallo-
porphyrines. Les bases libres présentent quatrelesa)* tandis que les porphyrines
métallées, qui sont plus symétriques, ne préseqtentleux (figure 2-31) bandes Q, appelées
a et B en partant des grandes longueurs d’'ondes. L'émextil’intensité de ces bandes
dépendent de l'identité des substituants de lalpoipe, du métal, des ligands additionnels
sur le métal, des déformations du macrocycle, duastt En particulier, les intensités
relatives des bandeset 3 ne dépendent pas de la substitution du macrocgatecontre, la
nature de l'ion métallique fixé, et par conséquentplus ou moins grande stabilité du
complexe porphyrine-métal, engendrent d’importanteslifications du rapport des intensités
de ces deux bandes. En effet, un rapport d’inttgfi>1 indique généralement la présence
d’'un métal impliqué dans un complexe plan. Parrepibrsque le métal peut étre facilement
remplacé par deux protons, on observe un rapgfrl.

Ces différentes bandes d’absorption peuvent éterprétées en faisant appel au

« modeéle a quatre orbitales » de GouterthaDes quatre orbitales frontiere2 LUMO et 2
HOMO) sont représentées sur la figure 2-32 dansated’'une porphyrine tres symétrique

(axes x et y équivalents).
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LUMO

HOMO

Figure 2- 32: Orbitales frontiéres des porphyrinesD’aprés Gouterman 1961

De maniére générale, l'ordre énergétique de ce#tateb dépend des substituants des
positionsf3 oumese pyrroliques de la porphyrine.
La bande de Soret correspond a une transition peremtre I'état fondamental et le deuxieme
état excité singulet de la porphyrine. Il y a dgmomotion d’'un électron d’une orbitalg,a
vers les orbitalesye Les bandes Q correspondent a des transitionsdite® entre I'état
fondamental et le premier état excité singulety Ia donc promotion d’'un électron de
I'orbitale &, vers les orbitales;eCette transition électronique s’accompagne e@géa’une
structure vibrationnelle.

Lorsqu’elles sont métallées, les porphyrines priesg des bandes d’absorption
électronique dans le visible et le proche infra(gers 500 nm et 640 nm). Ces bandes sont

dues a des transferts de charges entre le ligdedredtal.

[1.2-2 Les espéces protéiques.

11.2-2 a) L’'enzyme natif : Fe(lll) spin fort.

Les bandes d'absorption des peroxydases et lelasadadans le visible et l'ultraviolet
proche (Soret) sont de deux types. Elles sont duekes interactionsr - 77 ou a des
transitions de transfert de charge. Trois bandabsidrption électronique sont observées, la
bande de Soret, la banfleet la bandex. La transition qui correspond a la bardeprovient

de la promotion d’un électron de I'étaf, @ I'étattr, supérieur en énergie, qui est appegjé e
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La bandef, représente la transition d’'un électron de I'é&atvers un niveau vibrationnel
excité de I'état ¢ La bande de Soret, quant a elle, correspondraraition d’un électron de
I'etat & vers I'état g

L'atome fer n’a ses orbitaled que partiellement remplies, ce qui implique que la
métallo-porphyrine est irréguliere. D’autres tréiogsis peuvent alors étre observées. Ces
transitions correspondent a des transitions defiesinde charge, dans lesquelles des électrons
sont transférés de la HOMQighest occupied molecular orbitaje la porphyrine a la
LUMO (lowest unoccupied molecular orbitatle 'atome de fer. De plus, les orbitales de
I'atome de fer et les orbitales de la porphyrinetsan interaction entre elles et les transitions
observées dans le cas de porphyrines de fer samiienses que dans le cas de porphyrines

base-libre.

I1.2-2 b) Les composés oxoferryles: [Fe(IV)=0O Pgr et

[Fe(IV)=Q], [Fe(IV)=0 Tyr], [Fe(IV)=0 Trp].

Le spectre du composé | [Fe(IV)=0 Pden spectroscopie d’absorption électronique
UV-visible posséde une bande aux alentours de 400, une large bande aux alentours de
660 nm et une bande aux environs de 570-585 fihiLa premiére correspond a la bande de
Soret et la derniere a la bande L’intensité de ces deux bandes, par comparaisec ke
spectre de I'enzyme native, est largement rédQigei traduit le fait que la porphyrine est en
interaction avec I'atome de fer central. En effédns le cas du composé l'intensité de la
bande de Soret diminue de 50 a 60 %. Ceci est qaarska superposition de transitions de
transfert de charge entre la porphyrine et le métis la contribution des transitions dues
aux transferts de charge est importante, plushisité de la bande de Soret est diminuée. Les
bandes présentent dans la région 600-700 nm comrdept a des bandes de transferts de
charge.

Lorsqu’on écrit les formes mésomeéres du compofe(ly)=0 Poi’], il apparait une
forme ou l'atome de fer est sous forme Fe(V). Pleucomposeé Il, il n'est pas possible
d’écrire une telle forme. L'environnement électigpre de I'atome de fer est donc différent
entre le composé | et le composé Il, ce qui sectdige sur le spectre d’absorption
électronique UV-visible par un déplacement de ladeade Soret ainsi que des bandes Q. De
plus, la bande aux alentours de 650-660 nm carstif@le du radicait cation porphyrinique

disparait car le radical n’est plus présent.
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Figure 2- 33: Spectre d'absorption électronique UMWssible de la peroxydase de raifort (haut) et de la

catalase humaine (bas).Pour les deux hémoprotéines le spectre en naiegpond a I'enzyme native ; en vert
au composé | [Fe(IV)=0O Pdt; et en rouge le composé Il [Fe(IV)=0] pour la PIRet le composé
[Fe(IV)=0 Tyr] pour la catalase humaine. D’aprés ce travail.

Dans le cadre de ce travail de thése, des inteminéslide structures électroniques
[Fe(IV)=0 Tyr] et [Fe(IV)=0 Trg] ont été mis en évidence (voir chapitres suivarits)

spectre d’absorption électronique de telles espeeesliffere pas de I'espéce oxoferryle

647 “alors que le

[Fe(IV)=0]. La tyrosine sous forme radicalaire aftovers 405-410 n
radical tryptophane sous forme radicalaire neutysoedbe vers 510 nm et vers 560 nm
lorsqu'il est sous forme radical catf3#’. En outre, les protéines étudiées contiennent une
vingtaine de résidus tyrosines et tryptophanesnesaul de ces résidus forme un radical.
L’absorption électronique des radicaux protéiqustsdenc masqueée par lI'absorption de la

porphyrine. De plus, les radicaux protéiques form&sont pas en interaction d’échange avec
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I'atome de fer héminique car ils sont relativeméloignés de I'héme, ainsi ils n’influent pas
sur I'environnement électronique de la partie fierrgt n'influent pas sur le spectre

d’absorption.

[Il. APPROCHE GENERALE.

L’approche générale pour I'étude des intermédiamésctionnels formés par les

catalases et les catalase-peroxydase est la selivant

1) Caractérisation des états natifs et des inteliaiées par spectroscopie RPE
conventionnelle.

Avant toute réaction, le spectre RPE de I'enzymiiv@aest enregistré a basse température
permet de quantifier la protéine sous forme spiblda qui sera inactive par rapport au
substrat. Cette étape inclut également le titragkectces de réactif par rapport a 'enzyme et
le titrage en pH pour chaque état intermédiairerdredement de la réaction en radical est
également calculé a partir des spectres RPE. Litibte des profils de saturation en
puissance des différents intermédiaires est égalemdalisée pour identifier les radicaux

formés.

2) Spectroscopie d’absorption électronique UV-\esib

Comme le fer sous I'état oxoferryle n'a pas de aid®PE, des données complémentaires sont
obtenues grace a la spectroscopie d’absorptiortréhégue. Ceci permet de comparer la
nature des intermédiaires mis en évidence par rgzedpie RPE avec les données

disponibles dans la littérature.

3) Spectroscopie RPE a champ intense.

L'utilisation de la spectroscopie RPE a champ iséenous permet de résoudre I'anisotropie
du facteur g ainsi que les couplages hyperfins pesiradicaux organiques. Ainsi, grace a
cette technique, nous sommes capables de sonderdenement du radical tyrosyle.

4) Spectroscopie d’absorption électronique UV-leséo mélange rapide (Stopped-flow).

Afin de pouvoir corréler les résultats obtenus pactroscopie RPE, qui sont obtenues dans
des conditions expérimentales trés différentesetlescdes études cinétiques classiques, nous
utilisons la technique du stopped-flow.
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CONCLUSIONS

Comme nous l'avons décrit préecédemmensplactroscopie RPEous informe sur :

1) L’environnement de I'atome de fer dans I'enzymefnat
Les valeurs de g et la forme du spectre nous rgmsei sur lagéométrie de 'lhémemais

également surétat du spin du fer au sein de I'héme.

2) Les intermédiaires radicalaires formés.
Les études de saturation du signal RPE, permettentdéterminer lanature de I'espéce
radicalaire formée. Comme nous l'avons expliqué, le composé | nersaqu’a de fortes
puissances, mais il disparait, par élargissemena daie, a des températures supérieures a
30K (phénomeéne de relaxation). Par contre, lescaadi protéiques isolés saturent a basse
puissance et a trés basse température (4K). Lansgadical protéigue est en interaction
magnétique avec le centre métallique, les progidéésaturation sont différentes de celles du
radical isolé. En jouant sur la puissance et laptmature, nous sommes ainsi capables de
distinguer le radical porphyrinique cationique dadicaux protéiques isolés, ainsi que des
radicaux protéiques en interaction magnétique &vésr héminique.

3) Lerendement de la réaction en radical
Nous sommes capables de distinguer les radicaméfopar des réactions secondaires des

réels intermédiaires radicalaires.

4) Sur lanature chimique des radicaux protéiques
En utilisant laRPE a champ intense I'anisotropie du facteur g ainsi que les couptage
hyperfins sont résolus. Il est, ainsi, possible fdge la distinction entre un radical
tryptophanyle et un radical tyrosyle. De plus, sdbbvaleur de la composantedy tenseur g

il est possible de déterminer I'environnement diiaa formé.

L'utilisation de la RPE ne permet pas d’obsenreefelr héminique lorsque celui-ci est
sous forme ferryle [Fe(IV)=0]. Pour cela nous stihsla spectroscopie d’absorption
électronique UV-visible et en particulier la technique dtopped-flow. Ces techniques sont
particulierement adaptées a I'étude des hémopexé&jni sont des protéines colorées et qui
absorbent dans la région UV-visible du spectret@eatagnétique.
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INTRODUCTION

Les catalases sont des enzymes qui ont été lamj&ueliées et de nombreuses revues
leurs ont été consacréés®. Dans la premiére partie de ce chapitre, nousésepterons que
les propriétés structurales et fonctionnelles agalases monofonctionnelles. L'étude de ces
propriétés a permis de soulever des questions emoor résolues.

Pour tenter d'y répondre, les résultats obtenusoaus de mon travail de thése seront
détaillés dans la seconde partie de ce chapitreus Ndécrirons les caractéristiques
spectroscopiques obtenues notamment par Résonareendnétique Electronique mais
également par spectroscopie d’absorption électueniqUV-visible des différents
intermédiaires observés chez les catalases. Laaniggidence de différences dans la stabilité
et la nature des intermédiaires entre les protéitesliées appuiera l'existence d'une
corrélation entre ces intermédiaires et la rédétidies ces protéines vis-a-vis du peroxyde
d’hydrogéne.

A. LES CATALASES A HEME . PROPRIETES STRUCTURALES

ET FONCTION .

Les catalases, ou hydroperoxydases, sont spéesaldans la dismutation du peroxyde

d’hydrogéne, en oxygene et en eau, traduite pgué#on suivante :

2H,0, - 2H,0+ 0, Equation 3-1

Parmi les catalases, nous pouvons distinguer tetasas héminique&’, les catalases
a mangané&g et les catalase-peroxydases (voir chapitre sutfaht Dans la suite de ce
chapitre, seules les catalases monofonctionnelesrée seront étudiées.

La principale fonction de ces enzymes est d’élimiaeperoxyde d’hydrogene, avant
gu’il ne cause des dommages a la cellule. En ac@eed ce rble de protection, la proportion
de catalase dans la cellule dépend du stress oxydans les conditions physiologiques, les
catalases jouent également un réle de senseuramdé@ntration en peroxyde d’hydrogé&ne
et ont donc une fonction de signalisatffi.
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Figure 3-1: Vues selon les trois axes moléculairé, Q et R) du tétramere de la catalase Escherichia coli(HPII).
Chaque sous-unité est représentée par une coufféwedte et 'heme, présent dans chaque sous;estéeprésenté en
rouge. D’aprés Bravo 1999Numéro PDB : 1IPH.

Figure 3-2: Représentation dans la catalase Hscherichia coli (HPIl) de linsertion de la partie N-
terminale d’'une sous-unité dans la boucle d’une ate sous-unité.Cette structure est commune a toutes les
catalases & héme monofonctionnelles. D’aprés Bt896” . Numéro PDB : 1IPH.
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|. LES CATALASES : STRUCTURES.

Les premiéres structures cristallographiques ayana X de catalases furent celles de
P. vitale (PVC) & 3,5 A de résolutidnet de foie de beeuf (BLC) a 2,5 A de résolutidh
Aujourd’hui, les structures cristallographiquesatute résolution de treize catalases a heme de
différentes especes sont disponibles. Par exenmglestiucture de la catalase dé.
lysodeikticusSMLC) a été obtenue avec une résolution de 0,88180btention de structures
cristallographiques a haute résolution reste encoreenjeu d’'importance car, malgré les
nombreuses études consacrées aux catalases, damrpieestent toujours sans réponse.
Ainsi, en 20086, la structure de PVC a 1,71 A delé®on a été publiée.

|.1-DESCRIPTION DE LA STRUCTURE GLOBALE

Selon leur séquence, deux sous-groupes peuventdéttingués au sein de cette
famille : les catalases de petite taille, dontdagueur de chaine correspond a 500 acides
aminés par sous-unités et les catalases a graomdesusités, qui ont plus de 700 acides
aminés par sous-unités. La comparaison des 22%sées de catalases disponibles révele
une forte homologie de séquence sur prés de 40foanided Dans toutes les séquences
douze acides aminés conservés, dont I'histidinaldisessentielle pour la réaction de catalyse
et la tyrosine proximale, ligand axial.

Toutes les catalases sont des tétrameres. Le® qoals-unités sont liées par trois axes
perpendiculaires appelés P, Q et.RLes catalases a petites sous-unités ont une forme
d’haltére avec comme dimensions 100xA80 A x 100 A selon les axes P, Q et R
respectivement. Pour les catalases a grandes sdés-la seule différence notable est selon
I'axe R. La distance est ici de 140 A (figure 3-Wne des particularités de la structure des
catalases est le glissement de la partie N-termitfaine sous unité sous la boucle d’'une autre
sous unité (figure 3-2).

Quatre domaines peuvent étre distingués dansuetste:

1) la partie N-terminale, qui contient I'histidimssentielle pour la dismutation du peroxyde
d’hydrogéne, est de longueur variable au sein dedases. Elle compte de 53 résidus pour la
catalase d€>. mirabilis (PMC) a 127 résidus pour la catalas&.dcoli (HPII). Cependant,

d’aprés l'analyse de séquences, la plupart desasataa petites sous-unités contiennent 60
résidus dans ce domaine. Ce domaine est impliqng lda interactions entre sous-unités et

les résidus de cette partie contribuent a la syenéé la poche héminique.
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Domaine a
hélices a

Héme b
NADP(H)

Domaine type
flavodoxine

Domaine a
hélices a

Tonneau

Figure 3- 3: Structure d'une sous-unité de la catalse de foie de bceuf (haut) et de HPII (bas)a

localisation de 'héme dans les deux structureseé du NADPH dans la structure de la BLC sonigoées.
Les quatre régions moléculaires définies dans &slases a petites sous-unités (BLC) et les cigmpmé dans
les catalases a grandes sous-unités (HPII) sorésemtiées en différentes couleurs. Pour la BLGnéma PBD :
7Cat et pour HPIl numéro PDB : IPH.
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2) un domaine de huit feuillesantiparalleles, agencés en tonneau. Cette régidiéEment
central du repliement des catalases. Les feuildetst liés entre eux par des liaisons
hydrogene. La premiéere moitié du tonneau conteplupart des résidus qui forment la partie
distale de la poche héminiddé’. La seconde moitié forme le site de fixation duDH)
dans les catalases qui lient ce cofacteur.

3) une boucle, appelée le ‘wrapping loop’ est wgian qui compte environ 110 résidus qui
lie le tonnea au domaine des hélices Ces résidus forment la partie proximale de lehpoc
héminique. La tyrosine proximale, en particuliesgae dans ce domaine.

4) un domaine en hélicesqui contient entre 60 et 65 résidus (figure 3-3).

Les structures des deux catalases a grandes sivés:urelle de PVE et HPIF?
présentent un domaine supplémentaire d’environ défes aminés (figure 3-3) dont les
éléments de structure secondaire sont organisda de&me maniere qu’une flavodoxine.
Cependant il n'a jamais été associé a une queleoramtivité. Son réle fonctionnel et

structural reste indéterminé pour le moment

|.2-LE SITE ACTIF ET LES CANAUX D ACCES.

En 1936, Stern a mis en évidence que le groupsth@tique de la catalase de foie de
cheval était une protoporphyrine IX de fer, ou hép& Il en est ainsi dans toutes les
catalases a petites sous-unités. Chaque sousdpittposséder un heme, mais un certain
pourcentage peut étre dégradé sous forme de Mliiheer(pigment vert) ou de bilirubine
(pigment jaunef* Dans les protéines a grandes sous-unités, le gmrgehétique a été
caractérisé comme étant une protoporphyrine |Xatigpoxydée, ou héntk?®,

7

HOOC

HOOGC

COOH

Heémeb Hémed Biliverdine Bilirubine

Figure 3- 4 : Représentation des différents hemeg produits de dégradation observés chez les catatss
monofonctionnelles & héme.
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Asnl133

His203

.57:339
Figure 3- 5 Environnement de 'héme des catalases.’héme ainsi que les principaux résidus de la poche

héminique sont représentés. La numérotation carresp la catalase dé. lysodeikticusD’aprés Murshudov
2002%. Numéro PDB : 1HBZ.

Figure 3- 6 : Canaux d'acces chez la catalase te crassa.Les résidus et les molécules d’eau qui délimitent
le canal principal et le canal latéral sont repné&e Le canal latéral commence a environ 14 Addé proximal
de 'héme. Sur la modélisation 'héme est une supstion d’un hémé et d’un hémel. D’'aprés Diaz 2002,
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Dans les catalases, trois résidus sont considérame essentiels pour la catalyse : la
tyrosine proximale et une histidine et une aspamagians la partie distale. L'oxygene
phénolique de la tyrosine proximale sert de cingeidigand a I'atome de fer. Du coté distal,
le groupe imidazole du résidu histidine est pragigant paralléle a I’'hnéme, a une distance d'a
peu prés 3,5 A du cycle pyrrolique 1l de I'hérinédu cycle IV dans le cas de PVC, HPII et
CatF). Un résidu sérine est lié par liaison hydnega un atome d’azote de I'histidine et peut
jouer un rdle dans la catalyse en favorisant usdalienes tautomeéres de I'histidine. Le résidu
histidine forme également une liaison hydrogenecawe résidu thréonine. Cette liaison
faciliterait les petites rotations du cycle imidkzet pourrait étre utilisée pendant la catalyse.
L’autre atome d’azote de I'histidine se situe pilés’atome de fer, mais reste trop loin pour
une éventuelle coordination (figure 3-5).

L’héme est profondément enfouis dans la catalseme de fer étant & environ 20 A
de la surface moléculaire la plus prochH& La poche héminique est trés hydrophobe, en
particulier du cété distal. Les résidus hydrophobesblent avoir un role majeur dans la
sélection de la forme et de la taille des substtageces limité & ’heme nécessite I'existence
de canaux d'acces entre la surface et 'héme. Jearé complexe de cavités et de canaux
moléculaires est trés conservé, en particulier tdezatalases a petites sous-unités. Un canal
principal atteint le site distal de la poche héuopm au niveau des résidus histidine et
asparagine, pratiquement perpendiculairement an gk I'heme (figure 3-6). Dans les
catalases a petites sous-unités ce canal a la fdumeentonnoir et est long d’environ 30 A.
Dans les catalases a grandes sous-unités ce crml® étroit et plus long (environ 50 A).
Un second canal, latéral, est également présemt lekecatalases. Ce second canal émerge

dans le site de fixation du NADP(H) dans les catdaqui lient cette molécule.

|.3-LE SITE DE FIXATION DU NADP(H).

La fixation du NADP(H) était totalement inattendyeand elle a été découverte chez
quelques catalases de mammifét&s Aujourd’hui, il est fréquent de trouver un site d
fixation du NADP(H) dans les catalases a petitassamités. Les catalases a grandes sous-

unités, en revanche, ne le fixent pas.

La distance entre le NADP(H) et I'atome de feplies proche est d’environ 20 A. Les
résidus formant le site de fixation du NADP(H) sdrés conservés et les différences
majeures, observées dans la force de fixation dDR(A) sont essentiellement dues a des
modifications ponctuelles de ces résidus (figui®.3Far exemple, une histidine présente chez
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les enzymes qui fixent fortement le NADP(H) (His3@&ns la BLC) est remplacée par une
glutamine chez les catalases qui ne le lient qu#efaent (GIn302 dans la catalase $le
cerevisia¢®®. L'étude comparative de structures avec et sariéaule de NADP(H), dans le
cas de la catalase d’érythrocyte humain et de PM@ontré que la fixation de la molécule de

NADP(H) impliquait d'importants réarrangements struaux>=°,

Figure 3- 7 : Structure du tétramére de la catalasele Saccharomyces cerevisid@ant les molécules de
NADP(H) (représentées en blanc dans chaque sousHé). Sont également représentés en couleurs les
résidus qui sont impliqués dans le contact avéABP(H) dans chaque sous unité (en vert, orange} &l rose
pour les sous-unités 1, 2, 3 et 4 respectivemBraprés Gouet.

Le role, supposé du NADP(H), est d’empécher la fdiom du composé I, inactff
vis-a-vis du peroxyde d’hydrogéne, mais ce mécamiszate encore mal compris=>>*4 De
récentes études ont montré que les catalases deniftaies étaient responsables de la
génération d’espece a oxygene actives (ROS) lorkzpueellules étaient irradiées avec des
ultraviolets. Méme si ce mécanisme reste peu cangmtuellement, il semblerait que 'héme
ne soit pas impliqué dans cette formation de RO@ni@e le NADP(H) est fixé par les

catalases de mammiféres, celui-ci pourrait &trdigag dans ce mécanistie
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[l. LES CATALASES : ASPECTS FONCTIONNELS.

La réaction des catalases monofonctionnelles seh&rété analysée par différentes
techniques spectroscopiques. Il faut noter un agmeticulierement délicat : les catalases ne
suivent pas la cinétique typique de Michaelis-Mantees constantes,Ket k.o, ne sont donc
que des constantes apparentes. Il n'est pas possébldéfinir une unique valeur de ces
constantes cinétiques pour toutes les catalaseseltas-ci varient énormément. De légeres
différences au niveau structural influenceraieatdessibilité du substrat & 'héme et la sortie
des produits. Ces subtiles différences de strucant souvent invoquées pour expliquer les
variations observées au niveau de l'activité cée. Le tableau 3-1 résume les résultats

d’'une étude comparative réalisée sur 16 catalasssuthes différent&s

Source Activité spécifique Km (MM) keat (S7) *10°
(unités par mg de protéine.)

E. coli 20 700 64 0,7

A. niger 21 400 465 2,79

H. pylori 61 400 127 2,7

B. fragilis 69 100 279 3,8
P. aeruginosa 71 800 67 0,7
P. syringae 84 600 92 2,8
L. seeligeri 89 300 111 2,14
BLC? 91 800 93 2,12

S. marcesesens 98 900 228 24
X. campestis 99 900 77 2,8
M. lysodeikticus 109 100 152 3,1
S. cerevisiae 116 100 125 3,55
B. abortus 145 800 174 5,6
P. mirabilis 160 000 537 16,3
B. pertussis 225 000 154 5,95
HEC 273 800 80 5,9

2 BLC=Catalase de foie de boelfHEC=Catalase d’érythrocyte humain.
Tableau 3- 1: Parameétres cinétiques des différerdecatalases monofonctionnelles a hém&outes les

mesures ont été réalisées sur le méme apparedrest ks mémes conditions afin de pouvoir compasr |
résultats. D’aprés Switala 2062
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[1.1- REACTION CATALYTIQUE.

La dismutation catalytigue du peroxyde d’hydrogéper les catalases a héeme
nécessite deux étapes, chacune faisant interveaimolécule de substtat®®. La premiére
molécule de peroxyde d’hydrogéne est réduite enpaawxydation d’'une part de I'atome de
fer et d’autre part de la porphyrine qui forme adical T-cation ou I'électron est délocalisé

sur le cycle. Le composé | [Fe(IV)=0 Pfrest ainsi formé (Equation 39§ :

Enz ([Fe(lll) Por]) + H,0, —» Composé ([Fe(IV)=0 Por*]) + H,O

Puis une seconde molécule de peroxyde d’hydrog&agst avec le composé | afin de
le réduire et régénérer I'enzyme sous sa forméqfeer avec libération d’'une autre molécule

d’eau et du dioxygéne (Equation 3-3) :

Composé ([Fe(lV)=0 Por*]) + H,0, - Enz ([Fe(lll) Por]) + H,O + O,

Cependant en présence de faible concentrationremyue d’hydrogene, le compose |
pourrait réagir avec de petits substrats organi@iets que les alcools aliphatiques) ou avec
l'acide 2,2'-Azino-bis(3-éthylbenzthiazoline)-6-fomique (ABTSY? et former un composé
appelé composé I, qui provient d’une réductiomaiectron du composé | (Equation 3-4).

Composé ([Fe(IV)=0 Por*]) + AH - Composéll ([Fe(lV)-0OH]) + A

L’état de protonation de ce composé Il a fait, ndicent, I'objet de nombreuses
étude§>4442464748495051 1) a5 derniers résultats montrent que dans le ceépio le fer au
degré d'oxydation +IV est lié soit a un groupe fydr soit a un groupe oxo selon les

protéines.

[.2- STRUCTURES DES INTERMEDIAIRES CATALYTIQUES

Les structures cristallographiques des compos#sliiont tout d'abord été réalisées
avec la catalase résistante aux peroxyded® denirabilis: PMC-PR°. L'analyse de ces
structures, a 2,7 A de résolution, a révélé unigeréndes réarrangements locaux et mineurs
par rapport a la structure de I'enzyme natif. Lasictures des composés | de PVC et de
HPC? et du composé Il de ML€ ont également été obtenues, a 1,71, 1,86 et 1,96 A
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résolution respectivement. Ces structures confitrfeepeu de réarrangements par rapport a
I'enzyme natif.

Dans les structures de HPC et de PVC, traitées @edacide peracétique, il apparait
que la distance Fe-O est de 1,72 A pour PVC, distattendue pour une double liaison, alors
que cette méme liaison est de 1,85 A dans le c&tPdk suggérant une liaison simple Fe-O.
D'aprés Alfonso-Prieto etoll.>? lorsque PVC est traitée avec de |'acide peragéfide
composé | formé comporterait une liaison oxoferfe=O alors que dans le cas de HPC, il
s'agirait d'une liaison hydroxoferryle Fe-OH. Daostte derniére, la réduction du radical
porphyrinique permettrait la polarisation et l'algement de la liaison Fe(IV)=0 qui
formerait une espéce Fe(lV)-@t par protonation formerait Fe(IV)-OH. La rédoatidu
radical porphyrinique s’expliquerait par un tramsfiélectron intramoléculaire qui conduirait
a la formation d’un radical protéique.

[Il. PROBLEMATIQUE .

Comme nous venons de le décrire précédemmerttulige tertiaire des catalases et
en particulier I'environnement de I'hnéme sont t@mservés. Cependant, leurs activités,
testées dans des conditions strictement identigoesyent varier d’'un facteur 10. Les
structures cristallographiques des composeés capadyhent actifs mettent en évidence de
légeres différences entre les especes, mais @lisgnat insuffisantes pour expliquer les
différences au niveau de l'activité catalatique.ubl@vons donc émis I'hypothése que ces
différences étaient dues a la nature et a la gt@aliés intermédiaires formés pendant le cycle

catalytique.

En effet, en 1996 notre équipe mis en évidence que la catalase de foie de boeuf

(BLC) forme un intermédiaire oxoferryle-tyrosylegrame état consécutif a la formation du
composé | alors que la catalase Be mirabilis (PMC)Y?, dans les mémes conditions
expérimentales, stabilise uniguement le composdeaxte-radical T-cation porphyrinique.

Les parametres cinétiques vis-a-vis du peroxydegdittgene de ces deux enzymes sont
également tres différents. Les valeurs de Km.gtde PMC sont respectivement 6 et 8 fois
plus importantes que leurs équivalents chez la BLGemble donc que la réactivité des
catalases vis-a-vis du peroxyde d’hydrogene varigorction des intermédiaires réactionnels

formés.
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Il reste également a déterminer si la formation cé¢ intermédiaire alternatif,
[Fe(IV)=O Tyr] constitue une particularit¢é de la BLC ou bien st possible que cet
intermédiaire soit formé dans d’autres catalasbgrae. Si plusieurs catalases forment des
radicaux protéiques, elles feraient alors partie lalefamille des enzymes radicalaires,
présentées dans le premier chapitre. La prise empteo de la formation des radicaux
protéiques au cours du cycle catalytique des csaleonstitue une nouvelle approche de leur
fonctionnement. Cette approche nécessite de réegane meécanisme réactionnel de ces
protéines, dont 'héme était considéré comme ke aitif primordial. Elle pose également la
guestion de la bi-fonctionnalité des catalases gins celle du rble physiologigue de ce type

d’intermédiaires radicalaires protéiques.
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B. ETUDE COMPARATIVE DES CATALASES PAR
SPECTROSCOPIE DE RESONANCE PARAMAGNETIQUE
ELECTRONIQUE ET PAR SPECTROPHOTOMETRIE

D’ ABSORPTION UV-VISIBLE .

Afin de comprendre pourquoi des enzymes, dontrigtsire et la séquence sont aussi
conservées, présentent des propriétés physicoammigaussi differentes, une étude
comparative compléte de catalases provenant ddesulifférentes a été réalisée. Le tableau

suivant résume les différentes caractéristiquesaedases étudiées :

Source Abréviation MW ( par sous- Héme Classe
unité)
B. pertussis BPC 54 514 Hemeb Il
B. fragilis BFC 55912 Hemeb Il
B. abortus BAC 56 452 Hemeb 1]
M. lysodeikticus MLC 55 585 Hémeb Il
Catalase de foie de boeuf BLC 57 592 Hemeb 1]
Catalase d’érythrocyte humain HEC 59 837 Hemeb Il
E. coli HPII 84 172 Hemed Il
P. syringae CatF 56 730 Hemeb I
S. marcesesens SMC 55 876 Hemeb 1

Tableau 3- 2 : Propriétés des catalaseB.aprés Loewen 1997

- 129 -



Chapitre 3 : Les catalases.

|. CARACTERISTIQUES DU SPECTRE RPE ET DU SPECTRE
D’ ABSORPTION UV-VISIBLE DES CATALASES A L 'ETAT FERRIQUE .

La spectroscopie RPE, réalisée a la température’hddium liquide sur des
échantillons congelés, a été utilisée afin d’obsehles changements dans la poche héminique
induits par le pH. La grande sensibilité de cestehhique a de légeres modifications de
I'environnement de 'heme permet de savoir si uangement de pH conduit a de telles
modifications a proximité immédiate de I'atome @e. fC’est donc un outil important pour
mieux comprendre les variations d’activités en fammcdu pH. Comme nous 'avons précisé
auparavant, le site actif des catalases est unmpmphyrine IX de fer, le fer étant
pentacoordiné et sous sa forme spin fort. Ceccastirmé par les spectres RPE a 9 GHz a

basse température (figure 3-8).

Figure 3- 8 : Spectres RPE a 9 GHz
de la catalase d’'érythrocyte humain
a I'état ferrique en fonction du pH.
Deux signaux rhombiques sont
distingués (lignes pleines et lignes en
pointillés) : le signal le plus large a
0=6,67 et g=5,15 et le signal le plus
T TR étroit a §g=6,45 et ¢=5,33. En
pH=81 encadré Agrandissement de la partie
a haut champ pour obtenir les valeurs
de g. Tous ces spectres sont
enregistrés dans les mémes
conditions : T=4K, puissance des
pH=7.0 microondes P=1mwW, 4G de
modulation d’amplitude, 100kHz de
modulation de fréquence. Ce travail

pH=E0

pH=35.1

g =515

B00 . 12|CHI} . TEIOD
Magnetic Field (G)
Ces spectres présentent deux résonances majéunesalg6 et l'autre a g2. Deux
signaux, de rhombicité différente, peuvent étrecoliss selon les valeurs du pH. Le signal le

moins rhombique domine le spectre aux pHs les plagés alors que le signal le plus

rhombique est dominant a bas pH.
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Figure 3- 9 : Profil d’absorption UV-visible de lacatalase d'érythrocyte humain en fonction du pHTous

les spectres présentent les mémes bandes d’alosorii bande de Soret & 404 nm, et deux bandesmfert

de charge a 500 nm de charge a 621 nm. Tous letrepent été enregistrés dans les mémes conditions
T=25°C. Ce travail.
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Le tableau suivant résume les valeurs de g des fdeores rhombiques pour les différentes

catalases ainsi que les bandes d’absorption lolsgymotéines sont a I'état natif.

Forme la plus  Forme la moins Bandes d’absorption

Source Intermédiaire(s) détecté(s)

rhombique? rhombique? UV-visible®
BPC 6,63; 5,29; 1,96 6,28; 5,57; 1,99 405; 503;, 27 [Fe(IV)=0 Poi"]
BFC  6,69;526:1,96 6,38;5,36;1,99 413; 513;55B; 627 [Fe(IV)=0 Poi']
[Fe(1V)=0 Poi"],
BAC 6,66; 5,28; 1,96 6,42;5,43; 1,98 406; 510;;580v
[Fe(IV)=0 Tyr]
[Fe(IV)=0 Poi"],
MLC 6,60; 5,28; 1,97 6,38; 5,43; 1,99 405; 500; ;5330
[Fe(IV)=0 Tyr]
[Fe(IV)=0 Poi"],
BLC 6,68; 5,14; 1,95 6,47; 5,36; 1,99 403; 502;.:538
[Fe(IV)=0 Tyr]
[Fe(IV)=0 Poi"],
HEC 6,67; 5,15; 1,96 6,45; 5,33; 1,98 404; 500;, &28
[Fe(lV)=0 Tyr]
HPII 6,6; 5,34; 1,97 404, 588 hd
CatF 6,54; 5,29; 1,97 6,38; 5,41, 1,98 404; 503; B24 nd
SMC 6,69; 5,16; 1,96 6,24; 5,56; 1,99 403; 503;, B27 nd

%Les valeurs de g sont donné dans I'ordsegget g respectivement.

® Les valeurs des bandes d'absorption sont class#les : Bande de Soret, banfiebandea et bande de
transfert de charge.

° Non déterminé dans les conditions utilisées.

Tableau 3- 3 : Propriétés spectroscopiques des clases a I'état ferrique.

D’apreés le tableau précédent, il apparait queaddsurs de g restent assez proches pour
'ensemble de ces protéines. Il est a noter que fmwcatalase HPII, la forme la moins
rhombique est absente. Le spectre RPE est trefbleeasla position de I'atome de fer par
rapport au plan de 'heme, a la position des mdéscd’eau ainsi qu’a I'état de protonation
des azotes. Or le changement de configuration l@asignal ferrique des catalases se produit
aux alentours de p¥b. Les résultats obtenus suggerent donc que lamabbn de la chaine
latérale de I'histidine distale ou qu’une molécdleau dans la partie distale pourrait avoir
une influence sur la géométrie de I'environnemenitlttme.

En revanche, le spectre d’absorption UV-visibles datalases ne présentent pas de
dépendance vis-a-vis du pH (figure 3-9). Seul [gaat d’intensité des deux bandest 8
varie légerement : de 0,81 a pH=8,24 jusqu’a 0,Ha5,97. Deux catalases se distinguent
par leur spectre d’absorption. Il s’agit de BFCdetHPII. Sous la forme native, le spectre

d’absorption UV-visible de la catalase Befragilis présente des bandes qui sont en accord
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avec une forme spin faible de I'enzyme, mais cittme n’est pas observée en RPE. Il se
peut donc que la congélation de I'échantillon miedd coordination d’'une molécule d’eau en

sixiéme ligand.

[I. CARACTERISATION SPECTROSCOPIQUE DES INTERMEDIAIRES
RADICALAIRES FORMES AU COURS DU CYCLE CATALYTIQUE D ES

CATALASES.

Suite aux résultats obtenus au cours de cetteeéti@st apparu que les catalases
stabilisent des intermédiaires radicalaires difi&seselon les conditions de pH, de
concentration, de température, de temps de mélang#¥exces d'acide peracétique. Trois
comportements majeurs se dégagent :

- un seul intermédiaire radicalaire [Fe(IV)=0 Pperst suffisamment stable pour étre
observé

- un deuxiéme intermédiaire radicalaire, localisé wue tyrosine, peut étre observé a
basse température, comme c’est le cas pour lasatdk foie de boeuf.

- aucun intermédiaire radicalaire n’est stabilisésdas conditions utilisées.

Pour chacune des catalases, toutes les condiggpérimentales (pH, temps de
mélange, concentration, température et exces damy(hcide peracétique)) ont été testées.

Dans un souci de clarté, seuls les résultats lesg@rtinents seront présentés dans la suite.

Il.1- FORMATION D’UN COMPOSE[FE(IV)=0 POR"™] STABLE : CATALASES

DE B. PERTUSSIS ET DEB. FRAGILIS.

Dans un premier groupe de catalases seul le campaderryle radical porphyrinique
cationique, [Fe(IV)=0 Paf], est détecté et ceci quelque soit les conditibiistermédiaire
formé ne dépend ni du pH, ni du temps de mélanigde fiexcés d’acide peracétique ajouté.
Parmi ces enzymes, on peut citer celleRdemirabilis’. En effet, lvancich etoll.*! ont
démontré que PMC ne forme qu’un seul et uniquernmédiaire, de structure électronique
[Fe(IV)=0 Poi"], c’est a dire le composé I. Cet intermédiairaié en présence d’acide
peracétique, est suffisamment stable pour étrecwetrsque le mélange est réalisé
manuellement (temps de mélange d’environ 15s), aniraire de la BLC, qui forme un
composé | de courte durée de vie beaucoup plug bdé&ecté uniquement par la méthode de
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freeze-quench (temps de mélange d’environ 40mg)niPkes catalases que nous avons
étudiées, la catalase & pertussiset celle deP. fragilis présentent les mémes résultats que

ceux obtenus avec la PMC.

T=4K Traitée avec un excés de 30
fois en acide peracétique

A B

—— Contrdle pH=531 T=4K
— Traité avec un exces de 30 fois en acide peracétique pH=6,3
L e e I
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500

Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)

enregistrment

enregistrment

=20K

enregistrment

enregistrment

T e LA B o s e
360 380 400 420 440 480 520 560 600 640 680

Magnetic Field (G) Longueur d'onde (nm)

T T T T T T
2000 3000 4000 5000 Loe

Figure 3- 10 : Spectres RPE a 9 GHz et spectres t¥sorption UV-visible de la catalase deB. pertussis

(A) : Spectres RPE a 4K de la partie bas-champ de BE& e aprés traitement par I'acide peracétidBg.:
Agrandissement de la partie a haut-champ du spB&Ee aprés réaction avec l'acide peracéti¢Qe,; Spectre
RPE de lintermédiaire formé en fonction de la téngpure d’enregistrement. Conditions : puissancge de
microondes P=1mW, 4G de modulation d’amplitude kit®0de modulation de fréquend®) : En traits pleins :
spectres obtenus I'acide peracétique ajouté 30efoiexces. En pointillés : spectres obtenus I'apielacétique
ajouté 130 fois en excés.: enzyme natif?2 5s aprés addition de I'acide peracétiqiiaprés 30s de réactiod ;
apres 4 min de réaction etaprés 10 min de réaction. Les spectres ont égnabten utilisant une cuvette de
1mL en quartz contenant 700uL de protéine de cdratgon 1,5uM a pH=7,2 auquel est ajouté 5uL d'acid
peracétique de concentration telle que I'excesd®R0 ou de 130.
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II.1-1 Résultats pour la catalase dé. pertussis.

Lorsque BPC est traitée avec de I'acide peracetitpi spectre RPE obtenu différe
significativement du spectre de I'enzyme natif. Tdiabord le signal dans la régiorG
caractéristique du Fer(lll) spin fort est diminug 80 % (figure 3-10 A), alors qu’un signal
asymétrique, large (2000G) dans la régie gst observé (figure 3-10 B). Ce signal coupe la
ligne de base ensg=1,98 et ressemble aux signaux obtenus avec M@ la peroxydase de
raifor®. Ce signal est également détecté lorsque I'acilagétique est ajouté en plus grand
exces. Lorsque I'excés d’acide peracétique estiptiglpar 4, I'intensité du signal en g=1,98
du radical porphyrinique est multipliée par 1,3ralque le rapport des intensités du signal du
fer héminique est de 2,3. L'augmentation de I'exdt'@side peracétique se traduit donc par la
formation d’'une faible quantité 20 %) de composeé Il. Ce composé étant silencieURRiB,
la quantification de cette espéce se révele deéli¢at figure 3-10 C représente les spectres du
méme échantillon en fonction de la température régstrement. Il apparait que l'intensité
du signal observé diminue drastiquement avec lpéeature. Déja a 10K, il devient difficile
de I'observer. A 10K, la partie large est 5 foisimsointense que celle du spectre enregistré a
4K. Pour des températures supérieures, telles Qe a2 30K, aucun signal large n’est
détecté. Comme expliqué dans le chapitre Il, cenpim&ne est caractéristique d’'un temps de
relaxation longitudinal rapide. Nous avons doncilai€ ce signal a une espéece oxoferryle
[Fe(IV)=0] en interaction magnétique avec le rallication porphyrinique, I'ensemble
correspondant au composé | [Fe(IV)=0 Plor

Nous avons également réalisé les spectres d’almortbasse température (T=4°C).
Les spectres d’absorption UV-visible obtenus daes conditions sont représentés sur la
figure 3-10 D Le spectre de I'enzyme natif obtenceéte température est en parfait accord
avec celui enregistré & température ambiante dgeritChance etoll.>>®. Les bandes
d’absorption observées sont la bande de Soret &nA)9es bandes a 506 et 537 nm et la
bande de transfert de charge a 627 nm. Les spet#aiesorption UV-visible obtenus aprés
traitement par I'acide peracétique révélent lesngements typiques dus a la formation du

composé P=84%57

, C'est-a-dire une hypochromicité et un élargisserde la bande de Soret et

le déplacement bathochrome de la bande de tramfesharge a 660 nm. Par contre dans le
cas de BPC, aucune bande correspondant a la fomdui composé Il n’est observée méme
avec un grand exces ce qui est contradictoire gaeaésultats RPE. Ainsi, les spectres

d’absorption UV-visible indiquent que la BPC estjoniéairement sous I'état de composé |.
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Le taux de conversion en composé | est multipliétimas environ (il passe de 14 % a
44 %) lorsque I'ajout d’acide peracétique est auggnde 30, par rapport a I'heme, a 130 fois
en exces. Or en RPE, le rapport de rendement gestde 1,3. Les deux techniques
spectroscopiques nécessitent des températures ldagmaéet de mesure différentes. Pour les
expériences de spectroscopie RPE, les réactifs smiangés pendant 15s a 0°C et
I’échantillon est tout de suite congelé par imnmrsidans un bain éthanol/carboglace puis
dans l'azote liquide. La réaction est bloquée espectre RPE est en quelque sorte une
photographie d’'un instant précis. Dans le cas gextees d’absorption, les réactifs sont
mélangés a 4°C et la solution reste a I'état liguiBendant I'accumulation du spectre (qui
dure 15s), le mélange évolue encore. Une réactibd’autant plus rapide que la température
est élevée. Donc, lorsqu’on utilise I'acide perapét ajouté 30 fois en exces, I'acide a été
totalement consommé lorsqu’on réalise le speceaui n'est pas le cas lorsqu’on ajoute un
exces 4 fois plus important. Dans le cas d'un é#stces, les spectres obtenus représentent
plutbt la disparition du composeé | : la bande a G60ressemble plus a un épaulement et a
partir de 30s le composé | n'est plus observabldinkerse, dans le cas d'un fort exces
d’acide peracétique, les premiers spectres enrégistorrespondent a la formation du
compose | : entre 0 et 30s apres ajout des régspiéctres en pointillé 2 et 3), I'intensité de la
bande a 660 nm augmente. Les spectres suivanésesgpent la décomposition du composé I.
Dans le cas d'un grand exces, ce composé a une der&ie supérieure a 10min. On note
également que pour un fort excés d’acide peradtignzyme ne se dénature pas puisqu’au
bout de 20 min, 80 % de I'enzyme est retourné sausrme native.

Aux vues de ces résultats, il apparait que l'esgecaée par la catalase d&
pertussisne dépend pas des conditions expérimentalesdaslidci, aucun transfert d’électron

intramoléculaire n’est observé.

I1.1-2 Résultats pour la catalase dé. fragilis.

Pour la catalase d&. fragilis les résultats nous ont menés aux mémes concluians
figure 3-11 représente les spectres RPE a 9 GHe padK de cette catalase traitée par

I'acide peracétique.
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Figure 3- 11 : Spectres RPE a 9 GHz pour T=4K de leatalase deB. fragilis a I'état ferrique c’est a dire
natif (courbe noire) et apres traitement par I'acice peracétique en fonction du pH( : pH final

= 7,24 ;Courbe rouge pH final =5,23. Tous ces spectres sont enregistrés dans les mémegians : T=4K,
puissance des microondes P=1mW, 4 G de modulatmmpiitude, 100 kHz de modulation de fréquence.
L’étoile bleue représente le signal du fer spiblai

Tout comme BPC, le spectre obtenu aprés traitepamnfacide peracétique est large
(2000G) et lorsqu’on augmente la température dgsmement du spectre, le signal diminue
drastiquement. L’espéce observée est donc uneespeaplée. Mais dans ce cas le couplage
est différent de celui observé chez BPC et estloshe de celui observé avec la catalase de

M. lysodeikticu® ou celui observé avec I'ascorbate peroxydase.
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Les spectres d’absorption électronique UV-visilligufe 3-12) présentent la bande a
660 nm caractéristique de I'oxoferryle radical gominique cationique. L’habituel composé |
est donc formé dans la catalase de BFC. D’aprésplestres RPE, dans les deux conditions
de pH examinées, la conversion du signal ferricpies@périeure a 80 % ce qui ne correspond
pas a l'intensité de composé | formé. L'enzymearenk pas non plus de fer spin faible, car

la quantité de cette espece est constante erdomitgle et apres ajout de I'acide peracétique.

o
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Figure 3- 12 : Spectres d’absorption UV-visible déa catalase deB. fragilis en présence d’'un grand excés
d’'acide peracétique.Spectres obtenus I'acide peracétique étant ajoB@éfdis en excésl : enzyme natif2
juste aprés addition de I'acide peracétiduapres 30s de réactiod aprés 4 min de réaction etaprés 10 min
de réaction. Les spectres ont été obtenus enautilisne cuvette de 1mL en quartz contenant 700tratéine
de concentration 1,5uM a pH=7,2 auquel est ajoutédBacide peracétique.

Le signal manquant est trés probablement d0 a fendiion de composé Il
[Fe(IV)=0], qui est silencieux en RPE. Cependaatj oe peut étre confirmé par les spectres
UV-visible. En effet, les bandes de I'enzyme natift situés aux mémes longueurs d’onde.
Le signal de I'enzyme ferrique masque donc la faionadu composé Il. Méme avec un
grand exces d’acide peracétique (130 fois par ma@pdheme), I’hnypochromicité observée
n'est que de 20 % et aucune bande caractéristigeerdposé Il n’est observeée.

Méme si le taux de conversion en composé | esttivetaent faible, il est
suffisamment stable pour étre détecté et aucur aattical organique n’est observé dans le
cas de BFC.
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[I.2- FORMATION D’ UN INTERMEDIAIRE ALTERNATF [FE(IV)=0 TYR'].

Certaines catalases, telles que la catalase dedéoteoeuf, la catalase d’érythrocyte
humain, deM. lysodeikticuset de B. abortus forment comme premier intermédiaire le
composé | [Fe(IV)=O Poi]. Cependant, dans certaines conditions expériresté est
possible d’observer un autre intermédiaire radicaldl est intéressant de noter que les
parametres, qui permettent la stabilisation de azgte intermédiaire, different selon les

catalases.

11.2-1 Influence du pH.

Dans le cas de la catalase humaine, un uniqueriétkaire est observé quelque soit le
pH final de la solution. Cependant, le rendemeghante avec le pH (conversion du signal
ferrigue de 74 % a pH=8,2 contre 35 % a pH=5,6)spectre RPE a 9 GHz enregistré a
T=60K est représenté sur la figure 3-13 A. Cestspesont trés similaires a celui du radical
tyrosyle de la catalase de foie de boeuf. Les dadicaux présentent la méme largeur pic-a-
pic de 15G et une largeur totale d’environ 60 Ghéelant, comme nous I'avons précisé dans
le chapitre Il, attribuer la nature chimique d'wadical a partir d’'un spectre RPE a 9 GHz
uniquement est ambigu, I'anisotropie du tenseuréant pas résolue. Nous avons donc
réalisé les spectres RPE a champ intense (figuré B} de ces mémes échantillons afin de

vérifier la nature chimique et électronique du catibbservé.

gy B
g
g,
9-GHZ 285-GHZ
0332 0334 033 0338 0340 1014 1016 1048 1020
Magnetic Field (T) Magnetic Field (T)

Figure 3-13: Spectres RPE a 9 GHz et a 285 GHz dadical formé par la catalase d'érythrocyte humain a
pH=8,2 (courbes noires) et a pH=6cpurbes rouge}. (A): Spectres a 9 GHz enregistrés a 60K avec une
modulation d’amplitude de 0,5 @B): Spectres a 285 GHz. Courbe noire enregistrée a &3¢ une
modulation d’amplitude de 5 Gcpurbe rougenregistrée a 10K avec une modulation d’amplitusl& 6.
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Figure 3- 14 : Spectres RPE a 9 GHz de la catalage M. lysodeikticus(A) et de B. abortus(B). Dans les

deux cas, le spectre noir correspond au contréle)d

a l'intermédiaire formé & haut pH etdpectre

rougea celui a bas pH. Les spectres sont enregistnés lédg mémes conditions que sur la figure 3{(T).:

Spectre RPE 9 GHz et spectre d’absorption UV-visilel a

basse température (4K) du méme échantillon de

M. lysodeikticusa pH intermédiaire=5,5 Les bandes a 430, 532 et 566 nm ainsi que la aésera §',,=2,004
proviennent de I'espéce [Fe(IV)=0 TrLa bande & 655 nm et le signal axial en RPEe(wal de §' de 2,93 et

1.99) proviennent de I'espéce [Fe(IV)=0 Ppr
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Les spectres RPE a champ intense de l'unique fadiservé dans le cas de HEC
présentent des valeurs de g et des couplages mgedractéristiques d’'un radical tyrosyle.
Les valeurs de g observées sont de 2,0076 ; 28024021 pour,g g, et g respectivement
pour I'échantillon a haut pH (spectre noir). Paaiispectre a bas pH (spectre rouge) seule la
composante dexgest différente : il apparait deux contributionsipg, une a 2,0081 et une a
2,0072. Ces valeurs concordent parfaitement aMgsades radicaux tyrosyles formés dans le
PSIl, la RNR ou la catalase de foie de boeuf. Leslti@s obtenus en RPE conventionnelle
ainsi que ceux de RPE a champ intense, nous pemhdtidentifier I'intermédiaire formé par

la catalase d’érythrocyte humain a un radical tyles

Si la nature de l'intermédiaire formé par la casal humaine ne dépend pas du pH, il
n'en n'est pas de méme pour les catalases MLC & Biyure 3-14). A haut pH, le spectre
RPE de MLC présente toutes les caractéristiquesoatioposé oxoferryle radicat-cation
porphyrinique (figure 3-14 A). Il est large (envir@000 G de largeur totale) avec des valeurs

pour g effectif de g, =293 et ¢g=1,99 et des que la température d’enregistrement es

augmentée, il devient difficile d’'observer ce sigeaactement comme pour la BFC et la
BPC. Par contre, dans les mémes conditions de gelarais a bas pH, le spectre RPE
observé est étroit avec une valeur dg @ux alentours de 2. Le spectre enregistré a @lugeh
température ainsi que les spectres RPE a champs@taous permettent d’affirmer que ce
signal correspond a un radical tyrosyle. Sur lexcgps de la figure 3-14 A et la figure 3-14
C, il apparait également une résonance en g=3tde ar une étoile bleue. Cette résonance
peut étre attribuée, soit a un atome de fer atl&gan faible, soit a une contribution différente
du composé |, comme celle observée avec I'ascopeatxydase en g=33

Dans le cas de la catalase BAC, le spectre RPEGH#® d’'une solution a bas pH
présente une résonance étroite et le spectre strgegiplus haute température est totalement
superposable au spectre du radical tyrosyle datimase humaine. Par contre, a haut pH,
aprées traitement a l'acide peracétique, le radipalsyle ne se forme plus car aucun signal
centré a g=2 n'est détecté. La conversion du sifgmafue est pourtant de 78 %. De plus la
rhombicité du signal correspond a la rhombicités pH et non a celle attendue. L’hypothéese
la plus simple aurait été que BAC forme un comdbgehaut pH mais elle est infirmée par

les spectres d’absorption UV-visible, qui sont ecoad avec la formation d’'un composé |.
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=-=Controle
Composé intermédiaire
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Figure 3- 15 : Spectres RPE a 9 GHz enregistrés & 4le la partie ferrique de I'échantillon de la catdase

de B. abortus,a pH=8 traitée par de I'acide peracétique, décondge progressivement (A) et de l'effet de
I'acétate sur le signal ferrique (B).Les conditions d’enregistrement des spectres stamttiques a celles de la

figure 3-11.
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Une autre explication est qu’a un tel pH une mdcliacide peracétique se lie soit
pres de I'hnéme, soit se lie a I'heme directemendliffemt la rhombicité, et empéche ainsi la
réaction. Pour vérifier cette hypothése, nous avymaesé I'échantillon congelé a trés basse
température (température de l'azote liquide) dans bain de glace (figure 3-15 A).
L’échantillon reste sous forme solide mais les gfarts d’électron au sein de la protéine
redeviennent possibles. Nous avons enregistréseletre RPE de ces échantillons apres des
temps de réaction dans le bain de glace de plptusrongs. Déja, aprés 1 min, l'intensité du
signal ferrique le plus rhombique diminue, tandise ccelui de rhombicité identique au
contrdle apparait. Plus le temps passé dans la gktdmportant, plus l'intensité de ce dernier
signal, identique au contréle, augmente : de 4pPésa2 min jusqu’a 77 % apres 20 min dans
la glace. Il apparait donc que I'enzyme n’est pématuré et que le signal obtenu apres
traitement a 'acide peracétique de la catalase BAEI=8,2 correspond a la fixation prés ou
sur I'heme d’'une molécule d’acide protonée ou nare ldonfirmation supplémentaire est
obtenue en ajoutant a I'enzyme native de l'acétltesodium concentré (figure 3-15 B).
L’'acétate étant un ligand des hémes, il devraitlioppr des réarrangements géométrie au
niveau de ce dernier et donc modifier le spectrE.RIe signal obtenu présente alors la méme
différence de rhombicité qu'avec l'acide peraceétiqles pH finaux des solutions étant
identiques. Le site de fixation de I'ion acétata (e I'acide peracétique) se trouve donc soit
pres de I'héme soit la molécule se fixe directensemt’héme, car sa fixation implique une
forte perturbation du signal RPE. Cette fixatiopst’'pas irréversible mais elle empéche sans
doute la réaction, d’ou I'absence de signal ceaig&?2.

Ces exemples confirment que les catalases capaele®rmer un intermédiaire
alternatif au composé oxoferryle radical porphynr@ cationique n’ont pas le méme
comportement vis-a-vis du pH. D’autres conditiorp&imentales peuvent également avoir
une influence sur la stabilité relative du radigarphyryle vis-a-vis du radical tyrosyle

comme par exemple I'excés de substrat.

[1.2-2 Influence de I'excés d’acide peracétique.

La figure 3-16 A représente un élargissement detdgon g=2 du spectre RPE a 9
GHz pour T=4K, pour les intermédiaires formés p&CHen vert) et ceux formés par BAC,
I'acide peracétique étant ajouté 30 (en noir) o0 (&h rouge) fois en exces par rapport a
I'hnéme. Tous les échantillons ont été testés agéesngélation pour retrouver le signal du

contrble.
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Figure 3- 16 : (A) : Région haut champ des spectrdRPE a 9 GHz pour T=4K des intermédiaires formés
par la catalase deB. abortusselon I'excés d’acide peracétiqudzn noir le spectre correspond a un exces de 30
fois par rapport a I'héme et eaugepour un excés de 130 fois. Le radical tyrosyldH#C est montré en
pour comparaison. Les conditions d’enregistrement s mémes que pour la figure 3-(B) : Spectres RPE
normalisés a 9 GHz pour T=40K des mémes échantillenLe code couleur est identique. Conditions
d’enregistrement : T=40K, puissance des microomtes0uW, 1,5 G de modulation d’amplitude, 100 kHz de
modulation de fréquenc€C) : Spectres d'absorption UV-visible de la catalse deB. abortustraitée par
I'acide peracétique, ajouté 130 fois en exces (ttglein) et 30 fois en exces (trait pointillé).es conditions de
réaction : 700pL de protéines de concentration 1@mMhéme auxquels on ajoute 5pL d'acide peracétigrie
spectre noirX) correspond a I'enzyme natif ; le spectest (2) juste apres addition de I'acide et le speontrege
(3) aprés 10 min de réaction a T=4°0Q) ( Spectres d’absorption UV-visible de la catalase huaine. Les
codes trait plein et pointillés ainsi que le codaleur sont les mémes que pour (C).
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Sur la figure 3-16 A, il apparait que le signaltestu en faible exces d’acide
peracétique est plus large que celui obtenu avgdusmgrand exces. De plus, a faible exces,
le signal est asymétriqgue. En augmentant la terpéra’enregistrement, ce signal devient
de plus en plus symétrique et l'intensité des épaahts, présents a 4K, diminue alors que la
région plus étroite du spectre est encore détecté¥. Par contre, pour le signal obtenu avec
un plus grand exces d’acide peracétique, les épaumiEs ne sont pas présents et des T=4K le
signal est symétrique. L’augmentation de la temtpéea d’enregistrement du signal
n'impliqgue pas sa disparition et il est toujourégent a T=40K. Un mélange de deux especes
radicalaires : [Fe(IV)=0 P& et [Fe(IV)=0 Tyr] est détecté avec un faible excés d'acide
peracétique tandis que seul le radical tyrosyleobservé pour de plus grand exces d’acide
peracétique. La figure 3-16 B correspond aux speates échantillons précédents enregistrés
dans des conditions telles que le signal du comfFe@V)=0 Poi’] ne soit pas détecté. Les
signaux obtenus avec la catalaseBd@bortussont superposables a celui du radical tyrosyle
de la catalase humaine. La catalas8 dabortusforme donc dans les deux conditions d’excés
un radical tyrosyle et celui-ci est favorisé, pgpport au radicat-cation porphyrinique, avec
un fort excés d’acide peracétique.

Les spectres d’absorption UV-visible confirmenalégnent cette observation. Sur la
figure 3-16 C sont représentés les spectres obracsl’acide peracétique ajouté 130 fois en
exces par rapport a I’heme (traits pleins) et 38 ém exces dans le cas de la catalasB.de
abortus La figure 3-16 D correspond aux spectres d’alismrpUV-visible de la catalase
humaine traitée par I'acide peracétique dans lemeséconditions que BAC. Dans le cas de
HEC, immédiatement aprés réaction avec l'acide gétigue, les bandes de I'espéce
[Fe(IV)=0 Poi"] sont observées.¢. décroissance de la bande de Soret et déplaceméat d
bande de transfert de charge a 657 nm). D’autre gares 10 min de réaction dans le cas
d'un grand excés d'acide peracétique, un épauleraertalentours de 420-430 nm ainsi
gu’'une bande a 566 nm sont observés tandis quandeba 657 nm disparait. Ces bandes
nouvelles sont similaires & celles observées pancich etcoll** dans les spectres
d’absorption a basse température (T=10K) de lalasgade foie de boeuf et a celles de la
figure 3-14 C pour la catalase Mk lysodeikticus.

Dans le cas dB. abortus dans les mémes conditions d’exces et de mélamgaéme
temps que les bandes du composé [Fe(IV)=0O"Pdes bandes correspondant a une autre
espece oxoferryle sont détectées (417 nm, 554 Génd) et ce dés I'introduction de I'acide
peracétique. Par rapport a HEC, la proportion dte ceuvelle espece [Fe(IV)=0] est plus

importante et son spectre est, ainsi, mieux rédeluéplacement de la bande de Soret, en
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particulier. Notons également que dans le casBdeabortus cette espece est encore
majoritaire apres 10min de réaction. En revanclamsde cas d'un faible excés d'acide
peracétique, pour les deux protéines (HEC et BAL) & composé | est observé et aprés
10min de réaction, tout I'enzyme est retourné dosae native. De plus le rendement en
compose | est alors bien inférieur a celui obtemecaun exces de 130. Il apparait donc,
d’apres les résultats de RPE et de spectrophot@reéabsorption UV-visible, qu’un exces

plus important en acide peracétique favorise lan&tion du radical tyrosyle par rapport au

radicalTe-cation porphyrinique chez BAC et méme, a un degpédre, chez HEC.

PAA ajouté 30 fois en exces PAA ajouté 130 fois erces
Rendement en Rendement en Rendement en Rendement en une
[Fe(IV)=0 Por™"] [Fe(IV)=0 Tyr ] [Fe(IV)=0 Por™"] espece de type
[Fe(IlV)=Q]
HEC 13,5% nd 56 % 16 %
BAC 28 % nd® 39 % 67 %

%d= non déterminé
Tableau 3- 4 : Rendement en composé | et en une ésp du type oxoferryle selon I'excés d'acide
peracétique pour la catalase humaine et la catalag abortus.

Au contraire, la température de la réaction, feeorla stabilisation du radical
porphyrinique. En effet a 0°C, seule I'absorptianrddical tyrosyle est détectée dans le cas
de HEC, tandis qu'a 4°C, les bandes correspondantc@nposé | apparaissent en
spectroscopie UV-visible. Parallelement en RPEalex de conversion en radical tyrosyle
passe de 56 % a 0°C a seulement 32 % a 10°C. Bwater le radical porphyrinique dans le
cas de la BLC, Ivancich epll.** ont recours a la technique de freeze-quench, igehrde
mélange rapide qui permet de piéger les intermédidormés apres des temps de mélange
tres courts. Le temps de mélange est, d’ailleurguire facteur qui influe sur la formation du

radical tyrosyle.

11.2-3 Influence du temps de réaction.

La figure 3-17 représente I'évolution du radicgltosyle en fonction du temps de
mélange pour les catalases humaine, de foie de bbalégB. abortus Il apparait que les
différentes catalases ne présentent pas le mémgoctament vis-a-vis du temps. Dans le cas
de la catalase humaine, trois phases peuvent &es @n évidence.

-Entre 2s et 10s, le taux de conversion en radiycakyle augmente, le maximum de

radical tyrosyle étant obtenu avec un temps demgélde 10s.
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-Entre 10 et 40s a mesure que le temps de réaatigmente ce taux de conversion

chute tres rapidement (il est de 25 % lorsquertgtede mélange est de 60s).

-A patrtir de 40s, le taux de conversion diminuesydus lentement qu’au cours de la

deuxiéme phase. Entre 40s et 5 min le rendemeairestdivisé par 2,7 (contre 3,3 entre 10s

et 40s).

% de signal RPE du radical tyrosyle

—m— Catalase humaine
100 S | A — @ — Catalase bovine
'0// \ —A— Catalase de B. abortus
J & =a___n
80 + A
[ |
60 -
| A .\.\—\
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.\
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Figure 3- 17 : Influence du temps de mélange sur taux de conversion en radical tyrosyle pour la calase
humaine, la catalase de foie de bceuf et la cataladeB. abortus.Le rendement a été normalisé a 100 % pour
le temps de mélange correspondant au maximum d§iiée du signal du radical tyrosyle. Les courbes ne
correspondent pas a des fonctions mais sont l& jusir aider a la lecture du graphique.

Le profil d’évolution du taux de conversion enicadl tyrosyle dans le cas de la BLC

est proche de celui de HEC, avec une deuxiéme plrapeu moins rapide et une troisieme

phase accélérée. La catalasdBdabortusprésente, elle, un profil completement différeiri.

effet, le taux de conversion est maximum pour uteheps de mélange de 30s. La formation

du radical tyrosyle serait donc plus lente avec BfiCavec HEC ou BLC, mais ce radical

serait stable plus longtemps car la décroissandawdude conversion est beaucoup plus lente.

Le radical tyrosyle se forme aprés le radical pgriplique. Le transfert d’électron entre la

tyrosine et la porphyrine s’effectue beaucoup pargement avec BAC qu'avec BLC ou

HEC, puisqu’en RPE aveB. abortusil est encore possible de détecter le radieahtion

porphyrine aprés 10s de réaction alors que I'ole mgtecte plus au dela de quelques
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Figure 3- 18 : (A) : Spectres d'absorption UV-visite par stopped flow de la catalase humaine conceg
(c=100uM) traitée par I'acide peracétique.Le spectre noir correspond a I'enzyme natif ; lescéres suivant
correspondent au mélange aprés une ditéde réaction entre I'acide peracétique et I'enzyrfeetemps t=0
étant I'instant ou I'acide est introduit dans ldwe de mélange. (PAA=Acide peracétique). Les sgscont été
enregistrés a T=10°C, volume d’enzyme=40uL, volultecide=40uL, l'acide peracétique ajouté 30 fois en
exces par rapport a 'nemg@) : Spectres d’absorption UV-visible par stoppedlow de la catalase humaine
diluée (c=10uM) traitée par I'acide peracétiqueLe code couleur est le méme que pour la figure Aoemis

la concentration de I'enzyme toutes les autres itiond expérimentales sont identiques a @ncadré : Zone

du spectre correspondant a la bande de Soret dans tas de I'enzyme dilué. (C) : Evolution de l'intesité

du signal du radical porphyrinique selon la concemration enzymatique.
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millisecondes avec les deux autres catalases.drapartements cinétiques différents laissent

penser que la formation du radical tyrosyle seraiins favorisée chez BAC.

Cependant, ces résultats sont en contradiction agex obtenus en spectroscopie
d’absorption électronique UV-visible. D’aprés cgsedres, la formation d’un composé
possédant une partie oxoferryle autre que le cogpest plus rapide chez BAC que chez
HEC. Deux hypothéses peuvent donc étre formuléeg les bandes observées en absorption
correspondent & un vrai composé oxoferryle [Fe(®])sans radical tyrosyle, soit il s’agit
d'un effet de concentration. En effet, les échkomd utilisés doivent étre beaucoup plus
concentrés en spectroscopie RPE (de l'ordre de MO@n heéme) qu’en spectroscopie
d’absorption UV-visible (10 a 20 uM). Pour chercherépondre a cette question nous avons
procédé a une étude en concentration pour la satélamaine en utilisant la technique de
stopped flow. Cette technique permet d’obtenirsigactres d’absorption UV-visible aprés un

temps de réaction de I'ordre de quelques de ntlhisdes.

[1.2-4 Influence de la concentration.

Les figures 3-18 A et B représentent les spectiassorption UV-visible, obtenus par
stopped flow, de la catalase humaine traitée pagide peracétique a forte et a faible
concentration en protéines (100uM en heme et 10gdpectivement). Nous en déduisons
I’évolution du pourcentage de I'enzyme sous forreecdmposé | par rapport au maximum
obtenu, en fonction du temps pour ces deux corations (figure 3-18 C). La rapidité de
formation du composé | et sa stabilité (relativeyient énormément en fonction de la
concentration en protéine. En effet, dans le cad’edteyme concentré, le maximum de
compose | est obtenu apres seulement 500ms de geédrau bout de 30s de réaction les
bandes caractéristiques de cette espece ne santi@lectées. En revanche, dans le cas de
I'échantillon dilué (figure 3-18 B), la formationudcomposé | est plus lente, le maximum
étant obtenu apres 5s de mélange et cet interm@disti persistant jusque 120s. L’échelle de
temps que nous utilisons pour realiser les expéeRPE est de I'ordre de la dizaine de
secondes et comme dans le cadre de ces expériancescentration en enzyme est encore
plus importante, I'instant auquel aucun composéestndétecté est sans doute encore plus
faible 30s (d’apres la figure 3-18). C’est pourqaniRPE, il faut réaliser avec cette protéine
des expériences de freeze-quench pour piéger tegpe(1V)=0 Por’]. La variation de la

durée de vie de [Fe(IV)=O P&}, selon la concentration, s’explique simplement en
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considérant que le nombre des chocs efficaces mpasude temps et de volumes augmente
avec la concentration : la réaction de formationcdmposé | mais aussi de disparition sont

plus rapides a concentration élevée.

Dans le cas dilué, des bandes d’absorption (51 &n&66 nm) correspondant a une
espece autre oxoferryle que le composé | sont vésgrdes 10s de réaction et sa proportion
au cours du temps ne fait qu’augmenter au détrintkntcomposé |. Dans le cas de
I’échantillon concentré, la bande de Soret ne Bénat détectée car le spectre est saturé dans
cette région de longueur d’onde et seul un pettiment vers 570 nm est observe. D’aprés
ces spectres aucune autre espece oxoferryle nerree,fce qui est en désaccord avec nos
observations en spectroscopie RPE.

Cependant, comme nous l'avons précisé précédempmnéexpériences sont réalisées
a T=10°C et lorsque I'on réalise les expériencek BRette méme température le rendement
en radical tyrosyle est divisé par 1,75 au proditcelui du Fe(lll) spin fort. La concentration
en espece oxoferryle, dans le cas de I'absorpteriréniqgue UV-visible, n’est peut-étre pas
assez élevée pour que des bandes bien résoluasiappat. Celles-ci sont en plus masquées
par les bandes correspondant a I'enzyme natif. D&ite absence de signature évidente d'une
espece oxoferryle dans le cas de I'échantillon eptré par rapport au cas de I'enzyme diluée.
Il est également possible que les équilibres datréaction catalase et le transfert d’électron
intramoléculaire soient différents dans le cas eatré par rapport au cas dilué. En effet, dans
le cas concentré la probabilité de chocs efficaétast plus grande, le composé | va plutét
avoir tendance a réagir avec une autre moléculgddégeracétique et le transfert d’électron
intramoléculaire ne sera pas favorisé alors que ¢larcas dilué, ou la probabilité de chocs
efficaces est moindre, le composé | pourra évglaetransfert d’électron.

[1.2-5 Puissance de saturation du radical tyrosyle.

Pour les radicaux tyrosyles observés chez BLC, HHMCC et BAC, nous avons
réalisé des études de saturation en puissancegfgy@9). Les spectres ont été enregistrés a
une température suffisamment élevée pour s’affiande la contribution du radical
porphyrinique, notamment pour la BAC, dans laqueledétecte simultanément les deux

radicaux.
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Figure 3- 19 : Courbes de saturation en puissanceopr les radicaux formés par la BLC, HEC et BAC
obtenues avec une température d’enregistrement déR.

La relation entre la puissance de saturation elidence a 'heme est complexe. En
effet, I'interaction entre le métal et le radicat eonstituée de deux termes : une interaction de
type dipble-dipble, une interaction d'échange, garient toutes deux en fonction de la
distance et de 'orientation des moments magnétigueradical organique et du fer.

Les valeurs de la puissance de saturation powté#dase humaine et la catalase de foie
de bceuf sont proches (rapport de 1,16). Il estsageable que le radical tyrosyle dans ces
deux enzymes se forme a la méme distance de I'hn€egedeux radicaux tyrosyles doivent
présenter des environnements électrostatiques ggsaehétre notamment impliqués dans un
réseau de liaisons hydrogene et étre situés arpitéxd’'une charge positive. Ceci a été déduit
de lanisotropie du facteur g et en particulier kde valeur de la composante @ar
spectroscopie RPE a champ intense.

Par contre, dans le cas de BAC la puissance deaiatuest différente (rapports entre
les puissances de saturation de 1,3 et de 1,5atesgeent avec HEC et BLC). Cela nous
améne a penser que le radical tyrosyle formé ch&Z Hoit étre localisé sur un résidu
différent de celui de la BLC. Tout comme pour MLddnt la puissance de saturation est de
40 uW (contre 64 pour la BLC) a T=20K.

Comme nous venons de I'exposer, plusieurs catalafles que la catalase de foie de
bceuf, la catalase humaine, la catalasédéysodeikticuset la catalase dB. abortussont
capables de stabiliser un intermédiaire radicalalternatif, [Fe(IV)=0 Tyi], mais dans des

proportions et des vitesses différentes selondeases.
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Figure 3- 20: (A) : Spectres RPE 9 GHz a T=4K de lgatalase dE. coli native (spectre noir) et aprés
traitement par l'acide peracétique Epectre rougd. Les conditions d’enregistrement des spectres sont
identiques a celles de la figure 3-Hncadré : Elargissement de la région g=6 des spexs RPE a 9 GHz
pour T=4K (B) : Spectres d'absorption UV-visible dela catalase dE. coli aprés traitement par I'acide
peracétique.L’acide peracétique est ajouté 130 fois en excesgmport a I’héme, ces mémes conditions ont été
utilisées pour les spectres RPE de la figuréQ.: Elargissement de la région g=6 des spectreE a 9 GHz
pour T=4K représentés en fonction du temps de décgalation.
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I1.3- AUCUN INTERMEDIAIRE RADICALAIRE DETECTE .

Dans le cas des catalase€.dcoli, de P. syringaeet de S. marcescensaucun
intermédiaire radicalaire n'a pu étre détecté et queelques soient les parametres
expérimentaux. Aussi dans un souci de clarté, spudéques spectres seront présentés pour

illustrer nos propos.

[1.3-1 Cas de la catalase &.coli.

Sur la figure 3-20 A est représenté le spectre RPg GHz de I'enzyme aprés
traitement par l'acide peracétique ajouté 130 feis exces (spectre rouge). Il est clair
gu’'aucun signal n'est détecté en g=2, ce qui sgmjf’'aucun radical organique n’est formé
dans cette protéine. Notons que seulement 28 %gdalgerrique est converti mais sous une
forme non détectée en RPE. L’ajout d’acide perguoétin’implique pas de changement
spectaculaire au niveau du signal ferrique, commes favons observé pour la catalaséBde
abortusa haut pH. Il n'y a donc pas de preuve de la forti’'une molécule d’acide qui
empécherait la réaction de se produire.

La spectroscopie d’absorption électronique UV-Ve&sitpermet d’affirmer que
I'enzyme n’est pas converti en composé |l (sileaxien RPE) car aucune bande attribuable a
une telle espéce n'est observée (figure 3-19 Bpe@dant, notons que la formation du
composé | est bien plus lente qu’avec les autredaszs (le taux de conversion varie de 10 %
aprés introduction de l'acide peracétique jusqu7a% aprés 25 min de réaction) et la
particularité du spectre du composé |, qui ne priéspas de bande a 660 nm comme l'ont

1.2, car I'héme présent est un héchet non un hémb. On remarque

montré Obinger etol
donc que contrairement aux autres catalases, taafmn de ce composé | est trés lente.
L’association des ligands est moins efficace aeechemes qu’avec les hemds. Cet heme

d rendrait donc I'enzyme moins réactif que 'héés-a-vis de I'acide peracétique, qui n’est
pas le substrat naturel des catalases mais ung@sebdtrat utilisé pour diminuer la vitesse de

réaction et empécher la formation de dioxygene.

Afin de vérifier si un temps de mélange plus lomgnpet de visualiser la formation
d’'une espéce radicalaire, en RPE, nous avons pgaxda décongélation progressive dans la
glace de I'échantillon (figure 3-20 C). Seule lxméssance du signal ferrique est observée,

sans apparition d’'un autre signal. De 10s a 1 ieirsignal ferrique restant correspond a la
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moitié de l'intensité du signal du contréle. Ulgrrement, la forme ferrique initiale réapparait
progressivement mais sa régénération totale n’gopa&tre observée car I'enzyme précipite
au-dela de 25 min. Sous quelle autre forme I'enzgmé elle exister ? Deux hypothéses sont
envisageables :

- Bien que Loewen etoll.?? aient montré par absorption que les catalasesrdgs
sous-unités, comme HPII, sont incapables de fofeneomposé I, cette espece reste
possible car les conditions expérimentales en RRE completement différentes de
celles de 'absorption UV-visible.

- La catalase formerait une espece spin faible dmrohcentration serait trop faible
pour étre détectée.

[1.3-2 Cas de la catalase d@. syringae

Les figures 3-21 A et 3-21 B présentent les résilbbtenus avec CatF pour des exces

en acide peracétique différents respectivement pattscopie RPE et absorption UV-
visible.
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Figure 3- 21 : (A) : Spectres RPE 9 GHz de la catade deP. syringaenative (spectre noir) et traitée par
I'acide peracétique ajouté 130 fois en excéspectre rougg par rapport a 'heme (traits pleins) ou 30 fois
en exces (traits pointillés).Les conditions d’enregistrement sont identiquesa afigure 3-11.Encadré :
Elargissement de la partie du spectre en g=6B) : Spectres d’absorption de CatF en fonction ddemps,
traitée par I'acide peracétique ajouté 130 (traitspleins) et 30 fois en exces (trait pointilléesfl) Enzyme
natif ; (2) Apres introduction de l'acide peracétique) §pres 30s de réaction4) @pres 2 min de réactionZ)(
aprés 4 min de réaction6)(aprés 10 min de réaction7) @prés 1 heure de réaction.

- 154 -



Chapitre 3 : Les catalases.

Avec un faible exces, aucune réaction ne semblé &go puisque les signaux RPE
avant et aprés la réaction sont superposablescdtdre, pour un exces plus important,
I'intensité du signal ferrigue di a I'enzyme nadiminue significativement, jusqu’a 30 %
apres 10s de mélange.

Toutefois, en spectroscopie UV-visible, on dételdeformation du composé |
[Fe(IV)=O Poi"] dans les deux situations. Avec un fort excés eideaperacétique, la
présence de composé | n'est que suggérée par wiegmnt aux alentours de 654 nm.
Rapidement (4 min) deux nouvelles bandes a 56@4tntn apparaissent. Il se forme une
espece oxoferryle. Avec un faible exces, le composéune durée de vie relativement
longue : apres 1 min de réaction il est toujourtecté dans les mémes proportions qu'apres
30s de réaction. Par contre, aucune bande ni épantecorrespondant a la formation de
composé Il n'est observé. Ceci est en accord aaeadsultats obtenus en RPE, puisque,
rappelons-le, le composé Il est silencieux en RPfaut également remarquer que malgré
I'excés d’acide, I'enzyme n’est nullement dénatpuésqu’apres une heure de réaction 87 %
de I'enzyme natif est retrouveé (et 93 % dans leddas exces plus faible).

La catalase dP. syringaeformerait donc jusqu’a 30 % de composé |l lorstie’est
soumise a un exces d'acide peracétique importans malgré la présence des bandes
caractéristiques du composeé | en spectrophotonalesorption UV-visible, aucune espéece
radicalaire n’a été détectée en RPE. On se retrmudans le méme cas que pour la catalase
de foie de beeuf, ou l'intermédiaire porphyriniqueit été observé en absorption mais avait
nécessité l'utilisation de la technique de freemerggh pour étre détecté en spectroscopie
RPE.
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Figure 3- 22 : (A) : Elargissement de la région g=@es spectres RPE a 9 GHz d&. marcescenpour T=4K
représentés en fonction du temps de décongélatiofl) Contrble ; @) Apres introduction de I'acide
peracétique ;) Aprés 30s a T=0 C4f aprés 1 min a T=0°C5){ Aprés 3 min & T=0°C;6) Aprés 5 min a
T=0°C; (7) Aprés 10 min & T=0°C(B) : Spectres d’'absorption de la catalase d8. marcescensraitée par
I'acide peracétique ajouté 130 fois en excées. Lgsestres sont représentés en fonction du temg$) Enzyme
natif ; (2) Aprés introduction de I'acide peracétiqué), Aprés 30s de réaction4)(Apres 2 min de réaction H)
Aprés 4 min de réaction 6 Aprés 10 min de réaction 7)(Aprés 1 heure de réaction.
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[1.3-3 Cas de la catalase d&. marcescens

La réaction entre l'acide peracétiqgue et la catldeS. marcescensdans les
conditions utilisées pour réaliser les expériendesspectroscopie RPE, n’'a pas révélé la
présence d'un radical (figure 3-22 A).

Pourtant, comme avec HPIl ou CatF, l'intensité igna de 'enzyme natif diminue. Il
y a deux composantes rhombiques dans ce signae Jysés introduction de l'acide
peracétique (2s), seule l'intensité du signal lenmehombique a diminuée, mais fortement
(de 45 %) alors gu'aprés 30s a 0°C (seuls les feeesd’électron sont possibles), c’est
l'intensité des deux signaux qui a encore dimindé€l,5 fois. Ensuite le comportement des
deux signaux est le méme, a savoir que leurs imésns2-augmentent. Il semble donc que
SMC forme un composé Il. Cependant, sur les spediabsorption (figure 3-22 B) aucune
preuve de formation de composé Il n’est observé&mblla formation de composé | est tres
faible (environ 25 % de I'enzyme est convertie @mposé 1) et celui-ci est peu stable
puisqu’il a completement disparu apres 2 min detréa.

La catalase dé&. marcescensemble donc étre peu réactive vis-a-vis de l'acide

peracétique.
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25.38A
Tyr259

3.67A

Tyr369

Figure 3- 23 : Résidus tyrosine proposés comme étdas sites d’oxydation possibles conduisant a la
formation du radical tyrosyle chez la catalase deoie de boeufD’aprés Ivancich 1997 et 199§°
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I1.4- DISCUSSION

I1.4-1 Analyses de séquence des catalases et prapos de

candidats pour le site de formation du radical tyreyle.

Dans le cas de la BLC, des caractérisations sygecipigues ont été entreprises afin de
déterminer le microenvironnement du radical tyres@race a la RPE a champ intense et a la
spectroscopie Ramait® il a été démontré qu'il existe une distributiore diaisons

hydrogenes sur le radical tyrosyle de la BLC darfotce dépend du pH.

Souvent, afin d’identifier le site de formation dadical protéique, la technique de
mutagénese dirigée, combinée avec la spectrosBiie est utilisée. Cependant, dans le cas
de la BLC, toutes les tentatives d’expression dames souche bactérienne ont échouées. Il
n'est donc pas possible d’obtenir des mutants tte peotéine. Les études de RPE a champ
intense et de spectroscopie de résonance Ramgmeonis a notre équipe de proposer des
candidats pour le site de formation de I'intermédigyrosyle®>**!. Deux candidats ont été mis
en avant dans le cas de la BLC : la tyrosine 368 strosine 259 (figure 3-23). La Tyr259 se
trouve a la surface de la protéine et peut formes kihisons hydrogénes avec un résidu
aspartate ainsi qu’'avec une molécule d’eau. La@¥®st, quant a elle, enfouie au sein de la
protéine et relativement proche de I'hnéme (distahi8el). Elle peut également former une

liaison hydrogéne avec un résidu aspartate et whécole d’eau.

Pour la catalase humaine, d'apres les expérieneesREE a champ intense,
I'environnement électrostatique du radical tyrosgkt identique a celui de la BLC. Les
Tyr260 et Tyr370 correspondent aux Tyr259 et Tyr889a BLC (Tableau 3-5). Ces deux
résidus se trouvent a la distance d’'une liaisorrdyghe avec le groupement carboxylique
d’un aspartate. De plus, dans le cas de la Tyr3v0ésidu histidine se trouve a 4 A de
I'oxygene phénolique. On se trouve ici dans undigaration similaire a celle de la catalase

de foie de bceuf. Par analogie, dans la catalasaihaerdeux candidats peuvent étre retenus.
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_ Acide aminé ,
Distance  Donneur ) . Distance
_ Distance positivement
Source Candidat Fe----Ory, de o R _ N(H)---Ory,
o liaison H ()  chargé (& moins
(R) liaison H (R)
de 10 A)
BLC Asp206 2,42 His210 6,97
Tyr259 25,38
Eau3l 6 Arg209 8,56
Asp334 2,56 _
Tyr369 13,67 His361 4,24
Eaud7 4,24
HEC Asp207 2,02 Arg210 6,55
Tyr260 25,14 _
Eaul338 2,99 His211 7,52
Tyr370 13,33 Asp335 2,68 His362 4,03
MLC Lys214 3,99
Tyr271 25,71 Glu408 2,66
Lys275 4,00
Tyr277 25,0 Asp292 2,05 Arg278 3,97
Glu273 2,64
Tyr293 27,21 Aucun
Eau291 2,63
BAC®  Tyr2g7 Asp277
Tyr349 Ser314

#Observation basée sur l'analyse de séquence Etsteicristallographique de BAC n’étant pas displni
Tableau 3- 5 : Environnement électrostatique des caidats pour le site de formation du radical tyrosye
chez BLC, HEC, MLC et BAC.

Dans le cas de MLC, le radical présente les mémexi@ristiques environnementales
que celui de BLC, mais d’aprés les études en dainral est peu probable qu’il se forme sur
le méme résidu. La structure cristallographiqueigune trois résidus tyrosine possédant
I'environnement adéquat: Tyr271, Tyr277 et Tyr2%Eh effet, pour tous ces résidus,
'oxygéne phénoligue se trouve a distance de lieidoydrogene d’'un groupement
carboxylique d’un acide glutamique ou aspartiquereplus, pour les résidus 271 et 277, un
résidu pouvant étre chargé positivement (lysineaminine) se situe a moins de 4 A de
I'oxygéne phénolique. Toutefois, les résidus pré@sosomme site d’'oxydation alternatif sont
relativement éloignés de 'néme (25 A) et tous péxhes les uns des autres.

Dans le cas de BAC, aucune structure cristallogogehn’est actuellement disponible.
Nous avons donc procédé a l'alignement de sa séquarec celles de BLC, HEC et MLC.
La séquence de BAC posséde vingt tyrosines doritsoe conservées dans la séquence de la
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BLC et 8 dans la séquence de MLC. De la comparaisoiséquence (tableau 3-6) deux
candidats possibles pour la catalaséBdabortusapparaissent : la Tyr287 et la Tyr349. Ces
deux candidats sont d’autant plus probables qus kguivalents, respectivement dans MLC
pour la Tyr287 et dans la BLC pour la Tyr349, séghlement des sites potentiels de
formation de radical tyrosyle. Toutefois, les éiden puissance de saturation sont en
désaccord avec des intermédiaires radicalairesajformerait sur le méme résidu. En effet,
la puissance de saturation a T=30K de BAC est dg\Wrtandis que celle de la BLC est de
38uW et celle de MLC sera inférieure a sa valeRfl& qui s’éleve a 40 uW. Pour vérifier
cette hypothese, il faudrait réaliser une expégee RPE a champ intense avec la catalase

BAC, que nous n’avons pu mener a bien faute d’imaeéiillon suffisamment concentré.

Séquence  Séquence  Séquence
de BAC de BLC de MLC

Observations dans les structures de3L.C et MLC

Tyr74 Tyr93 Tyr80 Pas de liaison H, Arg 4 4,0 A Arg, d(O—Fe)=28,76 A
Pas de liaison H, Lys a 3,91 AArg, d(O—Fe)=28,55 A
Tyrlle Tyrl36 Tyrl22 Pas de liaison H, d(O—Fe)=18,41 A
Pas de liaison H, d(O—Fe)=18,21 A
Tyr194 Tyr214 Tyr200 Pas de liaison H, Arg a 3,58 A Arg, d(O—Fe)=18,11 A
Pas de liaison H, Arg a 3,11 AArg, d(O—Fe)=17,78 A
Tyr199 Phe219 Tyr205 Pas de liaison H, Arg & 4,06 AArg, d(O—Fe)=9,49 A
Tyr287 Tyr307 Tyr293 Pas de liaison H, d(O—Fe)=26,75 A
Glu & 2,64 A Asp, d(O—Fe)=27,21 A
Tyr304 Tyr324 His310  Pas de liaison H, Arg a 4,35 A Arg, d(O—Fe)=16,24 A
Tyr337 Tyr357 Tyr343 Ligand axial
Tyr349 Tyr369 Val355 Asp a 2,56 A~ Ser, d(O—Fe)=13,76 A
Tyr364 Asn384 Tyr370 Pas de liaison H, His & 4,10 AHis, d(O—Fe)=32,28 A
Tyr384 Asn402 Tyr387 Pas de liaison H, d(O—Fe)=39,88 A
Tyr385 Tyr403 Val388 Pas de liaison H, d(O—Fe)=40,5 A
Tyrd70 Tyr488 lled76 Pas de liaison H, d(O—Fe)=23,21 A

Tableau 3- 6 : Alignement de séquence de la catatede BAC avec celles de la BLC et de MLQ.ecture du
tableau : par exemple, la Tyr287 de BAC correspita Tyr293 dans MLC, est proche d'un acide glutarai
(bleu dans MLC) alors que dans la séquence de BAGIu correspond & un acide aspartique (en nais da
BAC).
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s Intermédiaire(s) Candidats pour les sites de formation du radical
ource
observé(s) tyrosyle
A [Fe(IV)=0 Poi],
BLC Tyr259 Phe285 Phe291  Tyr307 Tyr369°

[Fe(IV)=0 Tyr ‘]

[Fe(IV)=0 Poi"],
HEC Tyr260° Phe286 Phe292  Tyr308 Tyr370°
[Fe(IV)=0 Tyr ]

. [Fe(IV)=0 Poi"],
MLC Phe245 Tyr271° Tyr277° Tyr293° Val355
[Fe(IV)=0 Tyr ]

[Fe(IV)=0 Poi"],

BAC Ser239  Glu26s  Thr271 [Ni2EE NESESE

[Fe(IV)=0 Tyr ‘]

BPC [Fe(IV)=0 Poi*] Ser242  Glu268  Tyr274  Tyr290  His352
BFC [Fe(IV)=0 Poi"] Ser239  Glu265  Tyr271  Phe287  Ser349
PMC® [Fe(IV)=0 Poi"] Ser239  Glu265 Val271  Tyr287  His349
CatP nof His262  Pro288 Phe294 Val308 Gly370
HPII° nd Phe318 Glu343 Phe349 Val365 Phe428

2 Non déterminé dans les conditions utilisée€atalases dont la structure cristallographiquedistonible °
Candidat possible d'aprés l'analyse de structuistatiographique ¢ Candidat possible sur la base des
alignements de séquence. Dans la partie inféridur@bleau (sous la ligne) sont inscrits, pourckslases qui
ne forment de radical tyrosyle, les résidus homaésgaux candidats possibles.

Tableau 3- 7 : Candidats possibles pour les cataks qui stabilisent un intermédiaire [Fe(IV)=0 Tyr].

Bien que les sites de formation du radical tyresyhient pu étre déterminés de fagon
univoque pour ces catalases, nos observationsagnessortir un point important quant aux
criteres habituellement utilisés pour proposerdiss de formations de radicaux chez les
catalases et chez les peroxydases: la simple campa des résidus conservés par
alignements des séquences primaires ne permeepamdlure, quant a la localisation du site
radicalaire.

Ici, ce critere ne s’avere pas suffisant. Parmities sites possibles de formation du
radical tyrosyle chez MLC, seule la Tyr271 n’est mmnservée dans les protéines qui ne
forment pas de radical tyrosyle (BFC, BFC, CatHEtl). On pourrait donc penser que c’est

'absence de ce résidu qui empéche la formatiorradiical tyrosyle dans ce groupe de
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catalase, et parallelement, que chez MLC, cettestye constitue le site, tout désigne, de
formation du radical. Cependant, bien que cette en§rosine ne soit pas conservée chez
BLC, HEC et BAC, ces catalases forment égalementadital tyrosyle. Il est donc difficile
de lier séquences primaires et site radicalairee datre observation est que la Tyr293,
proposée comme site radicalaire possible pour MEST,conservée chez toutes les catalases
qui forment un radical tyrosyle. Cette tyrosine birait donc étre un site idéal pour la
formation du radical pour ces protéines. Mais été& démontré que le site de formation du
radical de la BLC ne pouvait se localiser sur unrésidii®. De plus, ce méme résidu est
conservé chez BPC et PMC, deux catalases qui meefdr pas de radical protéique. Il
apparait donc que, plus que la localisation, d’estvironnement électrostatique du radical
qui est conserveé.

On peut également supposer que plus que le résiduieanéme, ce qui doit étre
conserve c'est l'accessibilité au résidu, c’estra th chaine de transfert d’électron entre la
tyrosine et I'heme. En effet, le résidu homologu ar'yr293 de MLC correspond a une
tyrosine chez BPC et PMC, qui ne stabilisent queatbcal porphyrinique cationique. Il se
peut donc que le radical ne soit pas formé danslees derniéres catalases car il manque un

maillon dans la chaine de transfert d’électron.
11.4-2 Analyse des structures cristallographiques.
D’aprés ce qui précéde, il apparait qu'une anallgsestructures est nécessaire afin de

déterminer les microenvironnements des résidus &mniRour cela nous avons compareé les

catalases suivantes dont la structure cristalldggae est connue.

Source Intermédiaire(s) Structure(s)

BLC [Fe(IV)=0 Poi*], [Fe(IV)=0 Tyr]* 7cat®

HEC [Fe(IV)=0 Poi*], [Fe(IV)=0 Tyr] 1dgb®

MLC [Fe(IV)=0 Poi*], [Fe(IV)=0 Tyr] "8 1gwe'® 1gwf® 18
HPC [Fe(IV)=0 Poi*], [Fe(IV)=0 Tyr] ¢ 1qwl®?, 2igf ©°2
PMC? [Fe(IV)=0 Poi*]* 1m852%°, 1mqf®®®, 2cag® *’
PvC [Fe(IV)=0 Poi*] 2iuf ¢

HPII nd' 1ye9®

CatF nd’ 1m7s%

3 PMC=Proteus mirabiliscatalase” PVC=Penicillium vitale catalase’ nd= Non déterminé? structure du
composé 1€ structure du composé'ice travail? communication personnelle
Tableau 3- 8 : Structures des catalases monofonatioelles.
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L’étude de ces structures révele qu’au niveaurdarie de petites différences existent
et ceci pourrait étre a I'origine de la stabilisatiou non d’'une espéce radicalaire. En effet, il
apparait que la structure globale de CatF eststrégaire a celles des autres catalases, mais il
existe des différences au niveau de 'héme. Dastrl&eture de CatF, ainsi que dans celle de
HPII, les positions des groupements vinyles et giéshdes cycles | et Il sont inversés par
rapports aux autres catalases. Ceci se tradutinmaiorientation de ’heme basculée de 180°
par rapport aux autres catalases. En effet, lesactions entre les groupements vinyles et
méthyles avec la protéine, comme deux points dagerdéfinissent I'orientation de I'héme,
donc si ces derniers sont localisés a l'inversa aaplique une orientation différente pour
I'héme. Chez BLC, HEC, MLC HPC et PMC, qui font foes du sous-groupe Il (classe llI)
défini par Klotz etcoll.’, 'héme est orienté de facon a ce que I'histidiistale soit au dessus
du cycle lll, alors que dans les catalases de @dBse I), HPII et PVC (classe Il) la méme

histidine est au dessus du cycle IV.

Figure 3- 24 : Représentation des superpositions sidhémes de BLC, HPIl et CatFLa numérotation des
cycles de la porphyrine sont représentés. Le ceoclge met en évidence la position relative desiggments
vinyles et méthyles du cycle | (il en est de méroerpe cycle Il).

Ces données peuvent étre interprétées en termaerdiédiaires formés. En effet,
CatF et HPII sont deux des trois catalases quonadnt pas de radical observable dans les
conditions testées. Si le basculement de I'hémeitnohe forte modification des interactions
héme-protéine alors des changements de planéarithéme, des différences de stabilité
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et/ou de réactivité des diverses especes radieslgoourraient étre observés. Trois
interprétations différentes peuvent alors étre ewas :

1) Une déstabilisation relative de I'espéce [Fe(IV)®0r'] éléverait le potentiel
redox du fer et celui-ci ne serait plus capableédayir avec I'acide peracétique, qui n'est pas
le substrat physiologique des catalases. Cepenglage qui concerne CatF, cet enzyme n’est
pas inactif vis a vis de I'acide peracétique puésdas bandes d’absorption caractéristiques du
compose | et du composé oxoferryle, apparaisstiblé concentration.

2) L’espéce [Fe(IV)=0 Poi] est tellement déstabilisée qu’elle devient tréstable et
se transforme rapidement en d’autres especes (s@Tip®). Cela expliquerait notamment
I'absence de signal pour les solutions trés conéest

3) Tandis que le transfert d’électron intramoléc@aierait bloqué, le composé |, tres
réactif, retourne trés vite a I'état natif. Des énpnces de freeze-quench (mélange rapide)

pourraient confirmer ou infirmer ces hypothéses.

Les structures cristallographiques nous renseigégalement sur le nombre de
molécules d’eau présentent dans le canal d’acdasigal : six pour les catalases HPII et

CatF, quatre pour HEC et MLC et seulement deux poaC.

Nombre de molécules d’eau dans le

Source Intermédiaire canal principal
HPII nd 6
CatF nd °
HEC [Fe(IV)=0 Poi™], [Fe(IV)=0 Tyr] 4
MLC [Fe(IV)=0 Poi"], [Fe(IV)=0 Tyr] 4
PMC [Fe(IV)=0 Poi"] 2

Tableau 3- 9 : Nombres de molécules d’eau dans laral principal selon les catalases.

Il semble donc que le nombre de molécules d’easeptédans le canal principal peut
étre corrélé a la stabilité du radical porphyridqDans le cas de PMC, le composé | est
observé a tous les pHs et il est suffisamment estpblr qu’aucun radical tyrosyle ne soit
détecté. Pour HEC la formation du radical tyrosgielique que le composé | se forme mais
il est moins stable que chez PMC, puisque réduittyaasfert d’électron intramoléculaire.
Pour MLC, la formation du radical tyrosyle est alvée a bas pH, et les quatre molécules

d’eau sont observées dans la structure réalisés pHb, donc dans les conditions ou le radical
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porphyrinique de MLC est moins stable. Enfin, comame ne détecte pas lintermédiaire
[Fe(IV)=0 Poi’] chez HPII et CatF, on peut supposer que ce deesietrés peu stable. |l
apparait donc que plus le nombre de molécules dleas le canal principal est important

plus la stabilité du composé | est faible.

Une autre observation révele que la molécule dtpaypourrait coordinée I'atome de
fer en tant que sixieme ligand, est située diffénamt parmi les catalases. En effet, dans le
cas de HPII et CatF, elle se situe & 2,39 A et A 98spectivement du fer, la molécule d’eau
pourrait coordiner I'atome de fer. En revanche,sdiencas de PMC, la méme molécule d'eau
se trouve a 3,46 A du fer et cette distance padsé43A dans le cas de la catalase humaine et
elle ne peut en aucun cas coordiné I'atome ddlfapparait, ici encore, une corrélation avec
la stabilité du composé | formé par ces cataldBastefois dans le cas de la catalase de MLC,
cette distance est de 2,4 A, la molécule d’eau peatdiné I'atome de fer, ce qui ne va pas
dans le sens de la corrélation. La coordinatiomau de la molécule d’eau ne semble donc

pas influencer la stabilité de I'intermédiaire [ROEO Por™].

[Il. CORRELATION ENTRE LA STABILITE DES INTERMEDIAIRES

FORMES ET L'ACTIVITE CATALYTIQUE

En combinant les résultats obtenus en RPE et deuabsorption UV-visible a basse
température, il apparait que toutes les catalasesieht en premier lieu le radical
porphyrinique, et seulement dans certains cas -celppeut évoluer vers un autre
intermédiaire, ou I'électron célibataire est pqus# une espece protéique. Ainsi, au sein des
catalases, la stabilité relative du composé [Fe{®/)Poi’] varie vis a vis d’autres sites
radicalaires potentiels.

Afin de vérifier si la formation d’un radical pra¢gie pouvait, d’'une maniére ou d’'une
autre, influencer la réactivité catalytique dest@ires vis-a-vis du peroxyde d’hydrogéne,
nous avons realisé différents tests d'activité.sdpposant que le radical tyrosyle se forme
préférentiellement avec le peroxyde d’hydrogenesdas mémes conditions qu’avec l'acide
peracétique nous avons fait varier la concentratioroxydant et la température (tableau 3-
10).
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Stabilité du composé | en Activité avec Activité avec

Intermédiaire(s) Absorption UV-visible 50mM H,0,° 10mM H,0.°
Source

30 fois en 130 fois en T=10°C T=37°C T=10°C T=37°C

exces exce$
CatF nd® 10min 2min 80 800 122 000 25700 35700
Fe(IV)=0 Pof'] pui
Hpc  [e(V)=OPoflpuss ncf o 84000 77600 28000 36900
[Fe(IV)=0 Tyr"]
[Fe(IV)=0 Poi"] puis _
BLC <30s Amin 94000 108000 33 30(0 700
[Fe(IV)=0 Tyr ]
[Fe(1V)=0 Poi"] et .
BAC 30s Amin 110 000 163000 48000 65 200
[Fe(IV)=0 Tyr"]
Fe(1V)=0 Poi*] ou®
mLe  etvi=oPeriod nd? nd 145000 202000 50 00043 000
[Fe(IV)=0 Tyr ]
BPC  [Fe(IV)=0 Pof'] 30s 4min 219000 239000 54600 83500
[Fe(IV)=0 Poi"] puis _
HEC <30s 2min 232000 282000 69700 80 600

[Fe(lV)=0 Tyr ]

#nd=Non déterminé

® en pmol HO,. pmol hemgé. s™.

“Exces calculé par rapport a la quantité d’heme, PAside peracétique.

4 selon le pH.

Tableau 3- 10: Parametres cinétiques observés eitéermédiaires formés par les catalasesEn gras:
irrégularités dans le classement de I'activité.

La catalase la moins efficace pour la dismutatanperoxyde d’hydrogéne a basse
température est CatF. Méme si a basse températuRPE, aucun intermédiaire radicalaire
n'est observé, en spectroscopie d’absorption UiblMasle composé | semble étre un des plus
stables. Le basculement de 'héme implique vraidabidment que le composeé | est différent
de celui des autres catalases, ce que nous obseaxffentivement au niveau de la bande a 660
nm, qui est anormalement large. Cela pourrait gupli sa faible réactivité par rapport au
peroxyde d’hydrogene mais également a l'acide j@ticace.

Dans la série HPC, BLC, BAC, MLC et BPC, l'efficaxide dismutation du peroxyde
d’hydrogéne peut étre corrélée a la formation deeifmédiaire protéiqgue. HPC et BLC,
présentent les activités plus élevées dans cetiee €8 pour ces deux catalases, le radical

tyrosyle est formé et c’est méme la seule espeserede en RPE conventionnelle. Pour
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observer le composé radical porphyrinique, il Baiplacer a des temps trés courts de réaction
en utilisant la méthode de freeze-quench.

BAC posséde une activité catalytique plus élevée HPC et BLC, en moyenne
multipliée par 1,5 par rapport a BLC. Or chez aetyene, si le radical tyrosyle est observé, il
I'est simultanément avec le radical porphyrinigue stabilisation du radical porphyrinique se
traduit donc par une augmentation de I'efficaciééla réaction de dismutation du peroxyde
d’hydrogéne. La stabilisation relative du radicatghyrinique par rapport au radical tyrosyle
se traduit donc par une augmentation de I'effiéadé la réaction de dismutation du peroxyde
d’hydrogéne.

La catalase la plus active suivante est MLC. Clette catalase, le radical tyrosyle est
observé mais seulement a bas pH. La mesure diéctivieté menée a pH=7, c'est a dire
lorsque seul le radical porphyrinique est prédeattivité vis a vis du peroxyde d’hydrogene
est alors élevée. On pourrait s’étonner qu’a faildencentrations en peroxyde d’hydrogene,
I'activité catalytique de MLC peut étre inférielaecelle de BAC. Il faut alors se rappeler qu'a
faibles excés d’acide peracétique, la proportiomadical tyrosyle est faible pour BAC (voir
. 2.4.).

Enfin la catalase de BPC, qui forme uniquemenadical porphyrinique, possede une

activité catalytique des plus élevées.

Si on considére uniguement cette série de cataldsmggparait que les catalases, qui
forment uniquement le radical porphyrinique, possédes activités catalytiques les plus
importantes, alors que les catalases qui sont tepale formeryia un transfert d’électron
intramoléculaire, un radical tyrosyle voient leusstivités diminuées. Ceci s’explique
aisément si on considére le schéma réactionnella-formation du radical tyrosyle y est en
compétition avec la réaction du peroxyde d’hydregéde schéma réactionnel suppose donc
que lintermédiaire protéique ne réagit pas avepdeoxyde d’hydrogéne. Dans ce cas, la
formation du radical tyrosyle impligue une dimimuti de la concentration en radical
porphyrinique et donc également de I'efficacité yenatique, puisque [Fe(IV)=0 Tyrest

inactif vis a vis du peroxyde d’hydrogéne.
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H,0, H,0O Cycle pour les catalases qui

forment le radical tyrosyle.
Enzyme natif NS ~ Composé |
[Fe(lI] [Fe(IV)=0 Por*]
Transfert
intramoléculaire

H,0, O, H20; d'un €

Intermédiaire protéique
Composé |l [Fe(lll) Tyr °]

re \/

Schéma 3- 1 : Mécanismes catalytiques des catalaskgauche, cycle classique. A droite, formation dh
radical protéique au cours du cycle.

A premiere vue, le cas de la catalase humaine seembtliésaccord avec la corrélation

proposée. En effet, dans HEC et BLC, on peut olesdasformation des deux radicaux : le

composé | [Fe(IV)=0 Pol] et le composé [Fe(IV)=0 TiJ; et d’aprés la spectroscopie

d’absorption UV-visible, le radical porphyrinigu@gséde, dans les deux conditions d’exceés

en acide peracétique, la méme durée de vie. Etgautactivité de la catalase humaine vis-

a-vis du peroxyde d’hydrogéne est 2,5 fois plusdrtante que celle de la BLC.

Il faut alors s’intéresser plus particulieremeria groportion de radical sous sa forme

a priori active (c’est a dire le radical tyrosyle) pourgweer une explication cohérente.

100

90 A m  (Catalase humaine
80 ] ®  (Catalase bovine

70 < n

60 - [ [ |
50 =
40 ]

30 4

Rendement en radical porphyryle
|

20 +

0 T T T T T T T T T T T T/ T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130 500 1000 1500 2000

Temps (s)

Figure 3- 25 : Rendement en radical porphyryle endnction du temps de réaction pour les catalases
humaine (point noir) et bovine @oint rouge).
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Au temps t=0s aucun radical n’est détecte. D’afaégure 3-25, il apparait que chez
HEC, pour des temps inférieurs a 2 min, la propartd’enzyme sous forme active est
significativement plus importante que chez BLC. Aela de 2 min, ces proportions
deviennent identigues mais il trés vraisemblable pour des catalyseurs aussi efficaces que
les catalases, le comportement apres un tel terap®attion n’ait plus qu’une influence
négligeable sur I'activité, car tout le peroxydéyrogene est d’ores et déja consommeé. On
retrouve alors le cas de la corrélation : I'esp&e£IV)=0 Poi’] étant la seule espéce active
vis a vis du peroxyde d’hydrogene, plus sa conaéiotr est importante, plus I'activité de
I'enzyme est élevée.

On peut également remarquer que méme apres dps tefativement longs (2000s) ;
I'enzyme n’est pas entierement retourné sous sadarative. Cela peut étre da au fait qu'une

partie de I'enzyme soit dégradée.

V. VERS UNE ACTIVITE PEROXYDASIQUE DES CATALASES ?

Le radical tyrosyle, éventuellement formé, adsk utilité, notamment catalytique, ou
n'est-il qu’'un produit dérivé ? Le radical tyrosylest formé a la suite du radical
porphyrinique, mais bien que ce dernier ait un terdp vie trés court, le turn-over d'un
enzyme comme la BLC vis-a-vis du peroxyde d’hydragest tellement élevé, gu'il est fort
peu probable que le radical tyrosyle puisse jouerdle dans la fonction catalytique des
catalases. Par contre, cet intermédiaire protéupuerait jouer un réle dans une activité type
peroxydase. En effet, il a été démontré que dansak de la €P, c’'est le radical
tryptophanyle qui réagit spécifiquement avec ledeytochromec. De méme dans le cas des
catalase-peroxydases, Singltell. ont montré que l'intermédiaire tryptophanyle forpar la
KatG deM. tuberculosigéagit spécifiguement avec I'isoniazitle

Pour tester ce type d’activité nous avons chaisubstrat couramment utilisé dans les
tests d’activité peroxydasique, l'acide 2,2'-azhie¢3-éthylbenzthiazoline-6-sulfonique) ou
ABTS (schéma 3-2).

Schéma 3- 2 : Formule semi-développée de la moléea ABTS.
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Cette molécule est frequemment utilisée comme ubstsat avec le peroxyde
d’hydrogéne pour les peroxydases. La forme radrealoxydée) de ce composé a une
couleur différente de la forme réduite. La cinétigie sa formation peut donc étre suivie en
spectrophotométrie d’absorption UV-visible.

Comme pour les catalases, nous avons utilisédBaperacétique comme oxydant et
non pas le peroxyde d’hydrogene, nous avons mé'suaté/ité peroxydasique des catalases
vis-a-vis de I'ABTS, ainsi que celle d'une catalpszoxydase (BpKatG) et une peroxydase
monofonctionnelle, la peroxydase de raifort (HR#ns les mémes conditions (tableau 3-
11):

Activité
Protéine Intermédiaire(s) formé(s) Substrats (mM ABTS. min™. uM
heme?)
CatF nd PAAP+ABTS 0,2+0,01
BPC [Fe(IV)=0 Poi*] PAAP+ABTS 0,47+0,06
HEC [Fe(IV)=0 Poi*] puis[Fe(IV)=0 Tyr] PAA°+ABTS 0,51+0,07
BLC [Fe(IV)=0 Poi*] puis[Fe(IV)=0 Tyr] PAA°+ABTS 1,31+0,15
BpKatG [Fe(IV)=0 Poi’] puis[Fe(IV)=0 Trp ], B AAPLABTS 3.4240.42

[Fe(IV)=0 Trp], [Fe(IV)=0 Tyr]
HRP [Fe(IV)=0 Poi*] PAAP+ABTS 5,5+0,09

#nd=Non déterminé

® PAA= Acide peracétique

Tableau 3- 11 : Activité peroxydase pour les catat®s monofonctionnelles d@. syringae,de B. pertussis
humaine et bovine en utilisant I'acide peracétiqueet TABTS comme substrats. Pour comparaison les
valeurs de I'activité peroxydase dans les mémesditions de la peroxydase bifonctionnelle Blepseudomallei
et de la peroxydase monofonctionnelle de raifont smnnées.

Hormis la catalase bovine, les activités mesuséas trop faibles pour considérer que
les autres catalases peuvent agir en tant queymkase. L'activité de BLC, déja observeée, par
Baker etcoll.*?, bien que 4 et 2,6 fois inférieure a celle d’ueeopydase monofonctionnelle

et a celle d’une peroxydase bi-fonctionnelle reSpement, ne peut pas étre négligée.

Une hypothese élégante pour expliquer l'activitbopgdasique ou non des catalases
serait la suivante : c’est le radical tyrosyle géagirait avec 'ABTS et parallelement les
catalases les plus performantes en tant que peasgyskeraient celles dont I'activité de type
catalase serait moindre, comme si d’avoir étendudpectre de substrats leur avait fait perdre
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en efficacité. L'exemple de BPC est en accord aete théorie. En effet, celle-ci, qui forme
uniquement le radical porphyrinique cationique, e® des catalases les plus efficaces pour
la dismutation du peroxyde d’hydrogéne mais ne gusspas d’activité peroxydasique
notable, du moins dans les conditions utilisées sprctrophotométrie d’absorption
électronique UV-visible. On remarque également lquBLC, capable de réagir comme une

peroxydase, n'est pas une des catalases les fikeces.

Toutefois, si on suppose que le radical tyrosytd'iesermédiaire réactif vis-a-vis de
'ABTS, une premiere contradiction apparait. Eregffa catalase humaine forme également
un tel radical mais ne présente aucune activitxyelasique. De plus, ce radical est
vraisemblablement trés proche de celui formé cHe2 B : d’aprés I'analyse de séquences et
de structure, ces deux radicaux seraient situéle snéme résidu tyrosine et d’aprés la RPE a
champ intense, ils posséderaient le méme enviroaneélectrostatique. Comment ces deux
radicaux,a priori proches dans leurs propriétés, pourraient dansagrétre réactif et dans
I'autre inactif ?

Pour mieux comprendre I'activité de la BLC visia-de I'ABTS, nous avons alors

cherché a déterminer les parameétres cinétiquas €fig-26) de cette réaction.

1600 | —m— Catalase bovine I
1 ././l l\.
1400 4 /.-..-"
17 Km(mM) b
1200 4 / Substrat ] V max
|= observée
1000
1 ABTS 0,15+0,02 1516,8%£16
800
| | |
500/ H,0," 93 1,08*10
| |
]
1
400-. a: Données tirées de la référence de Switala et
coll. 20023
S T b: Vimaxen pmol substrat. minpmol Hémé-
I N 1 X 1 ' 1 ' 1 " ) L )
0 1000 2000 3000 4000 3000 6000

[ABTS] uM

Figure 3- 26 : Détermination des parameétres cinétiges de la réaction de la catalase de foie de bceuta
I’ABTS et comparaison de ces parametres avec ceuktenus avec le peroxyde d’hydrogéne.

La détermination de la constantg, Khontre que la BLC posséde une grande affinité
pour I'ABTS, plus grande que celle pour le peroxgileydrogéne, puisque la constantg K
avec I'ABTS est 600 fois plus faible que celle aleperoxyde d’hydrogene. Par contre, bien
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que I'ABTS se lie fortement a la BLC, la réactiontre eux n’est pas tres efficace. En
comparaison, la réaction de la BLC avec le peroxdtigdrogéne est 7000 fois plus rapide

que celle avec 'ABTS. Finalement, 'ABTS se révetesubstrat médiocre pour la BLC.

Afin de vérifier la réactivité du radical tyrosyls-a-vis de 'ABTS nous avons étudié
cette réaction par spectroscopie de Résonance Bagnatique Electronique. Nous avons suivi
cette réaction entre 'ABTS et deux catalases, quidorme le radical tyrosyle (BLC) et une
qui ne le forme pas (BPC).
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T=4K ' T Inset A

" signal cu fer libre ==4.3

T T T T
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Magnetic Field {G)

Catalase bovine+PAA

Catalase bovine

pré-incubée avec ABTS+PAA
—--=Catalase de B. pertussis+PAA
- - - = Catalase de B. pertussis !
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' —-=- {catalase de B. pertussis + ABTS} +PAA
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= Radical ABTS___- Radical ABTS
BLC BPRC

— Catalase de foie de boeuf + PAA

3320 3340 3360 3380 3400
Magnetic Field (G)
Figure 3- 28 : Réaction entre les catalases et I'ABS suivie par spectroscopie RPE a 9 GHz. En haut :

Spectres enregistrés a 4K. En Bas : Spectres enrsigés a 40K En encadré A: Signal de la partie ferrique
des spectres apres réacti&m encadré B: Agrandissement de la partie en g=2 des spectres.
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La figure 3-28 représente les spectres RPE a 9 @&ddzenzymes pré-incubés avec
'ABTS, en proportions équimolaires, puis I'acideracétique est ajouté 30 fois en exces
(spectres rouges). Les spectres noirs corresporaenttémoins ife sans I'ABTS). En
présence d’ABTS, la catalase BPC forme un sigmaltédtes différent de celui du contréle a
4K. Ce signal ne correspond donc pas au compdk&’agirait d'un radical organique, sans
interaction magnétique avec le fer qui représensry'a 80 % de toutes les especes
radicalaires, tandis que le composé |, lui, n’gorésente que 18 % (figure 3-28 Encadré A).
Dans ce cas, le spectre entre les deux échantifiengrésente pas de différences majeures
hormis l'intensité du signal, qui est deux fois pimportante en présence d’ABTS. Notons
également que la conversion du signal ferriqueegmbiur BPC et BLC (figure 3-28 encadré
A) est similaire avec et sans ABTS et le rendenaat en radical est d’environ 80%.

A 40K, pour BPC, en absence d’ABTS, on observe, menattendu, aucun signal
puisque chez cet enzyme seul le composé [Fe(IV)aO'|Pest formé (voir partie Il). En
présence d’ABTS, un radical étroit de 9 G est détekvec la BLC, on observe également ce
signal étroit de 9 G, mais la forme de ce dernstdé@gerement différente que celle du signal
obtenu avec BPC. Des épaulements de part et d'aetrg=2,004 sont superposables au
spectre du radical tyrosyle. Cette observatiorséasupposer que le spectre observé avec la
BLC correspond a l'addition de deux signaux. Effeanent, lorsque que I'on soustrait au
signal de BLC le signal obtenu avec BPC (specte@)blun spectre superposable a celui du
radical tyrosyle apparait. Le spectre rouge de idpré 3-28, correspond donc a la
superposition d’un signal dd au radical tyrosyle’ah autre di au radical de 'ABTS.

D’'une part, on peut donc constater que dans leglibons utilisées pour les
expériences RPE contrairement a celles de I'abisorptV-visible, BPC présente une activité
peroxydasique, puisqu’elle oxyde 'ABTS. D’autrertpal semble clair que ce n’est pas le
radical tyrosyle mais le radical porphyrinique oatque qui réagisse avec 'ABTS. Chez
BLC, on observe simultanément le radical tyrosyléeeadical issu de 'ABTS. La réaction
entre 'ABTS et le radical porphyrinique semble dditre en compétition avec le transfert

d’électron intramoléculaire, responsable de la ftrom du radical tyrosyle.
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T=40K ---= Catalase de B. pertussis pré-incubée
avec équimolaire ABTS+PAA
Catalase bovine pré-incubée

avec équimolaire ABTS+PAA
Catalase bovine pré-incubée

avec 2 fois exces ABTS+PAA
(Radical ABT S .-Radical 2f-ABTS

BLC)

y T T T J T T T T T
300 3320 3340 3360 3380 3400

Magnetic Field (G)

Figure 3- 29 : Effet de I'exces d’ABTS sur le spet RPE a 9 GHz de la catalase de foie de boeuf

E
ABTS. *ABTS-E N ABTS-E*

Fixation

Oxydant Transfert
d’électron

ABTS

Ooxydé

Schéma 3- 3 : Etape de la réaction d’oxydation d®ABTS par les catalases.
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Si'ABTS est deux fois en exces par rapport adacentration en heme, on ne détecte
plus chez BLC (encore une fois par soustractiort designal obtenu avec BPC) le radical
tyrosyle (figure 3-29). Un excés en ABTS favorisend bien la réaction de formation du
radical ABTS par rapport au transfert d’électrotramoléculaire, comme attendu pour des
réactions concurrentes.

Cependant, un excés de deux fois n'est pas si bamtoet il est assez remarquable que

I'oxydation de 'ABTS soit autant favorisée par papt a la formation du radical tyrosyle.

Pour expliquer ce résultat, on peut modéliser ltation de I'ABTS comme un
processus en plusieurs étapes : fixation de 'ABSUB I'enzyme ; formation du radical

porphyrinique puis oxydation d’'une molécule d’ABT&&héma 3-3)

Afin de comparer les vitesses relatives des deuxti@ns, mais également pour
estimer l'importance de la fixation de I'ABTS anzyme, nous avons introduit les réactifs
dans un ordre différent (figure 3-30) :

1) La BLC est tout d’abord pré-incubée avec I'ABTS mvajue l'acide

peracétique ne soit ajouté.

2) A l'inverse : 'enzyme est mélangé avec I'acidegoétique suffisamment
longtemps (2s) pour que le radical porphyriniqueéablué vers le radical
tyrosyle avant I'ajout de I'ABTS.

3) L’acide peracétique et 'ABTS sont introduits enm&temps mais ils ne

sont pas mélangés entre eux.
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Catalase bovine+ABTS+PAA
— Apres 30s dans la glace
Apreés 90s dans la glace
Catalase bovine+PAA

—— Apres 30s dans la glace
Apres 90s dans la glace

T=40K

{BLC+ABTS}+PAA

G i

{BLC+PAA} +ABTS

“ M~ s

BLC+{PAA+ABTS}

e SR R AR R

o o gl et e
S e e e S

| | | |
3340 3360 3380 3400

Magnetic Field (G)

Figure 3- 30 : Effet des conditions de mélange sue rendement en radical ABTS. (A) La BLC est pré-
incubée avec 'ABTS et 'acide peracétique est aj¢é@ ensuite.La réaction est réalisée dans la glace et stoppée
par immersion dans I'azote liquide aprés 10s dddnge actif! (B) : La BLC est mélangé pendant deux
secondes avec l'acide peracétique puis 'ABTS esjoaté. (C): L'acide peracétique et 'ABTS sont
introduits en méme temps mais ne sont pas pré-mélgeés.

|
3320
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Dans les conditions de l'expérience 2, le signal rddical tyrosyle prédomine
largement et 'ABTS est oxydé dans de tres failpesportions (rendement de 6 %). Cela
signifie que I'évolution du radical porphyriniquerg le radical tyrosyle n’est pas réversible,
la formation d’ABTS oxydé étant due a la présereeamposé | dont on ne peut s’affranchir
totalement a cause du grand exces en acide peraeéti

Il semblerait que le transfert d’électron entraéytasine et la porphyrine soit plus lent
gue I'oxydation de 'ABTS mais plus rapide que ibeafion de I'ABTS a I'enzyme. En effet,
nous avons vu (figure 3-29) que lorsque I'ABTS ddja fixé a 'enzyme son oxydation est
tellement plus rapide que la formation du radigabsyle que celui-ci n'est pas du tout
détecté. Dans I'expérience 1 (figure 3-30), on morgalement que le radical de 'ABTS
oxydé est stable puisque aprés 30s dans la glasigral est le méme qu’apres 10s. Aprés
10s de mélange, la réaction entre la BLC et I'ABBSdonc terminée.

En revanche, dans les conditions de I'expériensed le radical tyrosyle et non celui
issu de l'oxydation de I'ABTS est observé, ce qeixplique aisément par une étape de
fixation de 'ABTS a I'enzyme lente.

D’apres la valeur de K I'ABTS se lie fortement & la BLC. Or L’ABTS eshe grosse
molécule et comme nous l'avons précisé dans la iprenpartie de ce chapitre, le canal
d’acces menant a ’lhéme est en forme d’entonnasetres étroit. Il est donc trés improbable
gue la molécule d’ABTS se fixe prés de 'heme. DBairs le spectre RPE du signal ferrique
lorsque I'enzyme est pré-incubé avec I'ABTS est #dait superposable a celui ou il n’y a

pas d’ABTS dans le milieu, montrant ainsi que I'ABTe se lie pas pres de I'atome de fer.

— Catalase bovine

—— Catalase bovine pré-incubée avec I'ABTS
v T T T T T T T T T v
600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Magnetic Field (G)

Figure 3- 27 : Signal ferrique de la catalase de #®de boeuf pré-incubée ou non avec 'ABTS a deux [gH
différents.
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La caractérisation par spectroscopie RPE de |aiogdaentre la BLC et 'ABTS a
montré que le radical tyrosyle n’est pas impliqahg cette réaction et que la réaction est
réaliséevia l'intermédiaire [Fe(IV)=0 Pdf]. Le site de fixation de 'ABTS n’est cependant
pas connu. L'ABTS se lie vraisemblablement en serfaet réagit avec le radical
porphyrinique par transfert d’électron. CependannEcanisme de réaction et méme I'état de

protonation exacte du radical ABTS ne sont pas gsnn

Il apparait donc que 'ABTS n’est pas un subssgcifique du radical tyrosyle. Mais
ce radical ne peut étre considéré uniquement coommsous-produit parasite aux vues, par
exemple, du rendement de sa formation. Des reckebnt encore en cours pour déterminer

d’autres éventuels substrats du radical tyrosyle.
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CONCLUSIONS

La formation d’'un radical tyrosyle dans d’autretat@ses que la BLC n’est pas tout a
fait inattendue. Dans notre étude comparative pogar neuf catalases provenant de sources
différentes, quatre sont capables de stabiliserintarmédiaire tyrosyle. Les facteurs
influencant la formation et la stabilisation deteetspece ne sont cependant pas les mémes
pour toutes les catalases. Deux points nous setrgaeticulierement importants.

D’une part la formation du radical tyrosyle au sdes catalases ne dépend pas de la
source de celle-ci. En effet, la BLC est une catalde mammifére tandis que MLC est une
catalase de bactérie et toutes deux forment néasnuoi radical tyrosyle. De plus, il apparait
que I'alignement de séquence n’est pas un crit#ffesant pour expliquer la formation ou non
d’un radical protéique. Ce qu’il faut considérelgest I'environnement électrostatique des
radicaux tyrosyles, imposé par le repliement dertdéine. Il apparait que cet environnement,
essentiellement électropositif, est conservé pscatalases qui forment un radical tyrosyle.

D’autre part, alors que les catalases possedenvingéine de résidus tyrosine, le
radical ne se forme que sur une seule tyrosingfgpéament. Le mécanisme de stabilisation
de l'intermédiaire radicalaire sur le résidu spécié reste cependant inconnu. La formation
du radical tyrosyle dans le cas des catalases édisée par un transfert d’électron
intramoléculaire, comme il I'a été démontré dans peroxydases telles que laRC Se
pourrait-il que les catalases et les peroxydaseseut réagir de la méme maniere ? Pour les
catalases, la formation d’'un intermédiaire, autre g composé I, n’est pas nécessaire pour la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne mais elle pouétre impliguée dans I'oxydation de
substrats, qu'il reste a déterminer. En revanchesde cas des peroxydases, étant donné que
chaque enzyme posséde un substrat spécifiquerrtaation d’'un intermédiaire radicalaire
protéique alternatif est importante. En effet, &demtiel redox d’un radical protéique peut étre
modulé par son environnement et grace a l'existeleceet autre site I'acces du substrat a
I’'hnéme n’est pas nécessaire. Ainsi, la peroxydaskgtine forme un radical tryptophanyle a

sa surface, qui participerait a I'oxydation ded@d! veratryliqué®’>®,

Puisque les catalases et les peroxydases formenénee type d’intermédiaire, il est
envisageable que ces deux familles d’enzymes éieiiées a partir d’'un ancétre commun.
Les différences structurales des catalases et desxymlases se situent au niveau de
I'accessibilité a I'neme. Dans les catalases,diésse du canal menant a 'héme, impliquerait
que les substrats, autres que le peroxyde d’hydeoge puissent pas l'atteindi¥’. Il a
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eégalement été proposé que la difféerence de mécaresine les peroxydases et les catalases
soit due & la présence ou non d’une molécule dézms le site actif. Cependant si I'on
considére la formation des radicaux protéiques ekt cycle catalytique de ces protéines,
ces deux hypothéses ne tiennent plus puisqu’iltnfes alors nécessaire au substrat
d’atteindre I'neme. Il apparait que les catalasepglases (voir chapitre suivant), qui
posseédent une activité catalatique et également amigité peroxydasique, forment le
composé | mais également des radicaux protéigifedes catalase-peroxydases pourraient
donc étre I'ancétre commun des catalases et degyuases.
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INTRODUCTION

A. LES CATALASE-PEROXYDASES.

Les catalase-peroxydases, également appelées Ka@ss le géne codant pour ces
protéines, sont présentes chez les bactériesrdbaebactéries et quelques champignons. En
1992, Zhang etcoll.! ont démontré que la résistance a lisoniazide, ldes quatre
antibiotiques utilisés dans le traitement de leetablose, était due & des mutations du gene
katG codant pour la catalase-peroxydasMdeiberculosis

Tandis qu’en 1979 Claiborn et Fridovichnt rapporté I'existence d’'une peroxydase
chezEscherichia coliil aura fallu attendre dix ans pour que Loewenddit®* démontrent que
cet enzyme possédait une activité catalasique, duiencelui-ci ne présente aucune similarité
de séquence avec la catalase HPH. d@oli. En revanche, la séquence de cet enzyme possede
de grandes similarités avec les celles des persegdaa héme de plantes, I'ascorbate
peroxydase et la cytochrorngeroxydase.

Les essais de cristallisation de la catalase-peéase/ dE. coli aussi bien que ceux de
la catalase-peroxydase d&. tuberculosispar un groupe de linstitut Pasteur échouerent
pendant environ dix ans. La premiére structuretattiggraphique fut finalement obtenue en
2001 par Yamada ebll.* avec la catalase-peroxydaseHilenarismortuj bactérie halophile.
Peu aprés, I'équipe du professeur Loetwendéterminé la structure cristallographique de la
catalase-peroxydase @ pseudomalleiDans le but d'utiliser la catalase-peroxydaseBde
pseudomallei(BpKatG), comme un cas d’étude, pour comprendre le réle rdd&caux
protéiques dans les peroxydases et les cataldsssé, nous avons entamé une collaboration

avec I'équipe du professeur Loewen.
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|. BPKATG: STRUCTURE CRISTALLOGRAPHIQUE ET PROPRIETES .

|.1-STRUCTURE GLOBALE

Les quatre structures cristallographiques dispedit#® montrent que les catalase-
peroxydases sont des homodimeres dont chaque sdésest constituée de deux domaines.
Malgré leur trés grande homologie, attribuée a duoplication de gen® seul un de ces

domaines peut accueillir le cofacteur héminiquguife 4-1).

Figure 4- 1 : Structure de la catalase-peroxydaseed pseudomalleiChaque sous-unité est représentée
dans une couleur différente et les hémes sont mis évidence en rouge.D’aprés CarpeffaNuméro PDB :
1IMWV.

Le centre actif des catalase-peroxydases estitendtune protoporphyrine IX de fer.
Dans la partie distale, les résidus essentiels paucatalyse chez les peroxydases de
plante$®'*® l'arginine et I'histidine, sont conservés ches KatGs. Du c6té proximal, le
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cinquiéme ligand de I'atome de fer héminique et histidine reliée par liaison hydrogene a

un aspartate et un a tryptophane comme observéctianda CP (figure 4-2).

Hi.5279 7 | Trp330
(His175) J Trp191)

i (Asp235

Figure 4- 2 : Superposition des parties N-terminake de la catalase-peroxydase d& pseudmalle{en gris)
etde la &P (cn cyar) ainsi que des résidus essentiels conservés deripa distale et proximale.Numéro
PDB de BpKAtG : IMWYV ; Numéro PDB dec® : 1ZBY.

Si le site actif de BpKatG ressemble globalemettlai de la €P, dans le détail il existe des
différences significatives au niveau de I'enviromast de I'héme qui conférent leur

spécificité aux catalase-peroxydases.
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Figure 4- 3: Superposition des structures de la talase-peroxydase deB. pseudomallei(gris) et de la
cytochrome ¢ peroxydase yan). Les insertions présentent dans la structure de @KatG sont mises en
évidence par des couleurs : léshort stretch’ est en vert, jela boucle 2 en
magentaetla boucle 3 en orangeNuméro PDB : IMWYV.
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|.2-PRESENCE DE TROIS LARGES BOUCLES ET N ‘SHORT STRECH DANS

LA REGION CATALYTIQUE.

L’'arrangement des éléments de structure secondaseKatGs est trés similaire a
celui de la €P* et de I'ascorbate peroxydase (AP>Qui appartiennent a la superfamille des
peroxydases de classe |. Cependant, les KatGs dergsdes particularités, incluant une
extension dans la partie N-terminale, un ‘shortshr’ et trois grandes boucles (LL1, LL2,

LL3). Toutes ces insertions sont a la surface de®mes (figure 4-3).

Le ‘short stretch’ est formé par les résidus 92-{ftlumérotation BpKatG). Ce ‘short
stretch’ est trés conservé (>95 %) parmi les Kat@stre group&*®> a démontré que le site
uniqgue de formation du radical tryptophanyle chgK&G est localisé sur le résidu 95
(numéroté 106 cheBynechocystjsqui appartient au ‘short stretch’. Ce résidulgsau site
actif via un réseau de liaisons hydrogene, qui est primiopdiar I'activité catalasique. Nous
avons egalement démontré que la déplétion de oart‘stretch’ implique d’importants
réarrangements au niveau de I'environnement denéhéuisque le spectre RPE de I'enzyme
natif caractéristique d’'un Fe(lll) spin fort estrisformé en spectre correspondant a un Fe(lll)
spin faible en absence du ‘short stretch’. Cetterition a donc un réle crucial dans la
géomeétrie de I'environnement de I'heme qui perrisetices du peroxyde d’hydrogene au site

actif.

La premiéere boucle est localisée de la position dZ310 dans BpKatG (41 résidus).
Dans les autres catalase-peroxydases, elle esédéodm 36 a 43 résidus. Elle est située entre
les domaines catalytiques distal et proximal. Laxiime boucle se localise aux positions
289-323. Elle est formée de 35 ou 36 résidus et@stervée chez les KatGs. Cette boucle 2
correspond au site de fixation du cytochrarrgans la €P. La troisieme boucle est localisée
au niveau des résidus 346-379. Cette troisiemelbdmiest pas conservée chez toutes les
KatGs. Il est intéressant de remarquer que ché&xRil existe une boucle similaire, plus
courte, a cette position.

La conservation des boucles LL1 et LL2, ainsi quésthort stretch’ distal suggerent

que ces particularités structurales des catalaseapases sont primordiales pour leurs
activités®.
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Figure 4- 4 : Canal d’acces menant au site actif ddmKatG. La région en rouge est accessible au solvant et
la surface pointant vers l'intérieur de la protéese en bleu. Avec la numérotation de BpKatG :
Ser324. Ser305, Arg108. Arg92 ; His112- His96, Asp141. Asp125. D’aprés Yamada 2002

- 196 -



Chapitre 4ed Catalase-Peroxydases.

|.3-LE CANAL D' ACCES DES SUBSTRATS

L'analyse des structures cristallographiqgues de Kett3’, de BpKatG, de
Synechococctiset MtKatG, a révélé plusieurs particularités des KatGs pgport aux
peroxydases monofonctionnelles. Ces particulaggésont averées essentielles pour I'acceés
du substrat au site d’'actif.

Le canal principal d’acceés des substrats, ainei du peroxyde d’hydrogene, est en
forme d’entonnoir et est positionné comme celui pexydases mais en plus long et plus
contraint (figure 4-4). Ce canal est plus étroit au niveas désidus Ser324 et Aspl4l, a
environ 14 A de I'atome de fer héminique. Graca drtion contrainte du canal d’acces, le
peroxyde d’hydrogéne entre dans la cavité distalBgKatG en étant directement en contact
avec les résidus Argl09, Trplll et Hisll2 et cdnduila formation du composeé
[Fe(IV)=0 Poi’], nécessaire aux réactions de type catalase @tymasé Si le canal d’accés
des KatGs est plus contraint que celui des permeglal ne I'est pas autant que celui des
catalases monofonctionnelles. Comme pour les caslaleux résidus acides sont présents
dans le canal d’acces, le Glu242 a I'entrée dulatrigAspl4l. Notre équipe a démontré que
la mutation de I'Aspl141 diminue de facon significatl’activité catalasique de BpKatG, par
contre le double mutant D141A/R108A restaure aattevité a un niveau pratiquement égal a
celui de I'enzyme natif. Il est proposé que I'Asplét I'Argl08 favorisent I'activité
catalasique en créant un autre site de fixatidiférént de celui entre I'’Arg108 et I'His112,
pour le peroxyde d’hydrogéne. La fixation du pemxyl’hydrogene a 'Asp141 et 'Arg108
contrdle I'accés au site actif et module la réactatalasique.

La plupart des peroxydases possede un deuxiémal adiaccés a I'heme,
approximativement dans le plan de ce dernier, roaisanal n'a pas d’équivalent chez les
KatGs, car il est bloqué par la présence des bsu€@ependant, un second canal en forme
d’entonnoir menant a une cavité au centre de Bpkaé® identifi& Ce second canal fournit
un acces direct au centre de la protéine et aégierr qui englobe deux autres particularités
structurales des KatGs : la chaine latérale duduégirgd26 qui peut exister sous deux

conformations (voir au verso) et le site de fixatpotentiel des substrats.
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[.4-L’ ADDUIT TRP(111)-TYR(238)-MET(264) ET LA CONFORMATION DE
L'’ARGA26

Comme nous l'avons décrit dans le premier chapitteexiste au sein des
métalloprotéines des modifications covalentes pasltuctionnelles, telles que la liaison Tyr-
His dans la cytochrome oxydas&*®*® ou la liaison Tyr-His dans la galactose oxydasgui
sont directement reliées a la fonction enzymatiqDkeez les catalase-peroxydases, deux
liaisons covalentes entre les chaines latéraleai® résidus du coté distal de I'hnéme le
Trplll, la Tyr238 et la Met264 ont été observdesstla noter qu’'aucun autre adduit de trois
résidus n’a été détecté dans d’autres protéingsaddiit est présent dans les quatre structures
résolues des KatGs. Les liaisons covalentes imgifigjie cycle indole du Trpl11 et 'atome

de soufre de la Met264 qui lient la Tyr238 aux dpasitions orth8.

Figure 4- 5: Représentation de la modification calente conduisant a la formation de l'adduit entre
Trpl11-Tyr238-Met264 (en rouge ainsi que des deux conformations (R et Y) posséd de I'Arg426 én
violet). La numérotation correspond & celle de BpKatG. @¥apEarpena 2005 et 2666" Numéro PDB :
2FXG.

Basé sur le fait quil est essentiel pour l'actvitatalasique de BpKatG et
MtKatG*?>#>242> " J'adduit Met-Tyr-Trp est proposé comme étant uoaractéristique
commune a toutes les catalase-peroxydases,. Lesypases monofonctionnelles ne forment
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pas cet adduit car les résidus tyrosine et méth@nly sont pas conservés et le Trpl1ll n'est
présent que dans lacE. Dans les autres peroxydases monofonctionnekesyptophane est

remplacé par une phénylalanine.

Cette modification a été également observée pactrgpeétrie de masse chez
BpKatG* et chez MtKat&*. Nos collaborateurs ont démontré que l'adduiteetgs trois
résidus est présent en solution. L'analyse desigepissus de la digestion de BpKatG a
également démontré que certains fragments ne peégeaque la liaison entre la tyrosine et le
tryptophane distal. La méme expérience réalisée Bvenutant W111F révele que l'adduit
n'y est pas présent. Ceci se traduit par une plert&activité catalasique. Avec des mutants de
la méthionine, la liaison covalente entre le trgbtane et la tyrosine est toujours présente,
alors que dans les mutants de la tyrosine, I'addigst pas présent. La présence du
tryptophane et de la tyrosine sont donc nécessailasformation de I'adduit, alors que la
mutation de la méthionine n’empéche pas la formatie 'adduit Trp-Tyr. La formation de
'adduit est donc séquentielle : dans un premierp la liaison entre le tryptophane et la

tyrosine s’établit, puis dans un deuxiéme tempaéthionine se lie a I'adduit Trp-Tyr.

Ortiz de Montellano etoll.** ont surexprimé I'apo-MtKatG dans laquelle ils ont
réintroduit I'héme en absence de peroxyde. llsepintent alors une protéine sans adduit. Chez
cette derniére, par réaction avec le peroxyde, dmposé [Fe(IV)=O PoI] conduit a
I'oxydation des résidus tyrosine et tryptophanetadis en radicaux. Ces deux radicaux
réagissent entre eux pour former la liaison covelentre le tryptophane et la tyrosine. Dans
le cycle suivant, la formation du composé | réseltel’oxydation de I'adduit Trp-Tyr et
permet l'attaque nucléophile de l'atome de soufee ld méthionine sur l'adduit. La

conséquence de cette réaction est la formatioradduit final Trp-Tyr-Met.

Notre équipe a récemmétit démontré que le pH induit des changements dans la
structure du site actif de BpKatG qui pourraienigoun réle clé dans la modulation des
différentes activités des KatGs. Nous avons égalerdémontré que I'Arg426, conservée
parmi les KatGs, pouvait agir comme un interruptewaiéculaire en oscillant entre deux
conformations, R et Y (figure 4-5). Dans la confatron Y, I’Arg426 est en interaction
ionique avec la Tyr238ia son groupement guanidinium. Par contre dans léoomation R,
cette interaction avec l'adduit n'est pas possitNetre groupe a clairement établi une
corrélation entre le pH de cristallisation et lagortion d’arginine en conformation Y. A
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pH=8,5, pratiquement 100 % des Arg426 sont dagsihdormation Y contre moins de 5 % a
pH=4,5.

Ce changement de positionnement de la chaine latdeal’Arg426 et surtout son
interaction avec l'adduit explique en partie le fipra'activité des KatGs. A pH=4,5,
I'arginine est majoritairement sous conformationciRst-a-dire qu’elle n’interagit pas avec la
Tyr238. Ainsi la charge négative du tyrosinate p&ue délocalisée sur ’lheme favorisant la
formation de I'oxoferryle et la réaction peroxydpast. Lorsque les proportions d’Arg426 en
conformation R et en Y sont identiques (pH=6,5Yolanation et la réduction de I'oxoferryle
par le peroxyde d’hydrogene sont favorisées I'umimme I'autre, ce qui est nécessaire pour
I'activité catalasique. A pH=8,5, I'arginine est eonformation Y, c’est a dire en interaction
électrostatique avec la Tyr238. Cette interactiemmet de diminuer la densité électronique au
niveau de I'hnéme et de I'adduit ce qui favorisedduction de la modification perhydroxy du

Trplll, comme cela est observé dans l'activité NA®didasique.

|.5-MODIFICATION DU TRP111DE BPKATG.

En 2005, notre équip®’ a mis en évidence I'existence d'une densité é@aajue
supplémentaire sur le cycle indole du Trplll demmuitant S324T et dans BpKatG lorsque
la cristallisation est réalisée a pH=8,5, mais disparait a pH=4,5. Afin de déterminer,
I'origine de cette densité électronique, la spestiopie RPE, réalisée a la température de
I'hélium liquide (T=4K), a été utilisée pour obserdes changements induits par le pH sur
I'environnement de I'héme.

Les spectres, en fonction du pH, sont caractédsetiqgd’un atome de Fe(lll) sous
forme spin fort (S=5/2), pentacoordiné et possedeni résonances majeures=d @t g=2.
lls montrent qu’il y a une contribution de deuxmagx, un signal axial enag=5,94 et
ga/=1,99 et un signal rhombique ep.g6,44, @,=5,11 et g,=1,97 (figure 4-6). Le rapport
des deux signaux dépend du pH. Le signal axialgméte aux pH acides (pH<5) tandis que
le signal rhombique domine a pH neutre. Alors gaesnnous attendions a ce que le signal
axial domine le spectre aux pH basiques, commeacété démontré pour SyKatEBpKatG,
lorsque le p7,6, présente un tout autre comportement. Cetteredtson combinée avec les
structures de BpKatG a différents pH, a permis é@ahtrer qu’en milieu basique il existe
une modification du Trplll, interprétée comme étarg modification perhydroxy sur le
cycle indole du Trplll. Cette modification impligume réorganisation du réseau des

molécules d’eau présentes dans la poche héminiqudedchangement du spectre RPE.
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Asp389 ./

Structure a pH=8.5
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Figure 4- 6 : Gauche : Spectres RPE a 9 GHz de Bpia sauvage sous I'état ferriqgue en fonction du pH.
Par soucis de clarté seul I'agrandissement auteug=6é est montré. Les spectres sont enregistrés dans le
mémes conditions : température d’enregistrementkKT=Mlodulation d'amplitude 5 G ; puissance des micr
ondes 1 mW ; modulation de fréquence 100 kBroite : Structure du centre actif selon le pH de
cristallisation. En haut a pH basique et en bas ahb acide. La modification sur le Trpl11 est soulignée avec
un cercle vert sur la structure & pH=8,5. Ainsi tpuehangement de conformation de I'Arg426 surtdacsure a
pH=4,5. D’'aprés Carpena 2005, 2608

Le rendement de modification du Trplll de 100 %espseulement 1 min
d'immersion du cristal a pH=8,5, suggere que lactiéa entre le Trplll et I'oxygene,
présent dans le tampon, est rapide. Cette moddicgerhydroxy du Trplll est a mettre en

relation avec I'activité NADH-oxydase que posse@&atG a pH basiguig
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|l. RELATIONS ENTRE LES DIFFERENTES ACTIVITES DE BPKATG.

Toutes les particularités structurales décriteécguiemment influencent I'activité
catalasique et I'activité NADH-oxydasique de BpKat@pendant, cet enzyme posséede trois
autres types d'activité : peroxydasique, synthatsed’Bydrazinolyse. Une activité peut
dominer en fonction du pH : l'activité¢ peroxydasga pH=4,5, l'activité catalasique a

pH=6,5 et enfin I'activité NADH-oxydasique a pH=8,7 (figure 4-6).

—7
C. v v
% Y% %Y
S % %
% % R
S, L,
. o)
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I
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80
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[$]
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S 40k
20 ~
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Figure 4- 7: Profil d’activité de BpKatG en fonction du pH. Activité peroxydasique mesurée avec I'ABTS

(*) ; Activité catalasiqued() ; NADH-oxydasique V) et (¥). La détermination de I'activité NADH oxydasique
a été réalisée de deux facons différentes : en nawatsla formation du radical a 560 nm (mesure ixti) et en
mesurant la disparition du NADH & 340 nm (mesureaié). D’aprés Singh ebll. 2004°

L’existence de cing fonctions enzymatiques diffiées chez les catalase-peroxydases
rend ces enzymes complexes. Les activités catakasgigperoxydasique sont étroitement liees
mais, en revanche, elles sont indépendantes dewitéact oxydase, synthase et
d’hydrazinolyse. Non seulement, les pH optimumst shfférents, mais contrairement aux
activités catalasique et peroxydasique, les tnaiea activités ne nécessitent ni la présence du
peroxyde d’hydrogene ni la formation d’intermédigirhéminiques oxydés. Les activités
synthase et hydrazinolyse sont étroitement liéed’'lvgdrazinolyse doit avoir lieu avant la
fixation du NAD" au radical isonicotinoyle. La réaction oxydasiaquest liée a aucune autre

activité d’'un point de vue mécanistique. Il esttédois probable que cette réaction partage le
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méme site de fixation du NAINADH que celui de l'activité synthasiquee. La ré@c
oxydasique pourrait servir de source de NAmbur I'activité synthasique et de peroxyde

d’hydrogéne pour les activités catalasique et patagique.

Alors que l'analyse des particularités structwsatki canal d’acces et de la partie
distale permet d’expliquer comment I'enzyme réayiec le peroxyde d’hydrogene par un
mécanisme différent de celui des catalases montidomelles (figure 4-8), les propriétés

propres a la réaction peroxydasique des KatGsmeatdécouvrir.

Arg
®
= His { (= His P
Met—Tyr-Tr [ Met—Twr—Tr L
’f(-ﬁ - Arg W _%H— o
..-"'FFF'_ __-H_""\\ r/.-'-"'-_ ___‘"'H..__
! Fa(ll) ) Failll Y
M o | Ml ey
Fr——— ) E ——— 3
] |
& e i S His
MEt—T}‘T—ﬂ %‘3 -HAM Mat—Tyr—m o Arg
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' Fei'l.-’} T <’ £ 28 =
Nz - Fe(lV)
—0 —

Figure 4- 8 : Schéma décrivant le flux d’électront la réactivité de I'héme suivant la conformationde
I'’Arg426. 1) Etat natif, I'Arg426 est en conformation 2) Intermédiaire conduisant a la formation du composé
| : Arg426 en conformation R permet le flux d'élext vers 'héme pour favoriser I'oxydation par peroxyde
d’hydrogéne, lié a I'H112 et a I'Arg108) Intermédiaire obtenu par transfert d’électron imodéculaire entre
un résidu protéique et I'hemd) Intermédiaire conduisant a la réduction du complosé&ec le peroxyde
d’hydrogéne lié au Trplll et a I'His1l12. Le mouveide la chaine latérale de I'Arg426 entre les deux
conformations R et Y induit I'oxydation et la rédion de I'héme. D’aprés Carpena 2606

1. LES CATALASE-PEROXYDASES. LES INTERMEDIAIRES
RADICALAIRES .

Comme nous I'avons souligné dans les chapitresepents, les réactions de transfert
d’électron au sein des métalloprotéines jouentdla critique dans de nombreux processus
biologiques fondamentaux. Cependant, ces réacti@ssent mal comprises car elles
dépendent de nombreux facteurs, tels que les gireide formation et de dissociation des
complexes, les propriétés électroniques des cerddex, la distance et le type de chemin du
transfert d’électron et de I'énergie de réorgamsét Comme nous l'avons précisé, la
cytochromec peroxydase forme un radical tryptophanyle essemtair I'oxydation du
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ferrocytochrome. Il a été également démontré que la peroxydasigmiee forme un radical
tryptophanyle prés de la surface nécessaire a datkyn de I'alcool vératryliqué Des
radicaux tyrosyles ont également été mis en évielehez d'autres peroxyda$eset chez les
catalase® (voir chapitre précédent).

La formation de tels radicaux, sur des résidussiyie et/ou tryptophane spécifiques,
semble indigquer qu’ils ont un rdle a jouer dansyele catalytique des protéines en tant que
sites d’oxydation alternatifs a 'héme.

Toutefois dans le cas des catalase-peroxydaseafuee et la localisation exactes des
radicaux protéiques sont peu connues. En 200QarHéticoll.* ont attribué le signal observé
en RPE a 9 GHz de la HPI (ou EcKatG) a un compoffee(lV)=0 Poi’] tandis que
Chouchanest coll®*, dans leur étude sur MtKatG, ont attribué le digieservé en RPE a un
radical tyrosyle, dont la localisation reste enatéictuellemeft La formation du radical
porphyrinique cationique ainsi que celle d’'un ratliiyrosyle et d’un radical tryptophanyle a
été mise en évidence chez la catalase-peroxydaSgndehocystipar notre équigé. Notre
groupe, a d’autre part démontré que le cas detddase-peroxydase dé. tuberculosisétait
beaucoup plus complexe que le modeéle qui en arépdpé. En effet, contrairement a ce qui a
été précédemment décrit, nous avons démontré gjgaritermédiaires radicalaires protéiques

sont formés.

V. OBJECTIFS.

Contrairement aux catalases et aux peroxydasesforationnelles, peu de choses
sont connues sur les catalase-peroxydases et gcufpar le mécanisme de la réaction type

peroxydasique.

Si on se réfere aux peroxydases monofonctionndllegparait que la connaissance du
site de fixation des substrats n’est pas suffispoter expliquer la spécificité des protéines
vis-a-vis des substrats mais que la nature chimitpseintermédiaires formés est en relation
avec cette spécificité. En effet, pour ces enzymessite de fixation des composeés
aromatiques est localisé prés de I'neme. Pourttarts le cas la peroxydase de lignine, un
radical tryptophanyle, formé a la surface de laéne, est le site d’'oxydation d’'un substrat
spécifique, l'alcool vératrylique. Tandis que ddescas de la €P, bien qu’'un composeé |
[Fe(IV)=0 Poi’] de courte durée de vie soit formé, le site d’ati@h du cytochrome c est le

radical tryptophanyle formé sur le résidu Trp191.
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D’aprés la littérature, la nature et la localieatides intermédiaires radicalaires
protéiqgues formés chez les catalase-peroxydasésedit selon I'enzyme et celles-ci ne
possédent pas la méme activité peroxydasique vis-des différents substrats testés. Dans le
but de comprendre s'il existait une corrélatiorremgs intermédiaires radicalaires protéiques
formés et I'activité peroxydasique et si un sch@@aéral de mécanisme réactionnel pouvait
s’appliquer aux catalase-peroxydases, j'ai réatis@s le cadre de mon travail de these, une

étude comparative de six catalase-peroxydases.
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B. CARACTERISATION DES RADICAUX FORMES CHEZ LES

KATGS PAR RPE MULTIFREQUENCE ET MUTAGENESE
DIRIGEE .

Les caractéristiques des six catalase-peroxydasesnotre étude comparative,
provenant de différents organismes, sont rassesdkies le tableau 4-1.

MW .
o Heme, .
Source Abréviation (par sous Observation(s)
Structure
unité)
Archaeoglobus Hémeb, Archaebactérie thermophile
_ AfKatG 84 863 .
fulgidus homodimére Pas de structure
Bacillus BsKatG ou 82 974 Héemeb, Bactérie Gram-positive
stearothermophilus PerA homodimeére Pas de structure
Burkholderia Héemeb, Bactérie Gram-négative
_ BpKatG 79 198 o
pseudomallei homodimére Structure Imw¥
Hémeb, Bactérie Gram-négative
o ) EcKatG ou i o )
Escherichia coli HP| 80 033 mélange dimére Structure de la partie C-term
[tétramére 1u2k
Mycobacterium _ Mycobactérie
_ MtKatG 80038 Hémé, dimere _
tuberculosis Structure 1sj2 2ccd®
Synechocystis Héemeb, Cyanobactérie
SyKatG 84 455 o
PCC6803 homodimére Pas de structure
Rhodobacter Hemeb, Bactérie photosynthétique
RcKatG 77 858 i .
capsulatus tétramere Pas de structure

Tableau 4- 1 : Caractéristiques des catalase-perodgises étudiées dans ce travail de thése.
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l. CARACTERISATION PAR RPE DES INTERMEDIAIRES

RADICALAIRES DE BPKATG.

|.1-ETUDE DE LA REACTION DE BPKATG AVEC L’ ACIDE PERACETIQUE.

Les spectres de I'enzyme natif, enregistrés entimmclu pH, ont été présentés dans la
premiére partie du chapitre (figure 4-6). Dansuidesde ce chapitre, nous allons donc exposer
les résultats concernant les intermédiaires raalieal formés par BpKatG.

Pour le sauvage, apres traitement par I'acidecpéicpe, 'intensité du signal ferrique,
par rapport au contrdle, est diminuée de 80 % efigmal large de 400 G, centré a g=2, est

observeé (figure 4-9).

T=4K

A
— BpKatG Native
apres traitement par l'acide peracétique
T T T T T T T T T T T T T T T
600 900 1200 1500 1800 2000 2500 3000 3500 4000
Magnetic field (G) Magnetic Field (G)

Figure 4- 9 Spectres RPE a 9 GHz enregistrés a 4kedBpKatG native et aprés réaction avec I'acide

peracétique. A gauche : la partie du spectre corrgendant au signal ferrique et a droite la partie &g=2 du
signal. Les spectres ont été obtenus en utilisant les itonsl suivantes: T=4K; 4 G de modulation

d’amplitude, puissance des micro-ondes 1 mW, moiduae fréquence 100 kHz.

L'intensité du signal centré a g=2 dépend énornmtmede la température

d’enregistrement du spectre, et en particulieraitss de part et d’autre de g=2, disparaissent
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au-dessus de 30K. Ce comportement, comme nousnkawgcrit dans le chapitre Il,
correspond a une espéce en interaction magnétipel'atome de fer. Le spectre RPE du
composé [Fe(IV)=0 Poi] de SyKatG, des catalases et des peroxydasegjisinéedans les
mémes conditions que celles décrites pour la figlife est constitué d’'un signal large de
2000 G avec une partie étroite a g=2. Dans le eaBpKatG, la largeur spectrale est de 400
G et le signal est similaire au spectre de I'espEeé@V)=0 Trpo; '] formée par la GP. Afin

de déterminer I'espéce formée avec BpKatG, noussawalisé la méme expérience avec les
mutants W330F, W111F et W95F (figure 4-10).

Les mutants W111F et WO95F présentent égalementsgestres larges a 4K.
Cependant, la forme du signal, surtout avec W1gsFdifférente de celle du sauvage. Cette
différence pourrait étre expliquée par des changé&sngéométriques del’heme induits par la
mutation dans ces deux protéines, tout comme cadte abservé dans les mutants de la
CcP*, Par contre, pour le mutant W330F (figure 4-10ctgebleu), le spectre devient étroit
(largeur pic a pic de 24 G) et est compatible awecadical organique. Ceci laisse supposer
que l'espece en interaction magnétique avec l'atateefer, formée dans le sauvage,
correspondrait & une espéce [Fe(IV)=0"Trd_e résidu Trp330 semble étre un bon candidat
pour former ce radical. En effet, ce dernier esifmnné de la méme facon que le Trp191 de
la CcP et le spectre RPE révéle qu'aucune espece aadtitm magnétique avec lI'atome de
fer n'est formée chez le mutant W330F. Dans lactine de BpKatG, les deux résidus
tryptophanes, Trpll1l et Trp330, sont assez prodhdsr pour que le signal RPE du radical

formé soit élargit par interaction magnétique.

Les spectres des signaux ferriques avant toutdisBa@vec les mutants W330F et
W111F confirment que la mutation du Trplll induds cchangements géométriques dans
I'environnement de I’heme, puisque contrairemensauvage, le signal ferrique ne dépend
plus du pH et reste toujours tres axial (figure04-laut). Dans le cas de W330F, le signal
correspond a la superposition de deux signaux ksntontributions varient en fonction du
pH, comme dans le cas de I'enzyme sauvage. Laegatiaut champ du signal ferrique (g=2)
révele que la mutation du Trplll n’implique pagdanation de fer spin faible, alors que
dans le cas du mutant W330F, la proportion deger fible est supérieure a celle observée
dans le sauvage a bas pH. La mutation du Trp33Qfimatbnc moins la géométrie de la
partie distale du site actif que celle du Trpllé.dBangement de géométrie explique donc le

changement de la forme du signal radicalaire diglae 4-10.
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Figure 4- 10: Haut: Spectres RPE a 9 GHz
enregistrés a T=4K de BpKatG native et des mutants
W330F et W111F. Est également représentée la
structure du site actif de BpKatG. Les résidus
tryptophanes d'intéréts sont mis en évidence pa de
cercles de couleurs. Numéro PDB : 1MWV

Bas : Spectres RPE a 9 GHz enregistrés a 4K des
radicaux formés par BpKatG par réaction avec
l'acide peracétique. Le spectre du sauvage (spectre
noir) est indiqué avec des spectres de mutantsedats.

En bley il s’agit du spectre du mutant du tryptophane
proximal, en rougedu spectre du mutant du tryptophane
distal et en noir le mutant du Trp95, site de faroradu
radical tryptophanyle chez SyKatG. Les spectresétdt
obtenus en utilisant les conditions suivantes :K'+4 G

de modulation d’amplitude, puissance des micro-ende
1mW, modulation de fréquence 100 kHz.
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Site de formation du
radical Trp °* couplé

Figure 4- 11 : Superposition de la partie proximalede la cytochrome ¢ peroxydase (en bleu), de BpKatG
(en vert) et de MtKatG (en magenta).Le site de formation du radical tryptophanyle eteliaction avec
'atome de fer est mis évidence par un cercle r@ant également représenté l'histidine et l'asparta
proximaux. Les structures utilisées sont 1zby pa@cP, Imwv pour BpKatG et 2ccA pour MtKatG.
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Si I'on compare le spectre de I'espéce [Fe(IV)=Q Trde la @P, de MtKatG et de
BpKatG, les formes des signaux sont difféerentescdugplage entre le résidu tryptophane et
I'atome de fer héminique est faible pour les tqmistéines mais dans lacE le couplage est
différent de celui observé chez MtKatG et BpKat@i gntre eux sont similaires. Pourtant,
pour ces trois protéines le site de formation ddicel Trp* est le méme. D’aprés les
structures de ces trois protéines (figure 4-11)apparait que le microenvironnement du
tryptophane n’est pas exactement le méme. En ddfet le cas de lace, la distance entre le
fer héminique et 'atome d’azote du groupe indaletnyptophane est de 6,8 A, alors qu’elle
s'éléeve a 6,7 A dans le cas de MtKatG et a 7,00asde cas de BpKatG. Plus important
encore est la triade His-Asp-Trp proximale. Enteffians le cas de lac, Fishel etoll.* ont
démontré que lorsque l'aspartate est remplacé paragparagine, le radical tryptophanyle
n'est pas détecté. Cette mutation supprime lesolis hydrogene entre l'aspartate et
I'histidine, d’'une part, et entre I'aspartate etrigptophane proximal d’autre part. Cela a pour
conséquence la déstabilisation du radical TrPe la méme facon, Goodin ebll.”* ont
montré que la mutation de I'aspartate en glutanme forme des liaisons hydrogene avec
I'histidine et le tryptophane mais dont les forcamt modifiées par rapport au sauvage,
entraine un changement de couplage entre le Trptldtome de fer et la forme du signal se
rapproche de celle observée dans les KatGs. Danstrectures de MtKatG et BpKatG, la
distance entre le groupe carboxyliqgue de I'aspanrtt’atome d’'azote du groupe indole du
tryptophane est de 2,6 A et 2,7 A respectivemelie. ést de 2,8 A dans le cas de lePCLa
distance entre I'atome d’azote du groupe imidaztdel’histidine proximale et le groupe
carboxylique de I'aspartate est de 2,81 A dans MBKaontre 2,85 A pour BpKatG et 2,83 A
pour la @P. Ce sont ces changements subtils au niveau deirbenement héminique,
notamment des changements au niveau de larrangedeerda triade His-Asp-Trp, qui

pourraient induire des différences sur le specRE& Be I'espéce [Fe(IV)=0 Tt.
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—— BpKatG Sauvage
Trp deutérés 217G
Tyr deutérées

—— WI11F
—— W330F
— WISF
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Figure 4- 12 : Gauche : Spectres a 9 GHz enregisté 60K des intermédiaires radicalaires organiques
formés chez BpKatG et dans les mutants sélectionndsaut : en noir spectre du sauvage. Sont superpesés
spectres des échantillons deutérés. En violet lesurésidus tryptophanes deutérés et en cyan peuyifosines
deutérées. Puis les spectres des mutants tryptepWaB30F, W111F et WI95F sont représentés respativie
en bleu, rouge et noir, pour comparaison. Touspestres sont enregistrés dans les mémes condifiGréOK ;

1,5 G de modulation d'amplitude, puissance des avierdes 50 pW, modulation de fréquence 100 kHz.
Droite : Spectres RPE a champ intense (10T) et haaitfréquence (285 GHz) des radicaux protéiques
formés chez le sauvage de BpKatG (noir en haut) des mutants sélectionnés.
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Les spectres RPE a 9 GHz pour BpKatG et ses muapnés ajout d’acide peracétique
enregistrés a 60K sont présentés sur la figure.4-dZpectre de 'enzyme sauvage (spectre
noir en haut) est en accord avec la formation durplusieurs radicaux organigues avec une
valeur de g effective def,=2,004.La largeur pic & pic est de 24 G et la largeur¢atia 80
G. Afin de déterminer la nature chimique des espdéoemées, nous avons utilisé la méme
approche que pour les autres catalase-peroxydagises par notre group8ynechocystist

M. tuberculosis**’. Cette approche combine deutération et RPE madtifences.

Les spectres des échantillons deutérés de la ssacivage sont présentés sur la figure
4-12. Des changements dans les spectres RPE deémnpsodeutérées sont attendus si les
radicaux sont formés sur un résidu tryptophane purésidu tyrosine, car les atomes
d’hydrogéene et de deutérium ne possédent pas leenm@pport gyromagnétiqtié’. Pour
BpKatG, la deutération des tryptophanes et desityes entraine une modification du spectre
RPE. Le spectre, pour des tyrosines deutéréep)ussetroit que celui du sauvage, la largeur
pic a pic a est de 8 G dans I'échantillon deutémétre 27 G pour le sauvage. Pour les

tryptophanes deutérés, I'enveloppe du spectregastdent modifiée.

Les spectres RPE a champ intense sont représentiésfigure 4-12 droite. Le spectre
RPE a champ intense du sauvage (spectre noir ef) réugle la contribution de deux
radicaux organiques. Ces résultats confirment texlosions déduites des expériences de
deutération : il y a formation d’un radical tyrosyrepéré par,gg, et g sur la figure 4-12) et
d’'un radical tryptophanyle (repéré par la flech€gpendant, dans le cas de BpKatG, le
rapport entre le signal des radicaux tyrosyle gittphanyle est différent de celui observé
chez d'autres catalase-peroxydases telles que &yKat MtKatG’, ou la proportion de

radical tryptophanyle est plus faible.

Sur la figure 4-12 sont également représentésplestres RPE a 9 GHz enregistrés a
60K des mutants W330F, W111F et W95F. Seul le spatit mutant W111F, plus étroit
(17,5 G) est different du sauvage. Pour W111F, riapqrtion de radical tryptophanyle
détectée est trés inférieure a celle observée @asauvage (figure 4-12, spectre a champ
intense). Or, c'est le spectre du radical tryptophea qui contribue majoritairement a
I'enveloppe du spectre a 9 GHz. La différence dpertion entre le radical tryptophanyle et
tyrosyle expliquerait donc ce changement obserné tlaspectre RPE a 9 GHz de W111F.

Pareillement a MtKatG, trois espéeces radicalairestémues sont formées chez

BpKatG : une espéce en interaction magnétique lavisr héminique, [Fe(IV)=0 Trao ] et
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deux radicaux protéiques isolés, un radical tymstl un radical tryptophanyle, qui ne se

forme pas sur le Trp95 site de formation de cetp@ee chez SyKat&

Actuellement, les résultats, dont nous disposoesiaus permettent pas de proposer
un candidat unique pour le site de formation ddezexieme radical tryptophanyle.

La séquence de BpKatG contient 23 résidus tryptoph{figure 4-13). D’apres nos
résultats de spectroscopie RPE a champ intense saums que la mutation du Trpll1l
influence la stabilisation du radical tryptophanyle résidu responsable du signal RPE serait
donc relativement proche dans I'espace du Trpllljeut donc s’agir des résidus Trp420,
situé dans le canal d’acces, ou Trp139.

Si on suppose que la formation du radical tryptopteaest réaliségia un transfert
d’électron impliquant le Trp330, le site de fornoatide ce radical doit étre proche
spatialement du Trp330. Dans ce cas, deux candidatgossibles les Trp350 et 362.

Il a été mis en évidence dans le cas de la pereeyda lignine (LiP) la formation d’'un
radical tryptophanyle sur le résidu 74 Ce résidu est dans un environnement spécifique,
c’est a dire qu'il forme des liaisons hydrogénecane résidu aspartate et un résidu glutamate.
Dans la structure de BpKatG seuls deux résidusdpyiane possedent un tel environnement,
Trp195 et Trpl65.

Afin de déterminer le site de formation du radicgptophanyle autre que le Trp330

nous sommes en train d’étudier les mutants proposés
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Figure 4- 13 : Structure de BpKatG et localisationdes différents résidus tryptophanesEn magenta est
représenté 'heme, en rouge le Trplll, en bleupd30 et en noir le Trp95. En vert sont représetuas les
autres résidus tryptophane de la protéine. Leduésgui portent un label correspondent aux canslidat
envisagés.Numéro PDB : 1MWV
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|.2-LE CYCLE CATALYTIQUE DEBPKATG EN ABSENCE DE SUBSTRAT

D’aprés nos résultats de spectroscopie RPE, tadisaux organiques sont formés par
réaction entre I'acide peracétique et BpKatG ebsémnce de substrat, donneur d’un électron.
Il s’agit du Trpss’, d'un radical tryptophanyle et d’un radical tyrtesyCes résultats
permettent d’avancer le cycle catalytique suivantrBpKatG :

Composeé |
[Fe(IV)—\O Por*] @

WM,
N

.
‘-\‘ @ [Fe(IV)=0 Trp,*]

BpKatG \'\ \‘\’
Fe(lll) @ ™
A . \4
i " [Fe(IV)=0 Trp;]
“. ‘\
\. ‘\
\‘ ‘\
\‘ J
\‘\ [Fe(lV)=0 Tyr,]
'\\,\ Composé |
[Fe(IV)=0]

Schéma 4- 1 : Cycle catalytique de BpKatG, en I'alkesice de substrat, déterminé par spectroscopie RPE.
Toutes les espéces ont été directement observe&PEaa I'exception des composésih ple) et Il (en rougé.
Le premier & un temps de vie trop court pour éétecté en mélange manuel et le second est sileneireRPE.
Les numéros correspondent aux différentes pogsibitiour les transferts d’électron intramolécutaire

Dans cette représentation nous avons supposé dte®gormait en premier lieu un
radical porphyrinique cationique, ce qui n'a pag éirectement mis en évidence par
spectroscopie RPE. Cette hypothese repose sur lisesvations faites dans le cas de la
catalase-peroxydase @ynechocystisEn effet, notre équipta mis en évidence que chez
SyKatG, enzyme ne formant/stabilisant pas le radigatophanyle sur le résidu proximal, le
radical porphyrinique cationique est relativemeabke, puisqu’il est toujours détecté apres
10s de réaction avec l'acide peracétique. Graat axemple, et par analogie aux cas connus
chez les catalases et les peroxydases monofonetiesn nous pouvons supposer que
BpKatG forme également cet intermédiaire. Cependagiti—ci se transformerait trop
rapidement pour étre observé a I'échelle de larsdEoPour confirmer cette hypothese, des
expériences de freeze-quench devront étre réalmesatteindre des temps de I'échelle de la

milliseconde.
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La formation de I'espece oxoferryle, [Fe(IV)=0],t ekduite par comparaison de la

conversion du signal ferrique a la quantité d’espaadicalaires formées.

Dans la représentation schématique du cycle de &pKais hypothéses peuvent étre
émises quant au transfert d’électron intramoléceilantre les intermédiaires :

@ La formation des intermédiaires est séquenti@lersTrg*™ — Trp - Tyr". Cette
hypothese est fortement étayée par les résultaenad par notre équipe sur la catalase-
peroxydase de MtKatG en présence de substratsffén en présence d’'INH les espéeces
réactives sont des radicaux isolés et que cetidiodaest trés rapide. Simultanément, la
proportion de Trg: " augmente. Si la formation des intermédiaires it'§ias séquentielle,
on ne devrait pas voir de modification du rendemamtradical Trg:". Avec le mutant
W321F (qui correspond au mutant W330F chez BpKat€&gpece accumulée est I'espece
[Fe(IV)=O Poi’], c'est a dire lintermédiaire qui précéde la fation des radicaux
protéigues isolés dans ce mutant.

@ La formation des radicaux isolés n’est pas liée farmation du Trgso *. Il y aurait
alors deux chemins électroniques différents. EateByKatG ne forme pas le radical sur le
tryptophane proximal mais, au contraire, les dautrea radicaux y sont détectée®e méme,
dans le cas du mutant W330F de BpKatG, le signgkl@aractéristique de I'espéce Trp
n'est plus observé mais les deux autres radicawxx,sont détectes.

® Les trois radicaux se forment de fagcon conconstaibutefois, notre équipe a
démontré que dans le cas de SyKatG, la formatiomadical sur le tryptophane ou sur la
tyrosine est séquentieltell est fortement probable qu’il en est de mémecaBpKatG et rend

cette troisieme hypothése moins vraisemblable.

Les comparaisons avec les protéines étudiées dalisérature nous permettent de
supposer que pour BpKatG, la formation des interanéd radicalaires serait séquentielle.
Cependant, pour confirmer cette hypothese des iexpés de combinaison de substrats sont

en cours.
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——BpKAtg pH=5.6 T=4K Apres traitement par
+ acétate de sodium pH =5.6 l'acide peracétique
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Figure 4- 14 : Effet de 'acétate sur le spectre RP de BpKatG. (A) : effet sur le spectre ferrique ;(B) :
Effet sur la conversion du signal ferrique en radiaux protéiques. (C) : Effet sur la formation des g=ces
radicalaires. (D) : Effet sur la formation des radtaux isolés.Conditions d’enregistrementAj, (B) : T=4K,
Modulation d’amplitude 4 G, Puissance des microesntd mW, Modulation de fréquence 100 kH2) ( T=4K,
Modulation d'amplitude 2 G, Puissance des microesndl mW, Modulation de fréquence 100 kHD) (
T=30K, Modulation d’amplitude 2 G, Puissance desroyondes 50 uW, Modulation de fréquence 100 kHz.
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|.3-EFFET DE L’ ACETATE DE SODIUM.

Apres incubation de I'enzyme ferrique avec l'ac@tde sodium, en excés (30 fois)
pendant 5 min a température ambiante, des changesmectraux sont observeés (figure 4-14
A). Le rapport entre la contribution du signal rHoque et celle du signal axial est différent
en présence d’acétate, comme ceux induits par Iigtte 4-6) ou par des mutations (figure
4-10 haut). Il faut remarquer que dans le casaeut d’acétate aucun changement de pH n’a
lieu. Nous avons donc attribué ce changement dunakiga des modifications du
microenvironnement de I'héme par analogie aveadsslitats obtenus avec les mutants, en

particulier ceux qui affectent le réseau de liassbpdrogeng&.

Pour les catalases, nous avons observé que l'acgétaexces (80 fois) entraine une
modification du signal ferrique et inhibe ensuiteréaction avec l'acide peracétique (voir
figure 3-15). Au contraire, BpKatG pré-incubée awecexces d'acétate de sodium, réagit
facilement avec I'acide peracétique (figures 4-14CB D). L’intensité du signal large de
400G, détecté a 4K est multipliée par 2,8 par reppocelui de I'échantillon controle.
L’intensité du signal ferrique, observé aprés kctén avec I'acide peracétique, est 2,7 fois
plus faible en présence d'acétate que dans le dlentll est intéressant de noter que la
conversion du signal et la formation en especegakires sont les mémes pour le controle
lorsque qu’on utilise 10s de mélange (contre 2ssdas expériences). Nos expériences en
spectroscopie d’absorption UV-visible a mélangeida‘stopped flow’) montrent que le
premier intermédiaire détecté, dans la réactiomree@pKatG et l'acide peracétique,
correspond a une espece ou une molécule d’acigegiarue est liée a la partie distale de
I’'hnéme. Un second intermédiaire est observé ethemgements dans le spectre d’absorption
sont en accord avec la formation d’un intermédiaieferryle-radical. A notre avis, les deux
molécules d’acide peracétique sont nécessairesfpouer I'intermédiaire de type oxoferryle
[Fe(IV)=0 Trp '] détecté en RPE. Nos travaux en cours consistemidgliser la fixation de
deux molécules d’acide peracétique dans le sitaldisd’envisager un schéma de la réaction,
en utilisant la structure cristallographique de BB Pris dans leur ensemble, nos résultats
d’absorption UV-visible a mélange rapide et de spscopie RPE renforcent le modéle dans
lequel les deux molécules d’'acide peracétique séogssaires pour la réaction. Ceci implique

une différence mécanistique par rapport aux perasgs monofonctionnelles.
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|.4-REACTION DE BPKATG AVEC D' AUTRES OXYDANTS

Pour les catalases et les catalase-peroxydasesgel’peracétique permet de ralentir la
réaction de catalyse et de détecter les internrédiaadicalaires formés.

Afin de comparer la réactivité de BpKatG avec d‘asitoxydants, nous avons réalisé
le traitement de BpKatG avec l'acide-chloroperoxybenzoiquemCPBA) et le tert-

butylhydroperoxydetBHP), dont les formules semi-développées sont ptéss ci-dessous :

Os.0
™~
OH H,C.__O.
> OH

I HiC  CH,

ClI
Acide m-chloroperoxybenzoique  tert-butylhydroperoxyde
Acide peracétique (PAA) (MCPBA) (tBHP)

Schéma 4- 2 : Formules semi-développées des oxydantilisés.

Nous avons choisi ces molécules en raison de léifisrences d’encombrements
stériques et de pouvoir oxydant. La différence diemtiel provient, chemCPBA de I'effet
inductif attracteur du chlore qui facilite la fortran de la forme carboxylate. Cependant, le
parameétre le plus important est 'encombrementicgiér car comme le canal d’acces des
KatGs est relativement étroit, il se peut que edain effet sur la réactivité de BpKatG. Les
spectres RPE a 9 GHz obtenus apres réaction asecoi® molécules sont représentés sur la

figure 4-15.
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+PAA
+mCPBA
+ tBHP

T=4K

-

+PAA
+mCPBA
+ tBHP
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Figure 4- 15 : Effet des oxydants sur la réactivitéle BpKatG. (A) : le spectre noir correspond a I'expérience
30uL BpKatG (C=300uM) + acide peracétique en ext®40 fois, mélangé pendant 2s dans la glapectre
Rouge: mémes conditions expérimentales sauf que l'omydailisé est I'acidem-chloroperoxybenzoique,
Spectre bleu I'exces utilisé est de 100 fois et 'oxydant &stert-butylhydroperoxyde. Le code couleur est le
méme pour toutes les figures. Les conditions dgisteement des spectres sont identiques a celligguiées sur
la figure 4-7, respectivement pour (A), (B) et (Cgs figures (B) et (C) sont des agrandissementsigheal
ferrique et du signal des espéces radicalairesadigglire (A), respectivement. (D) Spectres RPE &9z
enregistrés & 30K des mémes échantillons que gour (

- 221 -



Chapitre 4ed Catalase-Peroxydases.

Il est remarquable qu'avec IBHP aucun radical ne soit détecté, a 4K comme a 30K
(figure 4-15 spectre bleu), bien que le signalideie disparait quand méme. L’interprétation
la plus probable est qu’il se forme une espéce asrgé [Fe(IV)=0] silencieuse en RPE.
Cependant, aucune formation de composé Il n'a lésérgée en spectroscopie d’absorption
UV-visible, mais comme nous l'avons vu avec lesaleaes, un effet de concentration de
'enzyme pourrait expliquer ce phénomeéne (voir dnepprécédent). Dans le cas de
I'expérience RPE le mélange a lieu dans la glacelgat 2s. |l est possible que la réaction
avec letBHP soit réalisée a I'échelle de la millisecondel@ic, qu’au cours de nos mesures
de RPE dont le temps caractéristique est de l'odiela seconde aucun intermédiaire
radicalaire ne puisse étre détecté. Pour vérifestecpossibilité, il faudrait réaliser des
expériences de freeze-quench avec cet oxydant.

Dans le cas de l'aciderchloroperoxybenzoique, un signal large de 400 @réea
g=2 identique a celui du témoin (réalisé avec tlagperacetique) est observe, mais d’'intensité
quatre fois plus grande a 4K. Ce signal étantbatéria I'intermédiaire [Fe(IV)=0 Tif,
celui-ci serait donc plus stable aveai€PBA. A 30K, le signal du radical n’est que 1,6sfoi
plus intense que celui du témoin. D’'apres ces t@sylon peut émettre I'hypothése que le(s)
site(s) de fixation dinCPBA est (sont) différent(s) de celui de I'acidegogtique et/ou que
la réaction entre BpKAtG et Ie\CPBA est différente de celle entre I'enzyme etitlac
peracétique. Des études de stopped-flow et de matéh avec ces deux oxydants sont en

cours pour tenter de répondre a ces questions.

|.5-REACTIVITE DES INTERMEDIAIRES RADICALAIRES VIS-A-VIS DES

SUBSTRATS DANS LA REACTION DE TYPE PEROXYDASE

\

ABTS INH

Schéma 4- 3 : Formules semi-développées des substrABTS et INH
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Nous avons démontré que la catalase peroxydaBe ms=udomalleiorme, en plus du

composé |, [Fe(1V)=0 P&1, trois intermédiaires radicalaires protéiques)xdétant identifiés

comme des radicaux tryptophanyles, I'un formé sufrp330, et le dernier identifié comme

un radical tyrosyle. Afin d’évaluer le(s) possilde(dle(s) de ces intermédiaires dans le cycle

catalytique de BpKatG, nous avons testé la réaétde ces radicaux vis-a-vis de substrats.

Pour cela, nous avons choisi d’étudier deux satsstte tailles trés différentes I'acide

2,2’-azino-bis(3-éthylbenzthiazoline-6-sulfoniqué)BTS) et lisoniazide (INH) dont les

formules sont représentées sur le schéma 4-3.

Ces deux molécules ont été sélectionnées car IAB$t un substrat couramment

utilisé pour étudier I'activité des peroxydases ofonctionnelles et I'INH est I'un des quatre

antibiotiques administrés dans le traitement dauleerculose et nécessite la présence de la

catalase-peroxydase B tuberculosigour étre active.

Notre hypothése de travail est que chaque intaaimédadicalaire possede au moins

un substrat spécifique et qu’en présence de ceba-céaction sera favorisée ou du moins en

compétition avec le transfert d’électron intramaléae a I'origine de la formation des trois

especes radicalaires protéiques dans BpKatG.

H,0, H,O
H,0 Composeé |

[Fe(IV)=0 Por+] \
\

Enzyme natif Composeé | H20, ! S
[Fe(lll) Por] [Fe(IV)=0 Pot*] Enzyme natif

[Fe(ll) Por]  / Siox _
[ 3 / L
S, \ ¥
1e e Composeé Ii*° /_\ y
Composé I [Fe(V)=0] s, S,

[Fe(IV)=0 Por] S,

Schéma 4- 4 : Cycles catalytiques possibles en mése de substrats, donneurs d’un électron.
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T=4K 912*537
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Figure 4- 16 : Spectres RPE a 9 GHz de la réactiafe BpKatG avec I'ABTS (ouge) et de son contrble
(noir) a différentes températures d’enregistrement.Les spectres des figures C et D ont été normabsés
prenant comme référence l'intensité du signal dpeees radicalaires formés dans le contids figures 4-16
B et 4-16 C montrent les spectres RPE & 9 GHz itrég a 4K apres la réaction avec 'ABTS en extdeux
fois et I'acide peracétique en excés de cing fleigéaction étant stoppée par immersion dans kaliquide

aprés 2s a 0°C
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|.5-1 Réaction entre BpKatGet 'ABTS.

Lorsqu’on pré-incube BpKatG avec 'ABTS, aucun rmpament dans les valeurs du
tenseur g du signal ferrique n’est observé (figtis A) contrairement a ce qu’on a observé
avec l'acétate de sodium (voir paragraphe précédisiemble donc que I'ABTS ne se fixe
pas a proximité de 'héme.

En présence d’ABTS et apres réaction avec l'aciglagetique, il apparait dans le
spectre RPE de BpKatG (figure 4-16 B et 4-16 Cyignal & g=2 intense (3 fois plus intense
qgue le contréle) tandis que l'intensité du sigraatifjue est identique a celle du contrdle. Le
signal du radical large observé dans le contrGteépaé au radical formé sur le Trp330 n’est
plus détecté en présence d’ABTS, par contre, ue aignal radicalaire plus étroit est détecté
(figure 4-16 C). Le spectre a 60K (figure 4-16 [@) IBchantillon avec 'ABTS confirme la
présence d'un signal plus étroit (largeur pic a pgie 9 G) que celui des radicaux
tryptophanyles et tyrosyles (largeur pic a pic @e3). Le signal étroit détecté correspond au
signal du radical ABTS. Contrairement au cas de la BLC, aucun autre kigeaadical
organique n’est détecte.

Le spectre d’absorption UV-visible de I'échantillRPE contenant 'ABTS présente
les bandes caractéristiques attendues pour leata®BTS mais également celles de I'espéce
oxoferryle.

Méme le premier radical alternatif, dans I'ordreusntiel proposé n’est pas observé.

Il semblerait donc que I'’ABTS réagisse directenarsc le composé | [Fe(IV)=0 P&

Composé | ABTS
[Fe(IV)=0 Pot*]
le
4
BpKatG Fe(lll) ABTS
+ABTS
‘\. Composé Il
[Fe(IV)=0]
,’.—‘__::.'\n - ,'/
’/ le \: ________ -
ABTS N
N
ABTS

Schéma 4- 5 : Cycle catalytique de BpKatG en présea d’ABTS.

- 225 -



Chapitre 4ed Catalase-Peroxydases.
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Figure 4- 17 : Réaction entre BpKatG et l'isoniazié suivie par spectroscopie RPE a 9 GHEn noir sur
(A), (C) et (D) est représenté le spectre du cdmtfd e. sans INH) et emmouge en présence d’'INH. (B)
Représentation du site de fixation possible pdiH. D’aprés Carpena epll.®
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1.5-2 Réaction entre BpKatG et I'isoniazide.

Lorsque l'on pré-incube BpKatG avec I'INH, un clgament de couleur de
I’échantillon est observé, il passe du brun au ecseng. Cette observation indique que I'INH
doit se fixer prés de 'heme (puisque s'il y a Umamgement de couleur cela signifie que les
bandes d’absorption du fer héminique sont modifiééstte hypothése est confirmée par le
spectre RPE du signal ferrique de I'enzyme (figw®7 A). En effet, I'incubation de I'INH
induit de légers changements au niveau du signal du spectre. Il apparait un épaulement
en g=5,65 (repéré par un cercle bleu sur la figiwgisemblablement, I'INH se fixe de fagon
telle qu'il perturbe le réseau de liaisons hydragédn site distal de 'héme, mais il n'est pas
ligand, contriarement a I'acétate, qui peut | ‘@&e qui induit de réels changements sur le
signal ferrique (figure 4-14).

En 2003, nos collaboratefirsnt proposé un site de fixation de I'INH chez BpBa
représenté sur la figure 4-17 B. Dans ce modéldHI'serait connecté a ce dernida un
réseau de liaisons hydrogene qui font interveniredu Ser324. Il est intéressant de noter
que dans les cas de résistance a I'INH, la majdete mutations spontanées observées chez
les patients concernent cette sérine (qui estik@malau méme endroit chez MtKatG). Il est
envisageable que la mutation de ce résidu détleiisiée de fixation de I'[NH et rende ainsi le
traitement inefficace.

Apres traitement de ces deux échantillons pard&aperacétique, les spectres RPE a 9
GHz ont été enregistrés a T=4K (figure 4-17 C) @t&0K (figure 4-17 D). A 4K, pour les
deux échantillons le signal large est détectécBaire a 60K, 'intensité du signal du contrdle
est trois fois plus importante que celle de I'é¢hiam avec I'INH. Méme si I'INH et l'acide
peracétique sont introduits en conditions stoechiogques, la vitesse de réaction entre I'INH
et BpKatG est sans doute plus lente que celleahstert d’électron intramoléculaire entre le
deuxiéme site radicalaire tryptophane isolé etr[g380, d’ou le signal radicalaire observé en
RPE a 60K.

D’aprés ces résultats, il apparait que l'interradi[Fe(1V)=0 Trpso '] ne réagit pas
avec I'INH. Il semble donc que l'espece réactive ppasence d’INH soit I'un des deux
radicaux isolés. Ces résultats sont similairesux aoserves avec la catalase-peroxydase de
M. tuberculosis,bien gu'avec cette derniére aucun signal ne sciecti® a 60K. En
particulier, les études dans notre laboratbioat montré que chez MtKatG, I'INH réagirait
avec le deuxieme radical tryptophanyle plutét gatave radical tyrosyle. Toutefois, les

résultats ne sont pas directement transposablesetimyme a I'autre, comme I'ont montré
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des études de spectrophotométrie d’absorption Wiblei & mélange rapide (stopped-flow)
qui attestent d’'une réactivité différente pour BpEa&t MtKatG'.

Nos expériences, jusqu’a présent, ne nous permgiten de conclure de maniére
définitive sur la réactivité sélective des radicaprotéiques. Pour pouvoir trancher, la
mutagenese dirigée sur des résidus tryptophangsosines est en cours, afin de déterminer
le site de formation des radicaux protéiques isa@ésqui nous permettrait le cas échéant de
déterminer avec exactitude I'intermédiaire réagtifprésence d’INH. De plus, pour connaitre
le site de fixation de I'INH, nous avons entamé aoblaboration afin de faire des études de
spectroscopie ENDOR avec I'INH marqué a l'azote dént jai réalisé la synthése (voir

annexe).

En tant gu'ancétre commun des catalases et degygrses monofonctionnelles, les
catalase-peroxydases forment une famille importauiél faut mieux connaitre pour
appréhender les différences de réactivité des asmsl et des peroxydases vis-a-vis du
peroxyde d’hydrogene. C’est pourquoi, nous avorais® une étude comparative de ces
protéines.

[I. CARACTERISATION ET COMPARAISON DES INTERMEDIAIRES
RADICALAIRES FORMES PAR LES KATGS.

[1.1-D EPENDANCE EN PH DU SIGNAL RPE A9 GHz DESKATGS NATIVES..

Comme nous l'avons montré dans le cas de BpKaG)H de la solution peut
engendrer des modifications structurales du sité e@mme la modification perhydroxy du
Trp11l ou le changement de conformation de I'ArgdQfi sont corrélées aux différentes
activités catalytiques des catalase-peroxydasem @& vérifier si les autres catalase-
peroxydases présentaient ces mémes caractéristitues avons réalisé une étude en pH du
signal ferrigue pour chaque catalase-peroxydasg.sphectres obtenus en RPE a 9 GHz et
enregistrés a T=4K sont présentés sur la figur8.4-1

Comme on pouvait s’y attendre les spectres RPEGH® des KatGs dans leur état
natif sont caractéristiques d'un Fe(lll), spin fogentacoordiné, avec deux résonances
principales en g6 et g=2. Pour toutes ces KatGs, les spectres correspbadarcontribution
de deux signaux, un signal axialafg gas) €t un signal rhombique £g gsy et &;). Les

proportions relatives de ces deux signaux variemicde pH pour chaque KatGs et ces
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variations sont spécifiques a chaque enzyme. Lesursades composantes du tenseur g du

signal axial et du signal rhombique (selon le pbh)tgésumées dans le tableau 4-2.

KatG Tenseur g du signal Tenseur g du signal Tenseur g du signal
axial rhombique a pH=5 rhombique a pH=8
ng:6,50 gBX=6,63
gA[:5,90
MtKatG Oey=5,10 Oey=5,01
gA//:l,99
ng:1,97 gBZ:1,98
=6,29 =6,38
gA[:5,98 ng ng
BsKatG Osy=5,18 OBy=5,26
gA//:l,99
ng:1,98 gBZ:1,98
=6,50 =6,62
gA[:5,90 ng ng
SyKatG Oey=5,10 Oey=5,01
0ar=1,99
ng:1,97 gBZ:1,98
=6,57 =6,57
gAE:5,97 ng ng
RcKatG Osy=5,06 Osy=5,07
0ar=1,99
ng:1,97 ng:1,97
=6,65 =6,66
gAE:5,97 ng ng
EcKatG Osy=5,07 Osy=5,07
0ar=1,99
ng:1,96 ng:1,96
=6,44 =6,59
gAE:5,94 ng ng
BpKatG Oy=5,11 Osy=5,03
gA//:l,99
ng:1,97 gBZ:1,96
=6,44 =6,60
gA[:6,04 ng ng
AfKatG Osy=5,26 Oey=5,16
gA//:l,99
Os=1,97 Os=1,97

Tableau 4- 2 : Caractéristiques des spectres RPE®GHz du signal ferrique des catalase-peroxydases
enregistrés a T=4K.
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Figure 4- 18 : Dépendance du signal ferrique selole pH des différentes KatGs enregistrés a T=4KLes
conditions d’enregistrement sont identiques a salke la figure 4-1 gauche. En trait plein, le specbrrespond

au pH acide (pH=5,3) et en pointillés au pH basi@uid=8,2). Pour BpKatG, le spectre noir correspand
pH=4,5.
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Nous avons déja démontré que des changements dedpit des changements de
proportion de signal rhombique sur le spectre dezlyme natif de BpKatG. En particulier,
I'absence de signal axial a pH basique a été a#iela des changements géométriques induits
par la modification perhydroxyle du TrpFi1

Comme SyKatG, les autres KatGs ne possedent pasivité NADH-oxydase et la
contribution du signal axial est plus importante gqelle du signal rhombique a pH basique.
Seule AfKatG se distingue et se comporte comme BKa#\pH basique mais elle ne posséde
pas d’activitt NADH-oxydase, activité qui nécesddemodification du tryptophane distal.
Les changements dans le signal RPE ferrique d’ABK@sulterait plutot de la protonation ou
de la déprotonation d'un résidu. La partie distale site actif d’AfKatg est donc
vraisemblablement différente de celui des autregraes, du point de vue acido-basique

notamment.

I1.2-1 NTERMEDIAIRES RADICALAIRES FORMES PAR LESKATGS.

Nous avons démontré que BpKAtG et MtKatG formem intermédiaire
[Fe(IV)=O Poi’] de courte durée de vie, un intermédiaire [Fe(®™)Jrp’] sur le
Trp330/Trp321 (BpKAtG/MtKatG) ainsi qu’'un autre redl tryptophanyle et un radical
tyrosyle. SyKatG forme un radical [Fe(IV)=0 PQrstable ainsi qu’un radical tryptophanyle

sur le Trp106 et un radical tyrosyle. Par conttegsua radical n’est formeé sur le tryptophane

proximal.

T=4K EcKatG

— AfKatG
— BpKatG

‘%_

BsKatG

RcKatG

------- BpKatG

1 . | . | '
1000 2000 3000 4000

Magnetic field (G)

Figure 4- 19 : Comparaison des intermédiaires forne par les catalase-peroxydases apres réaction avec
I'acide peracétique.
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Figure 4- 20 : (A) Agrandissement du spectre figuré-19 de la partie du spectre correspondant au sigh
ferrique apres réaction avec I'acide peracétique des KatGs (B) : Agrandissement du spectre de ladiure
4-19 de la partie du spectre correspondant au sighdes espéces radicalaires aprés réaction avec ide
peracétique et les KatGsLes conditions d’enregistrement sont T=4K, Modualatd’amplitude 4 G, Puissance
des micro-ondes P=1 mW, Modulation de fréquence Ki8. (C) : Spectres RPE a 9 GHz, enregistrés a
T=40K. Conditions d’enregistrement : T=40K, Modulation mjalitude 0,5 G, Puissance des micro-ondes
60uW, modulation de fréquence 100 kKIR) : Spectres RPE enregistrés a champ intense (1) et haute
fréquence (285 GHz) des radicaux protéiques formégar les -catalase-peroxydasesConditions
d’enregistrement : T=10K, Modulation de fréqueng&&i2 modulation du champ 10 G. Pour chaque enzyes, |
conditions utilisées sont celles pour lesquellegtelement en espéces radicalaires est maximal.
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Nous avons cherché a identifier les intermédiaiaelicalaires pour les autres catalase-
peroxydases (figure 4-19). Les figures 4-20 A esdht des agrandissements de la partie
ferrigue et de la partie radicalaire respectivemeéuat spectre de la figure 4-19. Aprés
traitement avec l'acide peracétique, hormis ceuxRd&atG et BsKatG, les spectres des
KatGs présentent un signal large de 400 G centggé2a Par comparaison avec ceux de
BpKatG et de MtKatG, les formes de ces signauxekrgpnt différentes, rappelant ce que
nous avions observé avec les mutants de BpKatGpdtticulier, le signal obtenu avec
AfKatG est similaire a celui du mutant W111F de Bp®& (figure 4-20 B). Comme pour
I'étude de la dépendance en pH du signal ferrigoes pouvons en conclure que la partie
distale de 'neme dans AfKatG est difféerente ddesetles autres KatGs. Pour BsKatG et
RcKatG, le signal large n’est pas détecté maisigmat plus étroit de 24 G centré a g=2 est
détecté. Cependant, le composé [Fe(IV)=0O"Parest peut-étre pas détecté a cause de la

faible concentration des échantillons.

La conversion du signal ferrique est égalementabbe selon les KatGs. Il faut
préciser que les conditions utilisées pour chagoeyrae correspondent a celles pour
lesquelles le maximum de signal radicalaire en gsRobtenu. Sur la figure 4-20 A, on
observe, apres normalisation que la conversionghakferrique de RcKatG est inférieure a
celle des autres KatGs. Comme précédemment un@cbsie réaction aussi bien qu’'une
réaction trop rapide peuvent interpréter cette Wution. On ne peut également exclure la
formation de composé Il, [Fe(IV)=0] avec cet enzyfeur les autres KatGs, la conversion

du signal est d’environ 80 % et le maximum est obtavec BpKatG.

La figure 4-20 C présente les spectres RPE deseséchantillons enregistrés a 40K.
Les spectres obtenus possedent une largeur pdigpiviron 25 G. Les allures des spectres
sont différentes, ce qui peut s’interpréter par dgsports quantitatifs entre les radicaux
tryptophanyles et radical tyrosyle différents, oar pdes sites de formation de ces
intermédiaires différents. Seul RcKatG se distingiag son signal est Iégérement plus étroit
(19 G) de forme est similaire a celle du radicabsyle de la catalase de foie de bceuf. Un
spectre RPE a champ intense aurait pu éventuelteapgrofondir l'investigation mais le

rendement en radical avec RcKatG est trop fabl@0(%) pour réaliser cette expérience.

Les spectres RPE a champ intense confirment lesnations déduites des spectres a

9 GHz. En effet, il apparait clairement sur cetigue que la proportion de radical
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tryptophanyle est la plus importante chez BpKatGnméi toutes les catalase-peroxydases
forment les deux radicaux.

SyKatG est donc la seule KatG de cette étude quadoun composé [Fe(IV)=0
Por™] assez stable pour étre détecté a I'échelle dedande. Dans BsKatG et RcKatG aucun
signal dd a un radical formé sur le tryptophan«ional n’est détecté. Le signal large (400 G)
de ce radical a la méme forme dans BpKatG et MtKatis pas dans AfKatG et EcKatG.
Deux interprétations sont possibles. Soit, chezleex derniéres catalase-peroxydases, le site
de formation du radical tryptophanyle n’est pasry#ptophane proximal mais le tryptophane
distal, soit I'environnement distal de ces deuxt@ires est différent de celui de BpKatG et
MtKatG et ce changement de géométrie entraine @amgement de la forme du signal,

comme nous l'avons vu pour les mutants de BpKatG.

[1.3- NFLUENCE DE LA TEMPERATURE DE MELANGE SUR LA FORMATON

DES INTERMEDIAIRES RADICALAIRES DES KATGS.

Dans le cas des catalases monofonctionnelles, anaurss vu que la diminution de la
température favorise la formation d’'une espécecedaire protéique, alternative au composé
I. Parmi les catalase-peroxydases étudiées, Afat@ient d’une bactérie thermophile. Il est
donc intéressant de connaitre l'effet de la tempésasur le signal RPE des espéces
radicalaires formées par cette derniere. Nous awdwssi de comparer l'effet de la
température sur AfKatG a celui sur MtKatG, car ti@se des catalase-peroxydases les mieux
connues. Nous avons donc réalisé la réaction deangél entre les enzymes et I'acide
peracétique a 0°C, 10°C, 25°C et 50°C, toutes lgees conditions expérimentales étant

identiques.

Dans le cas d’AfKatG, les spectres RPE a 9 GHz2leé¥ que le maximum de
conversion du signal ferrique est obtenu lorsquéetapérature de mélange est de 25°C
(figure 4-21 A). Ce maximum de conversion du sigfatique correspond au maximum
d’intensité de la partie étroite du signal centrg=2, attribuée aux radicaux organiques. Le
minimum de conversion est obtenu lorsque la tentipérale mélange est de 50°C. En outre,
I'intensité du signal ferriqgue a T=25°C est 1,7sfplus importante qu’a 50°C. Le rapport des
intensités dues aux radicaux protéiques indiquéeggat une plus grande conversion a 25°C,
mais il est, a cette température, de quatre (aude1,7). Cela indique qu’'une augmentation

de température favorise la formation de compodé&¢iV)=0].
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Figure 4- 21 : Spectres a 9 GHz enregistrés a 9 GHPAfKatG traitée par I'acide peracétique selon la
température de mélange. Tous les spectres ont été obtenus avec des divaitle méme concentration en

enzyme ; pour tous les échantillons I'acide peiguétest utilisé 20 fois en excés et le temps detign est de
2s.

Pour MtKatG (figure 4-21 B), dans les mémes coonlit, le maximum de conversion
du signal ferriqgue est obtenu avec la températerendlange de 25°C et le minimum pour
T=50°C. Le maximum de signal radicalaire est obtpaur une température de mélange de
25°C alors que le minimum est obtenu a 50°C. Leaepd’intensité du signal ferrique entre
T=25°C et T=50°C est de 1,5 alors qu'il est de Grdes signaux des radicaux organiques.
Comme précédemment la formation de compose Il J'qunene peut mesurer directement par

spectroscopie RPE, permet d’expliquer la non-pridgamalité des rapports d’intensité.

Pour étre plus précis dans notre étude de linflteede la température sur les
intermédiaires radicalaires, nous devons distindgiepectre large observé a 4K et le signal
enregistré a 40K, puisque ces deux signaux cornelgp a des especes différentes. La figure
4-22 représente les spectres RPE enregistrés amxampératures (4K et 40K) pour les deux

catalase-peroxydases.
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Figure 4- 22 : Influence de la température de mélage sur le rendement et sur la nature des intermédigs
radicalaires formés par AfKatG (gauche) et MtKatG (droite). En haut : Spectre RPE a 9 GHz enregistrés

a T=4K ; En bas : Spectres RPE a 9 GHz enregistré T=40K. Pour les deux protéines les conditions de
mélange et d’enregistrement des spectres sontestént identiques. Les conditions d’enregistremsmnit
identiques a celles des figures 4-12 A et 4-129peaetivement pour T=4K et T=40K.
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Le signal large d’AfKatG est plus sensible a I'effie la température que le signal de
MtKatG. En effet entre 0°C et 25°C, l'intensité signal large d’AfKatG est divisée par 1,5
alors gu'’il n'est divisé que par 1,2 pour MtKatGarReontre entre 25°C et 50°C, le signal
large d’AfKatG diminue moins que celui de MtKatGuiggue le rapport est de 5 pour
AfKALG et de 6 pour MtKatG.

L’intensité du signal enregistré a 40K n’est praéiment pas modifiee entre T=0°C et
T=25°C chez MtKatG et AfKatG. Par contre entre T*2%t T=50°C, Il'intensité du signal
est divisée par 2 pour AfKatG et par 2,5 pour MtKat

MtKatG est donc plus sensible a 'effet de la terapée, lorsqu’elle est supérieure a
25°C. Ceci est en accord avec les mesures devitécttatalytique. Apres 60s a 60°C,
MtKatG perd 50 % de son activité catalase alorsaglie d’AfKatG ne diminue que de 10 %.

D’apres ces résultats il est important de souligmez non seulement I'activité des
catalase-peroxydases est liée a la nature desawmxdiformés, mais également leurs

proportions respectives.

[1.4-D ETERMINATION DU ROLE DES INTERMEDIAIRES RADICALAIRES':

TESTS AVEC LES SUBSTRATS

Nous avons démontré que seule SyKatG forme urcabhgorphyrinique cationique
stable. De plus, avec cet enzyme, comme BsKat@l€afs, le tryptophane proximal n’est
priori pas le site de formation d'un intermédiaire raldica. Il I'est en revanche avec
BpKatG et MtKat@'. Avec AfKatG et EcKatG un signal large est égalendétecté, mais
nos résultats ne nous ont pas permis de déterteinésidu responsable de ce signal.

Afin déterminer la réactivité de ces especes wissale substrats, nous avons comparé
la réactivité d’AfKatG et de RcKatG.
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[1.4-1 Réaction avec 'ABTS.

Le spectre RPE de I'enzyme ferrique pré-incubécak®BTS en exces (5 fois)
pendant cing minutes a température ambiante estigde au spectre ferrique de I'enzyme

seul (figure 4-23).

AtKatG
AfKatG + PAA

T=4K T=4K

— AtKatG
— AfKatG + PAA

A

RcKatG
RcKatG + ABTS

RcKatG
RcKatG + ABTS

— T T T —— e R T T R T R
1000 2000 3000 4000 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)

Figure 4- 23 : Spectre 9 GHz des enzymes sous forrferique pré-incubés ou non avec I'ABTS. A
gauche : Spectre entier ; A droite : agrandissemerdu signal ferrique.

Pour les deux protéines, I'incubation n'impliguecan changement dans le spectre

natif.

Lorsque I'on fait réagir RcKatG avec l'acide pea¥tigue, un signal centré a g=2 est
observé dans le contrdle mais le rendement dealdiodé est faible (18 %). Par contre, quand
I'enzyme est pré-incubé avec I'ABTS, aprés ajoatcdie peracétique un signal étroit centré a
g=2 trés intense (55 fois plus intense que celtéadé dans le contrble) est observé (figure 4-
24 A et C).

Le signal ferrique apres réaction avec l'acideapétique (figure 4-24 B), est le méme

pour les deux échantillons, avec ou sans ABTS. [T8Be réagit donc pas avec le composé
Il pour régénérer I'enzyme natif et le cycle cdtiglye est bloqué au stade du composé Il.
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Figure 4- 24 : Spectres RPE a 9 GHz enregistrés &4K de RcKatG pré-incubée §pectres rougesou non
(spectres noirs) avec 'ABTS 5 fois en excés puigaitée par I'acide peracétique 20 fois en excés. YA
Spectres de 500 G a 4000 G. (B): Agrandissement diignal ferrique (de 800 a 1800 G). (C):
agrandissement de la région en g=2 (de 3200 a 3580 Les spectres en présence d’ABTS ont été enregistrés
dans les mémes conditions ; T=4K ; Puissance de®rondes 1mW, Modulation d’amplitude 4 G, Modwati

de fréquence 100 kHz et le Gain de 5*1Dans le cas du contrdle, le gain lors de I'acdatinn était dix fois

plus important (5*1¢). Sur les figures, les spectres ont été normalisd) la différence de signal sur bruit dans
I'agrandissement du signal ferrique.
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A 40K, le signal du radical organique en préseddBTS (largeur pic a pic 9 G)
centré a g=2 est différent de celui des radicaoxémues et notamment de celui observé pour
le contrOle (.e. en absence d’ABTS) dont largeur pic a pic esR2i&€. Ce signal peut donc
étre attribué a un radical ABTS. Il est importangé doter ici que les conditions
d’enregistrement du spectre a 40K du contrdle sbfiérentes de celles utilisées pour
enregistrer le spectre du radical ABTS, car le eemeht en radical avec le contrdle est trop

faible pour utiliser les mémes conditions.

ReKatG + PAA
{ReKatG avec ABTS} + PAA

T=40K

T X T 4 T . T '
3320 3340 3360 3380 3400
Magnetic Field (G)

Figure 4- 25 : Spectres RPE normalisés en intensities radicaux formés par RcKAtG en présencespectre
rouge) ou non (spectre noir) d’ABTS.Les conditions d’enregistrement des deux specwas différentes :
Spectre RougeT=40K, 1 scan, Gain 1,25*t0Puissance des micro-ondes : 0,5 mW, Modulatiamglitude :

0,5 G, Modulation de fréquence : 100 kiSpectre Noir: T=40K, 12 scan, Gain 1,25*},(Puissance des micro-
ondes : 1 mW, Modulation d’'amplitude : 1,5 G, Maatidn de fréquence : 100 kHz. Les deux spectres ont
ensuite été normalisés.

En absence d’ABTS.€. contrble), RcKatG forme trés peu de radical poptéi Il est
donc trés peu probable que ces radicaux réagisset 'ABTS, puisque la quantité de
radical ABTS formée est tres importante. Vraiserblglaent, 'ABTS réagit avec le radical
porphyrinique cationique. Si celui-ci n'est paseié¢ en absence d’ABTS c’est sans doute

parce qu’il a une durée de vie trop courte.

Pour AfKatG, en absence d’ABTS, apres réactiorc d\aeide peracétique un signal
large de 400 G est détecté et la conversion dwakfgrmrique est d’environ 60 %, donc bien
supérieur a celle de RcKatG. En présence d’ABTSideal large est remplacé par un signal
étroit et intense (8 fois plus intense que le dajr(figure 4-26 A, B et C). En outre, le signal

ferrique est 1,7 fois plus intense en présence @aBQue dans le cas du contréle.
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Figure 4- 26 : Spectres RPE a 9 GHz de AfKatG préacubée épectres bleus ou non Epectres magentp
avec I'ABTS 5 fois en excés puis traitée par I'acal peracétique 20 fois en exces. (C) Spectres de @
4000 G. (A) : Agrandissement du signal ferrique (d800 a 1800 G). (B) : Agrandissement de la régiom e
g=2 (de 3200 a 3500 G).es spectres en présence d’ABTS ont été enregidags les mémes conditions ;
T=4K ; Puissance des micro-ondes 1 mW, Modulatiamglitude 4 G, Modulation de fréquence 100 kHzeet
Gain de 5*16. Dans le cas du controle, le gain lors de I'acdatinn était dix fois plus important (5*40 Sur
les figures, les spectres ont été normalisés, @ alifférence de signal sur bruit dans I'agrandisset du signal
ferrique. (D) Spectres enregistrés a 40K normalisés en inteté&s Les conditions d’enregistrement des deux
spectres sont différenteSpectre Bleu T=40K, 1 scan, Gain 1,25*40Puissance des micro-ondes : 0,5 mW,
Modulation d’amplitude : 0,5 G, Modulation de fré&nee : 100 kHzSpectre Magental=40K, 6 scan, Gain
1,25*1¢, Puissance des micro-ondes: 1 mW, Modulation glamde : 1,5 G, Modulation de fréquence :
100kHz. Les deux spectres ont ensuite été norrnsalisé
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Comme pour RcKatG, la forme du signal a 40K ersgmée d’ABTS est beaucoup
plus étroite (9 G) que celle du contrdle. L’ABTSagé#ait donc de la méme facon qu’avec
RcKatG, c’est-a-dire avec le composé |. D'autret,paomme l'intensité du signal ferrique
apres la réaction avec l'acide peracétique estfdis/plus grande que dans le contréle, il
semble que dans le cas d’AfKatG et contrairemefRcKAtG, 'ABTS réagisse avec le

compose Il.

Les signaux enregistrés a 4K et 40K des radicaBX 3\ obtenus avec AfKatG et

RcKatG dans les mémes conditions expérimentaldsceomparés dans la figure 4-27.

T=4K T=40K

—— (ReKatG avec ABTS} + PAA {RcKatG avec ABTS} + PAA
—— (AfKatG avec ABTS} + PAA — {AfKatG avec ABTS} + PAA
L} I T l T I T I T I T I T
3200 3300 3400 3500 3320 3340 3360 3380 3400
Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)

Figure 4- 27 : Spectres des radicaux ABTS obtenusvac AfKatG (bleu) et RcKatG (rouge). A gauche
enregistrés a 4K et a droite enregistrés a 40KRRour chaque température, les conditions d’enregignt sont
les mémes avec les deux enzymes.

Pour les deux enzymes, la forme du signal esttigié® aux deux températures. Par
contre, les rapports d’intensité sont différents4ky le signal obtenu avec RcKAtG est 1,8
fois plus intense que celui obtenu avec AfKatG eetm@@me rapport est de 1,2 a 40K. Ces
différences d’intensités peuvent étre expliguéesamsidérant que ces deux radicaux ont des
propriétés de relaxation différentes, qui sont dud'snfluence du métal. Les puissances de
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saturation du radical ABTS étant différentes (aRilk= 24uW avec AfKatG et /=98uW
avec RcKatG), l'intensité plus faible du radical AB d’AfKatG pourrait avoir son origine
dans des effets de saturation. Un modéle envisigeabque le site de fixation de 'ABTS,
serait plus proche de I'héme dans le cas de RcKaSt intéressant de noter, que l'activité
spécifigue de RcKatG vis-a-vis de I'ABTS est enmirdeux fois plus élevée que celle
d’AfKatG (respectivement de 3,0+0,02 mM ABTS.mipM hémé& et 1,7+0,02 mM
ABTS.min".uM hémé"). La fixation du substrat sur un site plus éloigérrait impliquer un
transfert d’électron ralenti pour I'oxydation d&ABTS par le composé [Fe(IV)=0 P& et

expliquer la plus faible activité d’AfKatG.

[1.4-2 Réaction avec I'INH.

Les résultats obtenus en spectroscopie RPE a 9a@étzI'INH sont représentés sur la
figure 4-28. Sur la figure A sont représentés lpsctes RPE a 4K du signal ferrique de
RcKatG et AfKatG avant et aprés incubation aveblHll Contrairement a BpKatG, en
absence d’oxydant les signaux ferriques ne sontraatifiés par la présence de I'INH. Une
interprétation est que le site de fixation de I'INlEins AfKatG et RcKatG n’est pas identique
a celui de BpKatG. Dans AfKatG et RcKatG, ce siefigation ne doit pas interférer dans le
réseau de liaisons hydrogéene de la partie didthlles structures de RcKatG et d’AfKatG, ni
celle d'un complexe KatG-INH ne sont actuellemespdnibles. Nous ne sommes donc pas

en mesure de localiser le site de fixation de I'lN&hs ces enzymes.

Aprés ajout de I'oxydant et pour les deux enzyniggie 4-28 B et C), il apparait
nettement que la présence d’'INH implique une ditdmudrastique de l'intensité du signal
des radicaux protéiques. Pour RcKatG, aucun sigoakspondant a un radical organique
n'est détecté. En I'occurrence, contrairement &8T/&, le produit de I'oxydation de I'INH
n'est pas détecté. L'enzyme n’est toutefois pastiva vis-a-vis de I'INH car la conversion
du signal ferrique est Iégérement supérieure & ckll contréle. Comme aucun radical n’est
détecté deux hypothéses sont possibles : INH réagit le radical porphyrinique cationique
et empéche le transfert d’électron entre la tymsihla porphyrine d’avoir lieu ou INH réagit

avec le radical tyrosyle.
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Figure 4- 28 : Effet de I'INH sur la formation des radicaux protéiques chez AfKatG et RcKatG. (A)
Influence de la fixation de I'INH sur le signal ferique enregistrée a T=4K et 9 GHz. (B) Influence sula
formation des radicaux protéiques. (C) : Agrandissment du signal des radicaux protéiques, les spectre
pour AfKatG étant normalisés. (D) Influence sur laformation des radicaux protéiques enregistrée a
T=40K et 9 GHz.Les conditions d’enregistrement : pour (A) et (Be® correspondent a celles de Figure 4-13
A et pour (C) a celles de figure 4-12 DINH est utilisé deux fois en excés et I'acide aedtique est utilisé 20
fois en excés (les excés sont toujours calculésrggport a 'héme). Le temps de réaction est det2a

température de réaction 0°C.
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Pour AfKatG, en présence d’'INH, I'intensité durggjdes intermédiaires protéiques
est divisée par 3,5 par rapport a celle du con&&i. Si on réalise cette méme comparaison
avec les spectres enregistrés a 40K (figure 4-28D¥ignal du contrdle est divisé par 7. Tout
comme nous I'avons démontré pour BpKatG, il sengple le composé [Fe(IV)=0 Tt} ne
réagisse pas avec I'INH et donc ce dernier rédgixaac I'un ou les deux radicaux isolés.

Dans le cas de MtKatG, le signal de [Fe(IV)=0 3] est deux fois plus intense
lorsque I'enzyme est pré-incubé avec I'INH, avantéaction avec l'acide peracétigueOr
ce phénomene n’est pas observé avec AfKatG et RKah considérant que le site de
fixation est différent dans MtKatG, dans AfKAtG BCKALG, il est possible que I'espéce
réactive par rapport a I'INH avec les deux derriéfatGs soit le [Fe(IV)=0 Poi, comme

dans le cas de la HRP.
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CONCLUSIONS

Les sept catalase-peroxydases étudiées au cowurs wavail de thése possedent une
similarité dans leurs séquences allant de 50 a .7De¥% quatre structures cristallographiques
disponibles$®® révelent un haut degré de similitude, en partcutians I'environnement de
I’'hnéme. Les résidus du site actif sont conserveéksesuperpositions des structures montrent
un parfait alignement. Seules quelques différensiacturales dans l'arrangement en
tridimensionnel de la chaine polypeptidique sordenées. En particulier, la modification
covalente entre les résidus Trplll-Tyr238-Met264ladgartie distale (numérotation de
BpKatG), qui est conservée parmi toutes les caghasoxydases étudiées, joue un rdle
essentiel dans la modulation de l'activité cataldseces hémoprotéiré$. Malgré ces
apparentes similarités structurales, cette étuded#ére qu'’il existe des différences au niveau
des intermédiaires catalytiques formés au sein cd¢slase-peroxydases. Notre étude par
spectroscopie RPE montre que trois sous-groupé&aties peuvent étre distingués selon les
especes radicalaires formées par réaction avaedd geracétique:

» BpKatG, MtKatG, AfKatG et EcKatG forment trois €ses radicalaires alternatives,
dont une se forme sur un tryptophane proche denfiatde fer. Pour BpKatG et MtKatG, le
radical se forme sur le tryptophane proximal. Lesxdautres radicaux se forment sur un autre
tryptophane et une tyrosine.

» BsKatG et SyKatG forment un radical tryptophanydd@ué sur le Trpl06 chez
SyKatG, et un radical tyrosyle.

* RcKatG forme une seule espéce alternative etrcensutyrosine.

Dans tous les cas, a I'exception de SyKatG, I'esée(IV)=0 Por'] n'est pas détectée a
I'échelle de la seconde, c'est-a-dire a I'écheietemps utilisée pour nos expériences RPE.
Nous pouvons donc supposé que cet intermédiairdeesburte durée de vie. Cependant des
preuves de sa formation ont été obtenues avecxpesiences de stopped flow avec MtKatG
et BpKatG. Une preuve indirecte de sa formatiorsdacKatG est fournie par les expériences
en présence d'ABTS.

Nous avons également pu démontrer que le siterdeafmn du radical tryptophanyle
isolé (sans interaction magnétique avec le fertnfms localisé sur le méme résidu dans
BpKatG et SyKatG. Ces différences au niveau desrnmddiaires formés pourraient expliquer
les différences observées dans la réactivité dedasa-peroxydases, notamment avec les
deux substrats que nous avons testés ainsi qus adlservées dans I'efficacité des réactions

d’oxydation.
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Bien que le substra vivo des catalase-peroxydases soit toujours inconng aoons
utilisés I'ABTS dans nos tesis vitro. D’aprées les spectres RPE, la fixation de 'ABTS
n’induit pas de changement dans la géométrie del aitif. D’aprés nos résultats de
spectroscopie RPE, il est possible que les sitefixdtion de I'ABTS soient différents pour
chaque catalase-peroxydase.

D’aprés notre étude, I'ABTS réagirait avec l'intédmaire [Fe(IV)=O Pdf]. Si
'ABTS se fixe a la surface de la protéine, celgngierait qu’'il existe donc un chemin de
transfert d’électron entre I'ABTS et 'heme. Cepantidans le cas des catalase-peroxydases,
il est possible que les radicaux protéiques obsepatticipent a cette chaine de transfert
d’électron, mais que la présence de 'ABTS accéhiree transfert, d’ou I'absence de signal
en RPE. On peut également envisager que le trand®ectron utiliserait un chemin
différent et que la réaction entre 'ABTS et lesatase-peroxydases devienne prioritaire par

rapport aux transferts d’électron intramoléculalogsqu’il est présent.

Dans le cas de I'INH, il a été démontré que l'intédiaire [Fe(IV)=0 Trp] n’est pas
une espece impliquée dans la réaction avec la ggadr Nous avons donc conclu que ce
dernier devait réagir avec l'un des résidus isaésavec le composé [Fe(IV)=0 Pgr
Cependant, les résultats de notre gréupeec MtKatG étayent l'idée que le radical
tryptophanyle serait nécessaire a l'activité. Tfoite on ne peut pas déduire de nos
expériences si la formation du radical tryptopharpiécéde celle du radical tyrosyle, puisque
ces deux espéces contribuent simultanément aursgReE obtenu par mélange manuel. Le
fait que l'activation de I'INH ne soit pas réaliséa I'heme indique que le site de fixation de
I'INH n’est pas le méme que celui des substratsatmues chez les peroxydases, telle que la
peroxydase de raifdft Toutefois, Metcalfe etoll.*® ont publié récemment les structures de la
CcP et 'APX co-cristallisées avec I'INH. |l apparajue dans ces deux protéines I'INH se
fixe pres de I'hnéme.

La localisation du site de fixation de I'INH dares|catalase-peroxydases est encore
actuellement en débat. La structure de BpKAtG presaine densité électronique non
identifiée juste avant le rétrécissement du calzalogs, a 10 A de 'héme et & proximité de la
Ser324 (figure 4-29 A). La méme densité électromigu été observée chez MtKatG par
Bertrand etoll.® mais ceux-ci ont argumenté que cette région eptpetite pour permettre la
fixation d’une molécule de type pyridine et suggéigu’'une molécule de solvant est localisée
a cet emplacement. Selon, Bertranddt. le site de fixation des composés aromatiques est
localisé pres de I’'heme, comme c’est le cas chepéeoxydases monofonctionnelles (figure
4-29 B).
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Trp309
267l W5

Alaldld

Thri23

Figure 4- 29 : Site de fixation de I'INH (A) propo par Carpena etcoll® d’aprés la structure de BpKatG
(résolution de 1,7 A). (B) Site proposé par Bertras et coll.®d’aprés la structure de MtKatG (résolution de

2,4 A).

Le site actif des catalase-peroxydases est plusngm@ que celui des peroxydases
notamment par la présence de la boucle LL1 (vdiodtuction). De plus, la présence du
réseau de liaisons hydrogéne dans la partie didtaéte actif des catalase-peroxydases serait
modifiée par la fixation de I'INH prés de 'hemes qui se traduirait par des changements
significatifs sur le spectre RPE de la partie tpre en présence d’INH, tels que ceux observeés
chez les mutants des résidus de la partie disPeleous avons vu que ce n’était pas le cas ni
chez BpKatG, ni chez RcKatG ni chez AfKatG.

L’identification du site de formation du radicayptophanyle et du radical tyrosyle
serait d'une aide précieuse pour déterminer le dtdixation de I'INH dans les catalase-
peroxydases ainsi gue le mécanisme de réactiomstj@ncore mal compris a ce jour.

Comme nous l'avons démontré pour BpKatG, le méoamige la réaction de type
catalase n’est pas identique a celui des catatabesne monofonctionnelles, tandis que celui

de la réaction type peroxydase n’est pas celupdesxydases monofonctionnelles.

Bien que les sites de formation des radicaux isséesoient pas encore déterminés au
sein des catalase-peroxydases, une conclusion tamperse dégage de nos résultats : les
radicaux protéiques formés par transfert d’électiotramoléculaire dans les catalase-
peroxydases ne sont pas issus de réactions parasdis ils constituent des sites alternatifs
d’oxydation des substrats. Ces sites de formatmmadicaux protéiques sont d’autant plus
importants gu’ils sont uniques. Dans le cas de 8gKale radical tryptophanyle se forme

uniquement sur le Trpl106.
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Tout comme dans le cas des peroxydases monofoneties, il apparait que les
catalase-peroxydases présentent une diversitésaawndes intermédiaires radicalaires formés
tant dans leur nature que dans leur localisaties. dignaux ferriques des enzymes natifs sont
différents et présentent des dépendances en pHeratites, ce qui indique que
'environnement de 'héme n’est pas exactementtidea parmi les catalase-peroxydases.
Ces subtils changements peuvent étre associés spdesicités de substrats. Comme nous
'avons démontré, MtKatG réagit de facon trés effie avec I'INH ce qui n'est pas le cas
pour les autres catalase-peroxydases, pour lesgqueil observe toujours une compétition
entre la réaction d’oxydation de I'INH et le tramdf d’électron intramoléculaire. Ces
protéines semblent donc s’étre adaptées et s&mali en fonction de leur niche

environnementale.
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INTRODUCTION

Comme nous l'avons démontré dans ce travail, lmdbion de radicaux tyrosyles ou/et
tryptophanyles, issus du transfert d’électron min&culaire vers I'héme, apparait comme une
caractéristique commune de certaines catalasegiffehall) et catalase-peroxydases ou
peroxydases bifonctionnelles (chapitre 1V). Ceslltéts permettent de généraliser les cas déja
connus de la cytochroneperoxydase, de la peroxydase de lignine ou dedat&ylandine H
Synthas&***®, Dans ce chapitre notre objectif est de comprendse propriétés physico-
chimiques permettant et favorisant la formation @delicaux protéiques en tant qu’intermédiaires
alternatifs a l'intermédiaire typique des hémoprwsé, le composé [Fe(IV)=0 P& Parmi les
différentes stratégies possibles, telles que idailon de systemes modéles comme la
microperoxydase ou l'ingénierie des sites de foiwnatles radicaux protéigques, nous avons
choisi d’étudier une peroxydase de raifort recomdé dans laquelle 'neme, avant d’étre replacé
dans la protéine, a été modifié par liaison coval@vec un résidu tyrosine ou tryptophane. La
peroxydase ainsi reconstituée a été étudiée patrepeopie RPE et par spectrophotométrie
d’absorption électronique UV-visible, afin de ddézcd’ éventuels radicaux tyrosyles ou

tryptophanyles.

Dans la premiére partie de ce chapitre, nous rbgpak les propriétés de la peroxydase
de raifort. Puis dans une deuxiéme partie, nouseptérons les résultats obtenus avec la

peroxydase reconstituée.

A. LA PEROXYDASE DE RAIFORT.

La peroxydase de raifort (HRP) est une hémopretgin utilise le peroxyde d’hydrogéne
pour oxyder une grande variété de substrats. Lemam de plantes contiennent plusieurs
isoformes de peroxydases (30 dans le cadrderique rusticageet lI'isoforme C est le plus
abondant dans celle du raifort. La production @@a2yme recombinahtl permis des avancées
majeures dans la compréhension de la structure ket fdnction de la HRP. En 1997, la structure
cristallographigue de la HRP C a été obtér{figure 5-1) et plus récemment, les structures a
haute résolution des intermédiaires catalytigjuelisieurs roles physiologigues ont été attribués
a la peroxydase de raifort, notamment le métabelisie I'acide indole 3-acétique et la

lignification.
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Figure 5- 1 : Structure tridimensionnelle de I'isobrme C de la peroxydase de raifort a gauché.’ héme est
représenté en rouge, il est localisé entre lesggatistale et proximale, chacune contenant un eidencalciumA
droite est représenté I'environnement de 'hémeD’aprés Gajhede 1987Numéro PDB : 1ATJ
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|. GENERALITES ET STRUCTURE TRIDIMENSIONNELLE

L’isoforme C de la peroxydase de raifort est canétid’une chaine polypeptidique de
308 résidus, dont la séquence a été déterminékimpder en 1978. Le site actif est constitué
d'un héme (protoporphyrine IX a Fe(lll)) et dewores de calcium, I'un nécessaire pour
I'activité enzymatique, l'autre pour maintenir kéyrité structurale Le ligand axial de I'héme
est I'histidine 170 tandis que la sixieme posite@ncoordination est vacante dans I'enzyme natif
et reste disponible pour le peroxyde d’hydrogénedpat la catalyse. Le monoxyde de carbone,
le cyanure, le fluorure et I'azoture {lN peuvent se lier a 'atome de fer dans cettetioosi

distale, formant ainsi des complexes hexacoordinés.

Les deux sites de fixation des atomes de calcmh Iscalisés du c6té distal et proximal
par rapport au plan de 'héme et restent en corteet la région héminique par un réseau de
liaisons hydrogéne. Sept ligands entourent chatpmeade calcium : des carboxylates (Asp),
des groupes hydroxyles (Ser, Thr), le squelettbare et une molécule d’eau structurale (dans
le site distal uniguement). La perte d'un atomecdkium se traduit par une diminution de
I'activité enzymatique, par une diminution de lakslkité thermiqu& mais également par de
faibles réarrangements dans I'environnement dem#&e qui peuvent étre détectés par

spectroscopie RPE

L’enzyme est essentiellement constitué d’hélicesLa partie proximale et la partie
distale de la protéine forment deux domaines dittirCes deux domaines sont probablement le
résultat d’une duplication de géne. Cette propmsiist étayée, notamment par la présence des
sites de fixation du calcium. En tant que peroxgdde classe Il de la superfamille des
peroxydas€d la HRP contient trois hélicest supplémentaires par rapport aux autres
peroxydases. Une de ces hélices fait partie du daaaces a I’lhéme. Selon certains auteurs cette
insertion expligue la stabilité des espéces raglieal produites au cours de son cycle
catalytiqué,
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[I. MECANISME CATALYTIQUE

Les réactions catalysées par la HRP, peuvent@&renées par I'équation suivante :

H,O,+2 AH,0™H, 2 H,O0+ 2 AH Equation 5-1

AH; représente le substrat et Asbn radical.
Les substrats les plus courants sont des phénofsatiques, des acides phénoliques,

I'indole et ses dérivés, des amines et des suksnat

La HRP catalyse le couplage oxydant de composésgtiques en utilisant le peroxyde

d’hydrogéne comme oxydant. La réaction est divesg&ois étapes principales.

- Premierement, I'enzyme est oxydée par le peroxytdeyddogene
(oxydation a deux électrons)

- Par deux réactions successives de réduction a eotr@t par deux
molécules de substrat, 'enzyme est régénéré aammétat initial.

- Les radicaux issus de la réaction avec la HRP pgudanériser,
notamment si le substrat est un dérivé phénolidige produit final
dépend de la nature chimique du radical formé,edevironnement et de

I'isoforme utilisé*.

La formation de produits radicalaires par la HRRraodes indications sur la fonction
vivo de la protéine. La HRP pourrait, ainsi, étre impée dans la polymérisation des précurseurs

de la lignine.
La réaction catalytique de la peroxydase de raiétren particulier de 'isoforme C, a été

largement étudié®. Les principales étapes de ce cycle catalytiqug seprésentées sur le

schéma 5-1.
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Composé |
HRP native
[Fe(IV)=0 Por*]
[Fe(ll) ]
S,0x
S
Composé |l
° [Fe(IV)=0] 5,0x

Schéma 5- 1 : Cycle catalytique de la peroxydase dafort. S représente le substrat.

La premiere étape du cycle catalytique est la idaentre le Fe(lll) de 'enzyme natif et
le peroxyde d’hydrogéne pour former le composé#([V)=0 Poi'], qui est un oxydant trés
puissant. La réduction a un électron de cette espécessite la participation d’'un substrat et
conduit a la formation du composé Il, une autreeespxoferryle [Fe(IV)=0]. Le compose Il est
encore une espece tres oxydante. Il peut doncrréagc une autre molécule de substrat, a

nouveau par réduction a un électron, pour régéteferme native de I'enzyme.

D’apres le mécanisme établi par Poulos et Kfalat réaction de formation du composé |
débute des I'entrée du peroxyde d’hydrogene dacavdé distale de ’'heme. Un intermédiaire
transitoire est obtenu avec I'ion H-O-Oconjugué du peroxyde d’hydrogéne, coordinannl’io
Fe(lll) tandis que le proton acide a été transférkhistidine distal€. Au cours de I'étape
suivante, la liaison O-O se rompt hétérolytiquemBrins I'état de transition, la charge négative
portée par I'atome d’oxygéne non lié au fer esbibtge par I'His42 et I'Arg38&ia des liaisons
hydrogéne et des interactions électrostatiquesnglication de Il'arginine distale dans la
formation du composé | de lacE a été démontré grace a la structure decR €dus sa forme
oxy (Fe(l)-Qy)*. La structure cristallographique de la HRP-C aoné le role essentiel des

résidus histidine et arginine de la partie distdéns la formation du composé |.
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Figure 5- 2 : Cycle catalytique proposé pour les pexydases de plantes avec de petits substrats phégaes.
La premiére étape est la formation du composé ht d® mécanisme a été établi par Pouloxat'’. Puis,
I'arginine38 établie une liaison hydrogéne avegygene phénolique du substrat. Cette liaison hy&negssiste le
transfert de proton de I'oxygéne phénolique a titise42, grace a une molécule d’eau, présente kgasise actif,
maintenue en position par la proline139. L'électeshtransféré du substrat a 'héme. Le compoa#si formé est
a son tour réduit par le méme processus. Un progan étre transféré a 'oxoferryle grace a une md&d’eau,
située a équidistance de I'histidine 42 et de Isitipm attendue pour I'oxygéne du composé |l petamttle retour a

I'enzyme natif. D’aprés Galjhed®
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Le site de fixation des substrats aromatiquesoestiké prés de ’heme, permettant ainsi
la réaction par déprotonation du substrat. Le dé@dixation de lI'acide férulique a été mis en
évidence par des cristaux de I'enzyme rendu inpetiftomplexation du fer par un ion cyarttre
Un mécanisme de réduction des composés | et |l &@ déduit. L'oxydation des molécules de
substrat par les peroxydases de plantes, s’accarapiign transfert de proton depuis le phénol
jusqu’a I'histidine distale ou I'oxygéne de I'oxofgle. Le départ de ce proton est favorisé par la
liaison hydrogene qu’il établit avec I'Arg38. Dams cas de la réduction du composé |,
I'accepteur final du proton est 'histidine distalén électron est transféré du phénolate au cycle
porphyrine et le radical ainsi obtenu peut se digsale 'enzyme. Dans le cas de la réduction du
compose I, le proton, d’'une seconde molécule dstsat, est transféré a la partie oxoferryle et
I'électron a I'atome de fer. L'implication d’'une négule d’'eau est supposée dans les deux
transferts et celle-ci serait a équidistance des#iR et de I'oxygéne des especes oxoferryles.

L’oxydation des substrats par la HRP a lieu a prité de la partie de 'héme accessible,
c’est a dire entre le groupement méthyle du carl®b@ et les protonmésodu carbone C20
(schéma 5-2). Ce site d’interaction, entre 'enzygh&es différents substrats, a été identifié avec

des hydrazines et I'azoture de sodium, entre &atres

H3C

Oxydation

des substrat HaC

HOOC
COOH

Schéma 5- 2 : Structure de I'héme de la HRP.e site I'oxydation des substrats est souligné lem lans le
schéma.
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[Il. CARACTERISATION PAR SPECTROSCOPIES D’'ABSORPTION UV-
VISIBLE ET DE RESONANCE PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE .

Les spectres d’absorption électronique UV-visitidela HRP-C native, du composé | et
du composé I, espéces caractéristiques du cytiytique de I'enzyme (figure 5-3). Le spectre
de I'enzyme natif présente une bande de Soret &nA04t des bandes de transfert de charge a
500 et 640 nm. La bande de Soret présente un é@paniea 380 nm. Cet épaulement a été
attribué a la forme pentacoordiné de I'heme.

Apres ajout du peroxyde d’hydrogene, (figure 5-8ctpe vert), la diminution de la bande
de Soret et l'apparition de la bande de transfertcdarge a 648 nm ont été corrélées a la
formation de l'intermédiaire oxoferryle radical payrinique cationiqgue (composé 1). Avec la
formation du composeé Il (figure 5-3 spectre roudj@)tensité initiale de la bande de Soret est
retrouvée mais elle est déplacée a 420 nm et deuxelles bandes apparaissent a 427 et 554

nm, signature de I'oxoferryle.

"7 Native [404 500 o
2 S ’
et / /554
0.8
11 L 0,08
8}
2 06- 580
3 I 648 Fo0s
S
£
0.4 L 0,04
640
0.2 4 L 0,02
0.0 +—r——r e 11— 1 1 1 000

360 380 400 420 440450 500 550 600 650 700

Figure 5- 3 : Spectres d’'absorption UV-visible ded peroxydase de Raifort sous sa forme native (noiet de
ces composé | (vert) et 1l (rouge).
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Comme décrit dans les chapitres précédents, Iirédraire [Fe(IV)=0] est silencieuse
en RPE tandis que le spectre de I'enzyme nati€asictéristique d’une espece Fe(lll) spin fort,
avec deux résonances majeures =6 et g=2 (figure 5-4, spectre noir). Par combinaison des
spectroscopies RPE et Mdssbhauer, le spectre [209® G) centré a g=2 (figure 5-4 spectre vert)
a été attribué a l'intermédiaire oxoferryle radipalphyrinique cationique ou Compo$g |

Native

Compose |

y

T=4K

T
400 500

| |
200 300
Magnetic Field (mT)

Figure 5- 4 : Spectre RPE a 9 GHz de la peroxydaske raifort native (spectre noir) et du composé | (gectre
vert). Les deux spectres sont enregistrés dans les méomelitions : T=4K, modulation d’amplitude 1,6G,
Puissance des micro-ondes 1mW, Modulation de fiézpi@00kHz.

|
100

B. LA PEROXYDASE DE RAIFORT MODIFIEE .

La peroxydase de raifort est une des peroxydasesileux caractérisées. Les structures
de la forme ferrigue ainsi que de ses intermédiaite composé | et le composé Il, sont
disponibles et ces trois espéces sont égalemeattéasées par spectroscopie de Résonance
Paramagnétique Electronique et par spectrophot@nétabsorption UV-visible. Pour notre
étude, cette protéine est particulierement inté@rgssparce qu’elle ne forme pas de radicaux
issus de I'oxydation d’acides aminés.

Nous avons modifié la structure chimique de I'hgmésent au sein de cet enzyme en le

reliant & une tyrosine ou un tryptophane, suschkestitte stabiliser un radical et de pouvoir. Ainsi
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nous pourrions déterminer les contraintes struldsrgermettant I'équilibre entre les deux
formes radicalaires ([Fe(IV)=0 P&} et [Fe(IV)=0 Tyi] ou [Fe(IV)=0 Trp)).

Dans I'hnéme modifié, I'acide aminé supplémentadst relié a l'une des fonctions
propionates de I'hnéme : directement dans le cadadgrosine et espacé par une glycine

additionnelle dans le cas du tryptophane.

H3C HsC

H

C

o¢<

2C.
H
New,
OH

H,C
\CHZ
O)\NH

ZT

OH

NH

OH

Schéma 5- 3: Représentation des protoporphyrinesX) modifiées, utilisées dans les expériences de
reconstitution de la peroxydase de raifort.

Afin de n’obtenir spécifiguement qu'un seul type Haison peptidique, la fonction
carboxylique du groupe propionique de I'heme edfiva@cpar estérification avec le 1-
hydroxybenzotriazole (HOBt) et leO-(benzotriazol-1-yl)N,N,N’,N-tetraméthyluronium
hexafluorophosphate (HBT®) tandis que celle de la tyrosine ou du dipeptide-Tep est
protégée par formation de I'ester de méthyle cpopdant (trés peu réactif) (schéma 5-3). En
appliguant une telle procédure a la protoporphy(iX¢, on obtient un mélange des produits de
mono- et bis-condensation, sur les deux groupesigrates de 'héme. Ces deux produits sont
séparés sur colonne chromatographique puis purggs HPLC. Les produits désirés, la
Protohémine-Tyr et la Protohémine-Gly-Trp, ont éasactérisés par RMN, spectroscopie de

masse et par spectrophotométrie d’absorption éleigine UV-visible. Une des difficultés
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majeures dans la synthése du composé protohémimestya déprotection de la tyrosine. En
effet, pour éviter les produits secondaires, dansds de la tyrosine, il faut protéger non
seulement son groupe carboxyligue mais égalementgsoupe hydroxyle. Cette réaction de
déprotection, réalisée dans des conditions treesgdumplique une diminution importante du
rendement. Le composé protohémine-Gly-Trp a doaiplis largement utilisé dans les essais de

reconstitution de la peroxydase de raifort.

NH

COOMe
HOBt

HBTU

OH

COCH COCH COOH ©
HN

COOMe

OH

Schéma 5- 4 : Représentation schématique de la shgse du composé Protohémine-6-(7)-L-méthyl-
ester de la tyrosine
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|. RECONSTITUTION DE LA PEROXYDASE DE RAIFORT .

Une fois modifié, I'neme doit étre réintroduit sein de I'apoprotéine, pour tenir compte
également du réle de I'environnement protéique darfermation du radial. La procédure de
reconstitution de la protéine, a partir de la pgdase de raifort native, est la suivénte

1°)_Préparation de l'apoprotéinda peroxydase de raifort native est traitée gHntres acide

(pH=2) pour permettre la libération de son hemepagphyrine libre est alors extraite par de la
2-butanone.

Apres purification (dialyse), la concentration dapb-HRP ainsi obtenue est évaluée par
spectrophotométrie d’absorption électronique UVibkes en mesurant I'absorbance a 280 nm

(coefficient d’extinction molaire=3500 M*.cm%).

2) Insertion de 'héme modifié dans I'apo-HRPheme modifié est dissout dans le méthanol et

est ajouté a la solution d’apo-HRP. Pour perméitrsertion de celui-ci, le mélange est incubé
pendant une heure a 4°C puis dialysé dans un tapipmsphaté a pH=8.
3) Restructuration de I'enzymea structure tridimensionnelle de I'enzyme se meif® lentement

autour de I'hnéme. Aprés plusieurs jours, la praéieconstituée est séparée de I'apoprotéine et
de 'hnéme modifié seul par chromatographie.

- 266 -



Clitag 5 : Peroxydases modifiées

|I. CARACTERISATION DE LA PEROXYDASE DE RAIFORT MODIFIEE

Le spectre RPE de I'enzyme native est dominé paigleal rhombique avec des valeurs
de g, g, et g de 6,47 ; 5,05; 1,97 a pH 7,2 et 6,56 ; 5,1®6 B pH 5,2, respectivement. Le
spectre de I'enzyme reconstitué montre la contidluti’un signal axial et d’'une proportion du

Fe(lll) a I'état spin faible (étoile bleue sur lgudre 5-5).

*
*
HRP modifiée

—pH=7.2
——pH=5.8

! T K T i T T T T T T T T 4 T i T T T T T
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 3200 3300 3400 3500 3600

Magnetic field (G) Magnetic Field (G)

Figure 5- 5 : Spectre RPE de I'état ferrique de lperoxydase de raifort (haut) et de la peroxydase deifort
modifiée (bas). A gauche est représenté la région @ge6 et a droite la région a ¢2. Les conditions
d’enregistrement des spectres sont identiquedeésai la figure 5-4.
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Ces différences notables, entre le signal de yerznatif et de I'enzyme modifié, sont
attribuées aux modifications de I'environnement’déme, induites par un possible changement

d’orientation de celui-ci aprés insertion dansdate protéique (figure 5-6).

Figure 5- 6 : Structure de la peroxydase de raiforsuperposé avec la structure de I’héme modifié&( veri). En
rouge est représenté I'héme de I'enzyme natif e¢n bleu les résidus aminés essentiels pour la réaction de
dismutation du peroxyde d’hydrogéne.La figure B représente une vue tournée de 90° gggpart a la figure A.
Les figures du bas représentent un agrandissemedidaatés a I’héme selon les deux canaux présemts i HRP
native. L'ajout du dipeptide Gly-Trp ne semble pazquer I'accés a 'héme au peroxyde d’hydrogéne.
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Nous avons testé la réactivité de 'HRP modifieecae peroxyde d’hydrogene (figure 5-
7). A différence de I'enzyme native, le signal dan@posé | n’est pas détecté pour I'enzyme
reconstitué bien que I'on puisse observer le chauege de couleur de I'échantillon. De plus, la
disparition du signal ferrique & g=6 et a g=2 suggpie I'intermédiaire formé est silencieux en
RPE. Aucun signal de radical protéique n’est détect

H 0. deux fois en exces. 10s de réaction a 0°C

—~

H 0_deux fois en exces. 10s de réaction a 20°C

2000 4000
Magnetic Field (G)

Figure 5- 7 : Spectres RPE de la peroxydase de raif (haut) et de la protéine modifiée (bas) traitée par le
peroxyde d’hydrogéne deux fois en exceke temps de mélange est de 10s et la réactiogalssée dans la glace.
Le conditions d’enregistrements des spectres ssmnBme que pour la figure précédente.
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Figure 5- 8 : Spectres d’absorption UV-visible deéchantillons RPE décongelés dans le cas du contrfleaut)

et dans le cas de la

protéine modifiée (bas).
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Le spectre d’absorption UV-visible (figure 5-8 pde ce méme échantillon présente les
bandes caractéristiques de I'espéce oxoferryld\leQ] a savoir la bande de Soret a 414 nm et
deux bandes de transfert de charge a 526 et 552 asr.ésultats indiquent que I'introduction de
la protoporphyrine-Gly-Trp dans la peroxydase déomafavorise la réaction de formation du
compose |l et déstabilise le composé |. En effeetn lgju’il ne soit pas détecté, il est tout a fait
vraisemblable que le composé | se forme égalemest Benzyme modifié mais qu’il évolue
trés rapidement vers le composé Il. Par comparaams I'enzyme natif (figure 5-8 haut) les
bandes d'absorption du composé | sont encore obsgpres 5 min de réaction a 0°C. Dans les
deux cas, apres 25 min de réaction a températuseaata, le signal ferrique est retrouve.

Nous pouvons conclure que la modification surrieeinduit des changements dans la
structure électronique de I'héme ayant comme ré@su#t déstabilisation de lintermédiaire
[Fe(IV)=0 Poi"], comme nous I'avons observé pour certaines caalévoir Chapitre 3). Il est
possible que lintermédiaire [Fe(lV)=0O Tipsoit formé mais de durée de vie trés courte,

contrairement a la€® ou a la peroxyde de lignine.
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Un des inconvénients, avec la peroxydase de taionmerciale de chez Sigma, est que
lorsqu’on réalise les expériences de spectrosdepieé a pH neutre une grande quantité de fer
spin faible est formée. Afin d’éviter ce phénoméneys avons utilisé dans la suite de I'étude

une peroxydase commerciale de chez Biozyme.

T=4K
HRP
*
HRP modifiée
—pH=7.6
—pH=54
T T T T T T T T T T ! T T
900 1200 1500 2500 3000 3500 4000 4500
Magnetic Field (G) Magnetic Field (G)

Figure 5- 9 : Spectre RPE a 9 GHz de la peroxydaske raifort de chez Biozyme sous forme ferrique (ha et
de I'enzyme modifiée de chez Biozyme (bas). A gawclst représentée la région autour de g=6 et a diwila
région autour de g=2.Les spectres sont enregistrés dans les mémes ioosdifue sur la figure 5-7. Etoile bleue :
faible quantité de Fe(lll) spin faible.

L'influence de la modification sur I'hnéme apparaticore plus clairement avec cette
protéine. Le signal rhombique de I'heme dans letréts (HRP native) devient completement

axial apres reconstitution, aveg=$,07 et g=1,99. Il y a toujours un peu de fer sous la forme

spin faible (étoile bleue).

Comme nous l'avons vu pour les catalases, lesittomsl expérimentales telles que la
température ou l'exces d’oxydant peuvent favorigerformation du radical protéique. Se
pourrait-il qu’en jouant sur ces facteurs on pufeseer la protéine modifiée a former un radical

sur l'acide aminé tryptophane ?

-272 -



Clitag 5 : Peroxydases modifiées

H. O, en exces de deux fois, temps de réaction 5s a pH=7.6

T=15K

12G

3320 3340 3360 3380 3400

Magnetic Field (G)
Réaction réalisée a 0°C

Réaction réalisée a 20°C
T T T v

T E T
1000 2000 3000 4000
Magnetic Field (G)

Figure 5- 10: Spectres RPE a 9 GHz de la peroxydasde raifort modifiée traitée par le peroxyde
d’hydrogéne en excés de deux fois a différentes tparatures de mélange. Encadré : Spectre RPE enregis a
15K du signal centré en g=2.

Apres réaction avec le peroxyde d’hydrogeéne, lecsp RPE de I'enzyme modifié
montre la conversion du Fe(lll) en Fe(IV)=0 et d'tadical organique a g=2, mais avec un
rendement trés faible. La faible concentration 'dehlantillon ne permet pas de déterminer la
nature chimique du radical ni une possible intésacmagnétique avec le fer. En augmentant
'excés de peroxyde d’hydrogene, la diminution datdnsité du signal ferrique est plus
importante, indiquant que I'héme est réactif mai®ime toujours I'intermédiaire [Fe(IV)=0]
(Figure 5-11).

H_ O, en exces de dix fois, temps de réaction 2s a 20°C

T=15K

1uG

3380
Magnetic Field (G)

—pH=7.6 T=4K
pH=5.4
T T T T T ' T
1000 2000 3000 4000

Magnetic field (G)

Figure 5- 11 : Spectres RPE & 9 GHz de la peroxydasle raifort modifiée avec le peroxyde d’hydrogénen
exces de dix fois. Encadré : Spectre RPE de I'esgegbservée en g=2 enregistré a 15K.
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CONCLUSIONS

Dans le cadre de notre étude, nous avons choibedpar liaison covalente un résidu
tryptophane ou un résidu tyrosine sur une des if@metpropionate d’'une protoporphyrine IX.
Durant la synthése de ces composés, de nombreiffs@dtds sont survenues notamment avec
le dérivé contenant la tyrosine. Il nous a été iggue de I'obtenir en quantité assez importante
pour pouvoir I'incorporer dans la peroxydase déortiLe composé contenant un tryptophane,
lui, a pu étre incorporé dans cette protéine.

Les résultats montrent que 'héme modifié induitdidstabilisation de l'intermédiaire
[Fe(IV)=0 Poi"] et induit une réaction plus rapide vers le [F§HS]. La suite des expériences
nécessite I'utilisation de l'appareil de congélati@ mélange rapide (freeze-quench) pour
préparer les échantillons RPE et vérifier si uernmédiaire de type [Fe(IV)=0 Tt} transitoire
est formé, comme dans le cas du radical tyrosyls a@P°.

De plus, il est possible que l'insertion d’'une cleapolypeptidique plus longue entre
'atome de fer et le résidu tryptophane soit plda@ée pour une meilleure incorporation de
I'hneme dans la poche. Cet allongement de la chadoerait ralentir la réaction et permettre de
stabiliser la formation d’'un radical tryptophanyleest aussi possible que I'environnement du
tryptophane ne soit pas adapté pour permettraklalisation du radical, comme cela est observé
dans le cas des KatGs. En particulier, nous avamodtré que la formation du radical

tryptophanyle (unique) de SyKatG nécessite la m@se’une liaison hydrogéfie
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Tout au long de ce travail, nous nous sommes sgéea la mise en évidence et a la
caractérisation des intermédiaires réactionnelgsis$e I'oxydation de tyrosines et/ou de
tryptophanes dans deux familles d’hémoprotéines :chtalases et les catalase-peroxydases
(peroxydases bifonctionnelles). Nous avons pu démoque ces protéines sont capables de
former des radicaux protéigues comme intermédiaiedt®rnatifs au  composé |
[Fe(IV)=O Poi’]. La prise en compte de la formation de tels raacnous a amené a
réexaminer le mécanisme réactionnel classique aledases et des peroxydases, jusqu’alors
centré uniquement sur I'oxydo-réduction de I'herha.détermination précise de la nature
chimique et lidentification du (des) site(s) derrfmtion de ces intermédiaires sont
nécessaires pour mieux comprendre les différencextibnnelles de ces enzymes.
L’approche multidisciplinaire (spectroscopie de &&mce Paramagnétique Electronique
(RPE), spectrophotométrie d’absorption électronigitevisible par stopped-flow, Biochimie
et Biologie Moléculaire (en collaboration)) s’aveessentielle pour progresser dans la

compréhension du role des radicaux protéiques ldazetalyse enzymatique.

J'ai réalisé une étude comparative de catalasegepant de souches bactériennes
différentes et de mammiféres. Afin de déterminetylee d’intermédiaire(s) radicalaire(s),
[Fe(IV)=0O Poi"] ou [Fe(IV)=O Tyr], formé(s) par ces catalases, jai utilisé comme
techniques de caractérisation la spectroscopie BPE spectrophotométrie d’absorption
électronique UV-visible. La RPE a 9 et 285 GHz naygermis de détecter et de caractériser
directement ces deux especes paramagnétiques. |IeRanant, en utilisant Ia
spectrophotométrie d’absorption électronique UMblés nous avons caractérisé les
changements d'états d’oxydation de I'héme. J'aisiaidémontré que la température de
mélange, le pH final de la solution ainsi que l'excd’acide peracétique favorisent la
formation de lintermédiaire [Fe(IV)=O Tyr dans les catalases de foie de bceuf,
d’érythrocytes humains, mais aussi Be abortuset de M. lysodeikticus par transfert
intramoléculaire d’électron depuis la tyrosine vixrgporphyrine. La formation d’un radical
tyrosyle généralise le cas déja mis en évidencaravpnt par notre équipe de la catalase de
foie de bceuf. En particulier, la température deamg¢ a une grande influence sur la stabilité
et/ou I'équilibre entre les intermédiaires [Fe(I®=Poi’] et [Fe(IV)=0 Tyf]. L'espéce
prédominante a température ambiante est I'espé@[EO Poi*]. Ceci explique pourquoi
les études cinétiqgues de la littérature, pour lekbgs seule I'absorption électronique UV-
visible a température ambiante est utilisée, n@vapas permis de mettre en évidence la

formation du radical tyrosyle.
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Afin de corréler de facon précise les résultatsbt par spectroscopie avec les
mesures d’activité enzymatique (en collaboratiomcaVéquipe du Prof. Peter Loewen,
University of Manitoba, Winnipeg, CANADA), nous av® réalisé les mesures d’activité
spécifigue a 10°C avec différents excés de peroxdtigdrogéne, c’est-a-dire dans des
conditions tout a fait différentes des conditionsuelles pour les mesures d’activité
(température de 37°C avec un exces de mille foigeeoxyde d’hydrogene) mais similaires a
celles utilisées pour les expériences de spectposddPE. Les résultats de notre étude
confirment notre hypothése de travail : le trarisépontané d’électron entre la tyrosine et la
porphyrine, favorisé dans certaines catalases,t semacompétition avec la réaction de
réduction du peroxyde d’hydrogéne par l'interméeigiFe(IV)=0 Por’] (deuxiéme partie de
la dismutation). Ceci expliquerait les difféerencksfficacité de la réaction avec le peroxyde
d’hydrogéne, pour les catalases étudiées. Jusgé&emt, la grande homologie structurale de
ces protéines, en particulier au niveau du sité attdu canal d’accés pour le peroxyde
d’hydrogéne ou l'acide peracétique, ne permettag @'expliquer les différences d’activité
spécifique au sein des catalases.

Nos résultats mettent également en évidence quecdémases pourraient étre
potentiellement des enzymes ‘bifonctionnelles’ gré&c un mécanisme de réduction a un
électron de type peroxydase. En particulier, laleae de foie de boeuf est capable de réagir
avec I'ABTS, donneur d'un électron. Cependant, n@sultats ont démontré que
I'intermédiaire réactif vis-a-vis de ce substrdtlesradical porphyrinique cationique et non le

radical tyrosyle.

Dans le cadre de mes études spécifiques sur lexyoases bifonctionnelles ou
catalase-peroxydases (KatGs), jai utilisé la Kat&B. pseudomallecomme cas d’étude,
puisque sur celle-ci nous pouvons réaliser des tiontaspécifiques ou obtenir des structures
cristallographiques grace a notre collaborationcaeelaboratoire canadien du Prof. Peter
Loewen. Chez BpKatG, nous avons ainsi pu mettréwdence la formation d’'un radical
tyrosyle mais également de deux intermédiairestaptanyles, l'un étant formé sur le
Trp330 du coté proximal de I'heéme, équivalent ate siu radical tryptophanyle de la
cytochromec peroxydase. Ces radicaux ont été détectés esautilia spectroscopie RPE
multifréquences combinée avec le marquage isotepspécifique des résidus tryptophane et
tyrosine et la mutagenese dirigée. Tout comme tarss de la cytochrome peroxydase,
I'intermédiaire [Fe(IV)=0 Pdi] a un temps de vie trop court pour étre détec&mneavec

des expériences de stopped-flow (échelle de lasedlbnde). Nos études en cours sur des
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mutants de résidus tryptophane sélectionnés peuatrpermettre de localiser le deuxieme site
de formation du radical tryptophanyle.

Bien que le substrat physiologique des catalsexydeses reste indéterminé a ce jour,
jai démontré que BpKatG réagit vitro avec deux substrats donneurs d’électrons, I'ABITS e
I'isoniazide (INH, antibiotique utilisé dans le iteament de la tuberculose). En particulier,
nous avons démontré que lintermédiaire [Fe(IV)=ar'® réagit avec 'ABTS et que le
[Fe(IV)=0 Trpso ] n'est pas l'intermédiaire réactif vis-a-vis diestniazide.

L’étude comparative de sept catalase-peroxydases, a permis de démontrer que les
intermédiaires tryptophanyles ont pour chaque emzym site de formation unique, mais
ceux-ci ne sont pas identiqgues pour les différem@mlase-peroxydases, et ceci malgré
I’'homologie de séquences de ces derniéres. Cetigarmit en partie leurs différences de

réactivité vis-a-vis de 'ABTS et de I'INH.

Nous avons aussi démontré que le mécanisme deéaletion de dismutation du
peroxyde d’hydrogéne dans les catalase-peroxydesedlifférent de celui des catalases
monofonctionnelles et que certaines particulargésicturales, ont un réle crucial dans
'activité catalase, notamment Il'adduit Trp-Tyr-Metabsent chez les catalases
monofonctionnelles. Il est également intéressamater que les KatGs, en tant qu’ancétres
des peroxydases monofonctionnelles, possédentdelsites d’oxydation alternatifs que ces
dernieres, peut-étre pour contrebalancer I'inado#its de I'heme ou I'absence de site de
fixation des substrats aromatiques prés de I'hé&he point de vue de évolutif, il semblerait
gue les peroxydases monofonctionnelles sont degethe® enzymes plus spécialisés que les
catalase-peroxydases et que leurs structures esat siinplifiées. En effet, la partie distale du
site actif des peroxydases monofonctionnelles eshsnencombrée que celle des catalase-
peroxydases. Cette complexité du site actif empé&thdleurs la fixation des composés
aromatiques pres de I'heme dans le cas des cafmageydases. Celles-ci possédent dans
leur structure, comme nous l'avons décrit dansHhapire IV, un ‘short strecht’ et trois
insertions supplémentaires et elles possedentstaute vingtaine de résidus tryptophanes.
Chez ces enzymes, un radical tryptophanyle petarseer sur le tryptophane proximal (en
lisison hydrogéne avec l'histidine axialéa un aspartate) ainsi qu’un deuxieme radical
tryptophanyle et un radical tyrosyle. Notons queytochromec peroxydase qui posséde le
début de ce ‘short stretch’ et sept résidus trypdoes forme également un radical sur
tryptophane proximal. Parallelement, la peroxyddseaifort, elle, ne possede pas de ‘short
stretch’ ni de boucle dans sa structure, et un s&itlu tryptophane qui ne forme pas de
radical protéique. Il semble donc, qu'avec I'évimlnt la complexité des catalase-peroxydases
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ait disparue pour que ces dernieres soient plUsmpeaintes dans leurs réactions spécifiques

avec des substrats.

A la suite de ces résultats, plusieurs perspectidesrecherche se dégagent.
L'utilisation de la mutagénese dirigée va permettt@pprofondir la recherche du site de
formation du radical tyrosyle chez les catalasesalehes bactériennes. En ce qui concerne
la catalase de foie de boeuf, des études de spmmtiesde masse sont en court afin de
localiser le site de formation du radical. Ceci sigermettra alors de mieux comprendre le
réle a priori essentiel de I'environnement du résidu dans Ia&bion d’espéces radicalaires.

Dans le cas du projet sur les catalase-peroxydbsesle d’autres mutants de résidus
tryptophanes de BpKatG, qui d'aprés nos résultasspectroscopie RPE sont de bons
candidats pour le site de formation du radicaltoppanyle est en cours. Toujours sur la base
de nos résultats de spectroscopie RPE, des mutantésidus tyrosines sont actuellement
synthétisés par nos collaborateurs. Afin de déteemia séquence de formation des espéeces
radicalaires, des études de réaction de compétdmrsubstrats (sensés réagir avec des
intermédiaires radicalaires différents) vont étéalisées. D’autres substrats, tels que le
cytochromec, vont étre testés afin de déterminer s'’il exise gubstrats spécifiques a chaque
intermédiaire radicalaire protéique observe.

Etant donné la courte durée de vie de certainsnié@iaires [Fe(IV)=0 Pof], des
techniques de mélange rapide, telles que le stodlmd ou le freeze-quench, sont
nécessaires. Nous avons donc entamé des étudesnaambes deux techniques et la
spectroscopie RPE. Pour pouvoir établir une cdiofleentre les résultats obtenus avec ces
différentes techniques, nous sommes en train diétaim protocole expérimental qui
permettra d'attribuer les spectres d’absorption stiermédiaires radicalaires. Par exemple,
dans le cas de BpKatG, les trois espéces ([Fe(IV)EQ ‘s3], [Fe(lV)=O Trp] et
[Fe(IV)=O Tyr]) présentent un spectre d’absorption électronidiM-visible de type
‘oxoferryle’. En travaillant avec les différents tants de BpKatG, nous espérons pouvoir
attribuer un spectre UV-visible spécifique a chamtermédiaire.

Des mutants de BpKatG (sur les résidus la Tyr238&0lrp111 notamment), qui ne
posseédent pas d'activité catalase, vont égalentemtééudiés afin de déterminer s'’il existe
une corrélation entre activité catalase, activigropydase et intermédiaires radicalaires

protéiques formés.

- 282 -



ANNEXES



- 284 -



Annexes

|. SPECIFICATIONS ET PREPARATIONS .

[.1-INSTRUMENTATION

RPE a9 GHz

RPE a champ intense

Absorption UV-visible

Stopped-flow

|.2-ENZYMES.

Spectrométre Bruker ES-300 avec umiécstandard TE102
équipé d’'un cryostat Oxford Instrument a héliuruide, d’'un
fréquencemeétre Hewlett Packard modéle 5350B. Lieetnant
des données est réalisé avec le logicielle WINEEBrdicker et
le logiciel ORIGIN.

Spectrométre construit parSDin. UN. La source de micro-
ondes est un synthétiseur (ELVA-1, Saint-PéterghoRussie)
de 95 GHz. Cette fréquence peut étre multipliéaitdisant un
doubleur ou un tripleur de fréquence (Radiometritydikes,
Menkenheim, Allemagne), les fréquences de 190 &t GBiz
peuvent ainsi étre atteintes. La puissance maxio&leortie est
alors de 3 a 4 mW. La puissance micro-onde absopadée
I'échantillon est mesurée au moyen d'un bolome@MC
Intruments Ldt., Royaume-Uni). L'acquisition du rs&d se fait

par ordinateur.

Spectrométre Uvikon 922. Lepectres sont mesurés sur la
plage 200-700 nm, & la vitesse de 1000 f#més 10°C (bain

thermostate)

Spectrophotomeétre SX20 d’Applied PRbtysics équipé d’'un
détecteur a diode array, connecté a un bain théatéopour
réguler la température des seringues et de laleelles
analyses ont été effectuées grace au programm& &iobal

Analysis programm d’Applied PhotoPhysics.

Toutes les protéines dans ce travail de theseténsurexprimées et purifiées par le

laboratoire de notre collaborateur Prof. Peter LexewUniversité de Manitoba, Winnipeg
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Canada, a I'exception des enzymes ci-dessous, rjuété achetés. La catalase de foie de
bceuf provient de chez Boehringer et la cataladeytiirocytes humains de chez Calbiochem.
Pour la peroxydase de raifort, plusieurs lots omit eétilisés provenant de chez deux
fournisseurs : Sigma-Aldrich et Biozyme. Hormiscltalase de foie de baoeuf, les protéines
commerciales ont été utilisées sans purificatioppkmentaire, mais des changements de

tampon par centrifugation ont été réalisés.

|.3-PURIFICATION DE LA CATALASE DE FOIE DE BEUF.

La purification de la catalase de foie de boeuf@Bla été réalisée en suivant la
procédure décrite par Ivancichcstl.!

La BLC est dialysée une premiére fois contre lltasiepon Tris-HCL 25mM pour enlever le
tampon initial. Le tampon est changé plusieurs foiis la solution est dialysée sous agitation
pendant toute la nuit. L’enzyme lavé est concepaecentrifugation, dans des centricons de
15mL.

L’enzyme est ensuite purifié par colonne échangalisms a 4°C. Le gel utilisé pour
effectuer la séparation est du gel Whatman DE52.

On analyse chaque fraction en mesurant son spéetbsorption électronique UV-
visible. L'éluant est le tampon Tris 25mM, NaCl Sdnet dés que la bande d’absorption a
405 nm apparait on augmente la proportion de skéldent pour atteindre, en fin de colonne
Tris 25 mM, 120 mM en NacCl.

Les fractions récoltées sont regroupées selos leuretés et sont dialysées contre du
tampon TRIS 25 mM. Apres dialyse, les échantillsnat concentrés (centricons 100 puis
10).

[.4-MISE AU POINT DES CONDITIONS EXPERIMENTALES POUR LES

EXPERIENCESRPE.

Dans ces expériences, les échantillons sont @epampartir de protéine native. La
concentration en heme est mesurée par spectropétrtend’absorption UV-visible en
utilisante40:=100 mM™. cni™.

Le tampon utilisé est le Tris-maléate 50mM a ddfés pH allant de pH=5,2 a pH=8,2. La

solution meére a 42 mM d’acide peracétique est péeppar dilution d’'une solution d’acide
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peracétique commerciale a 4,2M (32 %, Merck) dantachpon Tris 0,1 M. Puis les dilutions

successives sont effectuées avec du tampon Tri5Q=6.

Catalases.

Des expériences précédentes avec la catalaseeddeftnoeuf ont permis de mettre au
point les conditions de réaction afin d’optimisgiquantité de radical tyrosyle formé : nombre
d’équivalent d’acide peracétique ajoutés 30 papadpa la BLC et le volume d’enzyme est
2,4 fois plus important que celui de I'oxydant.

Pour les autres catalases, les proportions volugsiqunt été conservées et différents exces
d’acide peracétique, temps de mélange, pH et teaahpérde réaction ont été testes.

Pour chaque catalase, la combinaison optimale pasidentique. Cependant, I'ajout d’acide
peracétique 30 fois et 130 fois en excés permetmettre en évidence les différents
comportements pour chaque catalase sans que lEsnpsne précipitent. La quantité de
radical avec ces deux exces est suffisante poegestirer les spectres a 40K.

La préparation des échantillons RPE est réaligéla dacon suivante : la catalase est
placée directement dans le tube RPE dans la glaeeajoute ensuite I'acide peracétique
directement dans le tube et on mélange pendantjegelsecondes. Ensuite le tube RPE
contenant la solution est congelé dans un mélatnge@/carboglace puis plongé dans 'azote

liquide.

L’échantillon ainsi obtenu est analysé par spsctwpie RPE. Un spectre a 4K et a

40K est enregistré.

Catalase-peroxydases

Pour les catalase-peroxydases, le meilleur rendeere radical est obtenu lorsque
'enzyme et l'acide peracétique sont mélangés erdition équivolume. Comme pour les
catalases, différentes conditions de mélange @ntestées afin de déterminer les conditions

optimales pour chaque enzyme.

Peroxydases.
Pour la peroxydase de raifort, I'oxydant utilisé kesperoxyde d’hydrogene qui est
ajouté dans les proportions steechiométrigues,desnes des deux réactifs étant identiques.

La suite de la procédure est la méme que cellsédilpour les catalases.
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[l. PROCEDURES EXPERIMENTALES DE CHIMIE ORGANIQUE

[1.1-SYNTHESE DE L' ISONIAZIDE MARQUE A L'AZOTE 15
Os. °NH
Sc”TTPNH,

X

Vi
N

Dans un ballon surmonté d’un réfrigérant, sont gdakthydrazine marquée a 'azote
15 (100mg, 1,93 mmoal), lisonicotinate d'éthyle 526, 1,75 mmol) et I'eau (300uL). Le
mélange est chauffé a 70°C pendant trois heurest Bnsuite refroidi pendant une heure dans
un bain de glace jusqu’a apparition de cristauxidda La solution est alors filtrée sur filtre

Biuchner et les cristaux sont lavés trois fois alieenéthanol.

La formation de I'isoniazide a été vérifiée parapascopie RMN du proton.

388d gerrgydy
qqqqqqqq

v N N2

No title

3451. 399
3445, 281
3052. 811
3051. 240

1.33¢
3057. 415
_—— 3085. 937
=
\
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Formule Brute : CgH;N"N,O
Masse molaire :139,13 g.madf

Rendement :87 %

I1.2- SYNTHESE DU COMPOSEPROTOHEMINE-6-(7)-L-METHYL-ESTER DE

LA TYROSINE
AN /
0
HOOC L \\c—o
=
@ Sin—dh \C(CH3)3
CH,
o
C(CH3)s3 cr

La condensation entre le chlorure de la protopaipbylX de fer et le dérivé de la

tyrosine a été réalisée en suivant le protocoleasiffi**:

Une solution contenant du chlorure de protoporpteytiX de fer (300 mg; 0,46 mmol), les
agents d’activation 1-hydroxybenzotriazole (HOB?,Zmg; 0,46nmol), O-(benzotriazol-1-
yD-N,N,N’,N-tétraméthyluronium hexafluorophosphate (HBTU, b7dhg; 0,46mmol) ainsi
que de la triethylamine (255 pL) dans du DMF frataent distillé (10 mL) est agitée pendant

20 minutes a température ambiante.
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Ensuite la tyrosine, protégée par deux fonctionshietyl (136,4 mg; 0,414 mmol), est
ajoutée au milieu réactionnel. Le mélange est agdadant deux heures a température
ambiante, a I'abri de la lumiére.

L’ajout d’eau (5uL) entraine la précipitation durigé héminique. Le mélange est ensuite
centrifugé et la phase solide est récupérée. Buisélange est lavé plusieurs fois par I'éther
diéthylique afin d’éliminer les traces de solvarganique.

Le produit de mono-condensation est purifié paogtatographie sur gel de silice (éluant
méthanol:dichlorométhane 1:9, v/v). Les solvants filactions d’intérét sont évaporés sous
pression réduite. L’obtention du composé de monglgba été confirmé par spectrométrie de

masse ESI-MS avec un pic paremh&891,2.

pdt2 #2-12 RT: 0.06-0.34 AV: 11 NL:1.12E7
T: + ¢ ESI Full ms [320.00-2000.00]

1007

E 892.4

Relative Abundance
|

Now W A
9.9.5.8

N
o

893.5

-
a

1026.0

1048.3 1553.1

=
o

889.4 968.8 1159.0

1049.3 1782.3

1160.1
. | 1057.2 13368 17833
3914 4916 5486 6314 777‘5} | "l hl \ \“1161-1 A 1470.3 15512 | 15562 16059 17803 | 19155 19794
B e e e e B B B e B e T B e e e I e e L A A e e e e e e R B
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000

miz

o

o

Formule brute : C51H57CIFeN506/C51H57FeN506+
Masse molaire :927,3 g.mo/891,3 g.mot

Rendement :67 %
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I1.3- DEPROTECTION DE LA TYROSINE

La déprotection de la tyrosine a été réalisée delpnotocole suivafit

La Protohémine-6-(7)-L-méthyl-ester de la tyrosies-butylée est dissoute dans un mélange
d’acide trifluoroacétique (TFA, 475uL) et d’eau (25. La solution est agitée a température
ambiante pendant trois heures a I'abri de la lueikes solvants sont évaporés sous pression
réduite. L’huile obtenue est lavée plusieurs faas Péther diéthylique, qui est éliminé par

décantation puis filtration.

Formule brute : C43H41FENsOg
Masse molaire :779,24 g.mof

Rendement :12 %
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RESUME.

Les catalases, les peroxydases et les catalaseydases sont des hémoprotéines, dont
I'activité enzymatique essentielle est la régulatite la concentration cellulaire du peroxyde
d’hydrogéne. Au cours de ce travail de these, @¥esis mis en évidence et caractérise, dans
ces protéines, des intermédiaires réactionnelss istu I'oxydation de tyrosines et/ou de
tryptophanes, alternatifs au composé 1, [Fe(IV)= ®. La prise en compte de la formation
de tels radicaux protéigues nous a amené a réegai@rmécanisme des catalases et des
peroxydases, jusque la centré sur 'oxydo-rédudi@itheme. Pour déterminer les structures
électroniques et la réactivité des intermédiaigextionnels, nous avons utilisé une approche
multidisciplinaire combinant les spectroscopiesRisonance Paramagnétique Electronique
(RPE) multifréquences (9-285 GHz), d’absorptiorcttmique UV-visible par stopped-flow,
ainsi que la mutagenese dirigée et le marquagepspte.

L’étude comparative de huit catalases, provenantsaléches bactériennes et de
mammiféres, nous a permis de démontrer que la t@typé de réaction, le pH et I'exces
d’oxydant favorisent la formation de I'intermédmifFe(IV)=0 Tyr], résultant du transfert
d’électron intramoléculaire entre la tyrosine etplarphyrine dans les catalases de foie de
bceuf, d’érythrocytes humains, &e abortuset deM. lysodeikticusNos études ont montré
que l'intermédiaire [Fe(IV)=0 P01 est prédominant & ¥ 20°C. Ceci explique pourquoi les
études cinétiques de la littérature, pour lesqgsieltrile I'absorption UV-visible a température
ambiante a été utilisée, n’avaient pas permis diérenen évidence la formation du radical
tyrosyle. Nos résultats expliqueraient aussi Idtmdinces d’efficacité de dismutation du
peroxyde d’hydrogéne de ces catalases. En effetafesfert spontané d’électron entre la
tyrosine et la porphyrine, favorisé dans certainatalases, serait en compétition avec la
réaction entre l'intermédiaire [Fe(IV)=0 PUret le peroxyde d'hydrogéne.

Dans le cadre d'études spécifiques sur les catglasoxydases (KatGs) et en utilisant
la catalase-peroxydase @ pseudomallecomme cas d’étude, nous avons pu mettre en
évidence la formation d’'un radical tyrosyle et dmuxl intermédiaires tryptophanyles, dont
'un est formé sur le Trp330, équivalent au sitdicalaire de la cytochrome peroxydase.
Nous avons démontré que lintermédiaire [Fe(IV)=0r'R réagit avec 'ABTS et que le
[Fe(IV)=0 Trpmso ] n'est pas lintermédiaire réactif vis-a-vis déstiniazide (antibiotique
utilisé dans le traitement de la tuberculose). &ladtude comparative de sept catalase-
peroxydases a démontré que le site de formatioradical tryptophanyle est unique pour
chaque enzyme, mais peut différer entre deux preggice qui expliquerait en partie leurs
différences de réactivité vis-a-vis de 'ABTS etldgoniazide. Nous avons montré que dans
les catalase-peroxydases, les radicaux protéigaegept jouer le role de cofacteurs dans
I'oxydation des substrats et que le mécanisme detdation de dismutation du peroxyde
d’hydrogéne differe de celui des catalases mondifomueelles.

Afin de comprendre les propriétés physico-chimiqpesmettant et favorisant la
formation des radicaux protéiques, en tant qu'mtatiaires alternatifs a I'intermédiaire
[Fe(IV)=0 Poi’], nous avons caractérisé une peroxydase de ragfoonstituée, dans laquelle
'hneme a été remplacé par un heme lié par liaisovalente a une tyrosine ou a un
tryptophane.



