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ADN
ADP
ADP-Ribose
ADPc
AMP
APS
ARN
AS
ATP
BBP
BET
BSA
CaCl,
DHAP
DMPD
DTT
EDTA
FAD
G-3P
HCI
HTH
A

IPP
IPTG
L-Asp
LB
L-Trp
Na
NaAD
NaCl
NAD

Abréviations

Acide DésoxyriboNucléique
Adénosine 5'-diphosphate

Adénosine diphosphate ribose
Adénosine diphosphate ribose cyclique
Adénosine 5'-monophosphate
Ammonium PerSulfate

Acide RiboNucléique

Ammonium sulfate

Adénosine 5'-triphosphate

Bleu de Bromophénol

Bromure d’Ethidium

Albumine Sérique Bovine

Chlorure de Calcium
Dihydroxyacetone phosphate
DiMéthyl Phénylene Diamine
DiThioThreitol

Acide Ethylene Diamine TétraAcétique
Flavine Adénine Dinucléotide
Glycéraldéhyde 3-phosphate

Acide Chloridrique

Helix Turn Helix

Iminoaspartate

Inhibiteur de la pompe a proton
IsoPropylB-D-ThioGalactopyranoside
L-Aspartate

Luria Bertani

L-Tryptophane

Acide Nicotinique

Acide nicotinique adénine dinucléotide

Chlorure de Sodium

Nicotinamide adénine dinucléotide (NABt NADH)
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NAD"
NADH
NADP
NADP*
NADPH
NaMN
NH,4CI
Ni-NTA
Nm
NMN
OAA
PCA
PEI

PPi
PRPP
QA
RNm
SAM
TEMED
TFA
Trx

Enzymes
ARTs
FBPA
GAPD
GPDH
GST
HAD
IDO
KFA
KMO
KYN

Abréviations

Nicotinamide adénine dinucléotide, forme oxydée
Nicotinamide adénine dinucléotide, forme réduite
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NABFNADPH)
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, éoaxydée
Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate, éoréduite
Acide Nicotinique Mononucléotide

Chlorure d’'ammonium

Nickel- Acide NitiloTriacétique

Nicotinamide

Nicotinamide mononucléotide

Oxaloacétique acid

Acide PerChlorique

Polyéthylene Imine

Pyropvhosphate inorganique

5-Phosphoribosyl 1-pyrophosphate

Acide quinolinique

N-Ribosylnicotinamide

S-Adénosyl Méthionine

N, N, N’, N'-TétraMéthylEthylene Diamine

Trifluoro acetic acid

Thiorédoxine

Adénosine diphosphate ribosyltransférase
Fructose bisphosphate aldolase
Glycéraldéhyde-3-phosphate déshyrogénase
Glycérophosphate déshydrogénase
Glutathion S-transférase
3-Hydroxyxanthranilate 3,4-dioxygénase
Indoléamine 2,3-dioxygénase

Kynurénine formamidase

Kynurénine 3-monooxygénase

Kynuréninase
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NadA
NadB
NadC
NadD
NadE
NadF
NadR_K
NadR_A
NadR, NiaR, NrtR
NadV
Nmnatl,2,3
PARPs
PncA
PncB
PnuC

TDO

TIM

Trr

Unité/Référence
A
DO
ENH
Da
kDa
mL
mM
mV
ML
UM
ng
nm
pb

Abréviations

Quinolinate synthase

L-Aspartate Oxydase

Quinolinate phosphoribosyltransférase
Acide nicotinique adényltransférase

NAD synthétase

NAD kinase

Ribosylnicotinamide kinase

Nicotinamide mononucléotide adényltransférase
Régulateur de la biosynthése du NAD
Nicotinamide phosphoribosyltransférase
Nicotinamide adényltransférase
Poly-(ADP-ribose) polymeérase
Nicotinamidase

Acide nicotinique phosphoribosyltransférase
Transporteur de nicotinamide ribonucléoside
Tryptophane 2,3-dioxygénase

Triose phosphate isomeérase

Thiorédoxine réductase

Angstrom
Densité Optique
Electrode Normale a Hydrogene
Dalton
KiloDalton
MilliLitre
MilliMolaire
MilliVolt
MicroLitre
MicroMolaire
Nanogramme
Nanometre

Paire de Bases
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Rpm

Constantes
AS

CMI

ICs0

Ki
Km
VmaX

Techniques
FPLC
HPLC
Hyscore
ICP-MS
PCR

RPE
SDS-PAGE
uv

Abréviations

Tours par minute

Activité spécifique en pmoles/min/mg

Concentration minimale d’inhibition en uM

Concentration d’inhibiteur (uM) pour laquelle I'Ad2 I'enzyme est de
50 %

Constante d'inhibition

Constante de Michaelis-Menten

Vitesse maximale (nmoles/min)

Fast Protein Liquid Chromatography

Chromatographie Liquide Haute Pression

Hyperfine Sublevel CORRElIlation spectroscopy

Inductively coupled Plasma Mass Spectrometer

Polymerase Chain Reaction (Réaction de Polyat#oisen Chaine)
Résonance Paramagnétique Electronique

Sodium Dodécyl Sulfate polyAcrylamide Gel Electropsis

Ultra Violet
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Depuis le début du siécle de nombreux sciengfgant contribué a la découverte du
Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD) ainsi qua résolution de sa structure et de sa
fonction. Parmi eux 4 lauréats avec prix Nobelpkemier a identifier un composé de faible
masse moléculaire (664 Da) dans des extraits dedeassentiels a la fermentation des sucres
est Sir Arthur Harden en 1904 (Harden A., 1906appellera ce composé « Cozymase ».
C’est Hans von Euler-Chelpin qui entre 1920 et 188sit a isoler ce cozymase et a mettre
en évidence gu'il s’agit de deux nucléotides refiés un pont pyrophosphate. En 1936, Otto
Warburg identifie sa fonction redox (Warburg O.362 En 1940, Arthur Kornberg est le
premier a mettre en évidence une enzyme impligaés th biosynthése du NAD (Kornberg
A., 1948). C’est en 1959 que Jack Preiss et PHillymdler décrivent trois enzymes et deux
intermédiaires stables impliqguées dans la syntdadeAD a partir de I'acide nicotinique. En
leur honneur, cette voie de biosynthese est commeng appelée voie « Preiss-Handler »
(Preiss, 1958 a, b). Sir Arthur Harden était ldens’imaginer que plus de 100 ans plus tard,

ce cozymase serait toujours au centre d’autantéléis (Berger F., 2004).
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|- Le Nicotinamide Adénine Dinucléotide

I-1 Structure

Le Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD)est composé de deux nucléotides
reliés par un pont phosphate. Un des nucléotidesiectt une adénine tandis que l'autre
contient un nicotinamide (Figure 1). Le NAD existaus deux formes : NADyui constitue la
forme oxydée et NADH qui constitue la forme réduitee NAD désigne le couple
NAD*/NADH sans différentiation entre la forme oxydéeéetuite (Pollak N., 2007).

0
X NH,
(0]
;/ Nicotinamide
0O—P—0
(o]
NH,
OH OH
o p-D-ribose N
¢ ]
/)
0 P 0] } N
(o] Adénine
o} .
2 phosphates
OH OH
p-D-ribose

Figure 1 : Structure chimique du nicotinamide adénine dinuaéaNAD").

Le NAD existe aussi sous une forme phosphoryléeldiRAau niveau du 2’hydroxyle
du sucre du nucléotide portant I'adénine. D’une igr@ngénérale le NADP, comme le NAD,
existe sous deux formesNADP*/NADPH, et il posséde les mémes fonctions redox que le
NAD. La différence se fait au niveau de leur usitisn dans la cellulele NADP est le plus
souvent utilisé comme agent de réduction danpresessus de biosynthegghotosynthése,
synthése des acides gras...), alorslgudAD est impliqué dankes voies de catabolismeu

il agit comme oxydant.
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I-2 Propriétés physico-chimiques du NAD

Dans le métabolisme cellulaire cette molécule aptble d’accepter ou de donner des
électrons dans des réactions rédox. Ce transféieaiions est réalisé au niveau de la partie
nicotinamide du NAD. La réduction du NARorrespond a I'apport de deux électrons et d’un
hydrogéne sous la forme d’'un hydrure 28") au niveau du C-4 du noyau nicotinamide du
NAD (Figure 2) (Metzler D.E., 2001).

H (o]
a\r
H-
=N NH, Réduction NH,
‘ +(2¢ +HH
1 Oxydation
- +
L -(2e"+HY)
NAD* NADH
NAD oxydé NADH réduit

Figure 2 : Réaction d’oxydoréduction du NAD, le NA@st réduit en NADH et de facon réversible le
NADH est oxydé en NAQ R = partie adénine dinucléotide.

Dans la cellule, I&NAD" est un agent d’oxydation et MADH est un agent de
réduction. Le potentiel standard du couple NADADH est de E°= -320 mV (par rapport
ENH, pH 7). L’équilibre entre la forme oxydée etluée est appeléapport NAD */NADH.

Ce rapport est une composante importante de cesjitiommunément appedéat rédox de

la cellule. La mesure de ce rapport permet de mettre en risedies activités métaboliques
ainsi que la «bonne santé » de la cellule. En rgéné est constant dans un méme
compartiment cellulaire. Dans les cellules vivamtagrobiose, le coenzyme est plus souvent
oxydé d’ou un rapport [NAL/[NADH] de 8 a 10. Le potentiel réel d’oxydorédiact du
couple NAD/NADH est alors plus élevé soit E° égal a -250 $0-tV (par rapport ENH)
(Schafer F., 2001).

Les molécules de NADet de NADH absorbent fortement dans les UV grateua
partie adénine ce qui permet de déterminer faciereir présence et leur quantité dans un
milieu donné. Le NAD posséde un maximum d’absorbance a 260 nm aveoeffictent
d’extinction molaireesso nm= 16 900 M.cm’. Le NADH posséde en plus de cette bande
d’absorbance un second pic d’absorbance a 340 em v coefficient d’extinction molaire
gas0 nmde 6 220 M.cm®. Cette différence d’absorbance dans I'UV des demxes, oxydée
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et réduite, permet de les quantifier facilemens ldes tests enzymatiques (Dawson M.C.,
1987).

I-3 Les différentes fonctions du NAD

Le NAD a plusieurs rbles essentiels dans le métabel cellulaire. Pendant de
nombreuses années, l'unique fonction décrite du Ne#dix son action comme cofacteur dans
les réactions rédox. Depuis quelques années, gication dans de nombreux processus non
redox a été décrite, il est ainsi le substrat deslAigases bactériennes, des sirtuines ainsi que

des ADP-ribosyltransférases.

a- Réle dans le métabolisme rédox
» Coenzyme des oxydoréductases
Le réle principal du NAD dans le métabolisme redst représenté par une grande
famille d’enzymes appeléexydoréductases Parmi ces enzymes, on peut citer par exemple
I'alcool déshydrogénase, la lactate déshydrogémaddAD-ubiquinone réductase. Le type de
réaction catalysée est résumeé dans la Figure Z(d¢dd.E., 2001).

= \/‘-- NADH

NAD"
7 )
T R\\C/R
R—C—R |
| o}

OH

Figure 3 : Exemple de réaction catalysée par une oxydorédudta® dépendante : cas de I'alcool
déshydrogénase. Lors de la réduction du NADN des atomes d’hydrogéne de I'alcool va &teali
NAD" qui est alors converti en NADH, l'autre hydrogése libéré sous la forme d’un proton.
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Sauf quelques exceptions, le NAbu NADH) se lie & la protéine, au niveau d’'un
motif caractéristiqgue< motif de Rossman »ce motif de repliement contient au minimum

trois feuilletsp reliés par deux hélicesdans I'ordreB-a-B-a-p (Figure 4) (Lesk A.M., 1995).

Figure 4: Le motif de Rossman : Exemple de la lactate d&slgénase d€ryptosporidium parvum,
le NAD" apparait en rouge, les feuillg¢®n jaune et les hélicasen violet (Lesk A.M., 1995).

La NAD(P) transdéshydrogénaseest un membre particulier de la famille des
oxydoréductases. Cette enzyme présente chez derewseb bactéries, située dans la
mitochondrie chez les eucaryotes, est un complerstitué de deux sous uniteetp. Codée
par I'opéronpntA-pntB elle couple la réaction de réduction du NADF NADPH avec la
réaction d’oxydation du NADH en NAD(Figure 5). Elle joue ainsi un role primordial dda
maintien de I'équilibre cellulaire qui existe enties réactions de catabolisme liées a la
production de NADH et les réactions d’anabolisméedi a la consommation de NADPH
(Johansson T.C., 2005).

NAIXP)

Tramshydrogémase

NADH + NADP' NAD'* + NADPH

Figure 5 : Réaction catalysée par la NAD(P) transdéshydrogénas

* Role central des oxydoréductases dans le métabolisroellulaire
Les réactions redox catalysées par les oxydoréskstaont essentielles dans le
meétabolisme cellulaire. Elles jouent un role préd@nt dans leséactions de libération
d’énergie a partir des nutriments Une grande partie de I'énergie produite danydéss de
catabolisme (des protéines, des lipides et deesuse retrouve contenue dans le NADH.
Cette énergie est convertie en ATP dans la mitadti@rau cours de la respiration cellulaire.
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Ainsi chaque mole de NADH consommeée par la mitodhien peut fournir I'énergie
nécessaire a la formation de 3 molécules d’ATP tlad’étape ultime de phosphorylation
oxydative (Figure 6) (Rich P.R., 2003).

Protéines Polysaccharides Lipides

Acides aminés Maonosaccharides Acides gras

Y
AcétylCoA

NAD"‘ ADP
y : Phosphorylation
krebs Oxydative
NADH.H" ATP

Figure 6 : Schéma simplifi€ montrant la place centrale du N#sDs le métabolisme redox comme
lien entre le cycle de Krebs et la phosphorylatapdative.

b- Réle dans le métabolisme non redox
De récentes études ont permis de mettre en évidanmace centrale qu'occupe le NAD
dans la régulation de diverses voies métaboligaesffet, le NAD sert deubstrat dans de
nombreuses réactions non rédoxen tant quesubstrat des ADP-ribosyltransférases, des
sirtuines ainsi que des ADN ligases bactérienrlesert également de précurseur dans la
formation de 'ADP-ribose cyclique (Ziegler M., 200 Belenky P., 2006).

e Le NAD comme substrat des réactions d’ADP-ribosylabn

Le NAD" est utilisé lors de réactions de transfert d’Alfdse. Les enzymes qui
effectuent ces réactions sont EBP-ribosyltransférases (ARTS)et lespoly-(ADP-ribose)
polymérase (PARPs)(Diefenbach J., 2005). Elles ajoutent une partigPAibose sur des
protéines et/ou forment des polymeéres d’ADP-rib@e peut trouver des réactions de mono-,
ou de poly-ADP-ribosylation (Figure 7, Cas 1). €ettodification constitue une modification
post-traductionnelle appel@DP-ribosylation. Les ADP-ribosylations sont impliquées dans
la régulation de nombreux processus cellulairest tlrplus grande partie a lieu dans le
noyau, les plus importants étant liés a la répamatie 'ADN ou au maintien des télomeres
(Burkle A., 2005).

30



Introduction bibliographique

* Le NAD comme précurseur de '’ADP-ribose cyclique
Une autre fonction de ce coenzyme dans la sigtialisaellulaire est son utilisation
comme un précurseur dans la formatibADP-ribose cyclique via ’ADP-ribose synthase
(Figure 7, Cas 2). L’ADPc ribose joue un réle ckngl le maintien de 'homéostasie du
calcium en entrainant sa libération des stocksgetlulaires par liaison avec une classe de
récepteurs a la ryanodine. Le?C#ibéré du réticulum endoplasmique va entre autheses

déclencher la contraction des muscles striés (Bude 2004a,b).

* Le NAD comme substrat des sirtuines

Les sirtuines forment une famille de désacétylases NAD-dépendamtésentes chez
les eucaryotes, les procaryotes ainsi que les elbalaéeries. Le membre le plus connu de cette
famille est Sir2 pouSilent information regulator, qui a été trés étudié ch8accharomyces
cerevisiae (chez E. coli, elle est appelée CobB) (North B., 2004). Par laadétylation
d’histones et de facteurs de transcription (FigdreCas 3), les sirtuines provoquent un
remodelage de la structure chromatinienne et matligtivité transcriptionnelle controlant
ainsi des phénomeénes clés comme l'apoptose eteldisgement cellulaire. De récentes

études pointent Sir2 comme un « régulateur univerde la longévité (Trapp J., 2006).

* Le NAD comme substrat de Ligases NAD dépendantes

Cette activité enzymatique n’est retrouvée que tbebactéries. Chez les eucaryotes,
l'activité des ligases est ATP dépendante (Scharl®97). Cette activité enzymatique est
portée cheZ. coliou Salmonellapar LigA et est impliquée dans la réparation @N en
reformant la liaison pyrophosphate de I'ADN. Dedaglus détaillée (Figure 7, Cas 4), la
partie AMP du NAD est transférée sur une lysinaésgtdans le site actif de LigA. L'étape
suivante est un transfert de 'TAMP au niveau déétaon de I'’ADN a réparer, une fois la
liaison phosphodiester reformée, I'AMP est libéré BADN est alors réparé
(Wilkinson A., 2001).

Nous venons de voir que le NAD est le substratigsrg types de réactions qui sont
illustrées dans la Figure 7. On constate que lss@omation du NAD mene dans trois
réactions sur quatre a la libération de nicotinamitl est important de garder cette
information & I'esprit puisque ce nicotinamide ®édeut étre recyclé lors de la biosynthése

du NAD, comme nous le verrons plus loin.
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Figure 7 : Résumé des différentes utilisations du NAD comniissat. Cas 1 : Réaction d’ADP-
ribosylation (X est une protéine accepteur d’ADBosyle ; Cas 2 : Formation de 'ADPc-ribose ; Cas
3 : Les sirtuines vont transférer un groupementyée@orté par une lysine de la protéine sur ldi@ar
ADP-ribose du NAD aboutissant & la libération dstinamide, a la formation de 2’-O-acétyl-ADP-
Ribose et a la génération de protéine désacétylés 4 : Substrat des ligases bactérie(Bekenky
P., 2006).

I-4 Concentration physiologigue du NAD et sa logaion cellulaire chez les
eucaryotes

a- Localisation cellulaire
Peu de données sont disponibles sur la localisatio NAD au niveau cellulaire,
cependant de récentes études ont montré gu'ilaixidés réserves de NAD dans certains
compartiments cellulaires (Sauve A.A., 2008). Lgam& du NAD est vraisemblablement
synthétisée dans le noyau et peut diffuser passme travers le pore nucléaire pour étre

redistribué au niveau du cytoplasme. On sait notantqu’une majorité de NAD se retrouve
dans la mitochondrie (Yang H., 2007).
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b- Concentration en NAD
Les concentrations de NAD et de NADH dans lesdiffits organes et compartiments
cellulaires ne sont pas précisément connues. Laeotration en NAD dans le cytosol et
dans des érythrocytes a été estimée a 0.3 mM (Yamad2006) et entre 1 et 2 mM chez la
levure (Blinova K., 2008).

Il apparait donc que la concentration est varialdas les différents compartiments
cellulaires mais également en fonction du tissisdaquel il se trouve. De nombreuses études
sont en développement dans ce domaine, en effat ébmné les nombreux réles du NAD
dans le métabolisme cellulaire autres que le mésahe rédox, il est important de pouvoir le

guantifier et le localiser précisément.

lI- La biosynthese du NAD

L’intérét d’étudier la voie de biosynthése du NAI2st apparu que trés récemment.
En effet, longtemps la seule fonction connue du NA&it son réle redox, qui n’entrainait pas
de dégradation de la molécule. Mais depuis la démtel de I'utilisation du NAD comme
substrat et donc de la consommation de ce denmmegffort considérable a été fourni afin
d’acquérir une meilleure connaissance sur les eagyde sa biosynthése ainsi que de leur
régulation (Rodionov D.A., 2008a,b ; Magni G., 19%Dster J.W., 1980).

La biosynthese du NAD est réalisée selon deuxsvmiétaboliques (Figure 8) :
- une voie principalede novoa partir d’acides aminés.
- une voie de secours qui recycle des métabolites aom le nicotinamide ou

I'acide nicotinique.
Ainsi en fonction des organismes et des conditmggaboliques, trois précurseurs du

NAD peuvent étre utilisésl'acide quinolinique (QA), I'acide nicotinique (Na) ou encorde

nicotinamide (Nm).
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Voie de biosynthése de novo Voie de recyclage ou de secours

Chez les procaryotes  Chez les encaryotes Chez les eucaryotes et certaines bactéries
(+ certaines bactéries){

L-Aspartate L-Tryptophane Acide Nicotinique ou Nicotinamide

Quinolinique /

™
Acide nicotinique
Mononucléotide

|
\
NAD*

Figure 8 : Vue globale simplifiée des différentes voies despithése de NAD chez les eucaryotes et
les procaryotes.

II-1 Les voies principales ode nova

Le précurseur de cette vaie novoestl'acide quinolinique. Chez les eucaryotes, a

'exception des plantes, il est synthétisé a paitirL-Tryptophane alors que chez les

procaryotes, il est synthétisé a partirlddspartate (Figure 8).

a- La voie principale de novo chez les bactéries.

La biosynthese du NAe novopour la plupart des bactéries est réalisée ar mhurti
L-Aspartate. La conversion du L-Aspartate en acide quinolirige passe en deux étapes :
premiérement I'oxydation du L-Aspartate en un imtédiaire instable I'iminoaspartate (1A),
suivi de la condensation de I'|A avec un intermédiae la glycolyse : le dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) conduisant a la formation de dlagyyridine-2,3-dicarboxylique ou acide
quinolinique (QA).

La premiére étape est catalysée par la L-Aspaotagdase (NadB), la seconde par la

guinolinate synthase (NadA) (Figure 9).
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» La L-Aspartate oxydase (NadB):

Produit du genenadB cette enzyme est une flavoprotéine, a Flavine niaé
Dinucléotide (FAD) liée de fagcon non covalente aplatéine. Contrairement aux autres
aminooxydases, NadB est stéréospécifique et rsatitjue le L-Aspartate comme substrat
(Nasu S., 1982a). Durant la réaction d’oxydatiorLefyspartate en Iminoaspartate, NadB est
capable d'utiliser soit I'oxygene soit le fumaratemme accepteurs d’électrons selon les
conditions d’aérobiose ou d’anaérobiose dans ldeguse trouve la bactérie (Figure 9)
(Nasu S., 1982a).

ChezT. maritimaainsi que che?. fulgidus le génenadB est absent de leur génome.
Dans ce cas, la conversion du L-Aspartate en Inspa@ate est réalisée par la L-Asparate
déshydrogénase qui utilise le NAD ou le NADP conuoicteur (Sakuraba H., 2008).

* La quinolinate synthase (NadA)

La quinolinate synthase, produit du gémelA est une métalloprotéine a centre fer-
soufre [Fe-S] (Ollagnier-de Choudens S., 2005 cl@ilm R.M., 2005). Elle catalyse une
réaction complexe puisqu’il s’agit de la conderwatientre I'iminoasparate (IA) et le
DiHydroxyAcétone Phosphate (DHAP) pour former uaduwit cyclique, I'acide quinolinique
(QA) (Figure 9). Les différentes caractéristiqueacurales et fonctionnelles de NadA seront
détaillées dans la seconde partie de mon intragluctinsi que dans la partie « Résultats »,

puisqu’elles constituent le cceur de mon travaihgse.

COOH COOH SR
1 - L-Aspartate 2 - Quinolinate \
Oxydase (NadB) synthase (NadA)
‘ —_—
HoN COOH HN COOH /;\Pi . coom
L-Aspartate  FAD FADH, IminoAspartate Acide quinolinique
(L-Asp) (14) (A)
0O
H,0, 0,
(Succinate) (Fumarate) "o Diftydroxyacétone
Phosphate (DHAP)

Figure 9 : Formation de I'acide quinolinique a partir du L-Astate chez les procaryotes.
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b-  La voie principale de novo chez les eucaryotes
Chez les eucaryotes mais également chez quelguesptmns bactériennes
(Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia fungorum, IBacianthracis, Bacillus cereus,
Thermobifida fusca, Ralstonia metallidurany (Kurnasov O., 2003a, b), la synthese d’acide
qguinolinique est réalisée via une voie aérobieréirpdu L-Tryptophane. Cette voie nommée
voie des kynuréninesest constituée de 5 étapes enzymatiques suivigse dtyclisation
spontanée conduisant a la formation d’acide quiigplie (Figure 10).

e La Tryptophane 2,3-dioxygénase (TDO) ou lindoléanmie 2,3-dioxygénase
(IDO)

Deux types d’enzymes contenant un heme sont capdeleatalyser cette premiére
étape consistant a l'oxydation du L-TryptophaneT¢p) en N-formylkynurénine. La
premiere enzyme est la Tryptophane 2,3-dioxygé(iBb®) (Kotake Y., 1936), la seconde
enzyme est l'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO) (g K., 1967). La principale différence
entre ces deux enzymes est leur spécificité detratibka TDO utilise spécifiquement le L-
Trp alors que I'IDO est capable d’oxyder des anaésgdu tryptophane (D-Trp, tryptamine,
sérotonine...). Les détails du mécanisme ont été riggpoécemment par la résolution des

structures tridimensionnelles de chacune des erzyRweouhar F., 2007).

* La kynurénine formamidase (KFA)

La seconde enzyme est la kynurénine formamidasé\\Kji va déformyler la N-
formylkynurénine en L-kynurénine. Peu d’informatobiochimiques et structurales sont
disponibles sur cette enzyme. Ce manque de domsédi® au fait que le gene codant pour
'enzyme est resté tres longtemps inconnu, maiseggat au fait que la formylkynurénine
possede la capacité de s’hydrolyser spontanémehtkgnurénine conduisant de nombreux
chercheurs a penser que cette étape était catalgsézon non enzymatique. L'’enzyme a
récemment été purifiée et caractérisée et des eeslactivité réalisées (Wogulis M., 2008).
Cette enzyme qui ne contient pas de cofacteur a&agmcore été cristallisée mais on peut

noter qu’elle possede des homologies de séquemcedas estérases ainsi que des lipases.
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e La kynurénine 3-monooxygénase (KMO)

La L-kynurénine est oxydée en 3-hydroxykynuréninar ga kynurénine 3-
monooxygéenase (KMO). Cette monooxygénase contieffAD lié de facon non covalente et
utilise le NADPH pour la régénération de son caactLa présence de cette enzyme chez un
organisme n’est pas toujours associée a la syntiasgle quinolinique. En effet, chez les
insectes, la 3-hydroxykynurénine est converti adeaganthurénique (Han Q., 2007) et chez
Pseudomonas’est un intermédiaire dans la synthese des gitiéres de type quinolobactine
(Matthijs S., 2004).

e La kynuréninase (KYN)

La 3-hydroxykynurénine est hydrolysée par une kgniurase (KYN) en acide 3-
hydroxyanthranilique, avec la libération de L-afenilLa kynuréninase est I'enzyme la plus
étudiée de la superfamille des aspartate amindéa@ses, enzymes qui sont PLP-
dépendantes, ou le PLP est lié de fagcon covalefdepeotéine au niveau d’'un résidu lysine
(Koushik S.V., 1998).

» La 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase (HAD)

L’acide  3-hydroxyanthranilique est ensuite oxydé emcide 2-amino-3-
carboxymuconique semi aldéhyde par la 3-hydroxyanitate 3,4-dioxygénase (HAD), une
extradiol-dioxygénase a fer. Chacune des deux soités de I'enzyme contient deux sites de
fixation du fer : 'un des atomes de fer est cdiglie et est lié a la protéine par deux résidus
histidines et un résidu glutamate, l'autre atomefateest quant a lui coordiné par quatre
cystéines formant un centre [R§Sle type rubrédoxine dont la fonction est inconnue
(Solomon E.I., 2000).

e Derniére étape non enzymatique
La derniere étape est une cyclisation spontanée-dminofi-carboxymuconique

semialdéhyde en acide quinolinique (Colabroy K2005).
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Figure 10 : Formation de I'acide quinolinique chez les eucaegadt certaines bactéries a partir du L-
Tryptophane. TDO = Tryptophane 2,3-dioxygénase, kRfynurénine formamidase, KMO =
kynurénine 3-monooxygénase, KYN = kynuréninase, HABhydroxyanthranilate 3,4-dioxygénase.

c- De l'acide quinolinique au NAD

« La quinolinate phosphoribosyltransférase (NadC)

Qu'il soit formé a partir du L-Aspartate ou du Lyptophane, I'acide quinolinique va
ensuite étre pris en charge par I'acide quinoliaigunosphoribosyltransférase (NadC) pour
conduire a la formation de 'acide nicotinique monoléotide (NaMN) ; en d’'autres termes,
cette enzyme est commune a la voie de biosyniih@smvodes eucaryotes (Foster A., 1985)
et des procaryotes (Bhatia R., 1996). Plus pré@sémNadC effectue le couplage
spécifiqguement de la partie phosphoribosyle du &sphoribosyl-1-pyrophosphate (PRPP)
avec I'acide quinolinique (Figure 11). Elle fonetie selon un mécanisme séquentiel ordonné
avec tout d’abord la liaison du QA suivie de cellePRPP. Le départ du groupement PPi du
PRPP est activé par la coordination d’ions®ftenant & la formation d’un intermédiaire
oxocarbénium qui réagit avec l'acide quinoliniqguenant a la formation d’'un quinolinate
mononucléotide instable (Figure 11) qui subit uapide décarboxylation donnant I'acide
nicotinigue mononucléotide (NaMN) (Liu H., 2007).
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Figure 11 : Réaction catalysée par I'acide quinolinique phosiplosyltransférase (NadC) aboutissant
a la formation de I'acide nicotinigue mononucléet{NaMN).

e Du NaMN au NAD
L’acide nicotinigue mononucléotide (NaMN) formé estsuite pris en charge par
différentes enzymes pour conduire a la formationNd\D. Ces enzymes sont communes

avec la voie de secours ou de recyclage.

- L’acide nicotinique adényltransférase (NadD)

L’'acide nicotinigue mononucléotide adényltransféréidadD) catalyse I'adénylation de
'acide nicotinigue mononucléotide pour former l@& nicotinique adénine dinucléotide
(NaAD) (Figure 12). Cette réaction nécessite I'grede I'ATP et consiste en une attaque
nucléophile du groupement phosphoryle en 5 du NasliX le phosphate em de I'ATP
facilitée par la liaison d’ions Md. ChezE. coli, il a été montré que I'enzyme était capable
d’utiliser a la fois le NaMN et le Nicotinamide mamucléotide (NMN) comme substrat, avec
une importante préférence pour le NaMN (> a 10@®dasé sur une comparaison des valeurs
kcat/Km pour chacun des substrats) (Magni G., 20@dyennant donc quelques exceptions,
cette affinité a transformer préférentiellementNaMN est retrouvée dans tout le regne
bactérien. Le géneadD a été identifié comme essentiel chez quelques Ie®deactériens
(par exempleM. tuberculosi} et il est considéré comme étant une cible ingamete pour le

développement de nouveaux agents anti-infectieux.
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Figure 12 : Réaction catalysée par I'acide nicotinigue monoéoiilie adényltransférase (NadD)
aboutissant a la formation de I'acide nicotiniqdérne dinucléotide (NaAD).
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- La NAD synthétase (NadE)

La NAD synthétase (NadE) convertit I'acide nicaimé adénine dinucléotide (NaAD) en
Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NAD) en transfant la fonction acide de la partie
acide nicotinique du NaAD en fonction amide (FigaB). Le Md" est essentiel dans cette
activité puisqu’il va activer le groupement phodghde I'ATP, stabiliser le groupement

partant PPi mais également faciliter I'attaque’@mmoniac (NH) (Ozment C., 1999).

\ COOH x CONH,
O/ ‘ £

N

ADPO P y
" NadE ADPO b
=
OH OH ATP+NH;  AMP + PPi
Aei@e Nii_:niiniﬂup Nicotinamide Adénine
Adénine Dinucléotide Dinucléotide
(NaAD) (NAD)

Figure 13 : Réaction d’amidification de I'acide nicotinique ad®e dinucléotide par la NAD
synthétase (NadE) pour former le nicotinamide aw&dinucléotide (NAD).

- La NAD kinase (NadF) : Formation du NADP

L'uniqgue facon de synthétiser le cofacteur NADP artip du NAD passe par la
phosphorylation de ce dernier grace a la NAD kind&edF) en utilisant 'ATP (Figure 14).
Chez Salmonella,il a été montré une régulation allostérique deZigne permettant de
moduler I'équilibre des pools cellulaires en NAD est NADP en fonction des besoins
cellulaires (par exemple en conditions de streSke(ig W., 1994 ; Zerez C.R., 1987).
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Figure 14 : Réaction de phosphorylation du NAD menant a la &iom du NADP par NadF.

Sur le schéma ci-dessous sont résumés les diffémiermédiaires formés ainsi que
les différentes enzymes utilisées lors de la bitit®gede novodu NAD. Les enzymes notées

en bleu et en fuschia sont les enzymes menantoanteation d’acide quinolinique par la voie
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principale de biosynthese du NAD. Les enzymes unékg en noir et vert sont les enzymes
nécessaires a la conversion de I'acide quinolinigneNAD ; celles décrites en vert sont

communes avec la voie de secours décrite paragteghe

Voie de biosynthése principale du NAD

Chez les eucaryotes

JGhezles procaryofes  ......coerrrrnnensd et certaines bactéries
L-Aspartate L-Tryptophane
NadB TDO
KFA Yoie de secours
DHAP + iminoaspartate KMO /7

4
NadA il /
HAD v
i

4
K
Acide quinolinique ====l» NaMN ==l NaAD =sdp NAD === NADP
NadD NadE

NadC
L-Aspartate oxydase {Madi) L-tryptophane -2,3-dioxyg énase {TD{)
Quinolinate synthase {NadA) Kynur énine formamidase (KFA)
Acide quinolinique phosphoribosyltransf érase {NadC) Kynur énine -3-monooxyg énase {KMO)
Acide nicotinique mononucl éotide adényltransférase (MadD) | Kynuréninase (KYM)
NAD synthetase (MadF) 3-hydroxyanthranilate -3,4-dioxygénase (HAD)
NAD kinase { MadF)

Figure 15 : Résumé des différentes étapes de la voie princigafermation du NAD chez les
eucaryotes et les procaryotes passant par un iédkaire central : I'acide quinolinique.

d- Aspects structuraux de la voie de biosynthése de daez la bactérie

M. Rizzi est un des cristallographes qui a rédalwstructure tridimensionnelle de
nombreuses enzymes impliquées dans la biosynthésdA®D. En 2002, il propose une
analyse structurale des enzymes de la biosynthe®AD (voie principale) chez la bactérie
(Rizzi M., 2002). Toutes les enzymes possedentstmeture cristallographique a I'exception
de la quinolinate synthase (Figure 16).

Il note que les quatre enzymes (NadB, NadC, NadilE) n’ont aucun repliement
caractéristique en commun. Cette observation npest tres surprenante étant donné la
diversité des réactions qu’elles catalysent. Cepetade point commun retrouvé chez ces
différentes enzymes est un haut degré de flexébilitnformationnelle. Le cas le plus frappant
est celui de la L-Aspartate oxydase (NadB) qui tb¥da liaison de son cofacteur FAD subit
un fort changement conformationnel. Cette propri&égrande flexibilité conformationnelle
peut s’expliquer par la nécessité de « protéger produit instable de la réaction qu’elle

catalyse qui est I'iminoaspartate.
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Figure 16 : Bilan des différentes structures RX des enzymedigonpes dans la biosynthéde novo
du NAD chez les bactéries. NadA : quinolinate sgat) NadB : L-Asparate oxydase, NadC : acide
quinolinique phosphoribosyltransférase, NadD : MWi@mide mononucléotide adényltransférase,
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d’origine.
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[I-2 Les Voies de secours ou de recyclage

En plus de la voie principalede novo», la plupart des organismes possedaet voie de
recyclage capable de synthétiser du NAD a partir devitamine B3 provenant de
I'alimentation ou des métabolites issus de la didmjran du NAD ou encore de certains autres
nucléotides présents dans la cellule. La vitamir® &8t une vitamine hydrosoluble qui
correspond & deux molécules : I'acide nicotinigia)(et son amide (le nicotinamide ou Nm).
Elle est également connue sous le nom de vitamfhed®ir « Pellagra Preventive » car une
carence en cette vitamine est responsable de lagpeldont les symptdomes sont des

dermatites, des diarrhées et la démence (Elvehjém 1974).

a- Chez les procaryotes, les eucaryotes et les pldatbsxception des mammiféres)

» Voie de secours utilisant des pyridines (Nm et Na)

Dans certaines conditions métaboliques de défieieert NAD (voiede novonon
fonctionnelle par exemple), les différents orgar@srdoivent absolument recharger le pool de
NAD et cela est réalisé par I'utilisation de nicaimide provenant de la dégradation du NAD
comme je I'ai déja mentionné Figure 7. |l a égaleng&é mis en évidence chEzcoli (Rowe
J.J., 1985) ainsi qu&almonellaune utilisation du nicotinamide et d’acide nicogue
provenant du milieu extérieur (donc de l'organisinide de la bactérie), méme si le(s)
transporteur(s) correspondant responsable(s) deesgtimport(s) reste(nt) inconnu(s) a ce
jour. Une simple diffusion passive du Na et du Neste possible (Figure 17) (Rodionov
D.A., 2008).

- La nicotinamidase (PncA)

Le nicotinamide est converti en acide nicotinigue a nicotinamidase (PncA)
(Figure 17) (Frothingham R., 1996). Cette étapeyafblyse du nicotinamide est une étape
obligatoire chez la plupart des bactéries, puidpsesont incapables d'utiliser le Nm
directement. La résolution de la structure de P¢t®zPyrococcus horikoshiia apporté des
informations importantes pour la compréhension ate mécanisme réactionnel : la présence
d'une triade catalytique (Cys-Lys-Asp) retrouvéeezxhd’autres amidases a été mise en
évidence. L'interaction d'un ion Zfi avec cette triade serait & I'origine du transtéen
proton et de l'activation du thiolate de la cys&ttu site actif pour I'attaque nucléophile sur
la liaison amide du nicotinamide entrainant laritié&n d’ammoniaet la formation déacide

nicotinique. Le ZA" agirait comme un acide de Lewis (Du X., 2001).
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- L’acide nicotinique phosphoribosyltransféras@cB)

Chez de nombreuses bactéries le gameB se situe dans le méme opéron / régulon
gue pncA (Osterman A.L., 2007)L’acide nicotinique phosphoribosyltransférase (PncB
codée par ce gene transfére I'acide nicotinique Isub-phosphoribosyl-1-pyrophosphate
(PRPP) pour former l'acide nicotinique mononucléetiNaMN). La réaction chimique
catalysée par cette enzyme est trées semblableréatdion catalysée par NadC (excepté
I'étape de décarboxylation). La caractéristiquearuable et propre a PncA est son habilité a
augmenter 'efficacité de la catalyse en utilis&rtergie provenant de I'hydrolyse de I'ATP.
Ceci permet de déplacer I'équilibre de cette réactéversible presque entierement vers la
formation du produit NaMN (Gross J., 1996).

- Conversion du NaMN en NADNadD et NadE)

De fagon similaire a ce que I'on trouve dans laewte biosynthése principale novo
'acide nicotinique mononucléotide (NaMN) est prs charge parda nicotinamide
mononucléotide adényltransférase (NadD)puis la NAD synthétase (ou NadE)pour
former du NAD.

* Voie de secours utilisant des pyridines nucléosidéRNm)

L’existence d'une voie de secours impliquant l'alpson et l'utilisation de
nicotinamide ribonucléoside (RNm) exogéne a étéeneis évidence chez des mutants de
Salmonelladéficients dans les voies de biosynthese du Na@e de novoet voie de secours
a partir du nicotinamide. Cette nouvelle voie deoses implique les gengmuC et nadR
(Figure 17).

- L’entrée des pyridines nucléosides il existe une voie de secours des pyridines
exogenes. En effet, le nicotinamide ribonucléogidBlm) peut entrer dans la cellule par
I'intermédiaire d’untransporteur de nicotinamide ribonucléoside (PnuC)Ce nicotinamide
ribonucléoside est produit a I'extérieur de ladellvraisemblablement & partir du NAD, via
le NMN généré par une enzyme non identifiee a oe joe NMN formé va étre transformeé
sous l'action d’unghosphatase (AphA)en nicotinamide ribonucléoside (RNm). Ce dernier
va alors pouvoir entrer dans la cellule via Pnu@egdindre la voie de secours des pyridines
nucléosides (Figure 17) (Merdanovic M., 2005). [B#sdes de génomique ont permis de

montrer que la protéine impliquée dans cette veiesecours des pyridines nucléosides, et
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capable de convertir du RNm en NAD, est la protdilzelR. Elle est constituée de trois
domaines : le domaine NadR_R dont le r6le dansétplation sera développé dans le
paragraphe 1I-3 suivant, un domaine NadR_K posgédaa activité ribosylnicotinamide

kinase ainsi qu'un domaine NadR_A ayant une aétNMN adényltransférase.

- Domaine Ribosylnicotinamide kinag@adR_K)

L’activité ribosylnicotinamide kinase portée par d®@maine NadR_K consiste en la
phosphorylation du nicotinamide ribonucléoside powlonner du nicotinamide
mononucléotide (NMN) (Figure 17). La découverte addte activité étant tres récente, le
mécanisme réactionnel n’a pas encore été élucidéRNK posséde une grande spécificité de
substrat, puisqu’en effet elle n'est capable dagil que du nicotinamide ribonucléoside (et

pas de I'acide nicotinique ribonucléoside) (Gros¢,2005).

- Domaine Nicotinamide mononucléotide adényltransdiée(NadR_A)

Ce domaine de NadR, capable de former du NAD airpak® nicotinamide
mononucléotide (NMN) en présence d’ATP possedeeaplieament caractéristique de type
Rossman. L'analyse des interactions du NAD dansitee actif a permis d’observer une
interaction clé avec la partie nicotinamide apptiyj@bservation d’'une stricte préférence
pour la transformation du NMN par rapport a I'argple NaMN, a la différence de ce qui peut
étre observé pour l'enzyme NadD (Grose J.H., 200&yrnasov 0O.V., 2002 ;
Raffaelli N., 1999).
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Figure 17 : Schéma des différentes étapes de la voie de secoute recyclage chez les procaryotes,
les plantes et les eucaryotes a I'exception desmifgmes a partir du nicotinamide disponible dans la
cellulemais également a partir des pyridines et de pye&litucléosides exogénes.

b- Chez les mammiféres.

* Voie de secours utilisant des pyridines (Nm et Na)
La particularité de la voie de secours chez les mié@nes est’absence d’une activité

nicotinamidase (PncA) permettant la désamination du nicotinamide en aaqidetinique
(Figure 18).

- La nicotinamide phosphoribosyltransférase (NadV)

Une activitt enzymatique unique chez les mammifésds certaines bactéries
(Haemophilus ducreyiainsi que chez les bactériophages permet le agaplu nicotinamide
avec du PRPP par uneicotinamide phosphoribosyltransférase (NadV)pour former
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directement le nicotinamide mononucléotide (NMNEg(Ges S.Y., 2006 ; Miller E.S., 2003).

Cette enzyme a aussi la capacité de catalysewulgdage de I'acide nicotinique avec le PRPP
formant de I'acide nicotinique mononucléotide (NaMdivant le substrat disponible dans la
bactérie (Figure 18). Cette enzyme qui est I'édeiviade PncB chez les procaryotes a donc

deux substrats possibles : le Na ou le Nm.

- La nicotinamide adénylyltransférase (Nmnat-1, Nmt2, Nmnat-3)

Cette enzyme présente chez tous les mammiferesetestivée chez 'lhomme sous la
forme de trois isoformes : Nmnat-1 est nucléainmnidt-2 se trouve dans I'appareil de Golgi,
Nmnat-3 est mitochondriale. Cette enzyme ne pospadeale spécificité de substrat, elle est
capable d'utiliser a la fois I'acide nicotinigue nomucléotide et le nicotinamide
mononucléotide menant a la formation de I'acideotimique adénine dinucléotide (NaAD)
dans le cas de l'utilisation d’acide nicotiniquemoaucléotide et a la formation de NAD lors
de la transformation de nicotinamide mononucléofNiIN). Il est intéressant de noter que
cette enzyme est I'équivalent de NadD et NadR_k déb® procaryotes et qu’une fois de plus,
'enzyme de mammiferes est capable d’utiliser dewbstrats (Figure 18). Lorsque la
nicotinamide adényltransférase (Nmnat) utilise ilacnicotinique mononucléotide, I'acide
nicotinique adénine dinucléotide (NaAD) formé asinsformé en NAD via l'action de la
NAD synthétase (NadE)Raffaelli N., 2002).

* Lavoie de secours utilisant des pyridines nucléa@sexiste également chez les
mammiféres. Chez ’'homme, deux isoformes de latmamide kinase (Nrkl et Nrk2) ont été
clonés mais peu d’informations biochimiques ou mé&tmues sont a ce jour disponibles
(Tempel W., 2007). Le nicotinamide ribonucléosid@N() est pris en charge par la
nicotinamide ribosylkinase (NrK) qui forme du NMNe NMN formé est ensuite transformé

en NAD par les nicotinamide adényltransférases (&trin Nmnat-2, Nmnat-3) (Figure 18).
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Figure 18: Schéma des différentes étapes de la voie deiseon de recyclage chez les mammiferes

a partir du nicotinamide et de I'acide nicotiniquésents dans la cellule. La conversion-Nha
n'existe pas.

[1-3 La réqulation de la biosynthése du NAD

a- Régulation du métabolisme du NAD par le régulatéadR

C’est chezSalmonella typhimuriungue I'étude de la régulation du métabolisme du
NAD a été la plus largement rapportée (Foster JI@Q0 ; Foster J.W., 1993). C’est donc cet
organisme que je vais prendre comme exemple mépesisteme de régulation se retrouve
aussi chez la plupart des entérobactéries comanwoli, les Salmonella les Yersinig les
Shigellaet lesErwinia.

La biosynthése du NAD est controlée au niveaustiaptionnel par une protéine
trifonctionnelle :NadR. Cette protéine NadR est constituée de trois doreainenme je l'ai
déja mentionné (Figure 19A) :

- un domaine N-terminal présentant un motif cargtique HTH (Helix Turn Helix) qui
constitue le domaine de liaison a I’ADN et qui aenefl’'activité régulatrice a la protéine.

- un domaine central nommé domaine « NMN adéndféaase » possédant un domaine de
liaison avec le NAD (=NadR_A).
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- un domaine C-terminal (=NadR_K) qui posséde wtiwité ribosylnicotinamide kinase.

La régulation transcriptionnelle portée par le dome N-terminal se déroule de la
facon suivante (Figure 19B) : le NAD présent damgéllule se lie a la protéine NadR au
niveau de son domaine NadR_A, cette interactiongmoe la dimerisation de la protéine qui
se lie sur ’ADN par son domaine N-terminal au aivel’'un site spécifique situé en amont du
promoteur des genemdA, nadB, pnu(pncBet nadRréprimant ainsi la transcription de ces
genes ainsi que sa propre transcription. En absdacBAD, c’est 'ATP qui se lie a la
protéine NadR au niveau du méme site de liaisorN&ID qui reste alors sous forme
monomeérique et est ainsi incapable d’interagir a&PN. Il y a alors dérépression et les
géenesnadA nadB, pnuCpncBet NadRsont transcrits afin d’assurer la biosynthese é&DN
(Penfound T., 1999).

nadA-pnuC,
nadB,
pncB,
nadR

M. s

Enterobacteriales

Figure 19: (A) Représentation des différents domaines de laipeoidadR. B) lllustration de la
régulation de la biosynthese du NAD par la prot&iaeR. La séquence palindromique entourée en

jaune correspond au site de liaison de la pro&und ADN lors de la répression des genaslA-
pnuC nadB pncBetnadRchez les Entérobactéries.¢oli, Salmonella, Yersinia, Shigella, Erwipia

b- Régulation du métabolisme du NAD par le régulatéiaR

Un second systeme de régulation a été découvertBacillus subtils (Rossolillo P.,
2005). A sa découverte ce régulateur a été nommA,Yaujourd’hui il porte le nom NiaR
pour Niacin Repressor. Il est retrouvé de fagcon générale cleelzdetéries du type Firmicutes
(Clostridium, Bacillus, Streptococcysainsi que chez les ThermotogaleBhgrmotoga
maritima). La protéine NiaR est un répresseur transcripgbiui se fixe sur '’ADN par son
motif HTH. A la différence de NadR, c’est la liarsde I'acide nicotinique (Na) et non du
NAD a la protéine qui entraine la dimérisationatidison a 'ADN avec la répression de la
transcription des geénesadA, nadBet nadC, pncA, pncB, niaRidentifié comme un
transporteur d’acide nicotinique et de nicotinamitiez ces bactéries) phuC (Figure 20).

En absence d’acide nicotinique, la protéine NiaR pgsente sous forme monomerique,
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incapable d’interagir avec I’'ADN, il y a alors dpréssion des différents génes cités ci-dessus
(Rodionov D.A., 2008Db).

pncA, pncB,
niaP,
pnuC

."‘A]‘ TCI'EH A[;A TTn Firmicutes

mACA CJ!H Imlﬂlﬁ Thermotogales

Figure 20: Régulation de la biosynthése du NAD par la prot&ireR. La séquence palindromique
entourée en bleu correspond au site de liaisoa geotéine sur I’ADN lors de la répression des géne
nadABC, pncA, pncB, niaRinsi quepnuCchez les FirmicutegClostridium, Bacillus, Streptococcus),

et lesThermotogaleg¢Thermotoga maritima)

c- Régulation du métabolisme du NAD par le régulatédR

Une récente étude de génomique comparative anmmévidence une derniére famille
de régulateurs transcriptionnels nommée NrtR paudix-related transcriptional Regulators
(Rodinov D., 2008)Parmi les bactéries possédant ce systeme de riégulan retrouve des
bactéries du typé&/ibrio, Mycobacterium Shewanellaet PseudomonaslLa protéine NrtR
possede en N-terminal un domaine « Nudix-like »didypour Nicléoside dbhophate relié a
une partie_ xun motif retrouvé chez une famille d’enzymes geaht I’hydrolyse de divers
dérivés dinucléosides diphosphates) (Dobrzansk&2®02) et en C-terminal un domaine de
liaison & 'ADN (motif HTH). Des étude# vitro montrent que la protéine sous forme
dimeérique se fixe a ’ADN. A la différence des defamilles de régulateurs précédentes, c’'est
en présence d’ADP-ribose qu'elle devient monomérigh par conséquent se détache de
'ADN permettant la transcription des genes de lasynthese du NAD (Figure 21).
L’hypothese proposée pour la régulation par 'AlBse est la suivante : 'ADP-ribose est
un produit de dégradation du NAD et par conségsamirésence est un signal pour la cellule
de la nécessité de re-synthétiser du NAD, d’outiVation de la transcription (par dé-
répression) des géenemdABC, nadD, nadE, pncA, pncB, niaP, pnuC, nadikivh(un
homologue de NadD ché. jannaschiiet A. perniy, nadVetprs (protéine liée a la synthése
du PRPP).
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nadABC,

nadD, nadE,
pncA, pneB,
niaP, pnuC, nadR
nadM, nadV, prs

/! | Actinobacteria-1a
i
1T | y-proteobacteria-1a

Firmicutes-1a

Figure 21: Régulation de la biosynthése du NAD par la prot&itr&®. La séquence palindromique
entourée en vert correspond au site de liaisoa geotéine sur I’ADN lors de la répression des géne
nadABC, nadD, nadE, pncA, pncB, pnuC, nadR, nadidynprschez les cyanobactérjdss
actinobacteried a, lesy-proteobactéries et les Firmicutes 1-a.

Les différents systemes de régulation
chez différents organismes

Exempledel’organisation génomique du régulon
chez différents organismes types

Salmonella spp., Escherichia coli, Yersiniaspp.,

Chez E. coli et Salmonella spp.

Bifidobacteriuwn adolescentis, Clostridium
acetobutylicuom, Lactobacillus plantarum,
Streptococcus mitis

Erwinia spp., Photorabdus. nadr nadA pnuc_‘_ nadB pnecB
NadR : 1 -
Domaine de liaison de NadR
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Geobacillus Chez Thermotoga maritima
kaustophilus, Lactobacillus sakei, Pediococcus
NiaR pentosaceus, Strplococcus pyogenes, YA nifS nadBCA yeel
1a Streptococcus preumoniae,
Thermoanaer obacter tengcongensis,
Fusobacterium nucleatum, Thermotoga
maritima Domaine de liaison de NiaR
Swmechocystis sp, Vibrio spp, Pseudomonas spp. Chez Mveobacterium spp.
Shewanella spp., Acinetobacter sp.,
NtrR Mycobacterium spp., Bifidobacterium longum, sl nadE: nade

1 =

Domaine de liaison de NrtR

Tableau 1 :Les différents systéemes de régulation de la bitmyse du NAD chez différents
organismesiinsi qu'un exemple d’organisation de I'opéron/iégwpour chaque systeme. Le géne
ycelcorrespond aiaP chezE. coli(un transporteur de Na et Nm).
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I1-4 La voie de biosynthese du NAD comme un modied'évolution.

La caractéristique principale de cette voie deyiteese du NAD vient du fait qu’elle
n'est pas formée d’'une voie unique conservée cbes tes organismes. La logique et
'enchainement des réactions sont en général ocoFsenais en fonction des organismes, la
biosynthése débute par différents précurseurs (b,-Asl'rp) et utilise des voies diverses pour
le recyclage des produits de dégradation du NAD (INa et RNm). Au cours de I'évolution,
les enzymes de la biosynthese du NAD ont acquisspésificités selon les organismes. Le
point important qui ressort d’études de génomiquaparatives est l'inattendue complexité
de ces enzymes. On peut notamment noter le chamyjeteespécificité de substrat des
phosphoribosyltransférases (PncB et NadV). PncB Eheoli reconnait uniquement l'acide
nicotinique alors que chez les mammiféres Nad\tapable d'utiliser I'acide nicotinique et
le nicotinamide. Ces différentes caractéristiquasvpnt faire des enzymes de la biosynthese
du NAD un systeme idéal pour étudier la transforomatles enzymes au cours de I'évolution
(Mattevi A., 2006).

llI- Le NAD comme une cible pharmacologique

Les enzymes qui synthétisent le NAD et celles dutilisent sont des cibles
potentielles pour le traitement d’'une grande diverde maladies. Elles sont également au

centre de nombreux projets de recherche visantrasia au point de nouveaux traitements.

La conception et le développement de médicamebisntile NAD de trois fagons :
- Comme lacible d’un radical dérivé de l'isoniazide
- En concevant dashibiteurs ou des activateurs d’enzymes utilisante NAD

- En essayard’inhiber directement la biosynthése du NAD

I11-1 Le NAD comme cible de l'isoniazide

Le NAD est une cible directe du médicament isoni@zitilisé dans le traitement de la
tuberculose. L’isoniazide est une prodrogue qui de®lle pénétre dans la bactérie est
oxydée par une catalase péroxydase (KatG) sowsrtefd’'une espéce radicalaire dite espéce
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activée (radical isonicotinolyle). Cette dernieéagit avec le NAD pour produire un adduit
radicalaire (isonicotinic acyl-NADH) qui inhibe héyl-ACP (Acyl-Carrier-Protein)
réductase, enzyme impliquée dans la biosynthedaade mycolique qui est le constituant
essentiel de la membrane de la mycobactérie (Rekwar.A., 1998). Des mutations au
niveau du gene codant pour la catalase peroxydés€s) entrainent une résistance de la
mycobactérie a l'isoniazide. Le développement ddg@ntibactériens capables de produire
le radical isonicotinolyle et de réagir avec le NABns faire appel a la catalase peroxydase
pourrait permettre de lutter contre les résistart®gertaines mycobactéries a l'isoniazide
(Timmins S.G., 2006).

I1I-2 L’inhibition ou I'activation d’enzymes NAD dgendantes

Beaucoup d’oxydo-réductases utilisent le NA® le NADH comme substrats qui se
fixent au niveau du motif de Rossman hautementarggs Dans cette optique, imaginer des
inhibiteurs analogues du NAD qui peuvent étre dppms et sélectifs d’'une enzyme est
surprenant et semble impossible. Pourtant, cecpessible ; par exemple des inhibiteurs
homologues de I'acide mycophénolique (Vinet B., DQ@e la thiazofurine et du benzamide
riboside (2 analogues du Nicotinamide Ribose) (Bmmyvski P., 2004) inhibent
spécifiguement I'IMP déshydrogénase (IMP : acidssinique) au niveau du site de liaison du
NAD. Du fait de I'importance de cette enzyme daesnhétabolisme des purines, ces
composés pourraient étre utilisés comme agents camaireux, antiviraux ou
immunosuppresseurs.

D’autres molécules ne sont pas des inhibiteurs raaiscontraire des activateurs
d’enzymes impliquées dans le métabolisme du NADnsDee cadre, les sirtuines sont des
cibles particulierement intéressantes. En effedctivation de ces désacétylases NAD-
dépendantes pourrait augmenter I'espérance ddeig.composés comme le resvératrol ont
été montrés comme augmentant l'activité de ces rea@gyavec en conséguence un
retardement du vieillissement chez les vertébrétestinvertébrés (Howitz K.T., 2003 ;
Guarente L., 2006).

[11-3 L’inhibition d’enzymes de la biosynthése diAN.

Les enzymes de la voie de biosynthese du NAD sestcibles intéressantes dans la

mesure ou la molécule de NAD est synthétisée deamadifférente chez les bactéries et chez
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’homme. Cette caractéristique laisse entrevoirndavelles cibles pour le développement

d’antibiotiques.

Afin d’identifier précisément quelles enzymes paient constituer des cibles

intéressantes, différentes études de bioinformatmut été réalisées établissant un bilan des

enzymes impliguées dans la biosynthése du NAD ptéseou absentes chez différents

organismes (Gerdes S.Y., 2002 ; Gerdes S.Y., 2006¢. partie des résultats issus de ces

études est rapportée dans le Tableau 2:

Lesdifférentes voies E.coli P.aeruginosa M. tuberculosis H. pylori 5. pneumoniae H. influenzae C.trachomatis H. sapiens
de biosynthése du NAD

Voie de novo: jusqu’au NaMN Oui Oui Oui Oui Non Non Non Oui

I-Du Trp au QA = = - = = - - -

II- Du L-Asp au QA nadA 3 + + - -
nadB 4 + + - -
nadC + + + - +

Voie de secours : Niacine au Oui Oui 7 Non Oui Non Non Oui

NaMN/NMN

I- Nicotinamide au NaMN pncA : + + -

Nicotinamide désaminase pncB + + + -

Nicotinate phosphoryltransférase

II- Nicotinamide au NMN - +

Nicotinate

phosphoribosyltransferase

Voie de secours: NMN exogéne au Oui Oui Non Non Non Oui Non Non

NAD AphA - - - - & - +

NMN phosphohydrolase (extracell) pnuC % - + + + -

Transporeur pyridine nucléoside nadR + + - - +

Nicotinamide ribose kinase

NMN adényltransférase nadR + + -

-NMN spécifique (archae, qq - - - +

bactéries)

-MaMN/NMN (eucaryotes)

Voie commune NAD/NADP Oui OCui Oui Oui Oui Oui Non Oui

DuNaMN au NAD

NaMN adényltransférase
-NaMN spécifique (plupart
bactéries)

-NaMN/NMN spéciifique
(eucaryotes)

NAD synthétase

DuNAD au NADP

NAD kinase

nadD
nadE

nadF

Tableau 2 : Tableau récapitulatif d’'une partie de I'étude daagéique comparative de Gerdes S.

exposant une reconstruction fonctionnelle de layithése du NAD chez divers organisnesopli,
P. aeruginosaM. tuberculosisH. pylori, S. pneumonigéd. influenzaeC. trachomatisH. sapienk

Les + indiquent la présence du géne chez 'orgamises — indiquent son absence (Gerdes S.Y.,
2002 ; 2006).

Une fois de plus, on note ici la diversité et lanpbexité de la voie de biosynthese du

NAD. Dans l'optique d’'un ciblage spécifique de kactérie, la premiére observation faite est

gue la voie de biosynthede novodu NAD est réalisée selon deux voies tres diffi@®chez

’homme et chez la bactérie et que donc une inbibispécifique d’enzyme(s) chez la

bactérie est particulierement pertinente. Cecitn/akable que si la bactérie ne possede pas de

voie de secours pour synthétiser son NAD. Selon arégéres, deux microorganismes

semblent étre de bons candidaittelicobacter pyloriet Mycobacterium tuberculosign effet
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ces dewdbactéries effectuent leur biosynthese du NAD d’'seele maniere, via leur voie de
biosynthése&le novgla seule voie fonctionnelle chez ces microorgaes
- ChezH. pylori, il est établi que la biosynthése du NAD est d@ffée uniquement par
lintermédiaire de sa voie principale (NadA et Nadiiisque les enzymes de la voie de
secours sont absentes de son génome.
- ChezM. tuberculosisles enzymes de la voie de biosynthese princijal@A et NadB ont
été identifiées comme essentielles a la survieaetidulence de la mycobactérie par des
expériences de mutagénése de type HIMAR transp(@assetti C.M., 2003). Les enzymes
de la voie de secours sont présentes (geme&pncBprésents dans le génome) mais elles ont
été montrées comme non fonctionnelles. En effet, dépit de I'expression de la
nicotinamidase PncA donc de la présence d’acidatinique dans le milieu, ces études n’ont
révélé aucune formation de NAD, reflétant probal@ettinactivité de 'enzyme en aval de
PncA, I'acide nicotinique phosphoribosyltransférédBacB) et donc de I'impossibilité pour
cette bactérie a synthétiser du NAD a partir dwtmamide (Foster J.W., 1980 ; Kasarov
L.B., 1972). Dans cette étude, les auteurs contlges le NAD nécessaire a la mycobactérie
est synthétisé uniquement par la voie de biosysttiesovo.

Chez ces deux bactérikls pylori et M. tuberculosisles enzymes de la biosynthése du
NAD de novo(NadA, NadB et NadC) sont par conséquent citéesmoecibles potentielles
d’agents antibactériens(Sharma V., 1998).

- Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium tuberculosisu bacille de Kocha été découvert en 1882 par Robert
Koch' (Brock T.D., 1988). Cette mycobactérie provoqueitzerculose. L'incidence mondiale
de cette maladie est d’environ 9.2 millions nouweeas en 2006 (rapport de 'OMS). Cette
maladie tue chaque année plus d'1.7 millions degreres. Il existe un vaccin (le BCG) qui
permet la protection. La tuberculose est soignkdvkru’elle est bien diagnostiquée et que le
traitement est bien suivi. Le traitement consistd’@ilisation simultanée de 4 antibiotiques
au mode d’action différents : l'isoniazide, la nifpicine, I'éthambutol et la pyrazinamide
pendant deux mois, puis quatre mois de prise dazige et de rifampicine. Le mécanisme
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d’action des différentes molécules antituberculsusst maintenant en majorité connu.
L’isoniazide et la pyrazinamide sont des inhibiteute la biosynthése des acides gras.
L’éthambutol cible la synthése des glycosides (agte : constituant de la membrane de la
mycobactérie) et la rifampicine inhibe la synth&éS&RN bactériens par liaison a I'ARN

polymérase (Janin Y.L., 2007). La résistance auxlicagnents antituberculeux classiques
reste rare (environ 4 % des nouveaux cas) maimtali® % dans certains pays d'Europe de
I'Est. La lourdeur du traitement ainsi que I'émee de nouvelles souches résistantes
réclament la recherche de nouvelles cibles et leeldppement de nouveaux agents

antituberculeux.

- Helicobacter pylori 3 Vo
Helicobacter pylori est une bactérie qui infecte la muqueuse gastrig@f des ulcéres
gastro-duodénaux sont causés par des infections. giylori, méme si chez la plupart des
humains infectés, la maladie reste asymptomatiddie.pylori vit exclusivement dans
'estomac humain et est le seul organisme connwadusurvivre dans un environnement
aussi acide. Les maladies liées a l'infection gas ou moins graves (ulceres gastriques et
duodénaux, gastrites chroniques) (Borody T.J., 198@ été montré queél. pylori est I'un
des facteurs de risque principal des cancers gasfi L'infection se soigne a l'aide d’'une
trithérapie associant deux antibiotiques a un RRil{iteur de la pompe a proton). La durée
moyenne du traitement se situe entre une a dewaisesa Comme pour la plupart des
traitements antibiotiques on observe une augmentates résistances de cette bactérie aux

traitements classiques (Warren J.R., 1983).

I11-4 Les antibiotiques et les résistances

4

Un des progrés majeurs contre le développemeninéitions bactériennes au®%

siécle fut certainement la découverte des antipies par Flemifgen 1928 (Fleming
A., 1945). Grace a leur utilisation, le taux de talité par infection bactérienne a été diminué
d’'un facteur 20 entre 1900 et 1980. Malheureusenmaéime si ces produits se sont avérés
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particulierement actifs, on voit depuis quelquezaities d’années apparaitre des résistances
bactériennes de plus en plus fortes qui commergeagiser de sérieux problémes quant a
I'efficacité et a I'utilisation de certaines substas. En effet, les bactéries développent a plus
ou moins long terme des mécanismes de résistarestridtion de I'antibiotique par le
microorganisme lui-méme, mutation du géne codanir p@ protéine cible, pompage des

antibiotiques en dehors de la cellule).

Ainsi pour lutter contre ces résistancesdeux stratégies sont possibles :
- Soit trouver denouvelles molécules actives sur des cibles déjastantesen essayant de
diminuer leur capacité a induire des résistances.
- Soit synthétiser deouveaux produits actifs sur de nouvelles cible€eci constitue un des
buts de mon étude : trouver des molécules inhihar@ nouvelle cible de la voie de
biosynthese du NAD : la quinolinate synthase (Nad#&zyme dont je vais vous présenter

plus en détails dans le paragraphe suivant.

V- Le systeme quinolinate synthase

Dans cette derniére partie de mon introduction, j'a regroupé I'ensemble des
informations relatives a la quinolinate synthase (BdA) ainsi qu'a la L-Aspartate

oxydase (NadB) disponibles a mon arrivée au laboraire en 2006.

IV-1 L'historique : Mise en évidence de NadA et Badomme des enzymes

impliguées dans la voie de biosynthdsenovodu NAD

 Identification d’'un métabolite essentiel dans la vie de biosynthésale novo du
NAD chez les procaryotes : I'acide quinolinique
Rapidement, il a été établi grace a des expérseedeemarquage que les procaryotes
(E. coli etB. subtilig n'utilisaient pas le L-Tryptophane pour synthétileur NAD comme le
font les eucaryotes (Yanofsky C., 1954). Andreali.fen 1963 met en évidence un composeé
clé impligué dans cette voie de biosynthédsenovodu NAD. En effet, il observe que I'ajout
d’acide quinolinique sur des extraits cellulaire€.dcoli permet la formation d’acide

nicotinigue mononucléotide (NaMN), donc de NAD, gé@ant que l'acide quinolinique est
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aussi un intermédiaire dans la voie de biosyntliesaovodu NAD chezE. coli (Andreoli
A.J., 1963).

» Identification des génes impliqués dans la voie deiosynthésede novodu
NAD

La mise en évidence des genes impliqués de lariinssede novodu NAD chez
E. colia été rapportée par Tritz et al. en 1970 (Tritz,d.970a,b). Trois mutants nécessitant
I'ajout d’'acide nicotinique pour pousser sur milieinimum (obligés d'utiliser leur voie de
secours) vont étre isolés. Les trois génes correpds ont dans un premier temps été
nommesnicA, nicB et nicC (pour_niotinic acid) et renommeés plus tarthdA nadBetnadC
(pour ricotinamide_denine_ghucleotide)(Tritz G.J., 1970a,b).

* Lien entre les enzymes NadA, NadB et NadC et la wide biosynthesele novo

du NAD chez les procaryotes

Le lien entre la biosynthesde novodu NAD et les enzymes NadA et NadB est
clairement démontré par Tritz G.J. en 1973 gradesaétudes vitro montrant la formation
d’'acide quinolinique marqué (C]-QA) en mélangeant des extraits bactériens canten
NadA mais ne produisant pas NadB (sounhdB), avec des extraits bactériens contenant
NadB dans lesquels NadA est absente (sonelkdd). Dans les extraits contenant seulement
NadA ou NadB aucune formation dég]-QA n’a été détectée (Tritz G.J., 1973).

Pour résumer, la voie de biosynthéd® novodu NAD chez les procaryotes au
implique un précurseur central I'acide quinoliniggei est synthétisé par I'action de deux
enzymes NadA et NadB. NadC est impliquée ultérimerd ; en effet un mutamadC
d’E. coliaccumule de l'acide quinolinique et est incapat@e€ormer du NaMN (Ogasawara
N., 1967).

IV-2 Découverte des substrats

Ogasawara N. en 1967, grace a des études de marguag du {'C]-L-Aspartate
identifie le premier les deux substrats menant fardaation d’acide quinolinique et ce de la
facon suivante : sur des extraits d’'une souclie cbli délétée au niveau deadC qui je le
rappelle permet I'accumulation d’acide quinoliniqu#ans les extraits et donc sa
quantification, a été additionné difG]-L-Aspartate. Aprés élimination des protéines par

précipitation & la chaleur, la solution est pasaéaine colonne Dowex | et la radioactivité de
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différentes fractions éluées suivie par scintigir@aptMéthode mise au point par Preiss et
Handler). La fraction contenant I'acide quinolingga été lyophilisée puis dégradée par un
traitement a 190° C pendant 30 min. Les analysasdieactivité effectuées sur les produits
de dégradation de l'acide quinolinique ont mis giénce qu’un quart de la radioactivité

dosée est situé sur le groupe carboxylate C-7, uire guart sur le deuxieme groupe

carboxylate C-8 et le reste du marquage est refrguv le reste de la molécule (donc en C-2
et C-3). Cette étude a montré de facon claire gueAspartate est un précurseur de I'acide
guinolinique et que I'on a incorporation directesdmrbones C-2 et C-3 du L-Aspartate au
niveau des carbones C-2 et C-3 de l'acide quirguieicomme indiqué dans la Figure 22
(Ogasawara N., 1967).

4
COOH

"Extraits nad C-"
= NadA + NadB

HoN COOH
1

[4C]|-L-Aspartate 1"C]-Acide quinolinique

Figure 22 : Structure du'f'C]-acide quinolinique montrant les positions aueaiv desquelles est
incorporée la radioactivité provenant dtQ]-L-Aspartate (Ogasawara N., 1967).

Il restait & déterminer la provenance des 3 awagsones nécessaires a la formation
de la molécule d’acide quinolinique (les carbone4, ©C-5 et C-6 dans la Figure 22). Pour
répondre a cette question une autre étude, datath®d0, a été effectuée a partir d’extraits
bactériens &. coli nadC mis en présence de L-Aspartate, et de différenitsnpiels substrats
marqués au'fC] sur différentes positions : le [1-(3)€]-Glycérol, [13C]-Glucose, [2¥'C]-
Glucose et le [6C]-Glucose (Chandler J.L.R, 1970). Dans tous Iss leaformation d’acide
quinolinique marqué a été observée et ce dansudmitgs similaires. A partir des différents
substrats marqués testés, la répartition de |@aativité incorporée au niveau des différents
carbones de l'acide quinolinique, dosée aprés dégmm de celui-ci comme cité
préecédemment, a montré que ces molécules devaenssairement étre transformées avant
d’étre condensées au L-Asparate (Chandler J.L.R,0)19Ainsi, la Dihydroxyacétone
phosphate (DHAP) et le Glycéraldéhyde-3-phosph&e3F) ont été proposés comme
produits de conversion du Glucose et du Glycérgireposés comme deux produits capables
de se condenser avec le L-Asparate pour donnéaadd quinolinique.
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Deux mécanismes de condensation avec le L-Aspastait alors proposés en fonction
du précurseur triose phosphate comme illustrégpkigure 23 :
- Si c’'est le DHAP (Cas 1) alors c’est la liaisarire le carbone 3 et le carbone 4 de l'acide
quinolinique qui se forme en premier lors de lad=rsation.
- Si Cc’est le Glycéraldéhyde-3-phosphate alorstdaesaison entre le C-6 et 'azote qui se

forme en premier lors de la condensation (Cas Ba@ler J.L.R., 1970).
Cas 1 Cas 2

, Glucose
Glyeérol

Glycérol 3-phosphate Fruectose 1,6-diphosphate

g % o
OH  pihydroxyacétone phosphate Glycéraldéhyde 3-phosphate s J}
o
PO [coon PO
HN~ T COOH
L-Aspartate opP
o *__, _COOH HO COOH
PO Hz:N COOH ‘N COOH

Figure 23 : Hypotheses émises par Chandler J.L.R. en 197@satlire du second substrat de la
guinolinate synthase qui se condense $decAspartate (Chandler J.L.R., 1970).

L’étude suivante a été réalisée par Suzuki N. et8 Bir des protéines NadA et NadB
partiellement purifiées. Dans cette étude, en sariiasur I'étude de Chandler J.L.R, il teste
sur les protéines NadA et NadB la formation HEFQA a partir de T'C]-L-Aspartate et de
différents substrats : la dihydroxyacétone phosk@HAP), le glycéraldéhyde 3-phosphate
(G-3P), le glycéraldehyde, la dihydroxyacétone,citla 3-phosphoglycérique, of
glycérophosphate et le glycérol. Les résultats raklgemontrent que le DHAP et le G-3P
possédent la méme efficacité en tant que précwseans la formation de'*C]-acide
quinolinique (F*C]-QA) en présence de“f]-L-Aspartate. En effet, le DHAP et le G-3P
conduisent a la méme quantité d’acide quinolinitprenée. Les autres molécules testées ne
conduisant pas & la formation d&J]-QA. Par ailleurs, ces deux molécules sont |&ssats
d'une enzyme, la triose phosphate isomérase (Tl chloroacétol phosphate, un inhibiteur
de la triose phosphate isomérase, a été utilisédafidéterminer si I'activité observée n’était
pas due a la présence d’'une activité TIM contam@adha ainsi été montré que la synthéese

d’acide quinolinique & partir de G-3P et d&C]-L-Aspartate est inhibée lors de I'ajout de cet
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inhibiteur mais, par contre, n’est pas modifiée Ide I'utilisation de DHAP et de L-Aspartate
comme substrats (Figure 24). Ce résultat a condsitauteurs a conclure que I'activité
guinolinate synthase observée en présence de @lgééyde 3-Phosphate était due a une
contamination par la TIM et que donc le véritahldstrat est le DHAP. Il est important de
noter ici que c’est a partir de cette expériencd quété établi, sans réserve, que l'acide

quinolinique est formé a partir de L-asparate eDHAP (Suzuki N., 1973).

Chloroacétol Phosphate

1

Dihydroxyacétone Phosphate > Glycéraldéhyde 3-Phosphate
Triose Phosphate
isomérase

NadA |/~ L-Asparate
NadB
Acide quinolinique
Figure 24 : Schéma illustrant I'hypothése de Suzuki N. selgjuédle c’est le DHAP, et pas le G-3P,
qui se condense avec le L-aspartate pour formgdBaguinolinique.

En 1977, Wicks F.D. effectue sur les protéines NatlNadB partiellement purifiées
des expériences avec du'f&]-dihydroxyacétone phosphate et du L-Aspartataattre que
le C-3 du DHAP se condense au C-3 du L-Aspartatguetpar conséquent une liaison est
creée entre le carbone 1 du DHAP et la fonctiomandiu L-Aspartate comme le montre la
Figure 25 (Wicks F.D., 1977).

OoP
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o
o 4 f\a COOH 8 i
2
: \
s R -
HO k‘\ . o /2\(:00:1
%
DHAP —— ¥ L-Aspartate

Figure 25: Mode de condensation du L-Aspartate et du DHAP gsépar Wicks F.D en 1977 apres
marquage du DHAP ad’].

Ces trois études de marquage effectuées sur destexi’'un mutant . coli nadC
ont permis de mettre en évidence que les protéilaes\ et NadB catalysent la formation
d’acide quinolinique a partir du L-Aspartate et m'triose phosphate que Suzuki proposait
étre le DHAP.
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Wicks F.D. en 1978 va permettre de proposer ureatdns I'action des enzymes. En
d’autres termes il va déterminer quelle est I'engyidadA ou NadB) qui condense les deux
substrats. Pour cela, il place de part et d'aumeedmembrane de dialyse la protéine NadA
d’un coté et la protéine NadB de l'autre. De chagbie de la membrane sont ensuite placées
du DHAP et du I*C]-L-Aspartate (Figure 26A). La formation d€¢]-QA est observée dans
chacun des deux compartiments. Cependant, une guarsde quantité de'4C]-QA est
observée dans le compartiment contenant I'enzyn@ANzermettant d’établir alors I'ordre
d’action des enzymes : dans un premier temps daalie NadB qui convertit le L-Aspartate
en Iminoasparate puis NadA qui effectue la condenrsae I'iminoaspartate avec le DHAP
pour former l'acide quinolinique comme indiqué ddasFigure 26B (Wicks F.D., 1978).
L'information majeure apportée par cette expérierse que c’est la protéine NadA qui

condense les deux substrats IA et DHAP.

A B
NadA ’ NadB
A NadB , Rissa Acide
DHAP ! DHAP L-Aspartate —— Iminoaspartate —s——» quinolinique
[*4C] L-Asp | [MC]L-Asp (
@' {} DHAP
MC]QA >>> [**C] QA

Figure 26 : (A) Expérience effectuée avec la membrane de dialg3€idre des réactions proposé
pour la formation de I'acide quinolinique.

IV-3 Caractérisation de la L-Aspartate oxydase @®)ad

Les premieres études attribuant une fonction a whades membres du duo
NadA/NadB datent des années 70. Concernant NadBksAR.D. établit en 1978 (Wicks
F.D., 1978) un lien entre NadB El'coli (partiellement purifiée) et la conversion du L-
Aspartate puisque NadB est capable dutiliser |Asparate. Dans ces expériences, la
consommation du L-Aspartate dépend de FAD conduidauteur a proposer une
déshydrogénation du L-Aspartate avec formation gitoduit instable : I'iminoaspartate. Ce
n'est qu'en 1982 que Nasu S. (Nasu S., 1982a) exfppremiere purification de NadB
d’E. coli, mais surtout la premiére mise en évidence d'uniiticti -Aspartate oxydase en
utilisant du f*C]-L-Aspartate et établit que cette activité esOF@épendante. Il caractérise le
produit de la réaction comme étant effectivemeimifioaspartate. Ce produit est instable

(notamment en absence de NadA) et se décomposiemagmt en acide oxaloacétique. C’est
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d’ailleurs la présence d’acide oxaloacétique quiet de dire que de I'iminoaspartate s’est
formé a partir de L-Aspartate.

La stabilité de cet intermédiaire a par la suite &udiée et ce grace a la stratégie
suivante : NadB a été incubée 100s avec ti{L-Aspartate, puis 'enzyme inhibée avec du
meésotartrate. La stabilité de I'iminoaspartate anaé pendant ces 100s a ensuite été évaluée
par ajout de la protéine NadA et de DHAP a diff&sgeamps apres I'ajout du mésotartrage (t
teos ti120s..) €t I'incubation poursuivie pendant 5 minutesladsuite de quoi la formation
d’acide quinolinique a été mesurée. Une diminutera quantité d’acide quinolinique formeé
a été observée en fonction du temps d’ajout de NRHAP : plus le mélange NadA/DHAP
est ajouté tardivement, moins on a de formatiogid&quinolinique (QA). Cette diminution
de la quantité de QA correspond a la décompositibinséque d’'iminoaspartate, et ceci a
permis de déterminer le temps de demi-vie de I'oaspartate comme égal a 144 secondes
(Nasu S., 1982a). Une méme valeur a été déterndamsed’'une autre étude dans laquelle
liminoaspartate a été généré chimiquement en rmgékam de l'acide oxaloacétique et du
sulfate d’'ammonium avec dans ces conditions;gmesuré de 150 secondes a pH 8 a 25 °C
(Nasu S., 1981). Notons que la stabilité de l'inaisyparate est dépendante du pH et de la
température.

Grace a |lutilisation de *fC]-L-Aspartate et a la détection deQ]-acide
oxaloacétique, les différentes constantes cinéigiee I'enzyme pour le L-Aspartate et le
FAD ont pu étre déterminées. Comme on peut le soirla Figure 27A, la L-Aspartate
oxydase présente un comportement atypique suieartdncentrations en L-Aspartate. Deux
valeurs de K pour le L-aspartate ont ainsi été détermnées Kynde 0.63 mM entre
0.25 mM et 1.25 mM de L-Aspartate, et up #e 3.3 mM pour les concentrations supérieures
a2 mM : (Figure 27A). Le K proposé pour le FAD est de 2.5 mM dans des camditou la
concentration en L-Aspartate est égale a 0.5 mMe{wfa calculées a partir des courbes de
Lineweaver-Burk : Figure 27B) (Nasu S., 1982a)edt & noter que cette valeur dg Kst
élevée pour une flavoprotéine puisque en générdllpour le FAD d’'une flavoenzyme est

de I'ordre de quelques dizaines de micromolaires/és J., 1999).
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Km, =3.33mM

Figure 27 : (A) Représentation de Lineweaver-Burk de la vitesialim de la L-Aspartate oxydase en
fonction de la concentration en L-Aspartate (9 pdNadB, temps d’incubation de 60 min).
(B) Représentation de Lineweaver-Burk de la vitesisiali|mde I'apo L-Aspartate oxydase en fonction
de la concentration en FAD (4.5 g de apo NadB spdaktate 0,5 mM avec des concentrations de
FAD variant de 1 & 20 uM,),-/Sans inhibiteur, B- 45 uM de Cibacron blue, urbitaur non
compétitif du FAD, G2 mM de NAD, un inhibiteur compétitif du FAD (Nasu S., 1982a).

Les auteurs observent une autre particularité fpourAspartate oxydase : il n’existe
pas de corrélation entre I'activité L-Aspartate daye et la concentration protéique et ce pour
différentes concentrations de substrats ajoutésftet, pour une méme concentration de L-
Aspartate, 'augmentation de la concentration pgo& n’entraine pas une augmentation
proportionnelle de la quantité de produit formés lateurs expliquent ce phénomeéne par
I'existence d’'un équilibre entre une forme monompéei (a faible concentration) qui serait
active et une forme dimérique inactive (aux plusef® concentrations). Mortarino M. en 1996
(Mortarino M., 1996) confirme ce résultat mais e que ce phénomeéne de non linéarité
entre activité enzymatique et concentration proi@ig'est pas relié a I'état d’oligomeérisation
de I'enzyme mais plutét a une inhibition de I'enzympar le produit de la réaction :
liminoaspartate (IA). Cette inhibition est suspeadoar I'ajout de NadA ce qui conduit les
auteurs a proposer que l'inhibition de l'activitdzgmatique de NadB est due a la formation
d’'un complexe NadB-IA et qu’en présence de Nadkitioaspartate « bloqué » dans le site
actif de NadB est pris en charge (par NadA), paaneta NadB d'étre a nouveau

fonctionnelle (Mortarino M., 1996).
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IV-4 La quinolinate synthase : une enzyme sensibdlexygéene

Flachmann R., en 1988 effectue le premier clonageéquencage du géemmadA
d’E. coli, son analyse de séquence donne un géene de 840 pbtqoalr une protéine de
31 555 Da. Cependant aucune expression, purifitattocaractérisation n'ont été décrites
(Flachmann R., 1988).

En 1991, Gardner P.R. et Fridovich I. rapportens deformations qui seront
primordiales pour la mise en évidence de I'actigiénolinate synthase. En effet, I'exposition
a l'oxygéne d'extraits . coli entraine une diminution de Il'activité quinolinatgnthase
(activité dosée par détection ddG]-QA selon la méthode développée par Suzuki NLG8
(Suzuki N., 1973)). De plus, la ré-incubation emémbiose de ces extraits préalablement
exposes a I'oxygene permet la récupération partdsl I'activité quinolinate synthase (60 %).
Enfin, I'inactivation de I'enzyme préalablement espe a I'oxygene est conservée si I'on
ajoute des agents chélateurs du Fe@y’'(dipyridyl ; 1,10-phénantroline) dans le milieu
réactionnel. A la vue de ces différentes expérignies auteurs proposent « LA » quinolinate
synthase NadA comme « L’ » enzyme sensible a I'éerggimpliquée dans la formation
d’acide quinolinique (Gardner P.R., 1991a). L'éguge Fridovich |. est spécialisée dans le
stress oxydant bactérien et s’intéresse a certainegnes sensibles au superoxyde que sont
les protéines fer-soufre ([Fe-S]) et plus partendiment les protéines de type déshydratases
qui comme leur nom l'indique sont impliquées daes déactions de déshydratation (Flint
D.H., 1996). Ces enzymes contiennent un centre-§&jesensible a I'oxygene qui les
inactive et sont réactivées lorsqu’on les remeatreerobiose (Figure 28A).

La sensibilité a I'oxygene et les deux étapes dhglfratation proposées par Nasu S.
en 1982 (Nasu S., 1982a) pour le mécanisme de famn@e I'acide quinolinique ainsi que la
présence d'un motif CXXCXXC dans la séquence erdemciaminés de NadA, motif
caractéristique des protéines [4Fe-4S] (Figure 28Bhent Gardner P.R. et Fridovich I. a
penser que NadA possede un centre [4Fe-4S] du nt@gmeeque celui retrouvé dans les
déshydratases et que c’est ce centre [4Fe-4Sktle site sensible a 'oxygéne au cours de la

biosynthese du NAD (de I'acide quinolinique).
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+0"—» EQL + Fezt
Centre [4Fe-48] Centre [3Fe-48]
actif inactif
des désydratases des désydratases
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MSVMFDPDTAIYPFPPKPTPLSIDEKAYYREKIKRLLKERNAVMVAHYYTDPEIQQLAEE 1-60
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Figure 28 : (A) Inactivation des déshydratases par Qrelargage du Fe(ll) des centres [4Fe-4S] et
formation d’un centre [3Fe-4S] inactif (Gardner P1B91b,c) B) Séquence de la quinolinate synthase
NadA dE. coli mettant en avant le motif CXXCXXC.

IV-5 Purification et premiéres caractérisationdalguinolinate synthase

Jusqu'aux années 2000, toutes les études avageetf@ttuées en conditions d’aérobiose
(a I'exception de celle de Gardner P.R., 1991a)das extraits bactériens ou bien sur une
protéine NadA partiellement purifiée (Chandler B.L.1970 ; Suzuki N., 1973 ; Griffith G.R.,
1975 ; Wicks F.D., 1977). Il a fallu attendre lesé@es 2000 pour que la premiere purification

de NadA soit réalisée.

a- Purification de la protéine sous forme d’'une apdgnoe.

Ceciliani F. en 2000 présente le clonage, la suesgon et la purification de la
quinolinate synthase H: coli en condition d'aérobiose (Ceciliani F., 2000)\pres
surexpression, la protéine se trouve majoritairdmnsens la forme de corps d’inclusion. Les
auteurs mettent alors au point une procédure detwuiéxion puis de renaturation de la
protéine (ajout de glutathion et dialyse) leur pettant de purifier la protéine sur une colonne
de chromatographie échangeuse d’anion (MonoQ) et dbtenir 12 mg pour un litre de
culture. Il est a noter que la protéine ne contautun cofacteur. Ils mesurent une activité
enzymatique quinolinate synthase sur cette préparat partir de NadB purifiee, de L-
Aspartate, de DHAP et de NadA en mesurant la gigadé phosphate libéré (du DHAP) lors
de la formation de l'acide quinolinique. lls détémemt ainsi une activité spécifique de
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600 pumoles (d’acide quinoliniqgue)/min/mg de proggimalgré I'absence de centre métallique

au sein de la protéine comme I'a proposé Fridoki¢Bardner P.R., 1991a).

b- Purification de la protéine sous forme métalléelgeozyme)

C'est en 2005 quont été rapportées pour la pramiis la purification et la
caractérisation de la quinolinate synthadge. doli sous forme métallée par notre laboratoire
(Ollagnier-de Choudens S., 2005) ainsi que pauljgg de Squire Booker (Cicchillo R.M.,
2005). La protéine a été purifiée en anaérobioggrétente une couleur marron-jaune. En
accord avec le dosage de fer et de soufre et Emitpies spectroscopiques utilisées,
absorption UV-visible, MOssbauer et Résonance Pagagétique Electronique (RPE), il a été
montré que NadA contienait un centre [4Fe-4S]/magr@mte protéine, sensible a I'oxygene
et essentiel a I'activité. Le spectre UV-visible ldeprotéine présente une bande de transfert
de charge S>Fe(lll) situé vers 420 nm, caractéristique d'untoeriFe-S] (Figure 29A). La
spectroscopie Modssbauer a permis de montrer qui tdOfer est présent sous la forme d’un
centre [4Fe-43] (S=0) (Figure 29B) (Ollagnier-de Choudens S., 200% mesure de
lactivité enzymatique a été realisée selon deuwhrigues différentes dans les deux
laboratoires. L’équipe de Booker S. a effectué guantification du produit formé (QA) par
HPLC et a ainsi déterminé une activité spécifiqugalé a 0,015 pmole d'acide
quinolinique/min/mg (Cicchillo R.M., 2005). Le teshzymatique mis au point au laboratoire
était quant a lui basé sur la quantification pasoaption UV-visible du DHAP restant en fin
de réaction en utilisantd-glycérophosphate déshydrogénase comme enzymegli@iiade
Choudens S., 2005). Ce test enzymatique, asset #ouorettre en ceuvre, n’a pas permis de
déterminer une activité spécifigue mais a permisndatrer, de la méme facon que Cicchillo

R.M. et al., que le centre [4Fe-4S] est essentiakévité de 'enzyme.
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Figure 29 : (A) Spectre UV-visible de la quinolinate synthaséfjiig en anaérobioseB) Spectre
Mdssbauer de la quinolinate synthase purifiée aém@biose et mesuré a 4.2 K, le spectre
expérimental est indiqué par (¢), les deux spethésriques de centres [4Fe-Z3jont en trait plein
(-) (Ollagnier-de Choudens S., 2005).

IV-6 Aspects structuraux : Premiére structure mnieinsionnelle de la quinolinate

synthase

La premiére structure tridimensionnelle de la glinate synthase (Figure 30A) a été
rapportée par Sakuraba H. en 2005 sur la quinelisghthase dByrococcus horikoshiun
organisme hyperthermophile, dont la surexpressiogté effectuée chek. coli et la
purification réalisée en conditions d’aérobiose. dtaucture, obtenue par diffraction aux
Rayons X & une résolution de 2.0 A, a été obtemu@résence de malate, un analogue
structural de I'iminoaspartate. Comme représenigar& 30A I'architecture générale de la
protéine est triangulaire. Elle est composée de ttomaines similaires possédant chacun un
repliement de type sandwiclfia. Le site actif (ou se trouve le malate) est sauénterface
des trois domaines. Il est a noter que cette streicte possede pas de centre métallique et que
plusieurs parties de la molécule n’ont pas pu &selues et sont donc absentes du modéle.
Ces différentes parties « manquantes » sont indgjeg rouge sur la Figure 30B représentant
la séquence en acides aminés de NadR.dwrikoshii Une fois de plus, malgré I'absence de
centre [4Fe-4S] dans la protéine, une activité evatigue mesurée par HPLC selon le
protocole mis au point par Cicchillo R. M. et alé& mesurée et déterminée comme étant
égale a 2,2 pumoles/mg/min (Sakuraba H., 2005).eCattivité est donc plus de 140 fois
supérieure a celle proposée par Booker S. sur nmgre avec un centre [4Fe-4S] (Cicchillo
R.M., 2005).
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Figure 30 : (A) Structure cristallographique de la quinolinate bgse dé>yrococcus horikoshiicode
pdb : IWZU). L’extrémité N-terminale est coloréelseu, I'extrémité C-terminale est en rouge. La
molécule de malate est représentée en modele éatainlet au centre de la structu¢B) Séquence

primaire de la quinolinate synthaseRlehorikoshii(300 acides aminés). Les parties résolues de la
protéine sont indiquées en bleu, les parties néinideé sont indiquées en rouge, les cystéines sont
également indiquées en rouge.
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IV-7 Le « complexe quinolinate synthase NadA-NadB »

L’hypothése de I'existence d’'un complexe entre deax protéines communément
appelé « complexe quinolinate synthase »est sous-jacente depuis 1970 pour plusieurs
raisons :

- Dans la plupart des organismes, les gére\ et nadBfont partie d'un méme opéron.

- Ces deux protéines sont impliquées dans la bioggathde I'acide quinolinique
(Tritz G.J., 1973).

- Au vu de la nature particulierement instable dudpibde la réaction catalysée par
NadB, I'iminoaspartate (voir partie 1V-3), on peaisément imaginer I'existence d’'un
complexe entre NadA et NadB de sorte que I'iminagsgpe soit protégé et directement
utilisé par NadA.

A mon arrivée au laboratoire en 2005, aucune détmation (par des méthodes
biochimiques ou structurales) de I'existence d’ahcomplexe n’avait été faite. Cependant
deux études, celles de Wicks F.D. (Wicks F.D., }9&8de Nasu S. (Nasu S., 1981)
semblaient s’opposer a la formation d’'un complexeeesNadA et NadB et ce pour les raisons
suivantes :
- Wicks en 1978 effectue des expériences en pladamtart et d’autre d’'une membrane de
dialyse la protéine NadA d'un coté et la protéinadR de l'autre, les protéines étant
partiellement purifiées. De chaque coté de la manmrsont ensuite placés du DHAP (un
triose phosphate) et difC]-L-Aspartate. La formation dé“C]-QA est observée dans chacun
des deux compartiments (avec quelques différenaesry été discutées dans le paragraphe
IV-2), preuve qu’une interaction directe entre lptéines NadA et NadB n'est pas
nécessaire pour la formation d’acide quinolinigéoks F.D., 1978).
- En 1981, une autre étude démontre la formatioacidé quinolinigue en générant
chimiguement ['iminoaspartate par un mélange de@acidxaloacétique et de sulfate
d’ammonium, preuve que la quinolinate synthase adive en absence de NadB
(Nasu S., 1981).

Ainsi la question de I'existence d’'un complexerertiadA et NadB était toujours en

suspens a mon arrivée au laboratoire.
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IV-8 Un mécanisme complexe : Les différentes pramrs

La formation de l'acide quinolinique nécessite tmaensation de deux substrats, le
DHAP et un intermédiaire instable généré par Natiihinoaspartate. L'utilisation de deux
substrats pour former une molécule aromatique pardensation laisse supposer un

mécanisme complexe.

a- La premiere hypothése de mécanisme

La premiére hypothése de mécanisme est celle de Saen 1982 (Figure 31) (Nasu
S., 1982a). Dans une premiére étape, le groupeéieciroattracteur de I'amine facilite le
départ du proton du C-3 de liminoaspartate. L'espdormée effectue une attaque
nucléophile sur le C-3 du DHAP entrainant I'élintioa du phosphate inorganique. Une
réaction d’isomérisation de type céto-aldoliquelvisude deux étapes de déshydratation
successives cyclisent la molécule et permetteriorimation de I'acide quinolinique. Cette
hypothése de mécanisme est appuyée par Flint D.H986 dans une revue qu’il consacre
aux protéines [Fe-S] possédant des fonctions nodiexrédans laquelle il mentionne la
qguinolinate synthase NadA (Flint D.H., 1996).

Loy Civyy

Iminoaspartate

HO coo HO coor HO. Co0
| . — |
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H,0 HO CO0" py0 €O’
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Acide
Quinolinique

Figure 31 : Proposition de mécanisme faite par Nasu S. en (1982u S., 1982a).

b- La seconde hypothése de mécanisme
Begley T.P. va émettre une seconde hypothése danmséte en 2001 (Figure 32)

(Begley T.P., 2001). Par opposition a la propositie Nasu S., il propose I'isomérisation du
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DHAP en G-3P avant sa condensation avec I'iminassga Ainsi, il propose dans un
premier temps la réaction de I'amine du L-Aspar&ate la fonction aldéhyde du G-3P avec
départ d’'une molécule d’eau. Le composé ainsi formée cycliser par perte du phosphate et
une étape de déshydratation va conduire a la favmade I'acide quinolinique. Les
différences avec le mécanisme proposé par NasonEdenc le passage par un intermédiaire

Glyceraldéhyde-3-phosphate ainsi que le départtphdéf du phosphate.

$134@ﬁ1

DHAP Iminoaspartate
HO COOH  HO COOH COOH
| L |
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Figure 32 : Proposition de mécanisme faite par Begley T.P &1 ZBegley T.P., 2001).
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Les deux mécanismes peuvent se réesumer comme énsliglia Figure 33 :
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Figure 33 : Bilan des deux hypothéses de mécanismes poumiafion de I'acide quinolinique
(Sakuraba H., 2005).
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Objectifs de la these

A mon arrivée au laboratoire, la quinolinate swséh dE. coli avait été caractérisée
biochimiquement et spectroscopiquement. Le domdiiexepertise du laboratoire nécessaire a
l'identification et la caractérisation des métatoygines avait permis de purifier la protéine en
anaérobiose permettant ainsi la conservation desoime métallique. La nature de ce centre
métallique avait pu étre déterminée grace a difitéie spectroscopies UV-visible, RPE et
Mossbauer. On savait donc que la quinolinate sgetitiE. coli possédait un centre [4Fe-
4SF* sensible & I'oxygéne et essentiel & son actiitéagnier-de Choudens S., 2005). La
caractérisation de I'enzyme avait également étpar@e par I'équipe de Squire Booker qui
proposait les mémes résultats quant a la natureedtre métalligue de I'enzyme et a son

absolue nécessité pour I'activité enzymatique (@ikcR.M., 2005).

Mes obijectifs de thése ont été les suivants :
1. La caractérisation structurale et fonctionnelledirentes quinolinate synthases.

Le premier des objectifs de ma thése a été |digation ainsi que la caractérisation
biochimique et spectroscopique de quinolinate saseh de différents organismes. La
quinolinate synthase B5cherichia colidans le but de mettre au point au laboratoire des
conditions d’analyses de l'activité enzymatique pHPLC permettant de déterminer les
parametres cinétiques de I'enzyme ; ce que ne piiingas le test enzymatique mis au point
en 2005. La quinolinate synthase Mgcobacterium tuberculosis été choisie pour la
stratégie antibactérienne puisqu’en effet elle sespde pas de voie de secours de biosynthése
du NAD fonctionnelle. L’enzyme d@&hermotoga maritimaa été choisie pour les tests de
cristallisation en collaboration avec le LCCP 88l de Grenoble, I'objectif principal étant
I'obtention d’'une structure tridimensionnelle deglainolinate synthase sous forme métallée,
c'est-a-dire avec son centre [4Fe-4S]. En effétutle de Sakubara H. avait rapporté la
structure tridimensionnelle de la quinolinate swsth deP. horikoshii mais dépourvue de
cofacteur métallique. La protéine SufEAthbidopsis thaliana été choisie pour répondre a
la question suivante : Est-ce que la quinolinatgt®se d’organismes supérieurs possede les
mémes propriétés structurales et fonctionnelles cpltes des organismes procaryotes ?
D’apres une analyse bioinformatique, cette dernossede deux domaines, un domaine
guinolinate synthase et un domaine SufE-like (pnet&€apable de transférer des atomes de
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soufre d’'une protéine a une autre) dont les fonsti@ mon arrivée au laboratoire n’avaient
pas été déterminées.

L’étude des quinolinate synthases issues de ce&ssdorganismes devait également
nous permettre de répondre a la controverse gsiagixquant a la présence d’'un centre [4Fe-
4S] au sein de la quinolinate synthase et de sassi#€é pour I'activité. En effet, deux études
rapportaient une activité quinolinate synthase ptes apoprotéines H. coli et de
P. horokoshii(Sakubara H., 2005; Ceciliani F., 2000) alors gage laboratoire et celui de
Booker S. venaient de montrer que l'apoprotéineimsttive et que seule I'holoenzyme

possede une activité enzymatique (Ollagnier-de @aos S., 2005 ; Cicchillo RM., 2005).

La quinolinate synthase E. coli avait été caractérisée comme étant une protéine
contenant un centre [4Fe-4S] essentiel a son #&tidn autre objectif au cours de mes
recherches de thése fut de mieux caractériser meecplFe-4S] notamment au niveau de
I'identification des ligands et donc des acidesra@niimpliqués dans la coordination du centre
fer-soufre. Nous avons notamment voulu déterminkrsscystéines proposées par Fridovich
l. (Cys291, Cys294 et Cys297 chkz coli), contenues dans le motif CXXCXXC, étaient
effectivement les ligands du centre métallique @@ar P.R., 1991a). Deux approches ont été
choisies pour répondre a cette question. Une appiincvitro par mutagénése dirigée et une
approchdn vivo par des études de complémentation d’une soudhecdli délétée au niveau
du genenadA la soucheMlG1655AnadA

2. Recherche de molécules inhibitrices de I'activitéhglinate synthase.

Comme je l'ai déja exposé dans mon introductionglanolinate synthase de
M. tuberculosisse trouve étre une bonne cible dans la rechereh®dveaux antibactériens
puisqu’elle ne possede pas de voie de secoursdanelle. Un autre enjeu de mon travail de
these a donc été la recherche de molécules ayamtaation inhibitrice sur l'activité
quinolinate synthase. Nous avons choisi de tedfférehtes familles de molécules, analogues
des substrats de I'enzyme, d’intermédiaires réantts ainsi que du produit de la réaction,

I'acide quinolinique.

3. Etude du mécanisme réactionnel de 'enzyme

Le dernier objectif majeur de mon étude a étéamdiquer le mécanisme au niveau
moléculaire de la réaction catalysée par la quiatdi synthase. En effet, la quinolinate

synthase catalyse la condensation du DHAP et deindaspartate pour former I'acide
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quinolinique selon un mécanisme complexe non éuditeux propositions de mécanismes
ont été faites par Begley T.P. et Nasu S. (Begl#3,,12001 ; Nasu S., 1982a). L'étude du
mécanisme réactionnel de I'enzyme dans le cadmadthése s’est articulée selon deux axes :
le premier a été de trancher entre I'une ou l'ade deux hypotheses de mécanismes avec
notamment I'objectif de valider ou d’infirmer leifgue le Glycéraldéhyde 3-phosphate est un
intermédiaire réactionnel (Begley T.P., 2001). leead a été de comprendre le réle du
centre [4Fe-4S] dans I'activité puisque celui-tiessentiel. En d’autres termes, déterminer si
le centre [4Fe-4S] a un role dans la catalyse eafigoe, et si c’'est le cas a quel niveau ; ou

bien s’il est purement structural.
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I- Matériels Biologigues

I-1 Les ADN génomiques
+ Escherichia coli souche DHb
+ Thermotoga maritimasouche DSMZ3109, don du Professeur Robert Huber,

Université de Regensburg, Allemagne.

I-2 Les souches bactériennes
+ Escherichia colDH5a
Ces bactéries ont le génotype suivaht ¢g80lacZAM15 recAl endAl gyrA95 thi-1,
hsdR17(, m.") supE44 reAl dedR A(lacZYA-argF)U169.Cette bactérie est utilisée pour la
préparation de plasmides. D’'une part, elle estcafie en endonucléaseen@dA spécifique
de I'’ADN, ce qui améliore la qualité des prépanagia’ ADN. D’autre part, la mutation sur le
generecA la rendant déficiente pour la recombinaison hamoé, évite les risques de

mutations du plasmide au cours de sa préparation.

+ Escherichia colBL21(DE3)

Ces bactéries ont le génotype suivantanipT hsd$(rs, mg) gal dcm(DE3). Ce
systeme est utilisé pour la surproduction de pnetidont les genes sont sous la dépendance
du promoteur du phage T7. L’insert chromosomique3 [@Et issu du phadeet contient le
géene codant pour la T7 RNA polymérase. Il est soostrole du promoteutacUV5
inductible par l'isopropyl-1-thig3-D-galactopyranoside (IPTG). Ces cellules ont éilesées
pour la surexpression de la protéine NadATdermotoga martimat SufE3 (NadA) de
Arabidopsis thaliana

+ Escherichia coliC43(DE3)

Ces bactéries sont dérivées de bactéries BL21(DHEBs contiennent également
l'insert chromosomique DES3 et sont inductiblesIBTG. Elles sont souvent utilisées pour la
surexpression de protéines toxiques ou peu solulles cellules ont été utilisées pour la
surexpression des protéines NadBE.doli NadA dE.coli sauvage et mutée

(cystéine~alanine) ainsi que NadA déycobacterium tuberculosis.
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+ Escherichia colMG1665nadA
Cette souche, dérivée de la souche K-12 a le ggaduivant - lambda- ilvG- rfb-
50 rph-UnadA.Cette souche se caractérise par une inactivatiagedenadA par I'insertion

d’'une cassette Km, conférant une résistance dauehe a la kanamycine.

I-3 Les plasmides utilisés
+ Plasmide pET-22b(+)
Ce vecteur contient, en amont du site de clonagépte, un promoteur T7 inductible
a I'lPTG. Il posséde également le gdria qui confere la résistance a I'ampicilline grace a
'expression de Ig3-lactamase. Les génemdA et nadB d’E. coli ont été clonés dans ce
vecteur pET-22b+ aux sites de restrictidvd@l-Xhd]. Les plasmides obtenus sont notés
respectivememET-NadA-Ec etpET-NadB-Ec. lls codent pour les protéines NadA et NadB

d’E. colicomportant une étiquette polyhistidine en C-teat@n

+ Plasmide pT7-7

Ce vecteur contient le géne codant pour une mprtée résistance a I'ampicilline
(bla), le promoteur § de 'ARN polymérase du bactériophage T7 et un d#eclonage
multiple renfermant 9 sites de restriction (Tabor ®85). Les sites de restrictioidd et
HindlIl ont été utilisés pour le clonage du géraAd’E. coli. Ainsi le plasmideT7-NadA-

Ec code pour la protéine NadA comportant une séqueradghistidine en N-terminal.
L'insertion de la séquence polyhistidine a étéiséal & I'aide de deux oligonucléotides
complémentaires qui, lorsqu’ils sont hydridés, fennune cassette contenant en 3’ et 5’ des
extrémités compatibles avec un ditdel digéré. Cette cassette a été utilisée pour effetaue
ligation dans le vecteur pT7 préalablement dig@ré\glel.

Ce plasmide pT7-NadA-Ec a servi de matrice pabténtion par PCR deadApour
lequel certains résidus cystéines ont été mutédagnnes. Ces plasmides ont été hommeés de
la maniere suivanteT7-NadACXxA avec C pour cystéine, x sa position dans la séguenA
pour Alanine.

Nous avons utilisé ce méme plasmide ne conterentip séquence polyhistidine pour
effectuer le clonage deadA de T. maritima aux sites de restriction [Ndel-HindlIl], ce

plasmide est nommg&l 7-NadA-Tm.
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+ Plasmide pET-16b

Ce vecteur contient, en amont du site de clonagépie, un promoteur T7 inductible
a I'lPTG. Il possede également le gépla qui conféere la résistance a I'ampicilline. Ce
plasmide a été utilisé pour cloneadA de Mycobacterium tuberculosist s’appelle donc
pPET-NadA-Mt. Il permet I'expression de la protéine NadA M tuberculosisavec une
séquence polyhistidine du coté N-terminal suivind&ite de coupure par le Facteur Xa. Ce
site de coupure peut étre intéressant si on désipprimer I'extension polyhistidine. Ce
vecteur nous a été fourni par M. Rizzi (Départemdat Génétique et Microbiologie,

Université de Pavia, Italie).

+ Plasmide pBAD-Myc-HisB
Ce vecteur contient, en amont du site de clonagkipte, le promoteuraraBAD,
inductible par le L-arabinose. Ce vecteur conf@@ement une résistance a I'ampicilline. Le
genesufE3 a été cloné dans ce vecteur aux sites de restrifdba-Ncd]. Le plasmide
obtenu, notéSufE3, code pour la quinolinate synthaseAibidopsis thalianaavec une
gueue polyhistidine en C-terminal. L'appellatiopréori particuliere de ce plasmide (SufE et

non NadA) sera expliquée dans le Chapitre | deslRés.

[-4 Les milieux de culture

La composition des milieux de culture a été décptécédemment (Sambrook J.,
1989). Le milieu généralement utilisé pour les un@$ bactériennes est le milieu riche LB
(liquide et solide Luria Bertani). Le milieu LB cient 10 g/L de peptone trypsique de
caséine, 5 g/L d’extraits de levure et 10 g/L dE€N&e milieu a été obtenu chez AthenaES.
Le milieu minimum M9 contient 6 g/L de NdPO,, 3 g/L de KHPO, et 1 g/L de NHECI. I
est enrichi par 2 mM de MgS00.4 % de glucose, 0.2 mg/L de thiamine, 10 uMCd€D,
2 mL/L de milieu LB et 20 a 40 uM de citrate de derde FeGl
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II- Matériels Chimiques

Les différentes molécules chimiques testées comatentiels inhibiteurs de NadA
sont répertoriées dans les Tableaux 1, 2 et 3. IBsysroduits non commerciaux nous ont été
fournis par M. Thérisod (ICMMO, Orsay).

+ Les analogues du DHAP

N° Nom Abréviation
utilisée
DiHydroxyAcétone Phosphate (Sigma) DHAP
MM = 170,1 g/mol
1 | Acide PhosphoGlycoloHydroxamique PGH
MM = 353,39 g/mol
2 | PhosphoGlycoloHydraZide PGHz

MM = 368,41 g/mol
3 | Acide 3-amino-3-phosphonopropionohydroxamique | PmGH
MM = 283,26 g/mol

4 | Acide 3-phosphonopropionohydroxamique PnGH
MM = 367,42 g/mol
5 | Phosphoglycoloamide PGAmM

MM = 353,39 g/mol
6 | Acide-3-phosphono-3-hydroxy-propiono-hydroxamiqu€oGH
MM = 383,42 g/mol

7 | Acide glycolohydroxamique GHA
MM = 87 g/mol

8 | Acide phosphoglycollique PGA
MM = 453 g/mol

Tableau 3 :Les molécules analogues du DHAP (en bleu).
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+» Analogues de I'iminoaspartate

N° Nom Abréviation
utilisée
IminoAspartate A
MM = 131,09 g/mol
10 | Acide Oxaloacétique (Sigma) OAA
MM = 132,07 g/mol
11 | Acide hydroxybutanedioique (ou D,L-Acide Malique) | MA

(Sigma)
MM = 178,05 g/mol

Tableau 4 :Les molécules analogues de I'iminoaspartate (am ble

+ Analogues cycliques d’intermédiaires réactionnelslo produit (acide quinolinique)

N° Nom Abréviation
utilisée

Acide quinolinique (Aldrich) QA
MM = 167,12 g/mol

12 | Acide phtalique (Sigma-Aldrich) PA
MM = 166,13 g/mol

13 | Acide 4-AminoPhtalique (Aldrich) 4-AP
MM = 181,15 g/mol

14 | Isoniazide (Isonicotinyl hydrazine) (Sigma) INH
MM = 137,14 g/mol

15 | Acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (Aldrich) 3,4-DHPAA
MM = 168,15 g/mol

16 | Acide 3,4-dihydroxybenzoique (Sigma) 3,4-DHBA
MM = 154,12 g/mol

17 | Acide 3-hydroxypicolinique (Fluka) 3-HPA
MM = 139,11 g/mol

18 | 2,3-Pyrazine dicarbamide (Sigma-Aldrich) 2,3-PDCM
MM = 166 g/mol

19 | 2,3-Pyrazine dicarbonitrile (Sigma-Aldrich) 2,3-PDCN

MM = 130 g/mol
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20 | Acide 2,3-pyrazine dicarboxylique (Sigma-Aldiich | 2,3-PDCA

MM = 168 g/mol

21 | Acide 4-Imidazole carboxylique (Aldrich) 5-ImA
MM = 112,09 g/mol

22 | Acide 4,5-imidazole dicarboxylique (Aldrich) 4,5-ImDA

MM = 156, 1 g/mol

Tableau 5 :Les molécules analogues cycliques d’'intermédiag&astionnels ou de QA (en bleu).

Ill- Meéthodes de Biologie Moléculaire

llI-1-Transformation des souchesEscherichia coli
[1I-1-1 Préparation de cellules compétentes

Toutes les étapes se déroulent stérilement. Pendre compétente la bactérie
réceptrice, on utilise une technique permettanpetenéabiliser les enveloppes bactériennes.
Les bactéries sont cultivées dans 10 mL de mili®&ujlsqu’en phase exponentielle de
croissance (absorbance a 600 nm~0.5). Apres aggdtibn (5000 rpm, 10 min, 4 °C), les
cellules sont reprises dans 5 mL de GalL M et incubées 30 min dans la glace. Le
traitement des cellules par des ions divalentsqeés C&" altére les structures membranaires
en créant des microporations dans la bicoucheidipé ce qui facilitera la transformation par
un ADN exogeéne. Les cellules sont ensuite récolbéesme précédemment et reprises dans
0.7 mL de CaGl0.1 M, glycérol 10%. Les cellules rendues compétenont alors aliquotées,

congelées dans I'azote liquide et stockées a -80 °C

[11-1-2 Transformation des cellules compétentes

100 pL de cellules compétentes sont incubées@eh’présence de 20 ng a 50 ng de
vecteur de surexpression pendant 30 min. Un cheonilque est réalisé a 42 °C pendant
2 min, ceci permet d’accentuer la déstabilisatienlal bicouche lipidique et de stimuler la
pénétration de I'’ADN plasmidique dans les celluldpres un bref retour dans la glace, on
ajoute 0.5 mL de milieu LB, I'ensemble est pladéeRires a 37 °C sous agitation. Les cellules

sont ensuite étalées sur boite de pétri LB-Agartec@nt |'antibiotique nécessaire a la
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sélection des transformants (ampicilline 100 pug/rhgs boites sont placées a 37 °C pendant

12 heures.

[11-2 Préparation d’ADN plasmidique

Cette étape est réalisée a l'aide du kit QIApreMiniprep (Qiagen) qui permet
d’extraire et de purifier TADN plasmidique a partle 10 mL de culture de cellules Did5
transformées avec le plasmide désiré. Aprés cellées cellules par centrifugation, celles-ci
subissent une lyse alcaline, en présence de RMNa&sd, qu'une précipitation de I'ADN
génomique par l'acide acétique. L’ADN génomiqueasts éliminé par centrifugation, et le
surnageant déposé sur une colonne comportant ungnaee constituée de gel de silice,
permettant une adsorption sélective de I'ADN plabquie, en présence d'une forte
concentration en sel. Aprés un lavage a I'étharmirpéliminer les sels, 'ARN et les
protéines, 'ADN plasmidique est élué avec un Tample faible force ionique (eau ou
Tampon EB : Tris 10 mM pH 8.5). L’ADN plasmidiquargfié est stocké a —20 °C.

[11-3 Amplification d’un fragment d’ADN par PCR
[1I-3-1 Amplification de fragments d’ADN pour le@hage

L’amplification en chaine par 'ADN polymérase (RCpermet de synthétiser des
fragments d’ADN situés entre deux portions de segeeonnue. Elle s’effectue en utilisant
deux oligonucléotides qui vont servir d'amorce gehantisens), une matrice d’ADN (dans
notre cas I'ADN génomique H. coli ou de T. maritima) et une ADN polymérase
thermorésistante (ici la Taq ou Pfu). La réactionsiste en une répétition de 3 étapes qui
constituent un cycle de température : une étapddaturation (séparation des deux brins de
'ADN matrice), une étape d’hybridation (appariemhetles amorces a leur séquence
complémentaire sur la matrice d’ADN) et une étap&lodgation (synthése de I'ADN
complémentaire par la polymérase).

La réaction de PCR de base employée pour ampldgefragments d’ADN codant
pour les deux génes clonés est la suivante : ppwolume final de 50 uL, on ajoute dans un
eppendorf 5 uM de chaque amorce (sens et antiseas),uL d’ADN matrice (50 ng) et 5 uL
de Tampon de réaction 10x contenant des ioné' My l'eau ultrapure stérile en quantité
suffisante pour atteindre 50 pL. L’ADN matrice aekirs dénaturé 4 min, a 94 °C. On ajoute
ensuite 2 uL de dNTP 10 mM et 5U de Taq polymédases le cas de I'amplification du géne
d’E. coliet 5U de Pfu pour 'amplification du gene Bemaritima,puis 25 cycles de réactions

de PCR sont effectués (voir Tableau 4) et la réaatst terminée par une étape d’élongation
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de 10 min a 72 °C. Apres vérification de 'ampl#imn du géne désiré sur gel d’agarose, le
produit de PCR est purifié selon le protocole inéigparagraphe 1l1-4. La PCR a été effectuée
sur un appareil Robocycler gradient 40 (Stratagene)

Nom Séquence des amorces (5> 3') Conditions de PCR ADN matrice
Cycle dén./Hy./EI.

NadA-Ec-1 GTAAAACGAGATGGTCATATGAGCGTAATG (Ndel) 94°C, 30"/ 55°C, 17 72°C, ADN génomique

NadA-Ec-2 CCCCCAAAGCTTAACGTTACGCC (Hindlll) 2'30 d'E. coli

NadA-Tm-1 GAGGAGGAAAACATATGGTGGATGAAATTC (Ndel) ~ 94°C, 17 50°C, 17 72°C ADN génomique

NadA-Tm-2 AAGCTTGAGGATTTTCTCCATCATATC (Hindlll) 2'30

deT. maritima

Tableau 6 : Conditions de PCR (Cycle dénaturation-hybridatibélengation (dén./Hy./El.)) et
séquences des amorces utilisées pour le clonagersmadAd’E. coli et T. maritima.Les séquences
soulignées représentant le site de coupure deyfeazle restriction, dont le nom est indiqué a daté

I'oligonucléotide entre parenthéses.

[11-3-2 Amplification de plasmides entiers pourn§ertion de mutations dans le

gene cloné.
L’insertion de mutations dans le genadA au niveau des résidus cystéines a été

réalisée par mutagénése dirigée suivant les recoadatians proposées par Stratagene (Quick
Change Site-Directed Mutagenesis). Selon cettentgoh, le plasmide pT7-NadA-Ec a servi
de matrice pour I'amplification par PCR, a partr 2l oligonucléotides contenant la mutation
désirée (dans notre cas une cystéine en alanihafuo étant complémentaire d’'un des
2 brins d’ADN du plasmide pT7-NadA-Ec. La polymérasitiisée est la Pfu ultra
(Stratagene), capable de synthétiser des brins W'AB grande taille (jusqu'a 9 kb). Apres
PCR (réalisée selon les conditions rapportées lgahableau 5), le produit de la réaction est
ensuite digéeré par I'endonucléase Dpnl qui cougeiguement les ADN méthylés et qui va

donc seulement digérer le plasmide parental ne odant pas la mutation.

Etape 1 94 °C, 30 sec
94 °C, 30 sec

Etape 2 55°C, 1 min ] x18
68 °C,5 min

Etape 3 68°C, 10 min

Tableau 7 :Conditions d’amplification par PCR.
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Six simples mutants (pT7-NadAC113A, pT7-NadAC119X,7-NadAC200A, pT7-

NadAC291A,
NadAC291A-C294A,

pT7-NadAC294A, pT7-NadAC297A), cing dtag mutants (pT7-

pT7-NadAC294A-C297A,  pT7-NadAC118R00A,  pT7-

NadAC200A-C297A, pT7-NadAC113A-C297A) et un triprautant (pT7-NadAC291A-
C294A-C297A) de la protéine NadA ont été constrsiélon cette technique.
Les doubles mutants pT7-NadAC113A-C200A, pT7-Na@B@A-C297A, pT7-

NadAC113A-C297A ont été construits en utilisantpéessmides matrices contenant déja une

simple mutation et les amorces correspondantes iptr@duire la deuxieme. Ainsi pour le
double mutant pT7-NadAC113A-C200A, la matrice alétglasmide pT7-NadAC113A et les
amorces NadAC200A-1, NadAC200A-2. Pour pT7-NadAGR@R97A, la matrice a été le
plasmide pT7-NadAC200A et les amorces NadA C297&-NadA C297A-2. Enfin pour le
plasmide pT7-NadAC113A-C297A, la matrice a été lasmide pT7-NadAC113A et les
amorces NadA C297A-1 et NadA C297A-2.

La séquence des amorces utilisées pour constesirdifférents mutants ainsi que les

conditions de réaction sont listées respectiverdans les Tableaux 6 et 7.

Nom de I'amorce

Séquence de I'amorce (55 3))

NadA C113A-1
NadA C113A-2

NadA C119A-1
NadA C119A-2

NadA C200A-1
NadA C200A-2

NadA C291A-1
NadA C291A-2

NadA C294A-1
NadA C294A-2

NadA C297A-1
NadA C297A-2

CTTCAGGCTGAAGCTTCACTGGATCTC
GAGATCAGTGAAGCTTCAGCCTGAAG

GAATGTTCACTGGATCTCGGGCCCCTGTTGAAGAATTTAAC
GTTAAATTCTTCAACAGGGGCGCCGAGATCCAGTGAACATTC

GCTGGCAGGGTGCGCTATTGTGCATGATG
CATCATGCACAATAGCGGCACCCTGCCAGC

GGTGAGGGTGCAACGCCCGCAGCTGCGCGCATTG
CAATGCGCGCAGCTGCGGCGGTTGCACCCTCACC

GCAACCTGCCGCAGGCCGCGCATTGTCCGTGG
CCACGGACAATGCGCGCGCTGCGGCAGGTTGC

CGCAGCTGCGCGCAGCTCCGTGGATGGCCATG
CATGGCCATCCACGGASCATGCGCGCAGCTGCG

NadAC291A-C294A-1
NadAC291A-C294A-2

GGTGAGGGTGCAACGCCCGCAGAGCCGCGCATTGTCCGTGG
CCACGGACAATGCGCGCGCTGCGGB5CGGTTGCACCCTCACC

NadAC294A-C297A-1
NadAC294A-C297A-2

GCAACCTGCCGCAGGCCGCGCATGCTCCGTGGATGGCCATG
CATGGCCATCCACGGASCATGCGCGECGCTGCGGCAGGTTGC

NadA C291A-C294A-C297A-1 GGTGAGGGTGCAACEGCCCGCAGOGCCGCGCATGCTCCGTGGATGGCCATG
NadA C291A-C294A-C297A-1 CATGGCCATCCACGGASCATGCGCGECGCTGCGGSCGGTTGCACCCTCACC

Tableau 8: Amorces de PCR utilisées pour la mutageneseddiriyr le géneadA Les bases mutées
sont indiquées en gras. Les codons soulignés cpdentune alanine.
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Réactifs Quantités
Plasmide matrice 10 ng
Amorce 1 125 ng
Amorce 2 125 ng
dNTPs 1mM
Tampon 1x
PfuTurbo DNA polymérase 5U
Eau stérile asp 50 piL

Tableau 9 :Mélanges réactionnels effectués pour I'amplificatitu plasmide contenant le géne de
nadAsimplement, doublement ou triplement muté.

Apres une analyse sur gel d’agarose afin de eéldi bonne amplification du géene, le
matériel biologique est utilisé pour transformes dmctéries DH& L’ADN plasmidique
contenant a priori la mutation est extrait et périfl est ensuite séquencé par la société
Génome express, (Meylan, France) afin de vérifiepiésence de la mutation ainsi que

l'intégrité de la séquence du géne mute.

[1I-4 Purification d’ADN

Les fragments d’ADN, issus d’'une amplification pHCR ou d’une digestion doivent
étre purifiés afin d’éliminer tout ce qui pourrgéner les réactions suivantes (les amorces, les
nucléotides ainsi que '’ADN polymérase thermostathlesncore les enzymes de restriction).
La purification s’effectue en utilisant le High BUPCR Purification kit (Roche Diagnostics).
La solution d’ADN est mise en présence de sel ebpmue de thiocyanate de guanidine et
déposée dans un tube contenant un filtre High Pamstitué d’une matrice de verre. L'ADN
ainsi lié est purifié par des étapes successivésvdges et de centrifugation puis élué avec un

Tampon de faible force ionique.

[11-5 Analyse d’ADN sur gel d’agarose

L’ADN obtenu apres I'amplification par PCR pour gionage ou une mutagénese
dirigée est analysé (digéré ou non par les enzyglmesstriction adéquates) par électrophorese
sur gel d'agarose 1 %. Un volume de Tampon de eh@@5 % de bleu de bromophénol,
2.25 % de xyléne cyanol, 30 % de glycérol) esttgj@u5 volumes de solution d’ADN. Le
meélange est déposé sur gel d’'agarose, de mémeeguearqueurs de taille allant de 250 a
10000 pb (Fermentas). Apres migration sous uneaderdge 135 V dans du Tampon TAE
(Tris 20 mM, acétate 10 mM, EDTA 0,5 mM, pH 8.3ndant 20 minutes environ, le gel est
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plongé dans une solution de bromure d’éthydium (BEfin de révéler 'ADN. Le BET
s’intercale entre les bases de I'ADN et la fluosss® du complexe formé est révélée sous
lumiére UV (=260 nm). La comparaison avec les marqueurs de fetmet de déterminer la

taille approximative du fragment d’ADN étudié.

[11-6 Clonage
[11-6-1 Préparation du fragment d’ADN

i- Préparation du fragment d’ADN obtenu par PCR
Apres analyse sur gel d’agarose, les fragmentsDNAamplifies sont purifiés
(paragraphe llI-4). lls sont alors soumis a unebtlodigestion par les enzymes de restriction

appropriées puis de nouveau purifiés (selon papagril-4).

ii- Préparation du plasmide
Les sites de restriction du fragment d’ADN a clooet été choisis pour correspondre
a ceux des différents plasmides utilisés (pT7-7came sans extension polyhistidine). Le

plasmide est digéré dans les mémes conditionsegfoien d’ADN a insérer.

lii- La ligation

Le vecteur et l'insert, en proportion 1: 0 (vokol) (témoin), et différents essais
compris entre 1 vecteur pour 3 a 8 inserts, santkés sur la nuit a 18 °C dans un volume
final de 20 pL en présence de 2 pL de Tampon cidig 10x et de 2 uL d’ADN ligase du
phage T4 (Fermentas). Une fois la réaction accanph totalité du mélange sert a
transformer 100 pL de bactéries DHS5compétentes. Le contenu plasmidique des
transformants est extrait ; purifié (kit QIApiépMiniprep) puis analysé sur gel d’agarose
(paragraphe 111-5) aprés digestion par les enzydeegestriction adéquates. L'authenticité du
fragment inséré est confirmée par séquencage (GEmxpress S.A. Meylan) sur un clone

positif.
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V- Méthodes de Biochimie

IV-1 La surexpression des protéines

Les souche&. coli BL21(DE3) ouE. coli C43(DES3) sont transformées par I'un des
plasmidepET-NadA-Ec, pET-NadB-Ec, pT7-NadA-Ec sauvage et mutants, pT7-NBA-
Tm, pET-NadA-Mt suivant la protéine a surexprimer. Les transformaant sélectionnés
sur milieu LB-agar, contenant 100 mg/L d’ampic#inUne colonie isolée sur boite de Pétri
est alors mise en culture dans 100 mL de milieuadBitionné d’ampicilline (concentration
finale = 100ug/mL). Aprés une incubation d’'une nuit a 37 °C,ssagitation (180 rpm), cette
préculture sert a inoculer a 1.5 % 5L de milieu aBpicilline et la culture se poursuit a
37 °C. Lorsque la densité optigue a 600 nm desi@dtatteint 0,5 I'expression des protéines
NadA ou NadB est induite par ajout d’une solutiti?@dG (concentration finale = 0.5 mM).
Apres 3 heures d’induction a 37 °C, les culots dra@ns sont récupérés par centrifugation a
4000 rpm, a froid, lavés avec le Tampon A (Tris-HOD mM pH=7,5) et conserves a —
80 °C.

Lorsque la protéine NadA doit étre produite en wgela réalisation d’'une étude
Mossbauer, les bactéries sont cultivées en mili€uerichi contenant 34 pM déFeClh
(préparé par dissolution & chaud (de I'ordre de °I@)0de®’Fe par un mélange équimolaire
d’'acide nitrique et d’acide chlorhydrique). B&e est ajouté au moment de Iinduction de

I'expression des protéines par I'lPTG.

IV-2 Préparation d’extraits cellulaires

IV-2-1 Par cycles congélation-décongélation

Les culots bactériens obtenus a partir des cults@nt décongelés et remis en
suspension dans le Tampon d’extraction B (Tris-&H@ mM pH=7,5, NaCl 50 mM, PMSF
1 mM). La lyse cellulaire est réalisée a l'aidelgzyme (0.6 mg/mL), que I'on laisse agir
30 min sous agitation a froid. Le lysozyme lyse leembranes en dégradant le
peptidoglycane les constituant. Pour complétery$z Icellulaire, des cycles de congélation
(rapide) et décongélation (lente) (3 au total) seffectués. L’ADN est digéré par la
benzonucléase (250 U/uL) (Novagen).
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IV-2-2 Par sonication
Les cellules servant a surexprimer la protéineBNsdnt reprises dans le Tampon B,
puis traitées aux ultrasons (10 cycles de 10 seamuliissance 70 %).

Les bactéries lysées par la premiere techniquepau sonication sont ensuite
centrifugées a 45000 rpm, pendant 1h30 a 4 °C diéhminer les débris cellulaires. Le

surnageant correspondant aux extraits protéiquebles est prélevé et placé a 4 °C.

IV-3 Purification des protéines

Toutes les étapes de purification de la protéimelAN sauvage et mutée El'coli,
NadA deM. tuberculosiset NadA deA. thalianasont effectuées en conditions d’anaérobiose
afin de préserver l'intégrité du centre métalligBeule la protéine NadA de maritimasubit

un traitement particulier et est purifiee a I'aia protéine NadB est également purifiée a I'air.

IV-3-1 Purification des protéines NadA sauvage eitéa dE .coli NadA de

M. tuberculosisNadA deA. thalianaainsi que NadB dE. coli

+ Colonne d’affinité, Ni-NTA

Les extraits protéiques obtenus contenant la im@td’intérét sont chargés sur une
colonne Nickel - Acide Nitrilo Triacétique (Ni-NTARQiagen) maintenue a 4 °C et équilibrée
avec le Tampon C (Tris-HCI 100 mM pH=7.5, NaCl 5SM)nCette étape chromatographique
permet une purification aisée des protéines possédee étiquette polyhistidine. Aprés un
lavage de la colonne avec le Tampon C, la protégietluée avec le Tampon D (Tris-HCI
100 mM pH 7.5 NaCl 50 mM, imidazole 160 mM). L’inaigole est éliminé apres une étape
de dessalage sur une colonne NAP-25 (Pharmaciéplgimement équilibrée avec du
Tampon C. Les fractions récupérées sont ensuitgssees pour leur degré de pureté sur gel
d'électrophorése SDS-PAGE.

+ Colonne d'exclusion stérique Superdex-200: Déteation de [I'état
d’oligomérisation de la protéine NadA.

L'utilisation de cette colonne nous a permis llgsa de I'état d’oligomérisation de la
protéine NadA sauvage ainsi que des différents maitde principe de cette chromatographie
est de séparer des molécules en fonction de lads paoléculaire. Le fractionnement de la
Superdex-200 analytique 10/300 GL (GE Healthcdeedcience, 10 x 300 mm, 24 mL) est
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situé entre 10 kDa et 600 kDa. Une calibration a@ecdlonne a été effectuée avec des
protéines dont la masse moléculaire est connueolddeé 158 kDa, Albumine 67 kDa,
Ovalbumine 43 kDa, Chymotrypsinogéne 25 kDa, Riltéase 13,7 kDa). La colonne est
equilibrée avec un Tampon E (Tris-HCI 100 mM pH, N&aCl 100 mM) a 0.5 mL/min et
100 pL des difféerentes enzymes NadA sauvage ouenf@@® M) ont été chargées sur cette

colonne et éluées au méme débit. L'analyse a fdéteée en anaérobiose.

[V-3-2 Purification de la protéine NadA ddaermotoga maritima

Toutes les étapes ont été effectuées a l'air. Wreageant contenant les protéines
solubles est traité avec 3 % (en poids) de streytora sulfate ainsi que 1 % (vol) de PEI
(Polyéthyléne Imine) pendant 30 minutes a 4 °C sag#ation. Aprés centrifugation
30 minutes a 10 000 rpm, les extraits débarrass&€ADN sont chauffés 15 minutes a 75 °C.

Apres centrifugation (30 minutes, 10 000 rpm)silenageant est traité par 60 % (en
poids) de sulfate d’ammonium pendant 30 minutes@.4Apres centrifugation (30 minutes,
10 000 rpm), le culot est repris dans du Tampon us mléposé sur une colonne de
Butyl Sépharose 16/10 (Pharmacia) préalablemenlilige avec le Tampon C contenant du
sulfate d’ammonium 1 M. La protéine est €luée parguadient croissant (0 a 100 %) de

Tampon C.

IV-4 Reconstitution chimique du cluster [Fe-S] de d quinolinate synthase de

T. maritima

Ce traitement est effectué en anaérobiose. Laisolprotéique (1 mL entre 5 et
10 mg/mL) est d’abord incubée avec du dithiotht&TT) 5 mM pendant 5 minutes. Ce
traitement permet la réduction d’éventuels ponssilflire présents dans la protéine. Pendant
ce temps, une solution aqueuse de sulfure de sofhla®) 50 mM ainsi qu'une solution
agueuse de Fer(ll) 50 mM (sel de Mohr [(MFe(SQ),]) sont préparées. La reconstitution
s'effectue ensuite en ajoutant a la solution poptéi5 excés molaires dé 8n une fois, puis,
progressivement, 5 exceés molaires de Fe(ll). Latmw brunit instantanément, aprés une
incubation de 2 heures a 20 °C la solution estridegée 1 min a 10 000 rpm pour éliminer
un éventuel dépot, I'excés de Fe(ll) et de souBeé&timiné en réalisant une colonne de
filtration NAP-25 préalablement équilibrée avecTmpon F (Tris-HCI 200 mM pH 8, KCI
50 mM). Cette préparation est alors chargée surcalmne Superdex-200 équilibrée avec du
Tampon F. La protéine, éluée sous forme monomérigéparée des oligomeres est

récupérée. Un spectre UV-visible est alors ennggishtre 250 nm et 800 nm. La protéine
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colorée (marron foncé) est alors concentrée surognn 30 K (Amicon), puis aliquotée avant

d’étre congelée a -80 °C.

IV-5 Préparation de I'apoprotéine

Les quinolinate synthases (a I'exception de c#dd. maritimg sont purifiees avec
leur centre métallique [Fe-S]. Afin d’évaluer l'iopance de ce dernier dans l'activité de
'enzyme, nous avons préparé I'enzyme sous la fod'apoprotéine. Ceci est réalisé en
incubant la protéine (en conditions d’aérobiosegcauin excés de dithiothreitol (DTT)
(10 mM) et ’EDTA (15 mM) pendant quelques heurésnapérature ambiante. L’enzyme est
ensuite purifiée sur colonne NAP-10 (Pharmacia) dféliminer le complexe Fe-EDTA et le
soufre. L'absence de [Fe-S] est vérifiée par doshagier et du soufre de la protéine ainsi que

par spectroscopie UV-visible.

IV-6 Reconstitution de la protéine NadB avec du FAD

NadB est une enzyme a cofacteur FAD. Au cours alepwification, elle perd
majoritairement ce cofacteur, d’'ou la nécessitéedenstituer 'enzyme. Ceci est réalisé par
incubation de 'enzyme en présence de 10 excesime®lde FAD (Sigma) ; aprés 2 heures a
température ambiante I'excés de FAD est éliminégaasage du mélange sur une colonne
NAP-10. Le nombre de molécules de FAD par protédsé déterminé par lecture de

I'absorbance a 450 nm avec un coefficient d’extorctolairesssonmde 11 300 M. cmit

IV-7 Mesure d’activités enzymatiques
IV-7-1 Mesure de I'activité Quinolinate synthasea(M\)in vitro

Le test d’activité se déroule sous atmosphérerahgse
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oP
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Figure 34 : Réaction catalysée par I'enzyme NadA : les diff&ssnbstrats (Iminoaspartate et DHAP)
et le produit de I'enzyme, I'acide quinoliniquem@in de I'activité NadA détecté par HPLC.

La quinolinate synthase possede deux substras DHAP et l'iminoaspartate.
L’iminoaspartate est un substrat instable (tempsdatai-vie = 144 s). Il est donc nécessaire
de le générem vitro au moment du test enzymatique. Pour ceci, noussautilisé deux
techniques. Une génération enzymatique a partiL-dgpartate avec I'utilisation de la L-
Aspartate oxydase (NadB) et une génération chimpgreréaction du sulfate d’ammonium

(AS) avec de l'acide oxaloacétique (OAA) (NasulS81).

I- Génération enzymatique d’'iminoaspartate

COOH COOH

L-Aspartate Oxydase

(NadB)
H,N COOH ~ HN COOH
L-Aspartate FAD FADH, IminoAspartate
Subtrat de NadA
H,0, 0,

(Succinate) (Fumarate)

Figure 35 : Réaction catalysée par NadB.

In vivg la production enzymatique d’'iminoaspartate estisée par la L-Aspartate
oxydase (NadB), qui transforme le L-Aspartate emaaspartate. Dans le tast vitro, on
ajoute la L-Aspartate oxydase (NadB) en quantibéckiométrique par rapport a NadA. Le
substrat de NadB, le L-Aspartate (Acros Organict)imtroduit en large exces. Lors de la
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formation d’iminoaspartate, le FAD est réduit enlHA&. En conditions d’aérobiose, c’est
'oxygene qui régénere le FAD (Figure 35). En ctiods d’anaérobiose correspondant & nos
conditions de tests, nous ajoutons comme accegtélectrons le fumarate (Sigma) en excés
qui va permettre la régénération du FAD et donprtaduction en continu d’iminoaspartate.
Ainsi notre milieu réactionnel comprend dans unuuw final de 100 uL de Tampon G
(Hepes-Na 50 mM pH 7.5, KCI 100 mM), du DHAP 2 mily L-aspartate 33 mM, du
fumarate 25 mM et NadA a 7.1 uM. Ce mélange eshquéé 5 minutes a 37 °C et la

réaction est initiée par I'ajout de NadB a 7.1 pdksdaissée 20 minutes a 37 °C.

ii-  Geénération chimique d’'iminoaspartate

COOH COOH
(NHy),S0,4
—_—
(4]
0] COOH K HN COOH
Acide oxaloacétique IminoAspartate

Substrat de NadA

Figure 36 : Réaction entre I'acide oxaloacétique et le suliemonium ((NH),SO;) conduisant a
la formation d'iminoaspartate.

La seconde technique permettant de générer l'asipartate est une méthode
chimique, qui utilise le mélange d’acide oxaloampédi (OAA) et de sulfate d’ammonium
((NHg)2S(Oy). Cette technique a été décrite par Nasu S. erl.188 milieu réactionnel
comprenant dans un volume final de 100 uL de Tampopdu DHAP a 2 mM et NadA a
7.1 uM, préincubés 5 minutes a 37 °C, on ajouter jdtier la réaction un mélange acide
oxaloacétiqgue 5 mM et (NpESO, 10 mM, correspondant aux conditions optimales
déterminées par Nasu S. pour avoir une activitéANadximale (Nasu S., 1981). La réaction

se poursuit pendant 20 minutes a 37 °C.

L’arrét et I'analyse du test enzymatique sontisésl de la méme facon pour les deux
méthodes de préparation d'iminoaspartate : parigitétton des protéines en ajoutant 5 pL
d’acide sulfurique 2 M. Aprés centrifugation 15 mies a 15 000 rpm, 50 pL de surnageant
sont ajoutés a 50 puL d’'une solution aqueuse d’atitieoroacétique (TFA 0.03 %, pH 2.4).
50 pL de cette solution sont injectés sur une a@oRPLC Tosoh TSK Gel ODS-120T
(4.6 mm x 15 cm) équilibrée avec le méme Tampon .TEAppareil utilisé est une HPLC
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Agilent 1100 équipée d'un détecteur UV-visible arétde de diodes. La chromatographie est
réalisée a un débit de 0.5 mL/min et I'élution eftete par I'utilisation d’un gradient linéaire
de 0 a 100% d’acétonitrile et ce sur une durée @enihutes. L'acide quinolinique (qui
possede un maximum d’absorbance a 273 nm), esttédépar lecture de I'absorbance a
260 nm et est élué a 10.2 minutes. Une gamme di#tabe est réalisée en injectant dans les
mémes conditions des quantités croissantes d'apid®linique commercial (Aldrich). La

détermination de l'aire des pics est réalisée aatmuement par le logiciel.

IV-7-2 Mesure de l'activité Quinolinate synthaseafM\) in vivo par test de

complémentation

+ Principe
Les tests de complémentatian {ivo) sont réalisés avec la souche MG166&8dA
d’E. coli. Cette souche ne contient pas le géne codantlpainolinate synthase et ne peut
donc pas pousser sur milieu minimum M9 sans adictginique (NA). Le principe de ce test
est de complémenter cette souche en introduisamilasmide codant pour la quinolinate
synthase, soit sauvage (contréle), soit mutée aanid’'un de ses acides aminés (dans notre
cas une cystéine est mutée en alanine) et de \rgsaidcroissance en milieu minimum M9

supplémenté ou non par de I'acide nicotinique.

+ Mise en ceuvre

Les cellules MG1655nadA sont rendues compétentes selon la technique ragpor
dans le paragraphe I-1 puis transformées avedffésetts plasmides pT7-NadA sauvage ou
pT7-NadA mutée. Apres le choc thermique a 42 °€,bactéries sont centrifugées 1 min a
5 000 rpm, reprises dans 60 puL de milieu M9 et L5@nt étalées sur une moitié de 3 types
de boites de pétri : une boite LB contenant deuibiatiques (ampicilline et kanamycine),
deux boites M9 complémentées avec du glucose 0.de2da caséine 0.1 %, Thiamine
0.0001 %, MgGl 2 mM et de la kanamycine dont I'une contient deitia nicotinique a
12.5 pg/mL, l'autre n’en contenant pas. Sur l'autreitié de ces mémes boites sont étalées
des bactéries MG163madA non transformées. Les boites sont mises a 37 fQasouit.

L’expérience est réesumée dans la Figure 37.
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1- Milieu LB 2 - Mieu 3 - Nileu
+H{an, + Amp + Kan + Kan
Controle + Acide nicotinique - Acide nicofinique

E ol

1655 dmadd E ol
:lfhﬂm MGC1&55Anadd
nn transiermbes

Figure 37: Schéma des différentes conditions utilisées potest de complémentation.

1- La premiere boite constitue un témoin de transfbion avec une résistance a I'ampicilline
et a la kanamycine.

2- La deuxieme boite, sur milieu minimum avec deitlamicotinique permet de vérifier que
les bactéries complémentées ou pas, donc avecnsuNsedA, sont capables de pousser en
utilisant directement I'acide nicotinique via leuoie de biosynthése de secours du NAD
(cette voie de secours est exposée dans l'intramh)ct

3- La troisiéme boite constitue le test a proprentihiavec I'étude de la croissance des
bactéries complémentées en absence d’'acide nmadiniLes bactéries transformées qui
poussent sont celles qui sont capables de syrgh@his NAD via leur voie de biosynthese

principale «le nove c'est-a-dire celles comportant une quinolinatéhese fonctionnelle.

IV-7-3 Mesure de l'activité L-Aspartate Oxydase (8 : suivi de la réduction

du cytochrome ¢

+ Principe
La L-Aspartate oxydase (NadB) oxyde le L-Aspar@&teminoaspartate et elle utilise
pour se faire un cofacteur : la Flavine AdénineuRlgotide (FAD). Le FAD est régénéreé en
condition d’aérobiose par I'oxygene et dans lesddmns d’anaérobiose du test d’activité
NadA par le fumarate. Afin de doser 'activité dad8 de facon colorimétrique, nous avons
utilisé un autre accepteur d’électrons : le cytoale c. Le cytochrome c est une petite
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protéine soluble (12 kDa) constituant de la cha@spiratoire mitochondriale. Elle contient
un héme c qui est un dérivé de la ferro-protopatipeylX. Il existe sous deux états redox : un
état oxydé de couleur jaune pale (quasi incolora)neétat réduit a un électron de couleur
orange qui absorbe dans I'UV-visible. Connaissapisilon a 550 nm du cytochrome c réduit
qui est égal & 22.60 Mcm*, on peut directement relier I'absorbance & 550anka quantité

de cytochrome c réduit, elle-méme directement ptapmelle a la quantité d'iminoaspartate
produit et donc a la quantité de L-Aspartate trams€e. En fait, il faut deux cytochromes c
réduits pour un FAD réoxydé et ceci pour un L-Asgpiar transformé. Donc la quantité de

cytochrome ¢ mesurée est €gale a la quantité dspaitate transformée divisée par deux.

COOH COOH

L-Aspartate Oxydase

(NadB)
H,N COOH "~ HN COOH
L-Aspartate FAD FADH, IminoAspartate
eytochrome ¢ cytochrome ¢
réduit oxydé

@

Suivi Absorbance 550 nm

Figure 38 : Schéma du test enzymatique utilisé pour mesuretiligé L-Aspartate oxydase grace au
cytochrome ¢ comme accepteur d’électron.

+ Mise en ceuvre
Dans un volume final de 100 pL de Tampon G, unanmg#® comprenant du
cytochrome ¢ (Acros organics) et du L-Aspartateeffgctué aux concentrations indiquées

dans le Tableau 8.

Mélange réactionnel
NadB 15 uM

cytochrome ¢ 100uM
L-Aspartate 1 mM

Tampon G(Hepés-Na 50 mM
pH 7.5, KCI 100 mM)

Tableau 10 :Conditions utilisées lors de la mesure de I'aatiitAspartate oxydase (NadB).
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Le mélange est mis dans une cuve de 100 uL, [ioéaest initiee par I'ajout de
NadB a 15 pM. On suit en fonction du temps a teatpée ambiante 'augmentation de

I'absorbance a 550 nm correspondant a la quarditd/tbchrome c sous sa forme réduite.

IV-7-4 Mesure de l'activité Glycérophosphate désbgénase (GPDH)

+ Principe
La glycérophosphate déshydrogénase (GPDH) esteamagme impliquée dans la
synthese des triglycérides. Elle convertit le DHAR glycérol-3-phosphate en oxydant le
NADH en NAD' selon la Figure 39. L’activité GPDH est détermirge suivant en UV-
visible la diminution de I'absorbance a 340 nm espondant a la consommation du NADH.

o
o)
| | Glycérophosphate ||
déshydrogénase P
s (GPDI) HO 0/|\‘\0-
HO o7 | Yo - _
. / \ o)
o)
4 OH
NADH + HY NAD'
DHAP @lf' H'  Nab Glycérol-3-Phosphate

Suivi Absorbance a 340 nm

Figure 39: Schéma du test enzymatique utilisé pour medaivité glycérophosphate
déshydrogénase.

+ Mise en ceuvre
Dans un volume final de 100 pL de Tampon G, urang# comprenant du NADH, du
DHAP est effectué et la réaction est initiée pajolut de la glycérophosphate déshydrogénase
(Type X, de muscle de lapin, Sigma). Les concentnat utilisées pour le test sont celles
indiquées dans le Tableau 9. Le suivi de la dinmutl’absorbance a 340 nm (avecsaginm
= 6220 M'.cm?) correspond & la consommation de NADH dont la eotration est
directement proportionnelle a la quantité de DHA®spnt dans le milieu réactionnel au

moment de la mesure.

98



Matériels et Méthodes (M&M)

Mélange réactionnel
NADH (150 uM)

DHAP (100 uM)

GPDH (0,25 uM)

Tampon G (Hepés-Na 50 mM
pH 7.5, KCl 100 mM)

Tableau 11 :Conditions utilisées lors de la mesure de I'actiglycérophosphate déshydrogénase.

IV-7-5 Mesure de l'activité Glycéraldéhyde-3-P d¢gdtogénase (GAPD)

+ Principe
La glycéraldéhyde-3P déshydrogénase (GAPD) estemagme de la glycolyse qui
catalyse Il'oxydation et la phosphorylation du ghaddéhyde 3-phosphate en 1,3-
diphosphoglycérate. Grace au suivi de la réductanNAD" en NADH par mesure de
'absorbance a 340 nm, on va pouvoir doser la duéadé glycéraldéhyde-3-phosphate dans

le milieu réactionnel.

Glycéraldéhyde 3-P
déshydrogénase

P "
O/Y\O/l\o' (GAPD) _ ‘0/ \o 0/ \0‘
o TpP o :
/ \ |

* N +
G-3p Nl "@”" hH 1,3-diphosphoglycérate

Suivi Absorbance a4 340 nm

Figure 40 : Schéma du test enzymatique utilisé pour mesuretiité glycéraldéhyde-3-P
déshydrogénase. Ce test est réalisé dans un Tgshpsphate (Tp P) permettant I'apport du
phosphate nécessaire a la formation du 1,3-diploggyptérate.

+ Mise en ceuvre
Dans un volume final de 100 uL de Tampon P, urangd comprenant du NADet
du G-3P est effectué et la réaction est initiée pput de la glycéraldéhyde-3-P
déshydrogénase (érythrocyte humain, Sigma). Lesertrations utilisées sont indiquées dans
le Tableau 10 ci-dessous. Le suivi de 'augmemntatie I'absorbance a 340 nm correspond a

la quantité de glycéraldéhyde-3P dans le mélarggiolnel au moment de la mesure.
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Mélange réactionnel

NAD* (1 mM)

G-3P (100 uM)

GAPD (0.3 uM)

Tampon P (Na,HPO, 50 mM,
Triéthanolamine 40 mM, EDTA 0.2 mM)

Tableau 12 :Conditions utilisées lors de la mesure de I'aatiglycéraldéhyde-3-P-déshydrogénase.

IV-8 Dosage des ponts disulfure dans NadA par le sime

thioredoxine/thioredoxine réductase/NADPH (Trx/Trr/NADPH)

Le dosage des ponts disulfures est réalisé enisamil le systeme
thiorédoxine/thiorédoxine réductase/NADPH (Trx/NADPH). La thiorédoxine réductase
(Trr) est une enzyme a FAD, elle fait partie defdaille des oxydoréductases. Elle est
capable de réduire la thiorédoxine (Trx), (un ppéptide redox) au niveau de sa séquence
CX,C. Le potentiel redox de la thiorédoxine est retient bas (E= -270 mV) ceci lui
permet de réduire a son tour efficacement les pdistgifures d’autres protéines dans la
cellule (Mustacich D., 2000).

+ Principe
Dans un premier temps, la thiorédoxine va étraiitéda deux électrons par le
Nicotinamide Adénine Dinucléotide monophosphate [NPAl) via I'action de la thiorédoxine
réductase. La thiorédoxine réduite va alors pouaapn tour réduire le pont disulfure d’'une
protéine (si celle-ci en posséde) comme schémddigére 41. La quantité de NADPH
consommeé correspond a la quantité de pont disuffitésent dans la protéine (Padovani D.,
2001).

- S Trx(SH,) NADP*
2= Forme réduite
Protéine| lS -
(pont oxydé) TrxR (FAD)
SH -
Protéine Irx-S, NADPH <=1 Suivi Abs 340 nm
SH Forme oxydée FH
(pont réduit)

Figure 41 : Schéma du dosage des ponts disulfure par le systéarédoxine/thiorédoxine réductase.
TrxR=Thiorédoxine Réductase, Trx = Thiorédoxin@tine = Protéine possédant un pont disulfure
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+ Mise en ceuvre
La quinolinate synthase sauvage et mutée (NadAS28AdAC294A, NadAC291A-

C294A) (145 uM) est incubée en anaérobiose dan®ume final de 100 pL de Tampon H
(Tris-HCI 100 mM pH 8, KCI 50 mM) avec la thiorédog (1 uM) et du NADPH (0.3 mM).
Apres stabilisation en UV-visible de I'absorbancg@ nm, la réaction est initiée par ajout de
la thiorédoxine réductase (0.23 pM). La diminutibabsorbance a 340 nm correspondant a la
consommation de NADPH est suivie sur une échelléedgs de I'heure. Sachant que le
coefficient d’extinction molaire du NADPH est égab220 M'.cm™, on calcule selon la loi
de Beer-Lambert la quantité de NADPH consommée PRA] = AA340nm/e (NADPH)).
Cette quantité est directement proportionnelle guantité de pont disulfure réduit dans la
protéine d’'intérét. La thiorédoxine reductase amst la thiorédoxine nous ont été fournies

par le Dr. E. Mulliez, directeur de recherche dolatoire.

IV-9 Réduction des ponts disulfure par le dithiothgitol (DTT)
Le DTT est un dithiol réducteur frequemment udiligour réduire les ponts disulfure
de facon chimique, ou plus généralement utilisé poaintenir les cystéines des protéines a

I’état réduit sous forme de thiolate.

+ Principe
Un pont disulfure est réduit par le DTT selon ¢déma ci-dessous via la formation

d’un cycle a six du DTT comprenant un pont diswdfinterne.

s
HS v SH /j" HO; Y1y,

§ 2 s
HO —_— S

+ «niOH HOMits HO
VWE_\ anilllOH DTT oxydé

s SH
SH v SH
DTT HS

Pont disulfure
Pont disulfure
réduit

Figure 42: Réduction d’'un pont disulfure par le dithiothodi(DTT)
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+ Mise en ceuvre
La quinolinate synthase est incubée en présencdifffgentes quantités de DTT
(Euromédex) (0 a 50 mM) pendant une heure dandoite a gants. L'excés de DTT (génant
l'analyse HPLC), est éliminé par passage sur urlenoe de dessalage Microbiospin
(Biorad). La réduction de pont(s) disulfure(s) d&tedA est vérifiee par le test utilisant le
systeme thiorédoxine/thiorédoxine réductase. Lv#éti de I'enzyme NadA apres ce
traitement, c'est-a-dire ne possédant plus de pdistsifures, est déterminée dans les

conditions du paragraphe IV-7-1-i.

IV-10 Analyses Biochimiques
IV-10-1 Dosage des protéines par la méthode def@chd

Les protéines sont dosées selon la méthode dddBda(Bradford M.M., 1976), a
l'aide de la solution commerciale « Biorad Protéissay » (Biorad). Cette technique est
fondée sur le changement de coloration a 595 nilelu de Coomassie, qui passe du rouge
au bleu en se fixant aux protéines. La concentration échantillon est donc déterminée par
simple lecture de I'absorbance a 595 nm dont laura¢st comparée avec celles obtenues a
partir d’'une solution d’Albumine Sérique Bovine @S de concentration connue et

constituant la droite d’étalonnage.

IV-10-2 Dosage des protéines par dosage des amde®s

+ Principe
Cette technique mise au point en 1958 par Moof&taih consiste en la séparation et
de quantification des acides aminés ayant réagc dseninhydrine. Elle permet une
détermination précise de la concentration d’'undéme grace a sa concentration en acides
aminés (Moore S., 1958).

+ Mise en ceuvre
L’'analyse a été réalisée par J-P. Andrieu (LEMS IBrenoble) sur un sequenceur
(Applied Biosystems) instrument Biochron 30. UnduBon protéique de concentration
connue (entre 1 et 5 nmoles) mesurée par la méthedradford et dont la DO a 280 nm a
également été mesurée par UV-visible, est soumidiéférents traitements. Le premier est
I'hydrolyse de I'ensemble des liaisons peptidigpes un traitement a 'HClI 6 M a 110 °C
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pendant une nuit, le mélange d’acides aminés esititenchargé sur une colonne échangeuse
de cations. Les acides aminés sont élués par aepofes de pH et force ionique variables. En
sortie de colonne, les acides aminés subissemaitarhent a la ninhydrine, le passage dans
un serpentin a haute température permet la formation méme composé coloré appelé
dérivé pourpre de Ruhemann issu de la réactiom deniction ammoniac des acides aminés
avec la ninhydrine. La mesure de I'absorbance & tingueurs d’onde (570 nm et 440 nm)
permet lidentification et la quantification de chee acide aminé. L'analyse des acides
aminés est une technique comparative nécessitatilisition d'un standard interne. Cette
analyse doit étre effectuée sur un échantillon Quelques limitations liées a I'analyse
existent également comme la destruction des tryyatops et la mauvaise hydrolyse de
certaines liaisons peptidiques (lle-Val, Leu-lle beu-Val) lors de I'hnydrolyse acide. Ces
résidus sont systématiquement éliminés lors |'aswalges résultats. Par cette méthode, on
détermine précisément la concentration en prowfueel’'on peut comparer a celle obtenue par
le dosage de Bradford et ainsi en tirer un factemnrectif. Par cette méthode on peut
également par comparaison avec la DO a 280 nmnaiiéier un épsilortgonm C€ qui permet
par la suite la détermination de la concentratiopmtéine d’'une solution donnée par simple

mesure de la DO a 280 nm par UV-visible.

IV-10-3 Electrophorése des protéines : SDS-PAGE

+ Principe

L'électrophorese est une méthode d'analyse baséka snigration différentielle de

particules chargées dans un champ électrique.

+ Mise en ceuvre

L'électrophorese est réalisée en conditions dématies : 5 a 2Qug de protéines sont
dénaturées par chauffage a 100 °C dans du Tampaoerdguration (Tris-HCI 1M pH=6.8,
SDS 10 %, glycérol 15 %, BBP 2 %%mercaptoéthanol 2 %). L@ mercaptoéthanol réduit
les ponts disulfure, 6tant ainsi la structure mensionnelle native aux protéines, alors que le
sodium dodecyl sulfate (SDS) est un détergent qoipt les interactions inter et intra-
protéigues et qui se fixe sur les protéines emrhasgeant négativement. La charge propre de
chaque protéine devient ainsi négligeable. Lesépres migrent donc selon leur poids
moléculaire et non leur charge.

Les échantillons protéiques dénaturés sont dépdsé@s les puits d'un gel de
polyacrylamide contenant du SDS. La concentratiomp@yacrylamide dépend de la masse
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des protéines d’intérét : plus elles sont petipgs le gel devra étre concentré. Le gel de
polyacrylamide est constitué d'un gel de séparagiommonté d'un gel de concentration. Ce
dernier permet une migration homogéne des prot@&uoesont donc se tasser au sommet du
gel de séparation, afin de garantir la pénétrasonultanée de toutes les protéines de
I'échantillon dans ce gel. Les protéines vont dasmiigrer lors du passage d’'un courant
électrique de 200 V et 35 mA pendant environ 60utes. Le gel joue un rble de tamis
moléculaire, séparant les protéines selon leur endss masse apparente des protéines est
évaluée grace au calibrage du gel par des protéimgmids moléculaire connu. Les bandes
correspondant aux protéines sont révelées paratmordu gel au bleu de Coomassie (bleu de
Coomassie 0.25 %, méthanol 45 %, acide acétique,1§lycérol 10 %) puis décoloration

dans une solution méthanol 30 %, acide acétiqui glycérol 5 %.

IV-10-4 Dosage du fer

+ Principe
Le dosage du fer est effectué selon une variaatla enéthode de Fish (Fish W.W.,
1988). Une gamme d’étalonnage est tout d’abordsemlafin de pouvoir déterminer ensuite

la quantité de fer présente dans un échantillotéjupee.

+ Gamme d’étalonnage
La gamme d’étalonnage est réalisée a l'aide d'swiation de Fe(ll) commerciale
(Aldrich), dont la concentration est ajustée a 500 Ainsi, 1 pL de cette solution contient
0.5 nmole de fer. Des eppendorfs contenant difféeequantités de fer sont préparés comme

décrit dans le Tableau 9, en ajustant le volumg @L.6avec de I'eau.

nmoles de Fe** solution de Fe** 3 500 UM (UL) eau (L)

0 0 65
2 4 61
4 8 57
6 12 53
8 16 49
10 20 45

Tableau 13 :Gamme étalon pour le dosage du fer dans les pestéin

Chaque étalon est alors traité de la fagon suvant

- 45l d’acide perchlorique (PCA) sont ajoutés et laisoh est mélangée énergiquement.
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- Les tubes sont laissés 15 minutes a températmgiaate. A 90ul de chacun des
échantillons sont ajoutés :
- 72l de bathophénantroline disulfate a 1.7 mg/mlagg d'un chélateur de fer.
- 36 pl d'ascorbate de sodium a 38 mg/ml. Ce produiuesttducteur qui permet de mettre
tout le fer présent en solution sous forme de Fe(ll
- 27 ul d'acétate d'ammonium saturé (dilué 3 fois). Latgm est agitée vigoureusement. Une
couleur rose apparait immédiatement, mais on laigsetaction se poursuivre pendant
30 minutes a température ambiante. En effet, Bée@t'ammonium neutralise le milieu. Dans
cette gamme de pH, le complexe formé entre le fda dathophénantroline est rose. La
couleur de la solution est plus ou moins pronorsglen la quantité de fer présente dans
I'échantillon.

La mesure de l'absorbance a 535-680 nm est effeqiour chaque échantillon. La
gamme d'étalonnage est obtenue en portant I'absmda535-680 nm en fonction du nombre

de nanomoles de fer.

+ Echantillon protéique
Des échantillons de concentration connue en pmtét ayant un volume final de
65 ul sont préparés. 4 de PCA sont ajoutés, ce qui provoque la dénaturates protéines.
Apres 15 minutes d'incubation a température amdbjales solutions sont centrifugées a
10000 rpm pendant 5 minutes, afin d'éliminer lest@nes précipitées. 9@ du surnageant
sont récupérés puis traités de la méme facon guetddons. La lecture de I'absorbance a 535-

680 nm permet de déterminer la quantité de fergmtésdans la protéine.

IV-10-5 Dosage du soufre

+ Principe
Le soufre a été dosé selon la méthode colorimegratgcrite par Beinert (Beinert H.,
1983).

+ Gamme d’étalonnage
La gamme d’étalonnage est réalisee a l'aide d'swlation de sulfure de sodium
(N&S) dont la concentration est ajustée a @B Des échantillons contenant des quantités
déterminées de sulfure (0-10 nmoles) sont prépemésme décrit dans le Tableau 10, en

ajustant le volume a 1Q4L avec de I'eau.
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nmoles de § solution de NaS a 200uM (L) eau @L)

0 0 100

1 5 95

5 25 75
10 50 50
20 100 0

Tableau 14 :Gamme étalon pour le dosage de soufre dans leSinest

Chague tube est alors traité de la facon suivante
- 300 L d’acétate de zinc [Zn(OAg)H,0] & 1% (solution & 100 mg/mL diluée au 1P
sont ajoutés, immédiatement suivis de I'additionl8¢lL de soude (NaOH) 3N. La solution
est mélangée vigoureusement. Cette procédure peféndter la perte de soufre sous forme
de HS qui se produit lors de I'acidification du miligar ajout de Zn(OAg) Le mélange est
laissé a température ambiante entre 5 et 10 minutes
- Ensuite, 751L de DiMéthyl Phényléne Diamine (DMPD) 0,01% (sauata 1 mg/mL dans
HCI 5N) sont ajoutés, immédiatement suivis de liadd de 16uL d’'une solution de chlorure
de fer (FeG) a 23 mM (37.5 mg dans 10 mL HCI 1,2 N). De mérae grécédemment la
solution est mélangée énergiguement. Les tubeslaisaés a température ambiante pendant
30 minutes. Une coloration bleue apparait. Ellerespond a la formation du bleu de
méthyléne, obtenu par réaction des ions sulfufeav@c le DMPD en milieu oxydant. Cette
coloration est plus ou moins prononcée suivant U&ntté de soufre présente dans
I'échantillon.
- Chague tube est alors centrifugé (10000 rpm, rtutas) et I'absorbance a 670 nm mesurée.
La gamme d’étalonnage est obtenue en portant Ifebece a 670 nm en fonction du nombre

de nanomoles de soufre.

+ Echantillons protéiques
De la méme facon, I'ensemble des réactifs citésgqutemment est ajouté a 100
d’'une solution protéique de concentration connuendce cas, I'incubation de I'échantillon
avec le DMPD et le chlorure de fer est réaliséeodl f(4 °C) pendant 3 heures. Le reste du
dosage est identique. La mesure de I'absorban@® am permet de déterminer la quantité de

soufre initialement présente dans la protéine.

106



Matériels et Méthodes (M&M)

V- Tests de croissance de différentes mycobactérigs @ésence
de molécules chimiques

Test de réduction de la résazurine
Le test de réduction de la résazurine a été mpoai afin de détecter la résistance de

M. tuberculosisaux agents antituberculeux

+ Principe
La résazurine est un colorant indicateur redoxchemgement du bleu au rose indique
la réduction de la résazurine. La réduction deékazurine est le résultat d’une croissance
bactérienne. Donc si la molécule inhibe la croissamactérienne, la solution reste bleue. Au

contraire si la molécule n’a aucun effet, les haesépoussent et la solution vire alors au rose.

+ Mise en ceuvre

Cette méthode mise au point par Palomino (Palondi@, 2002) est une méthode
simple, peu colteuse et efficace de détection deda@sance des mycobactéries. Les tests
sont réalisés en plaques 96 puits. Différentedidiia des molécules a tester sont effectuées
dans le milieu de culture des mycobactéries. Lestroles positifs de l'inhibition de
croissance sont lisoniazide et la rifampicine, dhsitions de ces molécules sont donc
également effectuées (1.0 a 0.03 pg/ml pour I'sode et 2.0 a 0.06 pg/ml pour la
rifampicine). L'inoculum préparé est ajouté danaan des puits. Les plaques sont scellées
avec une feuille plastique. Apres une semaine dbaton a 37 °C, 30 ul de solution de
résazurine sont ajoutés dans chaque puits etdaiissgber une nuit a 37 °C, a la suite de quoi
on peut voir s’'il y a changement de couleur ou pasdonc croissance ou inhibition
bactérienne. La concentration minimale d’inhibit{@MI) d’'une molécule est définie comme
la concentration a laquelle le changement de couleuplus lieu. Ces tests ont été réalisés

par S. Cole (Ecole Polytechnique Fédérale de LangsaBuisse).
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VI-  Techniques physico-chimiques - Méthodes analytiques

VI-1 Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) en phase inverse
+ Principe:

La chromatographie en phase liquide a haute pedioce (HPLC, High Performance
Liquid Chromatography) en phase inverse est unkbnique de séparation analytique ou
préparative de molécules en fonction de leur hylobrité. L'échantillon a analyser est
poussé par un liquide (appelé phase mobile) dares aolonne remplie d’'une phase
stationnaire de fine granulométrie. Ceci a pourséguence I'emploi d’'une pompe a haute
pression afin de pousser la phase mobile dansldam® avec un débit d’écoulement élevé.
Ce débit élevé diminue le temps nécessaire pouwareepes composants du mélange par
rapport a une chromatographie liquide classiquelaefine granulométrie de la phase
stationnaire permet une meilleure séparation. Labtoaison des ces attributs : rapidité et
résolution élevées, conduit a I'appellation « haptgformance ». La phase stationnaire
contient dans notre cas de la silice greffée parak@ines alkyles de 18 atomes de carbones
(C18). Les composants du mélange y sont plus ongmeienus en fonction de leur polarité.
Cette phase est apolaire et nécessite donc unt ¢lakaire. Dans ce cas, ce sont les composés
polaires qui seront élués en premier, ce qui gsictaristique de la chromatographie en phase
inverse. Le systeme HPLC (Agilent HP1100) est égudjpun échantillonneur automatique
permettant de programmer jusqu'a 100 injections. éehantillons a analyser sont déposés
dans des vials, le chargement sur la colonne afiséépar robot par l'intermédiaire d’'une
seringue. Un détecteur UV a barrette de diodesutdg&é en sortie de colonne de facon a
enregistrer un chromatogramme HPLC représentabsdigtion UV-visible a une longueur
d’onde choisie (pour notre analyse 260 nm) en fonau temps de rétention. Un intégrateur
est utilisé pour calculer l'aire sous les pics. fléa a [linjection déchantillons de

concentrations connues, I'HPLC peut alors étre tiizive.

VI-2 La spectroscopie d’absorption UV-visible
+ Principe:
L’absorption d’'un photon peut permettre a une @k ou un atome de passer de son
état fondamental S un état excité ;Spar passage d’'un électron d’'une orbitale a urieau
L’énergie d’'un photon absorbé lors d’une transit@mtre deux niveaux d’énergie est donnée

par la relation e =\hou h est la constante de Planck ¢ fréquence du photom & c/A avec
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A correspondant a la longueur d’onde). En solutemules les transitions électroniques de
faible énergie sont observables, c’est-a-dire Bsdbs d’absorption dans l'ultraviolet proche
et dans le visible. Chaque bande d’absorption asictérisée par la longueur d’onde du
maximum d’absorptionAmax, et par son intensité, donnée par la valeurcakfficient
d’extinction molaire € a la longueur d’onde considérée. Ces grandeurs retiées a la
concentration du soluté en solution par la loi deBLambert AX) = €(A).l.[C] ou A est

I'absorption, | la longueur du trajet optique €} la concentration.

+ Informations obtenues

Les molécules biologiques qui absorbent sont £gjlé possédent des doubles liaisons
conjuguées, des noyaux aromatiques (certains acdesés, flavines,...) et celles qui
contiennent un meétal de transition. Ainsi, le plabdorption a 280 nm observé pour les
solutions protéiques correspond a Il'absorption désidus aromatiques de la chaine
polypeptidique (tryptophane, tyrosine et phénylalah Dans le cas des protéines [Fe-S], le
transfert de charge du soufre vers le fer(lll) e une absorption entre 300 et 600 nm.
Cette valeur varie en fonction du type d’agrégesftaifre et méme si ces bandes d’absorption
sont relativement larges, la position de leur maxmrainsi que la forme générale du spectre

fournissent des renseignements sur la nature dredée-S].

+ Mise en ceuvre
Les spectres d’absorption ont été enregistrés damscuves en quartz de 1 cm ou
1 mm de trajet optique. Les études en aérobioséténtéalisées avec un spectrophotométre
Caryl Bio (Varian), et les spectres en conditionaéaobies ont été enregistrés avec un
spectrophotometre Uvikon XL (Bio-Tek instruments)ig@ par des fibres optiques a la cuve

placée a l'intérieur de la boite a gants.
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VI-3 La spectroscopie Résonance Paramagnétique Etemnique (RPE)
+ Principe:

La spectroscopie RPE permet d'étudier les espélies paramagnétiques qui
contiennent un ou plusieurs électrons non appdriéstité paramagnétique est placée dans
un champ magnétique H variable et recoit une ofetdrémagnétique d’énergiehLorsque
I'énergie v de I'onde est égale a I'énergie nécessaire paumgtére la transition entre deux
états de spin de I'électron, il se produit le ph@epe de résonance paramagnétique
électronique. L’énergie de transition est égal@ld,gu g correspond au facteur de Landé (g
= 2.0023 pour I'électron libre) ¢t au magnéton de Bohr. L’électron non apparié danes u
orbitale moléculaire possede un facteur g donilawr differe de celle de.gn fonction du
centre paramagnétique et de son environnement olaiéc Le facteur g est anisotrope, ce
qui signifie gu'’il est assimilable a une grandeemsorielle définie par trois composantes gx,
gy et gz. Ces trois composantes correspondent aimspd’inflexions et a I'extremum du
spectre d’absorption enregistré au cours du baéaglag valeurs du champ magnétique.

En fait, le spectre obtenu expérimentalement esiiélavée du signal d’absorption pour

laquelle la détermination des valeurs de g estplésise.

H

Figure 43: Signal d’absorptio” et sa dérivée g’/dH obtenus en faisant varier le champ H. La
dérivée du signal d’absorption permet de détermiasegrandeurs tensorielleg, @y et g qui sont
caractéristiques du centre paramagnétique étudié.

+ Informations obtenues
Appliquée a I'étude des centres [Fe-S] paramaguét{les centres diamagnétiques ne
sont pas observables), la RPE nous informe sypke de centre, son état rédox et le nombre

de centre [Fe-S] au sein d’'une protéine puisqueigeal peut étre doublement intégré et la
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valeur de l'intégration comparée a celle d’'une sotustandard de Cu-EDTA concentration
connue, dont la préparation est décrite ci-dessous.
+ Mise en ceuvre

Les mesures ont été effectuées sur des échantitlen200uL de protéine a une
concentration d’environ 150M, préparés et congelés dans une boite a gant&chasitillons
protéigues ont été réduits avec du dithionite (Bliek-Haén) 1 mM et la réduction est suivie
par spectroscopie UV-visible. Les spectres RPEététenregistrés grace a un spectromeétre
Bruker ESP 300E a température variable équipé dyostat (Oxford Instruments) qui
permet d’atteindre la température de I'hélium lagui Les quantifications du signal des
centres [Fe-S] ont été réalisées par comparaisea lag valeurs obtenues pour une solution
standard de Cu-EDTA a 1 mM.

+ Préparation du tube standard Cu-EDTA :

Une solution de Cii & 10 mM est d'abord préparée par dissolution dfatsude
cuivre (CuSQ, 5H,0), dans un Tampon | (Tris 0.1 mM pH 8). Cette 8ofuest ensuite
diluée au dixieme dans le méme Tampon, et 10 élgmisgad’EDTA sont ajoutés. La solution
finale, congelée dans un tube RPE contient don®/lda Cu(ll) complexé par TEDTA dans
du Tampon .

V-4 La spectroscopie Hyscore
+ Principe et préparation
La spectroscopie HYSCORE (pour HYperfine Sublév€lRRElation spectroscopy)
est une technique de RPE pulsée a deux dimensiatte spectroscopie a deux dimensions
permet de voir des couplages entre certains nogailexspin étudié, dans notre cas, avec les
atomes de Fe du centre [Fe-S] de NadA.

En effet, 'Hyscore est une méthode de choix patecter les couplages hyperfins de
certains noyaux avec les moments gyromagnétiguletegadans les systemes non orientés.
Les interactions hyperfines sont le résultat deptale entre le spin électronique et le spin
nucléaire s’il est non nul.

La principale caractéristique de la technique Hys@st de pouvoir voir des transitions
normalement interdites et discriminer différentpety de noyaux : les couplages forts et

faibles, et les noyaux « distants », caractérisgsles constantes hyperfines tres faibles.
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Le spectre HYSCORE est composé de deux quadramtdaSliagonale du quadrant
nommé (+,+), on trouve ces noyaux « distants >gisagu’hors des diagonales des quadrants
(-,*+) et (+,+), on trouve respectivement les cogeaforts et faibles. Un exemple de spectre

Hyscore est représenté Figure 44.

-+ |+t /

1 A

Couplages

/‘
Q; // forts
&
// Noyaux
% distants

a P Couplages
faibles

Figure 44 : Exemple de spectre Hyscore.

Par conséquent, un atome d’azote coordiné a urrecgRe-S] par exemple, est
facilement détectable a la faveur d’'un couplage @& son spin nucléaird € 1) avec
I'électron non apparié du centre [Fe-S], méme clposg un atome de phosphore dont le spin
nucléaire est égal &1/2).

Apres calcul d’'une constante de couplage hypetfecomparaison avec la littérature, il

est possible de déterminer la nature du noyau éaay@c le centre métallique.

+ Mise en ceuvre

Les mesures sont effectuées sur des échantillen20® pL de NadA a une
concentration d’environ 150 uM réduits par 1 mMditeionite en présence de 10 équivalents
de molécules inhibitrices (PGH, PGHz et Imidazgieur les études rapportées dans le
Chapitre 1l des Résultats, ou 10 exces de DHAP pelle du Chapitre 1ll des Résultats. Le
tube est préparé et congelé en boite a gants.Xpesiences d’Hyscore ont été effectuées en
collaboration avec le Service de Chimie InorganigteBiologique du CEA Grenoble par
Serge Gambarelli sur un spectrométre en bande ¥emlexsys E-580 de Bruker, avec un
résonateur diélectrique Bruker ER4118X et un citost flux continu d’Hélium (Oxford
Instrument CF935) contrélé par un controleur deptemature ITC 503 de chez Oxford
Instruments.

112



Matériels et Méthodes (M&M)

V-5 La spectroscopie Mdssbauer
+ Principe

La spectroscopie Mdssbauer ou spectroscopie dipltso y est I'étude de
'absorption nucléaire résonante de raygnsar certains noyaux. Ce phénomene se produit
lorsqu’un photony, émis par un noyau émetteur lors de la désexmitale ce noyau (qui
passe donc d’un niveau excitg&l'état fondamental e est absorbé par un noyau identique
se trouvant dans I'état fondamental. Le noyau diastdrest alors excité au niveau d’énergie
E.. Dans notre cas, la source de rayonnemegst obtenue par désintégration radioactive de
l'isotope®'Co . Celui-ci se convertit lentement par capture ébeitue en un état excité noté
*>’Fe. Dans un délai de I'ordre de la microsecondé/fe revient & I'état fondamental par
'émission d'une radiation électromagnétique de tbafréquence dans la région des

énergiey.

SOURCE ECHANTILLON
caphere
électronique
@@X
| Effat Mosstanr |

Figure 45 : Principe de I'effet MGssbauer

Si les noyaux de I'échantillon se trouvent dansaovironnement différent de celui de
la source, la modification de I'environnement &lecique des noyaux produit un effet
suffisant sur les niveaux d’énergie nucléaires pgue |I'absorption n’ait plus lieu. Pour
rétablir la résonance, la fréquence des rayamhsit étre modifiée. Cette variation est obtenue
en déplacant la source a une vitesse relative wgpport a I'absorbant. Ceci conduit a un
balayage approprié du spectre de fréquencessceptibles d’étre captées par I'échantillon
absorbeur. C’est le principe de I'effet Doppler. gpectroscopie Mdssbauer, les énergies sont

donc exprimées en unités de vitesse et les vitesgegses sont généralement de I'ordre du
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mm/s. Ainsi, les spectres Mdssbauer indiquent dasimission relative des rayopsayant
traversé I'échantillon en fonction de la vitesdatiee de la source par rapport a I'absorbant.
En spectroscopie Mossbauer, I'absorption des rayast caractérisée par trois parametres.
Ceux-ci correspondent a différentes interactiongehiynes qui sont dues aux perturbations

créees par I'environnement du noyau absorbeur.

+ L'interaction monopolaire électrique : parametre déplacement isomérique
Le noyau absorbeur se trouvant dans un environmediférent de celui de la source,
le pic d’absorption est décalé par rapport a la chémission d’'une quantii@ (exprimé en
mm/s) appelée déplacement isomérigbieprovient de I'existence d’interactions entre la
distribution de charge nucléaire supposée sphérajula densité de charge électronique
contenue dans le volume nucléaitereflete donc la structure électronique et foupar
conséquent des informations sur I'état d’oxydatiendegré de covalence et la nature des

ligands de I'atome absorbant (ici%é&e).

+ L’interaction quadripolaire électrique : parametééclatement quadripolaird Eq
Cette interaction est due a l'asymétrie de larithstion de charges qui entoure le
noyau, créant un gradient de champ électrique.dyaun dans un état de spin I>1/2 possede
un moment quadripolaire électrique Q. L'interactaece dernier avec le gradient de champ
électrigue (appelée interaction quadripolaire élgee) provoque une levée de
dégénérescence de I'état excité, conduisant a de@aux séparés deEq, défini comme
'éclatement quadripolaire exprimé en mm/s. Ce patee refléete la symétrie de la

distribution électronique autour du noyau considéré

+ L’interaction dipolaire électrique : parametre daamp magnétique effeciEm
Pour I'étude de nos échantillons, ce parametratervient pas. Toutefois, il est
intéressant de noter qu’une interaction peut exestére le moment magnétique nucléaire du
noyau résonant avec le champ magnétique créé grarirbonnement électronique du noyau
auquel peut s’ajouter une induction magnétiquerexiee. Elle renseigne sur la cristallinité

du solide étudié.
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Figure 46 : Déplacement isomériquieet éclatement quadripolairEq des composés d(Fe,
schématisation des spectres Mossbauer résultants

+ Mise en ceuvre
L’échantillon protéique est préparé en boite atgama solution protéique doit étre
assez concentrée (soit environ 1 mM en fer) danyvalame de 400 pL. Elle est alors
congelée dans une cellule adaptée en boite a gant@nalyse est effectuée par Yiannis

Sanakis (NCSR Demokritos, Institute of Material&eSce, Ag. Paraskevi, Attiki, Grece).

V-6 Dosage des métaux par ICP-MS
+ Principe
L’'ICP-MS (Inductively coupled Plasma Mass Speatops/) est une technique de
spectroscopie qui utilise le fait que des ions petnétre séparés les uns des autres par
application de champs électromagnétiques, en famatie leur masse atomique, de leur
charge électrique et de leur vitesse. L'ICP-MS prabe doser en routine la plupart des
éléments a des concentrations de l'ordre de 1 @éLdosage a été réalisé sur la protéine

NadA purifiée en collaboration avec Josiane Arn@tidU, Grenoble).
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Tampon A
Tampon B
Tampon C
Tampon D
Tampon E
Tampon F
Tampon G
Tampon H
Tampon |
Tampon P
Tampon EB
Tampon de dénaturation

Tampon TAE

Matériels et Méthodes (M&M)

Liste des Tampons

(Tris-HCI 100 mM, pH 7.5)

(Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, NaCl 50 mM, PMSF 1 mM)
(Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, NaCl 50 mM)

(Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, NaCl 50 mM, Imidazolé@ mM)
(Tris-HCI 100 mM, pH 7.5, NaCl 100 mM)

(Tris-HCI 200 mM, pH 8, KCI 100 mM)

(Hepes-Na 50 mM, pH 7.5, KCI 100 mM)

(Tris-HCI 100 mM, pH 8, KCI 50 mM)

(Tris-HCI 0.1 mM, pH 8)

(NgHPO, 50 mM, Triéthanolamine 40 mM, EDTA 0.2 mM)
(Tris-HCI 10 mM, pH 8.5)

(Tris-HCI 1 M, pH 6.8, SDS 10 %, glycérol 15 %, BB %,
B mercaptoéthanol 2 %)

(Tris-HCI 20 mM, Acétate 10 mM, EDTA 0.5 mM, pH33
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Chapitre I

C chterwatww
fonctionwnelle de

gquinolinate synthases de
différenty microovrganismes
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Dans ce chapitre, jexpose la purification et la aactérisation biochimique,

spectroscopique et fonctionnelle des quinolinate sthases de différents organismes.

La quinolinate synthase dE. coli constitue un modéle d’étude. La protéine avait été
caractérisée avant mon arrivée au laboratoire €@%,2@ m’en suis servie pour la mise au
point d’un nouveau test enzymatique ainsi que d@s tests d’inhibition a I'aide de diverses
molécules (Chapitre Il des Reésultats). Cette enzyanetgalement été utilisée pour
I'identification des ligands du centre [4Fe-4S] (Chapitre | des Résultats) ainsi que pour
I'étude du mécanisme réactionnel (Chapitre Ill Résultats).

La quinolinate synthase de M. tuberculosis constitue la cible d'intérét pour le
développement d’antibactériens, nous I'avons étipsur les tests d’inhibition (Chapitre Il
des Résultats).

La quinolinate synthase deT. maritima a été clonée, purifiée et caractérisée dans le but
d’obtenir une structure tridimensionnelle par RXspgu’en effet aucune structure de I'enzyme
avec son centre [4Fe-4S] n’était disponible a maivée au laboratoire. Cette étude a été
réalisée en collaboration avec le laboratoire daatlogenese et cristallographie des protéines
de I'IBS de Grenoble.

Enfin, la quinolinate synthase dA. thaliana a été étudiée dans le cadre d'une
collaboration avec le laboratoire de M. et E. Pil@iwology Department and Program in
Molecular Plant Biology, Colorado) spécialisé dahétude des chloroplastes chez
A. thaliana Afin de resituer le contexte de cette collabaoratil est important de comprendre
la particularité de cette quinolinate synthase mjast pas nommée NadA mais SufE3. En
effet, le génesufE3code pour une protéine a deux domaines : un dasaifizlike, SufE
étant connu pour étre impliqué dans la biosyntligsecentres [Fe-S] en tant que donneur de
soufre, et un second domaine qui a révélé une foamologie de séquence avec la
quinolinate synthase B: coli (24 % d’homologie)Etant donné le domaine de compétence du
laboratoire a la fois dans le domaine de la bid®s¢ des centres [Fe-S] et dans la réactivité
des centres fer-soufre et de son expertise systerme quinolinate synthaseEd’coli, nous
avons été amenés a travailler a la caractérisagooette protéine avec comme objectif son

identification en tant que quinolinate synthase.
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I- Obtention des protéines NadA et NadB

I-1 Obtention des différents plasmides et surexpressiodes protéines
NadA et NadB

Avant mon arrivée au laboratoire les genaslA et nadB d’E. coli avaient été clonés et
insérés dans le vecteur pET22b+ par I'équipe deB&iras (Laboratoire de Chimie
Bactérienne, Marseille), créant ainsi les plasmiuie$-NadA-Ec et pET-NadB-Ec contenant
respectivement les geneadA, nadBchaque protéine correspondante surexprimée pogséda

une extension polyhistidine en C-terminale.

* Les plasmides codant pour NadA=d'coli sauvage et mutée

Afin d’obtenir les protéines NadA mutées ponctualat au niveau de certains acides
aminés, nous avons dans un premier temps effeesUBCR avec le plasmide pET-NadA-Ec
comme matrice. Les vecteurs pET ne sont pas de totils pour la mutagénese dirigée
probablement a cause de leur grande taille (pET-ZB493 pb) et ainsi aprés de multiples
essais infructueux avec le vecteur pET-NadA-Ec, snavons effectué une nouvelle
construction en clonant le géenadAd’E. coli dans le vecteur pT7-7 (2470 pb) (pT7-NadA-
Ec). Ce plasmide a été utilisé comme plasmide par@our les expériences de mutagénese
dirigée visant a muter divers résidus cystéine &mimes. Ainsi les plasmides pT7-
NadAC113A, pT7-NadAC119A, pT7-NadAC200A, pT7-NadAd2, pT7-NadAC294A,
pT7-NadAC297A, pT7-NadAC113A-C200A, pT7-NadAC200R97A, pT7-NadAC291A-
C294A, pT7-NadAC294A-C297A, pT7-NadAC113A-C297A @i7-NadAC291A-C294A-
C297A ont été obtenus.

* Le plasmide codant pour NadA bk tuberculosis
Le plasmide contenant le géne codant pour la pretdiadA deM. tuberculosisious a été
fourni par M. Rizzi (University of Piemonte OringaNovara, Italy). Ce plasmide nommé

pPET-NadA-Mt permet la surexpression de la prot&iad A deM. tuberculosis.
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* Le plasmide codant pour SufE3Ad'thaliana

Le construit contenant la quinolinate synthask. thaliana(SufE3) nous a été fourni par
Marinus et Elisabeth Pilon (Biology department grdgram in molecular plant biology,
Colorado State University, USA).

* Le plasmide codant pour NadA demaritima
Le géne codant pour la protéine NadATdemaritimaa été amplifié par PCR a partir de
'ADN génomique deThermotoga maritimguis inséré dans le vecteur pT7-7 générant le

vecteur pT7-NadA-Tm.

La surexpression des protéines a été realisée ldares des protéines NadBEd'col,
NadA dE. coli sauvage et mutée ainsi que pour NadAMliduberculosisdans la souche
E. coliC43(DE3). La surexpression des protéines NadA.dearitimaet NadA dA. thaliana
a été réalisée dans la soudhecoli BL21(DES3). La surexpression de toutes ces progéme
ete effectuée comme décrit dans le Chapitre MdgésteMéthodes (M&M) apres induction a
PTG (0.5 mM) pendant 3 heures a 37 °C. Une br@sne surexpression a été obtenue pour
toutes les protéines. Un exemple est donné Figgi@idte 2) dans le cas de NadA=dctoli.
Dans le cas des protéines NadA, a I'exception gedeéine NadA dd. maritimg les étapes
suivant I'expression c’est-a-dire la préparatios d&traits solubles, ainsi que la purification
ont été effectuées en conditions d’anaérobioseoée b gants. La lyse cellulaire a été réalisée
en utilisant le lysozyme, favorisée par la répatitde cycles de congélation décongélation
dans la boite a gants. Pour ce qui est de la pptéadA deT. maritimaet NadB dE. coli,
toutes les étapes ont été réalisées en aérobitséyse cellulaire a été réalisée par sonication

dans le cas de NadB et par lyse enzymatique podANaT. maritima

[-2 Purification et caractérisation biochimigue etspectroscopique des

protéines

|-2-1 La L-Aspartate oxydase (NadB) dE. coli
Les extraits obtenus aprées ultracentrifugation wumg couleur jaune attestant de la
présence de FAD dans la protéine. Grace a son satepolyhistidine, la protéine NadB
d’E. coli a été purifiée en une seule étape sur une coldiafiénité Ni-NTA et I'imidazole

éliminé sur une colonne de dessalage (NAP-25).dlel'¢lectrophorése SDS-PAGE attestant

123



Résultats : Chapitre |

de la pureté de la protéine (95 %) est montré EigWA. La protéine est obtenue avec un bon
rendement de purification comme indiqué dans leéeab15. A ce stade de purification, la
protéine est quasi incolore car elle a perdu sdacteur FAD. Afin de la recharger en FAD,
nous avons choisi de la reconstituer chimiquemannheubant la protéine avec un exces de
FAD pendant deux heures a température ambiante;élse étant ensuite éliminé sur une
colonne dessalage NAP-25. Le spectre UV-visibldadprotéine reconstituée (Figure 47B)
montre trois maximums d’absorbance, un maximumaidiance a 280 nm correspondant a
'absorbance de la protéine ainsi que deux maxit@bdsdrbance correspondants a la présence
du FAD a 360 et 450 nm. La lecture de I'absorbaacg50 nm permet de déterminer la
quantité de FAD par protéine d'aprés I'epsileh & 450 nm qui est égal a 11 300 k™.
Dans ces conditions, la protéine NadB fixe eritret 1.5 FAD par protéinesuivant les

préparations.
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Figure 47 : (A) Gel de polyacrylamide 12 % en conditions dénatesaptésentant la protéine NadB
apres une étape de purification sur Ni-NTA (pigteMM = marqueurs de Masse Moléculaire connue
(B) Spectre d’absorption UV-visible de la protéine N48B pM) reconstituée avec du FAD. Dans
cette préparation de NadB, la concentration de EAIDulée est égale a 48 UM, soit environ 1 FAD

par protéine.

NadB E. coli Rendement Pureté
540 acides aminés / L de culture
MM = 60 337 Da 60 mg 95 %

plthéorique = 5.89

Tableau 15 :Récapitulatif parameétres physicochimiques de Nad&ille de la protéine en acides
aminés, Masse moléculaire (MM) en Da et Point ectélque (pl théorique). Le rendement en
protéine obtenu pour 1L de culture ainsi que I'é&@apureté de la protéine sont indiqués.
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I-2-2 Les différentes Quinolinate Synthases

Comme déja mentionné, la purification de toutegleséines NadA, a I'exception de
NadA deT. maritima,a été effectuée en conditions d’anaérobiose.

Les protéines NadA #. coli sauvage et mutée, NadA bk tuberculosisainsi que la
protéine SufE3 d’A. thaliana possédent une étiquette polyhistidine, permetthautr
purification en une seule étape sur une colonnimii&, de type Ni-NTA. Les protéines sont
éluées avec 160 mM d’imidazole que l'on élimine iéaatement apres I'élution de la
protéine sur une colonne de dessalage (NAP-25&irnter la précipitation de la protéine.

Dans les pages qui suivent je vais décrire les r@s biochimiques et
spectroscopiques des protéines NadA purifiées dgueh organisme. La purification de la
protéine NadA del. maritimaqui ne possede pas d’extension polyhistidine sgm@iquée

séparément ultérieurement.

a- NadA d’E. coli: protéines sauvage et mutée

La protéine NadA . coli sauvage possede une couleur marron apres Ni-NBAtet
obtenue avec une relativement bonne pureté (95d&time en atteste le gel SDS-PAGE
(Figure 48, piste 3). A partir de 1 litre de cu#tud0 mg de protéine pure ont été obtenus
(Tableau 16). La couleur, la pureté ainsi que éexlements de purification varient de fagon
significative pour les protéines NadA mutées (NadA8A, NadAC200A, NadAC297A, les
doubles  mutants NadAC291A-C294A, NadAC113A-200A, dA@G113A-297A,
NadAC200A-297A ainsi que le triple mutant NadAC29284A-297A) (Tableau 16). Les
faibles rendements (1 mg/mL) sont essentiellemest & la précipitation des protéines. Je
reviendrai plus en détails sur les propriétés bioafues des mutants quinolinate synthase

dans le paragraphe « lll- Etude des ligands due¢tEe-4S] ».
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Figure 48 : Gel de polyacrylamide 12 % en conditions dénatesaptésentant les extraits bactériens
C43(DE3)-pT7-NadA-Ecpiste 1: avant I'induction de I'expression de la protéipiste 2: aprés
3 heures d'induction & 37 °C avec de I'lPTG.diste 3montre la protéine apres purification sur

colonne d’affinité Ni-NTA. MM= marqueurs de MasseMculaire connue.

Rendement Pureté
/ L de culture
NadA E. coli
347 a.a 10 mg 95 %
38421 Da, pheoriqu = 5.19
NadA mutées 1a5mg 70 a 90 %

Tableau 16 :Récapitulatif paramétres physicochimiques de NadlAille de la protéine en acides
aminés, Masse moléculaire (MM) en Da et Point stiéilque (pheoriqud- L€ rendement en protéine
obtenu pour 1L de culture ainsi que I'état de pudst la protéine sont indiqués.

- Analyse de I'état d’oligomérisation sur Superd@g0 :

L’état d’oligomérisation de la protéine NadAEd'coli purifiée en anaérobiose a été
déterminé par chromatographie d’exclusion de taille une colonne Superdex-200. Comme
on peut le voir sur la Figure 49 représentant lrlatogramme obtenu, la protéine est éluée
majoritairement sous forme monomérique (70 %), awee masse moléculaire d’environ
39 kDa en accord avec la masse théorique de 3842 Deste de la protéine étant élué sous
la forme de dimeres et oligomeres. Ces différetdts é&’oligomérisation ont été déterminés
apres calibrage de la colonne avec des protéinasadee moléculaire bien déterminées, et ce
dans les mémes conditions que celles utiliséesgadA (Tampon, débit...).
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Figure 49 : Détermination de I'état oligomérique de la NadA& deoli. Profil d’élution obtenu sur
Superdex-200 de la NadAHE!' coli (200uM) réalisé a 0.5 mL/min dans du Tampon THiSI-100 mM
pH 7.5, NaCl 100 mM.

- Dosage fer soufre :
Les quantités de fer et de soufre ont été détemmiri€ableau 17) et sont, comme
attendu, obtenues en quantité quasi stcechiométriguec des valeurs proches de 4 par

protéine monomérique.

Fe S

NadA E. coli 4 3.2

Tableau 17 :Récapitulatif du contenu en fer et en soufre dpuiaolinate synthase B’ coli. Valeurs
donnant une quantité de moles de Fe et de S pardaeahonomere de protéine.

- Spectroscopie UV visible

Le spectre UV-visible de NadA isolée avec son eeffte-S] enregistré entre 250 et
800 nm, présente une bande de transfert de chargee@ll) située vers 420 nm et un
épaulement vers 330 nm, comme déja observé en200%adA dE. coli produite a partir du
pET-NadA-Ec (Ollagnier-de Choudens S., 2005). Geaatéristiques suggerent la présence
d’'un centre [Fe-S] de type [4Fe-45[Figure 50, Spectre bleu).
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Lors d’'une exposition de la protéine a I'oxygermebande observée a 420 nm diminue
et la solution se décolore, attestant de la dégomadalu centre métallique. Dans ces
conditions (Figure 50, Spectre rose), aprés 30 taid’exposition a I'Q le spectre UV-
visible n’évolue plus nous permettant de détermimertemps de demi-vie pour le centre
[4Fe-4S] égal a 15 min. La réexposition de la pnatélans des conditions d’anaérobiose ne
permet pas de récupérer la bande a 420 nm, morguenta dégradation du centre est un

processus irréversible.

5P —— Absence d'oxygéne
—— Exposition 30 min a l'oxygéne
2
|/
8 1.5
c
[1
o
=)
3
= 1
0,5 1
O T T T 1 T
250 350 450 530 650 750
Longueur d'onde (nm)

Figure 50 : Spectre UV-visible de la protéine NadAd'coli (100 uM) dans du Tamponéh
I'absence d’oxygene (spectre bleu) et apres 30 tesndiexposition a I'air (spectre rose).

- Spectroscopie de résonance paramagnétique éledaue (RPE)

Caractérisation du centre [4Fe-4S] a I'état réduit

Une analyse RPE avait déja été réalisée en 200Blat surexprimée a partir du
pPET-NadA-Ec. Nous avons vérifié que la protéine ANattenue avec le pT7-7 possédait les
mémes propriétés spectroscopiques par RPE. Powelrapn centre [4Fe-4%] est
diamagnétique (car il posséde 2 iond'Fe 2 ions F& donc son spin vaut S = 0) et est donc
silencieux en RPE. La réduction a un électron deetgre conduit & un centre [4Fe-43e
spin S = %2 observable en spectroscopie RPE. Enaélzréduction est suivie en UV-visible
par la diminution de la bande a 420 nm. Ainsi lat@ine NadA obtenue ici a partir du pT7-
NadA-Ec, a été réduite avec un exces de dithi¢aitaM) (E ° = -550 mV, pH = 8) pendant
10 minutes. Dans ces conditions, comme attenchande de transfert de charge>Be(lll) a

420 nm en UV-visible disparait et la solution prgté& est devenue incolore (Spectre en
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pointillé sur la Figure 51A). Le spectre RPE obtsou cette méme préparation, enregistré a
10 K, est montré sur la Figure 51B. Le signal obfate spin S=1/2 est axial, posséde deux
valeurs de g de 2.03 et 1.93 et montre un comperieran température et en puissance
caractéristique d'un centre [4Fe-4S]La double intégration du signal et la quantificatpar
rapport a un standard Cu-EDTA montrent que 80 %edtotal est présent sous la forme d’un
centre [4Fe-4S]". Le signal obtenu est identique & celui obtenuNadA dE. coliréduite au
dithionite purifiée en 2005 a partir du plasmideTpiadA-Ec (Ollagnier-de Choudens S.,
2005).

A, B
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Figure 51 : Analyse RPE de la protéine NadA . coli. (A) Suivi par UV-visible de la réduction du
centre [4Fe-4S] de NadAH: coli (200 uM) dans du Tampon C (cuve 1 mm). Le spectreaét plein
est réalisé avant réduction, le spectre en paresk effectué apres réduction de la protéine avei
dithionite pendant 10 minute@) Spectre RPE en bande X de NadA (200 uM) enregisti@K,
puissance 0.1 mW, amplitude de modulation 10 Gaass,2.16.

Caractérisation du centre [4Fe-#S3xposé a l'air

En 2005, lors d’'une analyse par spectroscopie Migsb il avait été observé lors
d'une exposition de la protéine a I'oxygene pendzhtminutes une dégradation du centre
[4Fe-4SF+ avec formation d’un centre [2Fe-2Storrespondant & un produit de dégradation
du centre [4Fe-48], confirmant la sensibilité du centre [4Fe-ZSh I'oxygéne, comme
observé précédemment en spectroscopie UV-visible.

En spectroscopie RPE, nous avons constaté apréeexpusition a I'oxygéne de
10 min a température ambiante, I'apparition d’'uynal, différent de celui correspondant au
[4Fe-4S], possédant des valeurs de g de 2.03, 2.01 et C&5spectre RPE de NadA

enregistré a 0.1 mW et a 10 K est présenté Figiré & comportement en température et en
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puissance du signal est caractéristique d’un c¢BEre-4S]* et I'intégration du signal montre
gue 40 % du fer contenu dans la protéine est présers cette forme. Une exposition plus
longue & l'oxygéne méne a la perte totale du sigwatespondant au centre [3Fe-4S]

probablement due & la formation de [2Fe?2Sjilencieux en RPE.

2,03

2,01

1,95
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2800 3000 3200 3400 3600 3800
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Figure 52 : Spectre RPE de NadAH. coli (260 uM) exposée pendant 10 min a I'oxygene. Heirey
a 10 K, puissance 0.1 mW, amplitude de modulatbGauss, gain 2.20

En conclusion, NadA €. coli est isolée en anaérobiose avec un centre [4Fé-4d]
est capable de se convertir en [4Fe*4SPFe-2St" ou [3Fe-4S] suivant les conditions

(réduction, oxydation) comme résumé ci-dessous :

e 02 {10°) 02 Interconversion
[4Fe-4S]* «— [4Fe-45]**—> [3Fe-4S]*—> [2Fe-25]** + Apo-protéine ﬂ'”;ib;id“ [Fes]
e MNal
RPE Mossbauer RPE Mossbauer

Spectroscopie utilisée

b- NadA deM. tuberculosis

MIVLNRTDTLVDELTADI TNTPLGYGGVDGDERWAAETRRLAHLRGATVLAHONYQLPATO 1-60
DVADHVGDSLALSRVAAEAPEDTIVEFCGVHFMAETAKTLSPHEKTVLIPDORAGCSLADST 61-120
TPDELRAWKDEHPGAVVVSYVNTTAAVEALTDIOCT SSNAVDVVASTIDPDREVLECPDOQE 121-180
LGAHVRRVTGRENLHVWAGECHVHAGTNGDELADOQARAH PDAFRLFVHPECGCATSALYLA 181-240
GEGAFPAERVEKI LSTGGMLEAAHT TRARQVIVATEVGMLHQLRRAAPEVDFRAVNDRASC 241-300
KYMEMITPAALLRCLVEGADEVHVDPGIAASGRRSVORMIE IGHPGGGE 301-349

Figure 53 : Séquence en acides aminés de la quinolinate syntlehd. tuberculosisLes cystéines
sont indiquées en rouge. La quinolinate synthadd.daberculosigposséde 31 % d’homologie de
séguence avec la quinolinate synthage doli.
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La protéine NadA d@/. tuberculosisa été obtenue avec un rendement de 10 mg par
litre de culture (Tableau 18). L'analyse sur getleéctrophorese SDS-PAGE 12 % de la
protéine NadA deM. tuberculosisapres Ni-NTA révele la présence de deux bandeguasi
dont le poids moléculaire est tres proche de ceturespondant a la taille de NadA de
M. tuberculosis(PMneorique= 37408 Da) (Figure 54, piste 1). L'identité etpi@sence d’'une
seule et méme protéine ont été vérifiées par séagenN-terminal des deux bandes ainsi que
par spectrométrie de masse (un seul pic de magsawlk 38093 Da). Un traitement de
I'échantillon par le DTT 50 mM pendant 10 min avaraffectuer le gel d’électrophorése, a
permis d’obtenir une seule bande sur gel SDS-PABgu(e 54, piste 2), montrant que les
deux bandes précédemment observées corresponddmatbfament a la formation de pont
disulfure, et que lg-mercaptoéthanol présent dans le bleu de dénatmratiditionné a
I'échantillon avant son dépot sur gel, n’est pdfisant pour réduire ce(s) pont(s) disulfure(s)
potentiellement présent(s) dans la quinolinate l@g# deM. tuberculosisLe traitement au
DTT de la protéine nous permet donc d’obtenir usidesbande sur gel SDS-PAGE et ainsi
d’estimer la pureté de la protéine a 85 % (Figude piste 2). Une analyse de I'état
oligomérique de la protéine sur Superdex-200 affset dans les mémes conditions
(Tampon E, débit 0.5 mL/min...) que NadA=d coli, montre que la protéine NadA est éluée
majoritairement sous forme d’un monomeére (80 %)cawee masse expérimentale obtenue
égale a 36 kDa, le reste de la protéine est préserst la forme d’oligoméres comme dans le
cas de NadA . col.

=S RARA 2
kDa kDa _
116.0 116.0
66.2 662
DIT
T T
S0 mM
350 350
250
20
184 184
144 144 .

Figure 54 : Gel de polyacrylamide 12 % en condition dénatusaptésentant la protéine NadA de
M. tuberculosisPiste 1: protéine NadA dl. tuberculosisapres purification sur Ni-NTApiste 2:
protéine NadAM. tuberculosisapres purification sur Ni-NTA et incubation engeéce de DTT
(50 mM).
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NadA M. tuberculosis Rendement Pureté
349 acides aminés (/L de culture)
37408 Da, pll]éorique: 548 10 mg 85 %

Tableau 18 :Récapitulatif des parameétres physicochimiques dbANBeM. tuberculosis taille de la
protéine en acides aminés, Masse moléculaire (MM)a et Point isoélectrique (Rbriqud- Le
rendement en protéine obtenu pour 1L de cultura gure 'état de pureté de la protéine sont indiqué

- Dosage fer soufre

Comme pour NadA '&. coli, apres purification NadA d&l. tuberculosisest de
couleur marron. Les dosages colorimétriqgues du tFdueS donnent des valeurs quasi
stcechiométriques en fer et en soufre, avec une meyde 2,4 a 2,7 atomes de fer et de

soufre par monomere de protéine.

Fe S

NadA M. tuberculosis 2.4 2.7

Tableau 19 :Récapitulatif du contenu en fer et en soufre deAN@&lM. tuberculosisValeurs
donnant une quantité de mole de fer et de molesdee par mole monomere de protéine.

- Spectroscopie UV visible

Comme ce que I'on a observé pour la quinolinatehage dE. coli, le spectre UV-
visible enregistré pour la quinolinate synthaseMdeuberculosisapres purification présente
une bande transfert de charge-Be(lll) située a 420 nm suggérant la présence damtre de
type [4Fe-4Sy". Lors de I'exposition de la protéine & I'oxygétebande a 420 nm diminue et
la solution se décolore. Apres 90 minutes d’expmsijtle spectre UV-visible n’évolue plus
nous permettant de déterminer un temps de denpeie le centre [4Fe-4S] égal & 45 min,
suggérant que ce centre est plus stable que leeddiie-4S] de NadA &. coli(Figure 55).
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Figure 55 : Spectre UV-visible de la protéine NadA Me tuberculosig150 uM, Tampon C)
enregistré entre 250 et 800 nm. Le spectre tCéaficé en absence d’oxygéne, les deux autres apres
exposition 60’ et 90" & 'oxygene.

- Spectroscopie RPE :

Plusieurs tentatives ont été effectuées afin émbtun signal RPE de la quinolinate
synthase dé/. tuberculosisLors de la réduction du centre [Fe-S] avec uresxie dithionite
(3 mM), nous avons constaté une décoloration imatédide la solution avec
concomitamment une perte de la bande a 420 nm. &nesonditions aucun signal RPE n’a
été obtenu. Nous avons réalisé des essais de i@dagec des concentrations inférieures en
réducteur, (stoechiométrie enzyme/réducteur) @ua'sivec un autre réducteur la déazaflavine
photoréduite ; quelles que soient les conditionsism’avons malheureusement obtenu qu’un
trés faible signal RPE représentant moins de 5 %ealuotal. La faible quantité de signal
obtenue ne nous a pas permis d’effectuer I'étudsotlecomportement en température et en

puissance.

c- SufE3 d’A. thaliana

Je rappelle que le gesefE3est constitué de deux domaines : un domaiuf&like
en partie N-terminale et un domaine possédant arte homologie de séquence avec la
guinolinate synthase H: coli en C-terminal (Figure 56) 'alignement de séquence présenté
dans la Figure 57 montre une homologie de séquim@® % entre le domaine C-terminal de
la protéine SufE3 et la protéine NadAEdtcoli. On peut noter que 4 cystéines sont

conservees, elles correspondent aux cystéines Gy€¥$200, Cys294 et Cys297Ed’col..
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SufE3 [ TP | SufEdom H NadA dom J

Figure 56 : Organisation du domaine SufE3 : avec TP pour peméllocalisation chloroplastique, le
domaine SufE-like (SufE dom) et le domaine NadAdA@om) (Murthy U.M.N, 2007).
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Figure 57 : Alignement des séquences de la quinolinate syntii&seoli et la partie C-
terminale de SUfE3 &. thaliana Les cystéines sont encadrées. (*) indique lefeacaminés
strictement conservés pour les 2 espéces alighfasjique les résidus fortement conservés

et ayant des propriétés physicochimiques prochgyiatlique les résidus moyennement

conservégMurthy U.M.N, 2007).

Apres purification en anaérobiose sur colonnefidiaéd Ni-NTA, la protéine présente

une couleur marron-jaune et on obtient 25 mg deépre par litre de culture avec une

protéine présentant un pourcentage de pureté ée @gure 58 et Tableau 20).
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Figure 58 : Gel d’électrophorése SDS-PAGE de la protéine Saffit@s une étape de purification sur
Ni-NTA (piste 1). MM : marqueurs de masses molécegaconnues.

SufE3 Rendement / 10L Pureté
A. thaliana 25 mg 95 %

Tableau 20 :Le rendement obtenu pour 10L de culture et I'déapureté de la protéine SufE3
d’A. thaliana

- Dosage fer soufre

Des quantités de fer et de soufre proches de lahgimétrie (3.4 Fe et 2.7 S)
déterminées par dosage colorimétrigue ont été abgerpour la quinolinate synthase
d’A. thaliana(Tableau 21).

Fe S

SufE3A. thaliana 3.4 2.7

Tableau 21 :Récapitulatif du contenu en fer et en soufre d&ESuFA. thaliana Valeurs donnant une
quantité de mole de Fe et de S par mole de monategpeotéine.

- Spectroscopie UV-visible

Le spectre UV-visible (Figure 59), montre commedeol précédemment avec les
quinolinate synthasesH. coli et deM. tuberculosisune bande caractéristique a 420 nm nous
permettant de proposer un centre de type [4Fe?ASpour la quinolinate synthase
d’A. thaliana
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Figure 59 : Spectre UV-visible de la protéine SufE®dthaliana(11l uM) dans du Tampon C mesuré
entre 250 et 800 nm.

Absorbance

- Spectroscopie RPE :

Le signal RPE de la protéine SufE®Adthalianaréduite avec du dithionite (2 mM) a
éte enregistré a 10 K et 0.1 mW (Figure 60). Leaigpbtenu est complexe, en effet il est
composé d’'une superposition de deux espéeces deSs{if2. La premiere (1) présente des
valeurs de g de 2.07, 1.94 et 1.83. La secondpd®yede des valeurs de g de 2.03 et 1.94
(Figure 60). L'analyse du comportement en puissabi@an température des deux especes est
en accord avec la présence d'un centre [4F&!48]jntégration du signal dans sa totalité,
nous permet de dire que 80 % du fer total de I&&pre est sous cette forme. Une exposition
de 10 minutes a I'oxygene de la solution protéigpees décongélation du tube RPE entraine
la disparition totale du signal RPE, confirmanséasibilité a 'oxygéne du centre métallique,

sans apparition transitoire d’'une autre espécgke[8Fe-4ST-

3000 3500 4000

Champs magnétique (Gauss)

Figure 60 : Spectre RPE de la protéine SUfE3 (120 uM) réduitdithionite (2 mM), T= 10 K,
P = 0.1 mW, G = 2.10amplitude de modulation 10 mT.
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- Spectroscopie Mdssbauer

Afin d’effectuer une analyse par spectroscopie Méaasr de NadA &. thaliang la
surexpression de la protéine a été réalisée eemmésie’’Fer dans les conditions décrites
dans la partie M&M. La protéine contient alors uentte ['Fe-S]. La spectroscopie
Mossbauer permet de distinguer et quantifier |&erdintes formes de centre [Fe-S] : [2Fe-
2S], [3Fe-4S], [4Fe-4S] et leur état d’oxydatiomslspectres expérimentaux obtenus sont en
général simulés par une combinaison de différegteasx correspondant chacun a une espéce
bien déterminée de centre [Fe-S]. La proportion difiérents doublets théoriques dans la
représentation du spectre complet permet de déterrta proportion des différentes especes
de centre [Fe-S] dans notre I'échantillon.

Les spectres MOossbauer mesurés a 4.2 K et a 78l& mtetéine SufE3 &. thaliana
sont présentés dans la Figure 61. A ces deux tetopés le spectre est constitué d’'un doublet
caractéristique possédant les parametres suivéits 0.45 (2) mm/s eAEq = 1.12 (4) mm/s
(Tableau 22). Des parameétres identiques rappelés ldaTableau 22 avaient été déterminés
pour NadA dE. coli, et correspondent & la présence d’un centre [8F&-4A 78 K, 85 % du
fer est présent sous cette forme dans la protaufie3sd’A. thaliana(Figure 61, doublet en
trait plein). A cette température, un second ddumli@oritaire représentant 15 % du fer avec
les paramétres suivanis 0.36 mm/s eAEg = 0.44 mm/s est également présent (Figure 61,
doublet en pointillés). Absent & 4.2 K, il estiatié & des especes paramagnétiques.
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Figure 61 : Spectres Mossbauer obtenus pour la protéine Sufk3hhlianaenregistrés a 4.2 K et
78 K. Les spectres expérimentaux obtenus sontugdigar [j. A 78 K le doublet en trait plein
représente un doublet théorique pour un centre-48tele doublet en pointillés représente des

espéces paramagnétiques.

Espéces NadA d’E. coli SufE3 d’A. thaliana

Paramétres e (mm/s) | AEg(mm/s)| Aire % | & (mm/s) | AEq(mm/s) Aire %

[4Fe-4SF* 0.43- 1.11 100 | 0.45(2) 1.12 (4) 85
0.44

Espéces / / / 0.36 0.44 15

paramagnétiques

Tableau 22 :Paramétres et quantités relatives des doubletshidties obtenus a 78 K par simulation
pour la quinolinate synthasek'coli et d’A. thaliana.Les valeurs entre parenthéses correspondent
aux incertitudes sur le(ou les deux) dernier(sifre{s).
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d- NadA deT. maritima

MVDETLKLEKEKGY ITLAHNYQTPELODTADFVGDSLOLARKAMELSEKKTILFLGVDFMA 1-60
ELVKILNPDEKVIVPDRSATCPMANRLT PEITREYREKFPDAPVVLYVNST SECKTLADY £1-120
ICT SANAVEVVKKLDS SVVIFGPDRNLGEY VAEKTGKKVITI PENGHCPVHOQFNAESTDA 121-180
VREKKYPDAKVIVHPECPKPVRDKADYVGSTGOMEKI PEKDPSRIFVIGTETIGMTHKLEKKK 181-240
FPDREFVPLEMAVCVNMKENTLENTLHATLOTE SFEVILPKEVIEKAKKPTLRMFETLMG 241-298

Figure 62 : Séquence en acides aminés de la quinolinate sgntleds maritima Les cystéines sont
indiquées en rouge. La quinolinate synthasé.dearitimaposséde 33 % d’homologie de séquence
avec la quinolinate synthaseed’col.

- Purification

La protéine NadA provient de la bactérie hyperimhile T. maritima dont la
température optimale de croissance est de 80° @rdtéine NadA d&. maritimaa donc des
propriétés intrinseques qui lui permettent de tésid des températures auxquelles la plupart
des protéines &. coli se dénaturent. Ainsi une étape de chauffage esamwoent utilisée
comme étape de purification permettant d’élimiregliasi totalité des protéine€dtcoli qui
sont extraites en méme temps que la protéine N&dR tharitimapuisque cette derniére est
exprimée en général ch&z coli. L'application d’un tel traitement sur les extsafrotéiques
contenant NadA dé&. maritimaa permis d’obtenir la protéine pure mais a condua perte
du centre métallique. En effet aprés chauffagprdééine est quasi incolore avec 0.2 mole de
fer et soufre /mole de monomeére. Une diminutionlaldempérature et/ou du temps de
chauffage n’a pas permis d’améliorer les quantitésfer et soufre dans la protéine. Par
conséquent, la protéine a été purifiée a I'airoat centre métallique reconstitué chimiquement
en anaérobiose a partir de fer et soufre en salg#don un protocole couramment utilisé et
maitrisé au laboratoire (voir Chapitre M&M). La [fication se déroule comme suit: les
extraits débarrassés de ’ADN par traitement aepsbmycine sulfate 3 % et PEI 1 % sont
chauffés a 75 °C, puis précipités au sulfate d’amom 60 %. Aprés centrifugation le culot
protéique est repris dans du Tampon F contenastiifate d’ammonium (1 mM) puis chargé
sur une colonne de Butyl Sépharose préalablemeiiitt§e avec ce méme Tampon F. Aprés
lavage avec ce méme Tampon, la protéine est élmééapplication d’'un gradient linéaire
décroissant en sulfate d’ammonium (correspondanh aradient linéaire croissant de O-
100 % de Tampon F sans AS) Comme on peut le voitesohromatogramme de la Figure
63A représentant le profil chromatographique d@ldyl Sépharose aprés application, on
obtient trois pics. Le premier correspond a de IMBPomme en atteste I'absorbance en UV-
visible avec un maximum d’absorption a 260 nm,deosd correspond a la protéine NadA

(comme vérifié sur gel d’électrophorese) mais cmimiée par de 'ADN (Abs UV-visible a
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260 nm). Seul le troisieme pic correspond a lagmet NadA pure avec un maximum
d’absorbance a 280 nm, cette fraction est éluée BOW6 de Tampon F sans sulfate
d’ammonium.

kDa

116.0
66.0

45.0
35.0
25.0

J S 8 184
= o s o 144

100% AS

Figure 63 : (A) Profil chromatographique de la quinolinate synth@es€&. maritimasur
Butyl Sépharose. En bleu, détection UV a 280 nriagheotéine, en rouge suivi de la conductivité et
en noir gradient linéaire croissant de Tampon FS}:AB) Gel d’électrophorése SDS-Page de la
quinolinate synthase de maritima piste 1 : pool des fractions du troisieme pidwtién. MM :
marqueurs de masses moléculaires connues.

Dans ces conditions, la protéine NadA est obtermae an rendement de 25 mg par
litre de culture et une pureté <95 % d’apres |eSie6-PAGE (Tableau 23, Figure 63B).

NadA T. maritima Rendement / L Pureté
298 acides aminés 25 mg <95 %
33617 Da, pll]éoriquez 7.58

Tableau 23 :Récapitulatif des parametres physicochimiques dbANE T. maritima: taille de la
protéine en acides aminés, Masse moléculaire (MM)& et Point isoélectrique (Rbriqu)- Le
rendement obtenu pour 1L de culture et I'état detgude la protéine sont également indiqués.

Comme je l'ai dit précédemment, la purification eSectuée en condition aérobie, la
protéine est donc obtenue sous la forme d’'une ap&ipe (sans son centre métallique). Le
centre [Fe-S] a été reconstitué par ajout de 5xfaréet soufre a la protéine pendant 3 heures
en boite a gants, a la suite de quoi, la préparatiété passée sur NAP-25. La protéine est de
couleur noire et elle contient des quantités deeFde S staechiométriques proches de 4

comme indiqué dans le Tableau 24.
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Fe S

NadA T. maritima 4.1 4.2

Tableau 24 :Récapitulatif du contenu en fer et en soufre deAN&dmaritima Valeurs donnant la
quantité de moles de Fe et de S par mole de moratlegprotéine

- Superdex-75:

La protéine NadA deT. maritima est destinée a des études cristallographiques,
’lhomogénéité de la préparation est donc primoediabur ce type d’études. Pour cela, la
protéine a été déposée, aprés reconstitution,adonme de Superdex-75. Dés le chargement
de la protéine sur la colonne, on remarque l'apparide deux anneaux de couleurs
différentes : un anneau noir élué en premier edrureau jaune-marron élué plus tardivement.
Le profil chromatographique correspondant est néoRigure 64. On obtient trois pics. Le
premier pic correspond a des agrégats [Fe-S] eniaol(pas d’absorbance UV-visible a 280
nm et pas de bande sur gel d’électrophorese enitmmsd dénaturantes). Ce sont des
oligomeres de NadA qui sont élués dans le secand_pidernier pic, majoritaire, associé au
second anneau coloré «jaune-marron » correspotal rotéine NadA, sous forme de
monomeére d’aprés la calibration avec des protémhesmasse moléculaire connue. Les
fractions correspondant a ce pic ont été « pootéessconcentrées. Ce sont elles qui vont

servir aux tests de cristallisation de la protéine.

5y T 5y ) S e Y 0 e S ey o 1y [y S Wy ey [ P Y [ 1y 5 Y P

Jaune-marron

075 X £ 2004

Absorbance & 280 nm

—3

l olzcm T T
{Fe—S] NadA Temps {min)
oligomeéres
Figure 64 : Analyse de I'état d’'oligomérisation de NadA (200 udé T. maritimaapres

reconstitution chimique du centre [4Fe-4S]. Prd#lution obtenu sur Superdex-75 analytique a
0.5 mL/min dans du Tampon E.
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- Spectroscopie UV-visible

Le spectre UV-visible de la protéine NadA @emaritima apres reconstitution et
passage sur Superdex-75 analytique (correspondagnit 8, Figure 64), mesuré entre 250 et
800 nm présente une bande de transfert de chargee@ll) & 420 nm et un tres leger
d’épaulement vers 330 nm (Figure 65). Cette caratitfue suggére la présence d’'un centre
de type [4Fe-438] de méme nature que celui déja rapporté pour lesolipate synthases

d’E. colideM. tuberculosist d’A. thaliana

Absorbance

0,5

0 T 1 I 1 . 1

250 350 450 550 650 750
Longueur d’onde (nm)

Figure 65 : Spectre UV-visible de la protéine NadA Bemaritimareconstituée dans Tampon E.

- Dosage fer et soufre :

Apres reconstitution chimique de la protéine, deangjités stcechiométriques de Fe et
de S sont obtenues, avec des valeurs proches dale$ e fer et de soufre par mole de
protéine. Le passage de cette protéine reconstiué&uperdex-75 entraine comme je l'ai
précédemment mentionné I'élimination de centres3Feaon spécifiques avec alors des

guantités de fer et de soufre obtenues, proch8gtableau 25).

Fe S
NadA T. maritima (Butyl Sépharose) 0 0
NadA T. maritima(rec) (NAP-25) 4.1 4.2
NadA T. maritima (rec) (Sdx-75) 3.1 2.9

Tableau 25 :Récapitulatif du contenu en fer et en soufre deANadelT. maritimaaux différentes
étapes de purification et reconstitutidfaleurs donnant une quantité de mole de Fe ety 8iole
de monomere de protéine.
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Stabilité a 'oxygene

Lors de I'exposition de la quinolinate synthaseldenaritimaa I'oxygéne, nous avons
constaté que la disparition de bande de transéedhdrge S>Fe(lll) ne se faisait pas aussi
rapidement que ce que nous avions précédemmentvélyseur les protéines . coli et de
M. tuberculosis En effet, comme on peut le constater sur la Eigi8, apres 60 minutes
d’exposition, la bande a 420 nm n’a que faiblengintinué. Une plus longue exposition a
'oxygene ne modifie pas le spectre UV-visible, g&igaint un centre [4Fe-4S] assez stable.
Cette stabilité plus importante du centre [Fe-Shide de bonne augure pour I'obtention
d’une structure tridimensionnelle de la protéingaiiée et confirme la plus grande stabilité

des protéines thermophiles.

4,5
4
3,5
3
2,5
2
t0
1,? : + 02
65 t 60’
0 | T
250 450 650

Longueur d’onde (nm)

Absorbance

Figure 66 : Spectre UV-visible de la protéine NadA Temaritima(250 uM) enregistré entre
250 et 800 nm. Le spectre en bleu est enregistabsence d’'oxygéne. Le spectre en noir est
enregistré apres exposition de la protéine 60 nlioxigéne.

En Conclusion, nous avons montré dans ce début deapitre que les différentes
quinolinate synthases deM. tuberculosis T. maritima et A. thaliana, que nous avons
purifiées et caractérisées biochimiquement et spaoscopiquement, possedent toutes un
centre [4Fe-4ST" comme ce qui avait déja été mis en évidence poua huinolinate
synthase dE. coli (Ollagnier-de Choudens S., 2005 ; Cicchillo R.M03).
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[-2-3 Mesure de la concentration des protéines : dage des acides

aminés.

La concentration d’'une protéine est en routine@alpar le dosage mis au point par la
méthode de Bradford (Bradford M.M., 1976). Les h&ds de ce dosage donnent une valeur
approximative avec 5 a 10 % d’erreur. Dans l'objed¢ déterminer des quantités de fer et
soufre précises ainsi que de déterminer les agsivgpécifiques des protéines, nous avons
besoin de connaitre trés précisément la concemtradrotéique de nos échantillons. Nous
avons donc choisi la méthode de mesure de la ctatien protéique qui S’appuie sur la
séquence en acides aminés de la protéine (voiritthapdM). Cette méthode nous a permis
d’obtenir des facteurs correctifs de la concerdratbtenue par dosage de Bradford, comme
indiqués dans le Tableau 26. Nous avons globalemerdonstater une surestimation de la
concentration des protéines par Bradford. Les cun@#ons en protéines permettant de
déterminer les bilans en purification ainsi que demntités de fer et soufre/monomere de
protéine mentionnées précédemment ont été calc@Betenant compte de ces facteurs

correctifs.
Facteur correctif du dosage Bradford
NadA E. coli [Bradford] / 2.45
NadA M. tuberculosis [Bradford] / 2.3
NadB E. coli [Bradford] / 2.45
NadA T. maritima (apoprotéine) [Bradford] / 1.3
NadA T. maritima (holoprotéine) [Bradford] / 1.2

Tableau 26: Facteur correctif du dosage de la concentratemprotéines NadA et NadB par le
dosage de Bradford grace a la méthode du dosageidies aminés.

[I- Mesure des activités enzymatigues

[1-1 L’activité L-Aspartate Oxydase (NadB)

La mesure de l'activité L-Aspartate oxydase esligéa en utilisant le cytochrome ¢
comme accepteur d’électrons. Comme je le rappelles da Figure 67A, au cours de la
conversion du L-Aspartate en iminoaspartate il gr@duction de FADK Le cytochrome ¢
oxydé va étre reduit par le FARKermettant la régénération du FAD et donc un nawvea

cycle catalytique. Le suivi de I'absorbance a 559 correspondant a la forme réduite du
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cytochrome c¢ au cours du temps nous renseigna sjuantité de FADKproduit, et donc sur
le L-Aspartate transformé, et par conséquent agtiVité NadB.

Nous nous sommes tout d’abord assurés qu’aucunetiéd du cytochrome ¢ n’est
observée en présence de L-Aspartate oxydase dastsag|{L-Aspartate) sur 15 min. Ceci est
illustré sur la Figure 67B (courbe rose), ou l'onitvque l'absorbance a 550 nm du
cytochrome ¢ ne varie pas sur 15 minutes. Lorsgamtenant on ajoute le substrat, le L-
Aspartate, on procede de la fagon suivante : lectybme ¢ (100 uM) est ajouté a du L-
Aspartate (1 mM) dans 100 pl de Tampon G, puissbabance a 550 nm mesurée. Lorsque
celle-ci est stable, la protéine NadB (15 uM) ¢stitee et la variation d’absorbance a 550 nm
mesurée sur une échelle de temps de 15 minutesr¢F&y, droite en bleu). La pente de la
droite obtenue (droite rouge Figure 67B) nous ddaneriation d’absorbance a 550 nm par
minute (soit 0.0216 Abs/min). Grace a la loi de Bemmbert cette valeur est ensuite reliée a
la concentration en cytochrome ¢ (gracessnm= 22.6 M*. cm* du cytochrome c) (soit
0.96 mM/min) et par conséquent a l'activité enzymet de la L-Aspartate oxydase égale
alors a 1.06 pmoles/min/mg. Un facteur 2 est appliguisqu’il faut 2 cytochromes ¢ pour
régénérer 1 FAD et donc 2 cytochromes c¢ pour ursdadate consommeé. Ainsi I'activité
spécifiqgue de I'enzyme NadB est égale a 0.53 purmmulesng. Cette activité est environ 15
fois plus importante que celle proposée par I'égulp Booker S. dans un rapport non publié
qui propose une activité spécifique égale a 3.6@%pmoles/min/mg.
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A COOH COOH

L-Aspartate oxydase
(NadB)
HaN s / \ HN COOH
L-Aspartate FAD + 2¢" +2H* FADH, 4
Iminoaspartate
evitochrome ¢ cytochrome ¢
réduit oxydé
Suivi de I'Abs
& 550 nm
B 1
—— Test mesure da factivité NadB
- Contrile sans L-Aspartate
0,9 -
— Equation drofle mesure d'activité
NadB y=00216x+0,6193
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§ 0,7 -
0,6 -
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Figure 67 : (A) Principe de la mesure de 'activité L-Aspartate adage en utilisant le cytochrome ¢
(B) Détermination de I'activité Spécifique de la L-Asjade oxydase (15 uM) par réduction du
cytochrome cLe traceé rose constitue le témoin en absence dspawate, le tracé bleu correspond au
test de I'activité NadB en présence de L-Asparizatedroite rouge donne I'équation de la droite y =

0.0216x + 0.6193 permettant de déterminer I'acidié NadB connaissantdgg ,n= 22.60 M: cmt,

[1-2 L’activité quinolinate synthase (NadA)

La mesure de l'activité quinolinate synthase ealisée selon le test mis au point par
S. Booker. Il propose la quantification du prodoitmé par I'enzyme, I'acide quinolinique,
par HPLC (comme décrit dans Chapitre M&M) (CicahilR.M., 2005). Brievement, la
réaction est réalisée en anaérobiose afin de ogrdéntégrité du centre métallique essentiel
a l'activité. La quinolinate synthase (7.1 uM) Bsse en présence de ses substrats le DHAP
(2 mM) et I'iminoaspartate qui est généré soit adhumment soit enzymatiquement par NadB
et aprés différents temps d’incubation, le testyeratique est stoppé par ajout d’acide
sulfurique 2 M. Les protéines précipitées sont @léas apres centrifugation. Sur 100 pL
d’essai, 50 pL sont récupérés et complétés a 10@vpt du Tampon TFA pH 2.4 et injectés
sur la colonne HPLC. L’'acide quinolinique en coiuditacide posséde ses deux fonctions
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carboxylates protonnées, il est alors présent smuse de quinolinate. La colonne HPLC
utilisée est une colonne phase inverse permetisggégaration des composants du mélange en
fonction de leur polarité. Le quinolinate est tpedaire et va donc étre élué tout au début du
gradient d’acétonitrile (Figure 68A). L'acide qulmque est une molécule aromatique et
possede un maximum d’absorbance a 273 nm. La mel@ewt donc étre détectée grace a
son absorption dans I'UV-visible a une longueumdie choisie de 260 nm. Afin de quantifier
précisément I'acide quinolinique présent dans chamunos échantillons, nous avons effectué
une gamme étalon avec de l'acide quinolinique coroiale L'acide quinolinique est €lué a
10.2 minutes. Des quantités croissantes compristes @ et 40 nanomoles ont été injectées.
L’équation obtenue nous permet de relier l'airessteupic €lué a 10.2 minutes a la quantité
d’acide quinolinique présent dans I'échantillong{ifie 68B). Dans un test standard c'est-a-
dire en utilisant NadA et NadB dans un rapport @1 uM), le DHAP (2 mM), le L-
Aspartate (33 mM) et le fumarate (25 mM), effects@r 20 minutes, le profil
chromatographique obtenu est typiquement celuadédure 68A. L’'acide quinolinique est
élué a 10.2 minutes, le fumarate a 13.1 minutéss EAD a 20 minutes. L’acide quinolinique

est donc bien séparé des autres composants dmsyste qui nous permet sans ambigtité de

le quantifier.
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Figure 68 : (A) Profil Chromatographique obtenu apres injectionedt enzymatique, sont indiqués
par des fleches les différents produits éluéscidaquinolinique (QA)t = 10.2 min, fumaratest=
13.1 min, FAD & = 20 min. L'encart sur la Figure 68A montre unmodu profil chromatographique
d’élution de I'acide quinolinique avec un tempsréeention de 10.2 minute@8) Courbe étalon
obtenue pour des quantités d’'acide quinoliniqueprisas entre 0 et 40 nanomoles permettant de
définir I'équation : y=-91.716 + 190.96x.
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[I-2-1 Cinétique de formation de I'acide quinolinique

Dans un premier temps il est important de déterm#ne quelle échelle de temps la
formation d’acide quinolinique se fait de faconélire. Nous avons déterminé ce parametre
en suivant la formation d’acide quinolinique suewathelle de temps allant de 0 & 3 heures de
réaction a 37 °C. Comme le montre la Figure 69Ajsnavons déterminé qu’une formation
d’acide quinolinique se faisait de fagon linéaiengant 30 minutes (Figure 69B). Afin de
garantir la meilleure précision lors de la détemtion des parametres cinétiques.gy Km),
nous avons choisi d’effectuer nos tests d’actisiteune durée de 20 minutes a 37 °C.

B
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Figure 69 : (A) Suivi de la formation d’acide quinolinique dangdenps entre 0 et 3 heures avec
NadA (7.1 uM), L-Aspartate (33 mM), DHAP (2 mM) nmarate (25 mM) et NadB (7.1 uMBX
Agrandissement de la Figure A : Formation d’acidimglinique par NadA de facon linéaire sur 30
minutes

[I-2-2 Génération chimique d’inminoaspartate

Une seconde maniére de générer I'iminoaspartagedernotre étude consiste de fagon
chimique a mélanger de I'acide oxaloacétique esultate d’'ammonium. La mise au point
des conditions de génération chimique d'iminoagpard été faite par Nasu en 1981 (Nasu S.,
1981). Il avait déterminé alors un maximum d’a¢éviquinolinate synthase pour les
concentrations suivantes: 10 mM de sulfate d’amuomon(AS) et 5 mM dacide
oxaloacétique (OAA). Nous avons testé a nouveauitigsents rapports OAA/AS et observé
la quantité d’acide quinolinique formée. Nous avairsi déterminé que des concentrations
de 10 mM de sulfate d'ammonium et 5 mM d’OAA copasdaient bien aux conditions
optimales pour une formation d’acide quinoliniquexximale. Par ailleurs, nous avons
observé que des concentrations supérieures detesulfammonium entrainaient une

précipitation de la protéine.

148



Résultats : Chapitre |

[I-2-3 Influence du rapport NadA/NadB sur I'activit € quinolinate synthase

Il est décrit dans la littérature I'utilisation ssgmatique d’'un rapport 1/1 pour les
enzymes NadA et NadB (Cicchillo R.M., 2005). Nowsras voulu savoir si effectivement
une quantité d'acide quinolinique maximale étaitnfée lors de ['utilisation des enzymes
dans ces proportions. Pour ceci nous avons suiVori@ation d’acide quinolinique pour
différents rapports de NadA/NadB utilisés ceciregrésenté Figure 70. Cette étude nous a
permis de déterminer qu’un rapport de 1/1 pour NBB n’est pas nécessaire. En effet,
une méme activité spécifique est obtenue pour agsorts d’enzymes NadA/NadB de 1/10,
1/5 et 1/1 (Figure 70). Pour les mesures geeKVinax que je vais présenter dans le paragraphe
suivant, j'ai utilisé un rapport NadA/NadB de 1/1.

70 I_ P T - T T 1
NadA/ NadB

60 - NadA’ NadB 51 ¢ -
—— 101 NadA/ NadB
‘E 50 - m
€ 40 - jadasNads =
g ® 201
g 30 Tl 1
£ 20 - —
PP NadA/NadB
< 10 |» s i

0 = l | [ =

1 | |
] 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
quantité NadB (nmoles)
Figure 70 : Variation de I'activité spécifique de NadA pourfdients rapports d’enzymes
NadA/NadB compris entre 1/50 et 1/1. NadA (7.1 pleg,concentrations de NadB ajoutées varient
entre 0.142 uM et 7.1 uM. Toutes les mesures émedtdisées avec du DHAP (2 mM), du L-
Aspartate (33 mM) et du fumarate (25 mM) avec unpe d’'incubation & 37 °C de 20 min.

lI-2-4 Les différentes constantes cinétiques de Ilauinolinate synthase
d’ E. coli
a- Ky et Vinax
Les parametres cinétiques de l'enzyme ont étérmd@iés dans des conditions
saturantes en iminoaspartate, soit 33 mM de L-Aafmcorrespondant a 10 fois Ig Konné
par Nasu S. pour la L-Aspartate oxydase. Nous amm®ireé la quantité d’acide quinolinique
formée en fonction de différentes quantités de DH@Pa 5 mM) sur une durée de
20 minutes. La quantité d’acide quinolinique fornp@&e minute pour chague concentration de
DHAP utilisée nous a permis de déterminer la véasaximale ainsi que leKde 'enzyme

pour le DHAP. La Vitesse maximale {¥) est définie comme la vitesse initiale théorique
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d’'une réaction enzymatique pour une concentratifinie de substrat. Le Kest le reflet de
I'affinité de I'enzyme pour le substrat, plus ldewr est faible plus I'affinité sera grande. La
représentation de la vitesse initiale en fonctienla concentration en DHAP représentée
Figure 71A nous a donné ung)de 1.90 nmoles/min et unde 0.44 mM.

La représentation de Lineweaver-Burk avec 1/v ewtion de 1/[DHAP], donne quant a elle
une Vnax €gale a 1.99 nmoles/min (soit pour x=0 on apk{et un Km de 0.38 mM (pour
y=0, on a -1/[K,] (Figure 71B).
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Figure 71 : Détermination de la vitesse maximalg,{y et de la constante d’affinité (Kde la
quinolinate synthase pour le DHAP. &) est indiqué la vitesse de formation de I'acidenglinique
pour différentes concentrations de DHAP comprisgged et 5 mM avec NadA (7.1 uM) NadB
(7.1 uM), le L-Aspartate (33 mM) et du fumarate (@8l), le test enzymatique est réalisé sur un
temps de 20 min. EfB) est indiqué la représentation de Lineweaver-Burkmeore la représentation
en double inverse (1/v en fonction de 1/[DHAP] )aeourbe obtenue en A.

b- L’activité spécifique (AS)

Les activités enzymatiques des quinolinate synthadsetous les organismes ont été
déterminées. L’activité spécifiqgue d'une enzymdaguantité de produit (en pmoles) formée
par unité de temps (en général la minute) et padengrotéine. Les activités spécifiques des
guinolinate synthases des différents microorgarssétediés, rapportées dans le Tableau 27,

ont été mesurées dans les conditions expérimerttétedes dans le paragraphe précédent.
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AS(pmoles/min/mg)

NadA E. coli 0.061
NadA M .tuberculosis 0.020
NadA A. thaliana 0.050
NadA T. maritimareconstituée 0.040

Tableau 27 :Récapitulatif des activités spécifiques (AS) (hantws d’acide quinolinique/min/mg de
protéine) déterminées pour les différentes quiatdirsynthases B' coli,de M. tuberculosis,
d’A. thalianaet deT. maritima.

Plusieurs remarques peuvent étre faites sur cdgérafifes activités: l'activité
spécifigue de NadA &. coli est plus forte que celles mesurées pour les ermyiee
T. maritimg de M. tuberculosiset d’A. thaliana Ces différences d’activité peuvent étre liées
au fait que les activités spécifigues de NaklAhaliang T. maritimaet M. tuberculosissont
mesureées en utilisant la L-Aspartate oxydade doli. On peut imaginer que l'utilisation de
la protéine NadB correspondant & chaque organipome 1. tuberculosiset A. thalianamais
pas pourT. maritimaqui ne posséde pas de L-Aspartate oxydase) peamattaugmenter
l'activité quinolinate synthase de ces organisnigs. plus, dans le cas de la quinolinate
synthase dd. maritimg le test a été réalisé a 45 °C, a cette tempérdiactivité de NadB

n’est peut étre pas optimale.

L’activité enzymatique des différentes quinolinaj@thases a également été mesurée
en aérobiose dans les mémes conditions que ceéfesed précédemment (concentrations en
substrats, enzymes et temps de réaction). Noussasarstaté qu’aucune de ces enzymes ne
posséde d’activité en présence d’'oxygene, confith@anécessité du [Fe-S] pour I'activité de
toutes les quinolinate synthases. Dans ce casrokgipe NadB utilise I'oxygene comme

accepteurs d’électrons.
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l1l- Etude des ligands du centre [4Fe-4S]

Lors de mon arrivée au laboratoire, la caractéasatle la quinolinate synthase
d’E. coliavait été réalisée et la protéine définie commeeprotéine contenant un centre [4Fe-
ASF* sensible & 'oxygéne et essentiel & son actiliéé.ligands du centre métallique étaient
inconnus méme si Fridovich I. avait proposé 3 aégstecomme ligands (Cys291, Cys294 et
Cys297) (Figures 72) (Gardner P.R, 1991a). Il nrmymaru important de déterminer quelles
cystéines étaient ligands du centre pour plusiessns :

1) La séquence en acides aminés montre que parmidgstéines proposées par Fridovich I.
(Cys291, Cys294 et Cys297), deux ne sont pasestramt conservées (Cys291 et Cys294). Si
on regarde la conservation des cystéines dans u@mlipate synthases de plusieurs
organismes on s’apercoit que NadA=dtoli contient 9 cystéines que I'on peut diviser en
deux groupes :

- Un 1* groupe qui comprend trois cystéines strictememseoées : Cys113, Cys200 et

Cys297.

- Un 2™ groupe qui comprend cing cystéines partiellemantservées : Cys64, Cys119,

Cys128, Cys195, Cys291, Cys294. Sur celles progogée Fridovich I., seule la cystéine

Cys297 est strictement conservée.

2) Le centre [Fe-S] est essentiel pour I'activitéurh’de nos objectifs étant de relier le réle du
centre [Fe-S] a la catalyse enzymatique, il étatcdimportant d’étudier la nature des ligands

du centre pour mieux connaitre I'environnement eleentre [Fe-S].

Afin de déterminer lesquelles de ces cystéinesisgpliquées dans la coordination du
centre [4Fe-4S], nous avons effectué une sérieimdples, doubles et triples mutants. Les
différentes cystéines mutées ont été remplacéeddgmralanines par mutagénése dirigée

comme décrit dans le Chapitre M&M.
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Figure 72 : Alignement de séquences des quinolinate synthasdgfdrents organismes. ECOLI,
Escherichia coli MYCTU, Mycobacterium tuberculosisvIBCH, Vibrio cholerae; HELPY,
Helicobacter pylori; PYRHO,Pyrococcus horikoshiiBACSU,Bacillus substilis CLOAB,

Clostridium acetobutylicumLISIN, Listeria innocua; PSEAE Pseudomonas aeruginos&ALTY,
Salmonella typhimuriumSHIFL, Shigella flexneri YERPE Yersinia pestisd_es cystéines présentes
dans les différentes sequences sont encadréasdidle les acides aminés strictement conservés pou
les 12 espeéces alignées,iqdique les résidus fortement conservés et ayespebpriétés physico
chimigue proches.)indique les résidus moyennement conservésjuinelique les trois cystéines
conservees.

[1I-1 Caractérisation biochimiqgue et spectroscopiqe des protéines

mutées

[1I-1-1 Purification et détermination des quantitésde Fe et de S

Les premiéres observations aprés purification déférentes protéines mutées, a
savoir la coloration et les quantités de fer etfreodonnent rapidement des informations
guant a 'importance des cystéines pour la cootiinat la stabilisation du centre [Fe-S]. En
général, la couleur de la protéine corréle avaardgence du centre [Fe-S]. On remarque que
certaines des protéines NadA mutées sont complateieolores, alors que d’autres
protéines ont conservé une coloration marron gissitique a celle de la protéine NadA
sauvage. Ceci est resumé dans le Tableau 28. Nouns aonstaté qu’en I'absence de [Fe-S]

la protéine est moins stable et a tendance a piecip
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Couleurl Quantité de fer/ S
Imole/mole de protéine

NadA sauvag + 4

NadAC113A - 1.0
NadAC119A + 2.9
NadAC200A - 0.9
NadAC291A + 3.9
NadAC294A + 3.2
NadAC297A - 0.4
NacAC291A-C294A + 3.7
NadAC1134-200A - 0.2
NadAC1134297A - 0.2
NadAC2004-297A - 0.1
NadAC294A-C297A - 0.6
NadAC291A-C294A-C297p - 0.5

Tableau 28 :Quantités de fer et de soufre et coloration obtemaer les protéines NadA sauvage et
mutées. Dans la premiére colonne est indiquéerpéi)da présence de coloration et par 4n (
I'absence de coloration. Dans la seconde coloesgguantités de mole de fer et de soufre par neole d
monomere de protéine sont indiquées.

On observe que parmi les six simples mutants, Borg colorés et conservent des
guantités de fer et de soufre similaires a la jmet&ladA sauvage (4 moles de Fe/S par mole
de protéine) : les mutants NadAC119A, NadAC291ANatAC294A (avec respectivement
des quantités égales a 2.9, 3.9 et 3.2 moles d&t BHe S par mole de protéine). Les trois
autres mutants, NadAC113A, NadAC200A et NadAC29dAt sncolores et possédent tres
peu de fer et de soufre (entre 0.2 et 1 mole d& pef mole de protéine). Les résultats
obtenus avec les doubles mutants correlent avecdesisimples mutants associés. En effet,
le mutant NadAC291A-C294A est coloré et possedeF&7et S par protéine ; les autres
doubles mutants NadAC113A-C200A, NadAC113A-C297A, adNC200A-C297A,
NadAC294A-C297A et le triple mutant NadAC291A-C29€R97A sont incolores et
possedent peu de fer et soufre (entre 0.1 et Oeh Sgar protéine).

[1I-1-2 Analyse en spectroscopie UV-visible

L’analyse en spectroscopie UV-visible montre que tieis mutants (NadAC119A,
NadAC291A, NadAC294A) qui possedent des quantieéfed et de soufre comparables a la
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protéine sauvage présentent un spectre UV-vistpufe 73C) avec une bande de transfert
de charge SFe(lll) a 420 nm semblable a celle présente dangrtaéine sauvage

(Figure 73A). Ces trois cystéines ne semblent dmx impliquées dans la coordination du
centre [4Fe-4S]. Par contre, les spectres UV-gsités protéines mutées NadAC113A,
NadAC200A et NadAC297A (Figure 73B) ne présenterdtiguement plus la bande de
transfert de charge caractéristique ; les cystéibgsl13, Cys200 et Cys297 sont donc

essentielles a la stabilisation du centre [4Fe-4S].
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Figure 73 : Spectre UV-visible des protéines NadA sauvage eitNautées aprées purification en
anaérobiosgA) Spectre de la protéine NadA sauvg@.Spectres des protéines NadAC297A,
NadAC200A, NadAC113A(C) Spectres des protéines NadAC294A, NadAC291A, NddAA.

Lors d'une exposition a l'oxygene, le comportemetés protéines mutées
NadAC291A et NadAC294A est similaire a celui obgepour la protéine NadA sauvage
avec un{,mesuré de I'ordre de 15 minutes.

Il semble donc que les Cys113, Cys200 et Cys2%hsdeés ligands du centre [4Fe-
4S]. De plus, les spectres UV-visible des doubtdsmes mutants, ainsi que I'analyse en fer

et en soufre de ces derniers nous permettent dajdée la présence des 3 cystéines (Cys113,
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Cys200, Cys297) est essentielle pour la chélatiorcahtre [Fe-S], et que I'absence d’une

seule d’entres elles entraine I'absence systéneadgicentre métallique.

[11-1-3 Détermination de I'état d’oligomérisation des protéines NadA sauvage
et mutées.

Nous avons poursuivi la caractérisation biochimides protéines NadA mutées par la
détermination de leur état d’oligomérisation. Paeta, les différentes protéines ont été
déposées sur une colonne d’exclusion de taille I9ege200 en anaérobiose, dans des
conditions identiques a celles utilisées pour Nadlivage et rapportées dans le Chapitre
M&M. Nous avons obtenu deux types de chromatograsrsnezant les mutants (Figure 74).

Le premier type de chromatogramme (Figure 74A)amdéde & celui obtenu avec la
protéine NadA sauvage (Figure 49): le pic majogtaelué a 16.6 min correspond a une
masse de 36 400 Da d’apres la calibration obtexmae des protéines de masse moléculaire
connue, et correspond a une forme monomérique @asenthéorique donnée pour la
guinolinate synthase B: coliest de 38241 Da). Nous avons obtenu ce chromatogegoour
les protéines mutées NadAC119A, NadAC291A et Nad®@2ainsi que pour le double
mutant NadAC291A-C294A.

Le deuxiéme type de chromatogramme obtenu (Figdi®) &st tres différent. II
correspond a un mélange de plusieurs pics mal ugsobrrespondant a un mélange
d’oligoméres (dimere, tétrameére...). Aucune formgainérique majoritaire n’est retrouvee.
Ce type de chromatogramme a été obtenu avec le®img® mutées NadAC113A,
NadAC200A et NadAC297A.

En conclusion, une fois de plus, on observe unférdifice de comportement suivant
les cystéines mutees. Les protéines NadAC119A, N@9AA et NadAC294A présentent les
mémes propriétés que la protéine NadA sauvage awec protéine majoritairement
monomeérique alors que les mutants NadAC113A, Nad®B2et NadAC297A perdent leur
état d’oligomérisation monomérique et sont préseoiss forme d’agrégats. Les différents

états d'oligomérisation des protéines sont résuiaés le Tableau 29.
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Figure 74 : Détermination de I'état oligomérique des protéiNeslA mutées en anaérobiose. Profils
d’élution obtenus sur Superdex-200 analyti(@eNadAC119A, NadAC294A et NadAC291AB)
NadAC113A, NadAC200A et NadAC297A.

NadAC291A-C294A
NadAC294A-C297A
NadAC291A-C294A-C297A

Etat
d’oligomérisation
NadA sauvage M
NadAC113A @)
NadAC119A M
NadAC200A O
NadAC291A M
NadAC294A M
NadAC297A @)
M
/
/

Tableau 29 :Etats d'oligomérisation des différentes protéineslAN sauvage et mutées déterminés
aprées Superdex-200 analytique. La lettre M indigue la protéine est retrouvée majoritairement sous
la forme d’'un monomere, la lettre O indique qupriatéine est éluée sous la forme d'oligomeres. Le
signe (/) signifie que les analyses n’'ont pas fiecriées.

l1I-2 Mesure de I'activité des protéines NadA (saugge et mutées)

l1I-2-1 Mesure de l'activité quinolinate synthasein vitro
Apres la purification et la caractérisation bioclyjoe et spectroscopique (en UV-
visible) de ces différentes protéines mutées, nouss sommes intéressés a leur activité
enzymatique. Le test enzymatique utilisé est id@etia celui mis en place pour la protéine
sauvage avec les conditions suivantes : DHAP (2 miMAsp (33 mM), fumarate (25 mM),
NadA (7.1 uM), NadB (7.1 uM) sur une durée de 20.rhes résultats obtenus sont indiqués
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dans le Tableau 30 avec pour comparaison I'actoétdéa protéine NadA sauvage. Le centre
[Fe-S] étant essentiel pour I'activité de la pno&ij'ai rappelé dans la colonne de droite du
Tableau 30 l'absence ou la présence de centre ligéealpour chaque protéine mutée.

Plusieurs remarques peuvent étre faites d’apraesestats obtenus :

1) Nous pouvons voir que le lien entre présence dtre¢Fe-S] et activité est bien confirmé :
les protéines mutées NadAC113A, NadAC200A et Nad®@2 ainsi que les protéines
mutées NadAC294A-C297A et NadAC291A-C294A-C297A quont pas de centre
meétallique sont inactives, alors que les proteMadAC119A, NadAC291A, NadAC294A et
NadAC291A-C294A qui peuvent assembler leur centiaftique possedent une activité

quinolinate synthase.

2) Les protéines mutées NadAC119A, NadAC291A, NadAz2ainsi que NadAC291A-
C294A sont moins actives que la protéine NadA sgeivda protéine NadAC119A est deux
fois moins active, et les protéines NadAC291A, Na@84A et NadAC291A-C294A sont

elles dix fois moins actives.

AS [4Fe-4S]
(umoles/min/mg
NadA sauvage 0.056 +
NadAC113A 0 -
NadAC119A 0.030 +
NadAC200A 0 -
NadAC291A 0.0052 +
NadAC294A 0.0031 +
NadAC297A 0 -
NadAC291A-C294A 0.006 +
NadAC294A-C297A 0 -
NadAC291A-C294A-C297A 0 -

Tableau 30 :Activités spécifiques mesurées pour les différeptestines NadA sauvage et mutées.
Dans la seconde colonne est rappelé par un sigre résence du centre [Fe-S], par un sigie (
I'absence de centre.
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[1I-2-2 Mesure de I'activité quinolinate synthasein vivo par complémentation

Le but de cette étude par complémentation étarhégsurer I'impact de la mutation
de chacune des cystéines sur I'activité de I'enziynwivo.

Nous possédions au laboratoire une soueheoli MG1665AnadA (Km résistante)
fournie par F. Barras. Cette souche a été mutégevaau du geneadApar l'insertion d’une
cassette KmLa bactérie n'a donc plus la capacité de syntbétson NAD via sa voie
principale. Les deux moyens qui restent a sa dispogour synthétiser du NAD sont :

- Soit l'utilisation des enzymes de la voie de sesogui sont capables de transformer
I'acide nicotinique (Na) en NAD. Dans ce cas, iitdoavoir de I'acide nicotinique dans le
milieu de culture.

- Soit par complémentation en rapportant un plasmm#enant le géne codant pour la

protéine NadA fonctionnelle.

Les différentes expériences que nous avons effestogt été détaillées dans la partie
M&M, elles sont brievement décrites ci-dessousppelées dans le Tableau 31.
- La premiére boite de pétri est un contrle dasfiamation. Apres transformation de la
souche MG1658nadA par les différents plasmides, les bactéries s@ié&st sur milieu LB
contenant deux antibiotiques (Kanamycine et anijmiel. Les bactéries MG1685hadA
ayant incorporé le plasmide pT7-NadA ou pT7-NadAGx#& acquis cette double résistance
et sont donc capables de pousser.
- Avec la seconde boite, on souhaite vérifier gseblactéries MG163hadAtransformées ou
non avec les plasmides pT7-NadA ou pT7-NadCxA saptbles de pousser sur milieu M9
supplémenté avec de l'acide nicotinique (12.5 pg/nNormalement elles doivent toutes
pousser.
- Enfin la troisieme boite constitue le test propeat dit. En effet, on va regarder ici si les
bactéries MG1655nadA complémentées avec les différents plasmides pTA-€ntenant
les différentes mutations GysAla sont capables de pousser sur milieu M9 en aesen
d’acide nicotinique. En d’autres termes, nous sitaha savoir si les protéines NadA mutées
expriméesin vivo sont actives et capables de conduire a la formatiacide quinolinique.

Toutes ces transformations ont été effectuées étdites placées sur la nuit a 37 °C.
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pT7-NadAWT
1- Controle
Milieu LB
+ Kanamycine
+ Ampicilline
2- + Acide
Milieu M9 nicotinique
+ Kanamycine
3- -Acide
Milieu M9 nicotinique
+ Kanamycine

Tableau 31 :Détails des différentes conditions expérimentatdisées lors de I'étudm vivode
I'activité quinolinate synthase par complémentatieria souche &. coliMG16551nadAavec les
différents plasmides. Dans la colonne de droité saliqués les résultats obtenus avec le plasmide

pT7-NadA dans trois conditioris En milieu LB, + Kanamycine (K), + Ampicilline (AR- En milieu

M9, +K, +Acide nicotinique (NA) (12,5 pg/mL3- En milieu M9, +K, - Acide nicotinique (-NA).

La Figure 75 montre les résultats obtenus avecdifférentes mutants, résultats

résumés dans le Tableau 32 par des (+) ou desians si les bactéries ont poussé ou non.
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pT7-NadAC113A pT7-NadACT19A PT7-NadAC200A

-
1

3x6

545

pT7-NadAC291A pT7-NadAC294A pT7-NadAC297A

Figure 75: Etudein vivode I'activité quinolinate synthase par complémegnitede la souche . coli
MG1655nadAavec les différents plasmides pT7-NadAC113A, pBGACL19A, pT7-
NadAC200A, pT7-NadAC291A, pT7-NadAC294A, pT7-NadACZ2 dans trois conditionsl- En
milieu LB, + Kanamycine (K), +Ampicilline (A)2- En milieu M9, +K, +Acide nicotinique (NA)
(22,5 pg/mL) 3- En milieu M9, +K, -Acide Nicotinique (-NA).
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Croissance sur milieu minimum|Croissance sur milieu minimun
+ Acide nicotinique (12.5 pg/mL] — Acide nicotinique

pT7-NadA + +
pT7-NadAC113A
pT7-NadAC119A
pT7-NadAC200A
pT7-NadAC291A
pT7-NadAC294A
pT7-NadAC297A

+

+|+|+|+|+]+
1

Tableau 32 :Bilan des expériences de complémentation de lahgoM&G1657InadAavec les
différents plasmide§T7-NadA, pT7-NadAC113A, pT7-NadAC119A, pT7-NadADA, pT7-
NadAC291A, pT7-NadAC294A, pT7-NadAC297A) sur milieinimum. La premiére colonne donne
la croissance en présence d’'acide nicotinique gtdande colonne la croissance en absence d'acide
nicotinique. Lest indiguent une croissance des bactéries; lgse les bactéries n'ont pas pousse.

Dans les conditions controles effectuées avec dsnpide de NadA sauvage, nous
avons obtenu une croissance en milieu LB montram lgs bactéries avaient bien été
transformées ; une croissance a également été uabteour les bactéries MGle&sadA
transformeées et non transformées avec le pT7-NadAdieu minimum en présence d’acide
nicotinique, comme attendu, puisqu’elles sont chgsaly'utiliser leur voie de secours. Enfin,
une croissance bactérienne a été obtenue sur milietmum sans acide nicotinique, ceci
témoignant que la quinolinate synthase apportéeegaéi plasmide pT7-NadA (sauvage) est
active et capable de synthétiser de l'acide qumigpie. Nous savons maintenant que notre
test marche bien et qu’une complémentation deshastMG1653nadAavec un plasmide
pT7-NadA contenant I'enzyme NadA fonctionnelle coibch la croissance des bactéries en
absence d’acide nicotinique. Nous avons donc effetds mémes tests avec les différents
plasmides contenant les mutations -Gyda dans le geneadA Comme attendu, les bactéries
MG165%AnadA complémentées avec les plasmides pT7-NadAC113A-NAUAC200A,
pT7-NadAC297A conduisant a I'expression de protié&pourvues en [4Fe-4S], ne sont pas
capables de pousser sur un milieu sans acide migpog#i et donc de produire du NAD. Ces
résultats montrent qui@ vivo, ces protéines mutées sont également incapablssediler
leur centre métallique et donc que les protéinesdyites sont inactives et inaptes a
synthétiser de I'acide quinoliniqgue nécessairefadaation du NAD.

Le résultat inattendu est lincapacité des plassigel7-NadAC291 et pT7-
NadAC294A a complémenter les bactéries MGY8EEIA En effet, aucune croissance n’est

obtenue sur milieu minimum en absence d’acide mipie. Cette inactivité n’est pas due a
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'absence de [4Fe-4S] puisque que les protéineANAA1A et NadAC294A possedent un
centre [4Fe-4S] et sont activesvitro. Cette étudén vivo montre qu’au méme titre que les
cystéines Cys113, Cys200 et Cys297, les cystéige292 et Cys294 sont essentielles pour
l'activité de I'enzymein vivo. Seule la mutation de la cystéine Cysl119 n'a pgéet sur
I'activité in vivo de I'enzyme puisqu’on observe une croissance detebes MG1658nadA
complémentées avec le plasmide pT7-NadAC119A slieunminimum en absence d’acide

nicotinique.

Cette étude de complémentationin vivo de la souche MG1658nadA avec les
différents plasmides contenant les différentes mutens dans le génenadA a mis en
évidence un rdle essentiel dans l'activité de I'epme des cystéines Cysl113, Cys200,
Cys297, Cys291 et Cys294.

[11-3 Etude du role des cystéines Cys291 et Cys294

Nous venons de voir que 5 résidus cystéines (GysC¥s200, Cys291, Cys294 et
Cys297) sont essentiels a l'activité vivo mais seulement trois, les Cys113, Cys200 et
Cys297 sont impliqués dans la coordination du eeftFe-4S]. Nous avons donc cherché a
comprendre le r6le des Cys291 et Cys294.

Les deux cystéines Cys291 et Cys294 sont présdatesun motif CXXC. Ce motif
est retrouvé dans un grand nombre de protéinesvitécedox comme la thiorédoxine et est
couramment relié a la présence d’'un pont disulflanes les protéines (Mustacich D., 2000 ;
Kadokura H ., 2003). Nous nous sommes donc demasidés cystéines Cys291 et Cys294
formaient un pont disulfure intramoléculaire eteidernier était essentiel pour I'activité de
lenzyme. Pour répondre a cette question, nous svailisé le systeme
thiorédoxine/thioréedoxine réductase/NADPH afin deset in vitro le nombre de ponts
disulfure présent dans la protéine NadA sauvagsi ajue dans les protéines mutées
NadAC291A et NadAC294A ainsi que dans le doubleamuiNadAC291A-C294A.
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[1I-3-1 Mesure des ponts disulfure : Systeme Thioréoxine/Thiorédoxine
réductase/NADPH (Trx/Trr/NADPH)

Le dosage des ponts disulfure est couramment édaligitro en utilisant le systeme
thiorédoxine/thiorédoxine réductase/NADPH (Trx/NADPH) comme décrit dans le
Chapitre M&M. Pour cela, la quinolinate synthaseu@age et mutée (NadAC291A,
NadAC294A, NadAC291A-C294A)) (145 uM) a été inculdéas un volume final de 100 pL
de Tampon H avec la thiorédoxine (1 uM) et du NAD@EB mM). Apres stabilisation en
UV-visible de l'absorbance a 340 nm, la réactioété initi€e par ajout de la thiorédoxine
réductase (0.23 uM). Le suivi de la diminution @sorbance a 340 nm du NADPH sur une
durée de une heure, correspond a la quantité deRHAEbnsommeée et donc a la quantité de
pont(s) disulfure présent(s) dans la protéine, cererpliqué dans le Chapitre M&M.

Le test effectué avec la protéine NadA sauvage (dMpest représenté Figure 76. On
observe qu'aprés 60 minutes de réaction, 274 pMNABPH sont convertis en NADP
montrant que la protéine subit une réduction aedténs (soit 2 électrons pour un NADPH),
et gu’elle possede donc deux ponts disulfure rdéolest L'expérience a été répétée dans les
mémes conditions avec les protéines NadAC291A, NERH9MA ainsi qu'avec le double
mutant NadAC291A-C294A. Les spectres sont toustigees et correspondent a celui
obtenu avec la protéine NadAC294A présenté FigareApres 60 minutes de réaction, pour
les différentes concentrations de protéines (145 pddr NadAC291A et NadAC294A et
130puM pour NadAC291A-NadAC294A), on observe unesocommation de NADPH de
156 uM pour NadAC291A, 139 uM pour NadAC294A et L3 pour NadAC291A-C294A
correspondant a la présence d’'un seul pont digutfans les trois protéines (Tableau 33).
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Ajout de la thiorédoxine réductase

Absorbance & 340 nm

Temps (min)

Figure 76 : Dosage des ponts disulfure dans N&lAoli par le systeme Trx/Trr/NADPH. Mesure
réalisée & 340 nm dans une cuve de 1 mm en inclgsaptotéines NadA (145 puM) avec du NADPH
(0.3 mM), de la Trx (1 uM) dans du Tampon H. Apésinutes, la Trr (0.23 puM) est ajoutée et la
réaction suivie sur 50 minutes. La trace inférigem@ésente les résultats obtenus avec la protéine
NadA sauvage, la trace supérieure représentedtasbtenu pour la protéine mutée NadAC294A,

des tracés similaires ont été obtenus pour legipet NadAC291A et NadAC291A-C294A.

[protéine] (LM) [NADPH] Nombre de ponts
consomme disulfure dosé
(UM) par protéine
NadA sauvage 145 274 1.89
NadAC291A 145 156 1.08
NadAC294A 145 139 0.96
NadAC291A-C294A 130 118 0.91

Tableau 33 :Résultats obtenus lors du dosage des ponts diesil&wec le systeme Trx/Trr/NADPH.
NadA sauvage, NadAC291A, NadAC294A et NadAC291A4@2Dans la premiére colonne est
indiquée la concentration en protéine (en uM), darsgconde la concentration NADPH consommeée
(en puM) et dans la derniére le nombre de pontdfdies correspondants.

La protéine NadA sauvage possede donc 2 pontsfutissilalors que les protéines
mutées NadAC291A, NadAC294A ainsi que le doubleamuiNadAC291A-C294A n'en
possedent qu’'un seul. Nous avons donc montré iilesi cystéines Cys291 et Cys294 sont
impliquées dans la formation d’'un pont disulfuregeie celui-ci est intramoléculaire. Les

cystéines impliquées dans le second pont disuifimet pas été déterminées.
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[1I-3-2 Lien entre activité enzymatique et pont dislfure
Afin d’établir 'importance du pont disulfure poliactivité de I'enzyme, nous avons
mesuré l'activité enzymatique apres réduction dest9 disulfures de la protéine NadA

sauvage avec le systeme thiorédoxine/thiorédox¥ideatase/NADPH.

a- Mesure d’activité enzymatique apres réduction avec le systeme

Trx/Trr/INADPH

Pour cela, la protéine NadA sauvage (12 uM) asibiée en anaérobiose en présence
de thiorédoxine (0.5 uM), de thiorédoxine réducté84 pM) et de NADPH (1 mM),
conditions pour lesquelles on vérifie en UV-visilge I'on a réduit les ponts disulfures.
Apres 60 minutes d’incubation, les substrats dguiaolinate synthase sont ajoutés soit le L-
Aspartate (33 mM) et le DHAP (2 mM), le fumarat& (@M) et le test est initié par I'ajout de
NadB (12 uM). Le test enzymatique est stoppé apdaminutes de réaction par ajout d’acide
sulfurique et apres centrifugation des protéineaneilyse HPLC, l'activité enzymatique est
déterminée. Les activités spécifiques mesuréesrapportées dans le Tableau 34.

Pour la protéine NadA sauvage une diminution dés/@e I'activité enzymatique est
mesurée. On a donc bien une perte d’activité entigmeamais celle-ci n'est pas totale. En
effet, on aurait pu s'attendre au regard des rmdsulbbtenusin vivo (expériences de
complémentation avec les plasmides pT7-NadAC2914Tét-NadAC294A) a une perte

totale d’activité enzymatique.

Activité Spécifique (umoles / min / mg)

1 - Contréle
NadA seule (conditions standards) 0.043

2 — Test NadA Réduite

Avec systéme Trx/Trr/NADPH 0.0106

Tableau 34 :Activité spécifique quinolinate synthade:Avec NadA non réduite- Avec NadA
préalablement réduite avec le systéme Trx/Trr/NADPH

b- Mesure d’activité enzymatique aprés réduction avedu DTT

Lors de la détermination de l'activité enzymaticagres réduction de la protéine
NadA sauvage avec le systéeme thiorédoxine/thioiédoxéductase/NADPH, nous nous
sommes heurtés a un probléme d’analyse des dohifd&s. En effet, le NADPH possede un

temps de rétention identique a celui de l'acidenglimique. Nous avons pu régler ce
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probleme par la quantification du NADPH injecté@g@ une courbe étalon. Par soustraction
de la quantité de NADPH injecté a l'aire totalegia obtenu par HPLC nous avons pu avoir
acces a la quantité d’'acide quinolinique forméelaic a l'activité enzymatique de NadA
réduite. Cependant afin d’obtenir des valeurs phégises des quantités d’acide quinolinique,
nous avons effectué la réduction des ponts disdfde I'enzyme avec un autre réducteur des
ponts disulfures, un réducteur chimique : le ditinieitol (DTT).

La protéine (12 uM) a été incubée en présence oédvilde DTT pendant une heure a
17 °C en boite a gants. L'exces de DTT a été éénpar passage de la protéine sur
microbiospin. La mesure d’activité a ensuite étieafiée par HPLC dans les conditions
standard décrites dans le M&M. Les résultats otstesunt indiqués dans le Tableau 35. De
facon identique & ce qui a été mis en évidencesagduction des ponts disulfure avec le
systeme thiorédoxine/thiorédoxine réductase/NADBHI, constate une perte de 67 % de
l'activité enzymatique en présence de DTT. Il esbter que nous avons vérifié que le DTT
(1 mM) permettait la réduction des deux ponts dlisalde la protéine NadA. Pour cela, nous
avons effectué le dosage du nombre de ponts disuffrésents dans la protéine NadA
sauvage pré-réduite au DTT avec le systeme thignéebhiorédoxine réductase/NADPH
(dans des conditions identiques a celles du pashgrprécédent). Il apparait que la protéine
NadA réduite avec 1 mM de DTT ne posséde plus daespdisulfure et que donc la perte
d’activité obtenue avec le DTT est bien due a léepeu pont disulfure.

Nous avons également vérifié que la diminution tiNété enzymatique constatée en
présence de DTT n’était pas due a une perte duecgtfee-4S]. Apres une incubation de
60 minutes de la protéine NadA sauvage avec du RITTnM) suivi du passage sur
microbiospin, 90 % du contenu en fer et en soudréagrotéine sont conservés.

Activité Spécifiqgue (umoles / min / mg)

1-Contrble NadA seule (conditions standards) 0.056

2-Test NadA Réduite avec 1 mM DTT 0.0185

Tableau 35 :Activité spécifiqgue quinolinate synthade:Avec NadA non réduite- Avec NadA
préalablement réduite avec du DTT (1 mM).

En conclusion, ces résultats confirment que l'actité quinolinate synthase est

dépendante de la présence d'un pont disulfure exestt entre les cystéines Cys291 et
Cys294.
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Discussion

A mon arrivée au laboratoire, la quinolinate systhdE. coli avait été caractérisée. ||
avait été établi que I'enzyme possédait un cedffe{4ST" essentiel & son activité et sensible
a I'oxygene (Ollagnier-de Choudens S., 2005 ; GikcR.M., 2005).

Dans ce premier chapitre de résultats, j'ai expes@ression, la purification ainsi que
la caractérisation biochimique et spectroscopigae duinolinate synthases de différents
organismes :

- La quinolinate synthase del. maritima dans le but dobtenir une structure
tridimensionnelle par cristallographie ;

- La quinolinate synthase dml. tuberculosispour les tests de molécules a activités
antibactériennes ;

- La protéine SufE3 &. thalianapour ses caractéristiques particulieres liant wievite
NadA et une activité SufE ;

- Enfin toutes ces enzymes ont été comparées adalmqate synthase H. colisur laquelle
jai mis au point 'analyse par HPLC de l'activielhzymatique et identifié les ligands du
centre [4Fe-4S].

La quinolinate synthase : une protéine [4Fe-4S] weairselle

La purification de NadA est réalisée en anaérobaige de conserver lintégrité du
centre métallique. Cette capacité a purifier latginee avec son centre métallique n’est pas
une généralité. En effet, pour une grande quadgtégrotéines contenant un centre [Fe-S]
sensible a I'oxygéne la purification est réaliséeaérobiose, leur centre [Fe-S] étant ensuite
reconstitué de facon chimique en milieu réducteuajeutant du fer et du soufre ou encore de
facon enzymatique avec l'utilisation d’'une cystéuésulfurase, de L-cystéine et de fer(ll)
(Mulliez E., 1999 ; Ollagnier-de Choudens S., 20Q@) reconstitution des centres [Fe-S] par
cette méthode a permis de caractériser de nomlsrguetgines. Cependant, dans plusieurs
cas la reconstitution chimique conduit a des espdé®-S] non spécifiques, qui se
caractérisent par une couleur « noire charbon ¢ aVienportantes quantités de fer et de
soufre. C’est pourquoi I'obtention d’'une protéirejec son centre métalligue sans aucun
traitement chimique constitue un objectif majeutildaut essayer d’atteindre aussi souvent

gue possible.

168



Résultats : Chapitre |

J'ai effectué la purification en anaérobiose deuaolinate synthase B: coli, mais
également celle de la quinolinate synthasevieobacterium tuberculosist d’Arabidopsis
thaliana En anaérobiose, toutes ont été purifiées avaentre [4Fe-4S] comme l'atteste leur
coloration marron. La quinolinate synthaseTdermotoga maritiman’a pas pu étre purifiée
en anaérobiose puisque I'étape de chauffage penmesth purification entraine la destruction
du centre métalligue de I'enzyme. Cette protéimimmac été occasionnellement reconstituée
De plus, le passage sur Superdex-75 a permis ai@mnles espéces [Fe-S] non spécifiqués (1
pic élué, noir) et a permis d’obtenir une protédidans le 3" pic) majoritairement sous forme
monomerique et dont la coloration est identiqueekecdes protéines NadA purifiees en
anaérobiose présentant une couleur marron jaune.

Nous avons ainsi pu établir que les quinolinatetl®ses des différents organismes
(M. tuberculosis, A. thalianat T. maritimg possedent toutes un centre métallique. En accord
avec les différentes techniques spectroscopiquélsséats, spectroscopie UV-visible,
Mdssbauer ainsi que la spectroscopie RPE, noussavontré qu’elles contiennent toutes, de
facon similaire & ce qui avait été préecédemmergadp par le laboratoire et par I'équipe de
Booker S. pour la quinolinate B! coli un centre de type [4Fe-48F" (Ollagnier-de
Choudens S., 2005 ; Cicchillo R.M., 2005). L'hypedgk de la présence d’'un centre métallique
dans cette protéine a été émise pour la premiégegér Fridovich I. en 1991 (Gardner P.R.,
1991a) et ce n'est que 14 ans plus tard que leteseaessentiel du centre métallique a été mis
en évidence.

Cependant deux études contredisent le caracteeatedsdu centre métallique pour
lactivité enzymatique. La premiere est celle deccl@ni F. qui purifie la quinolinate
synthase . coli sous forme de corps d’inclusion en aérobiose, efiemtb aprés
dénaturation/renaturation de la protéine une détig@nzymatique de 600 pmol/min/mg
(Ceciliani F., 2000), soit plus de 10 000 fois sumée a celle que nous proposons (cette
étude). La seconde étude est celle de SakurabauHragporte la premiére structure
tridimensionnelle d’une quinolinate synthase, cdfé. horikoshii Il propose également une
activité enzymatique pour cette protéine qui nespde pas de centre métallique. L’activité
spécifiqgue gu'’il donne est mesurée par HPLC, saitsddes conditions quasi identiques aux
notres, et est de 2.2 umoles/min/mg, soit encom fors nettement supérieure a celles
proposées pour I'enzyme contenant un centre [R&&Juraba H., 2005).

Tout récemment, deux nouvelles publications coradrnla caractérisation
biochimique, structurale et enzymatique de quiraérsynthases sont parues (Saunders A.H.,

2008b ; Marinoni I., 2008). Elles rapportent laipcation et la caractérisation des quinolinate
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synthases d&lycobacterium tuberculosigle Pyrococcus horikoshiet deBacillus subtilis.
Ces papiers confirment nos observations a savoér tgutes les quinolinate synthases
possédent un centre [4Fe-4S] essentiel a I'actf@tiagnier-de Choudens S., 2005 ; Cicchillo
R. M., 2005 ; Murthy N.U.M., 2007 ; Saunders A.EQ08b ; Marinoni I., 2008). Ainsi le
Tableau 36 récapitule 'ensemble des résultatshoistsur les quinolinate synthases de divers
organismes en termes de métallation (présence demire fer-soufre) et d'activité

enzymatique.

AS (pmol/min/mg) [Fe-S]
NadA E. coli 0.06 (cette étude) F'S—SEle

0.015 (Cicchillo R. M., 2005)) F=F¢

600 (Ceciliani F., 2000) /
NadA M. tuberculosis| 0.02 (cette étude) F'S_sEf

0.012 (Saunders A.H., 2008[))Fé15__3":|e

NadA A. thaliana 0.05 (Murthy N.U.M., 2007) F'S_sEf

NadA T. maritima 0.04 (cette étude) F/S—SFF

NadA P. horihoshii 0.100 (Saunders A.H., 2008b)Féf_—SF|e

2.2 (Sakuraba, H., 2005) /
NadA B. subtilis 0.05 (Marinoni I., 2008) F/S—SFF

Tableau 36 :Récapitulatif de toutes les activités spécifiquaiagjinate synthase chez divers
microorganismes présentées dans la littérature.

Pour ce qui est des études sur NadB. @oli et NadA deP. horikoshiirapportant une
activité en absence de centre [Fe-S] (Ceciliani2B00; Sakuraba H., 2005), deux
explications sont envisageables : concernant l&tdd Ceciliani F. avec NadA El' coli,
lactivité annoncée pourrait étre une erreur diéce dans la définition de [l'unité
enzymatique qui a été définie comme égale a 1 mmilau lieu de 1 pmol/min qui est

l'unité internationale. Ceci pourrait expliquerd@me décalage entre notre activité et la leur,
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mais ne permet néanmoins pas d’expliquer le fdilirgp activité enzymatique soit obtenue
avec une enzyme dépourvue de centre métallique.

Pour ce qui est de l'activité donnée par Sakurabd'étreur pourrait provenir de la
nature du produit quantifié¢ par HPLC. En effet, lagteurs utilisent une génération
enzymatique d’iminoaspartate faisant intervenirntme NadB. Le produit forme
liminoasparate est instable en se décomposant rapglement en acide oxaloacétique.
L'acide oxaloacétique posséde un maximum d’abs@éa@n255 nm alors que le maximum
d’absorbance de l'acide quinolinique est situé & Bé. Dans ce papier, la détection de
'acide quinolinique est effectuée a 254 nm, parséguent le produit détecté ne serait donc
pas de l'acide quinolinique mais peut étre de dlacoxaloacétique. A la faveur de cette
hypothése, j'ai observé que lors de la génératlomique d’'iminoaspartate avec de I'acide
oxaloacétique et du sulfate d’ammonium, on obtieetux pics tres proches sur le
chromatogramme : I'acide oxaloacétique avec un sedgprétention de 8.7 minutes et l'acide
quinolinique avec un temps de rétentidd 10.2 minutes. Une erreur ou une mauvaise
séparation est donc aisément faisable.

D’une maniére générale, avec les multiples étudesnqes ces 3 dernieres années
sur la quinolinate synthase, il semble maintenant tébli que toutes ces enzymes
possédent un centre [4Fe-4S] essentiel a l'activiti® 'enzyme. Il est également établi que
le centre [4Fe-4S] est sensible a 'oxygene.

Détermination des ligands du centre [4Fe-4S]

Fridovich I. a été le premier a émettre I'hypothdsela présence d’'un centre [Fe-S]
dans la quinolinate synthase, qu'il avait reli@&énsibilité de la protéine a 'oxygéne et a la
séquence caractéristique CXXCXXC retrouvée danatiia protéines possédant un centre
[4Fe-4S] (Gardner P.R., 1991a). Parmi ces protginespeut citer les ferrédoxines de
Desulfovibrio africanus, Bacillus Stearthermophilois encoreDesulfovibrio gigagBruschi
M., 1988) Des analyses bioinformatigues nous ont permis ddrenen évidence que
seulement trois cystéines sur les neuf contenues ldaquinolinate synthasek’coli sont
strictement conservées, a savoir les Cys113, Cys2Dys297. Nous nous sommes donc
posés la question quant a la nature des ligandsedtre [4Fe-4S]. Par des expériences
biochimiques, spectroscopiques ainsi que des mestmetivités enzymatiquen vitro etin
vivo, nous avons clairement établi que le centre [4Hee$E coordiné par seulement trois
cystéines, les cystéines strictement conservégs113, Cys200 et Cys297. Cette affirmation

est basée sur trois observations :
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- Premiérement, lors de la purification en ana@®di des protéines NadAC113A,
NadAC200A et NadAC297A, nous avons constaté qusalie contenaient quasiment pas de
centre [Fe-S] (0.2-1 Fe et S/ monomeére) par rapptatprotéine sauvage.

- Deuxiemement, ces trois protéines mutées n’ostdactivité quinolinate synthase aussi
bienin vitro qu’in vivo. En effet, la complémentation d’'une souchkg.daoli MG1655AnadA
avec les plasmides pT7-NadAC113A, pT7-NadAC200ATEt-NadAC297A ne restaure pas
la croissance des bactéries sur milieu minimumbsergce d’acide nicotinique.

- Enfin, par opposition avec la protéine NadA s@@vgui est majoritairement présente sous
la forme d’'un monomere, les protéines mutées NadABB1NadAC200A et NadAC297A ne
possédent pas d’état d’'oligomérisation majoriteirsont éluées sous la forme d’oligomeres.
Ceci pourrait s’expliquer par la présence des ays$ésous formes libre, car non impliquées
dans la coordination du centre métallique, qui issmmt entre elles et qui via la formation de

ponts disulfures forment des oligomeres.

Les résultats obtenus quant a I'identification ligands du centre métallique ont mis
en évidence la difficulté de prédiction des ligaddscentre [4Fe-4S] en se basant uniquement
sur la structure primaire d’'une protéine. En eféetllement une des trois cystéines du motif
CXXCXXC est finalement un ligand du centre [4Fe-48] NadA dE. coli: la cystéine
Cys297. Dans le cas des protéines [Fe-S], on obdé&mwergence de plus en plus de cas de
centres [Fe-S] coordinés par des cystéines répastie 'ensemble de la séquence de la
protéine et non ordonnées selon des motifs canesigomme c’est le cas pour quelques
motifs trés conservés. On peut citer 'exemple giegéines de la famille des Radical SAM
pour lesquelles le motif GCX,C était caractéristique et systématiquement re&adans
cette famille de protéines avec les cystéines tlgadu centre [4Fe-4S] de ces protéines
(Nicolet Y., 2004). Cependant, tout récemment (ddwe 2008), une protéine a été
caractérisée comme appartenant a cette familleCjTihien qu’elle ne contienne pas le motif
CX3CX,C, mais un motif CYCX,C (Chatterjee A., 2008). Cette derniere étude rerfaotre
analyse selon laquelle, l'identification de motiaractéristique dans la séquence d’'une
protéine doit étre systématiquement complétée ‘paalyse d’'un alignement de séquence
permettant d’évaluer la stricte conservation degltss.

Trois des ligands du centre [4Fe-4S] ont pu é&lentifiés. Quant a la nature du
4*™ligand cela semble peu probable que ce soit uiduésystéine étant donné la faible
conservation des cystéines autres que les cyst€ygkl3, Cys200 et Cys297. Un quatrieme

ligand de type non-cystéinyle est possible. En teffdusieurs familles de protéines

172



Résultats : Chapitre |

contiennent un centre [4Fe-4S] lié par uniguemsois tcystéines, le quatrieme ligand étant
une molécule d’eau, une molécule de substrat oarenm acide aminé de type Asp, Glu et
His. Pour I'aconitase, c’est une molécule d’eawpnant du solvant en absence de substrat,
et deux atomes d’oxygene du substrat lorsque cekst présent (Beinert H., 1996). On peut
également citer les enzymes de la famille des RE&AM qui contiennent un centre [4Fe-
4S] lié par 3 cystéines, le quatrieme ligand étentcofacteur de l'enzyme: la S-
Adénosylméthionine (SAM) (Nicolet Y., 2004). D’aes protéines lient leur centre [4Fe-4S]
avec 3 cystéines, le quatrieme acide aminé étamthistidine dans le cas de I'hydrogénase
Ni-Fe ou de la 4-hydroxybutyryl-CoA déshydrataselpéda A., 1995 ; Martins B.M., 2004),
un aspartate dans celui de la ferrédoxinePdduriosus(Calzolai L., 1995). Enfin pour la
dihydroxypyrimidine déshydratase, le quatrieme rjaest un oxygéne de la fonction
carboxylate d’'un glutamate (Dobritzsch D., 2001).

Le quatrieme ligand du centre [Fe-S] de NadA paitidonc étre un acide aminé de ce
type. Lorsque l'on effectue des alignements de evécpl de protéines NadA de divers
organismes, de potentiels acides aminés candidatstement conservés apparaissent,
'aspartate en position 67, 'aspartate en posifi@8, le glutamate en position 228 ou encore
I'histidine en position 226. Il pourrait étre inédSsant de muter chacun de ces résidus
conserveés et d’étudier l'influence de la mutatian I&ctivité enzymatique. Cependant, dans
I’hypothése ou le centre [4Fe-4S] de la quinolirgtethase jouerait un réle dans la catalyse
au niveau des étapes de déshydratation avec uatalees de fer jouant le réle d’acide de
Lewis, je suis plutdt en faveur d’'un quatrieme tigade type molécule d’eau en absence de
substrat et de type substrat ou intermédiaire idaatl au cours de la réaction enzymatique.

Ceci reste a démontrer bien entendu.

Une caractéristique commune aux centres [4Fe-48tdotwes par seulement trois
cystéines est leur dégradation lors d'une expasitio 'oxygene, le plus souvent sous
différentes formes : [3Fe-4S], [2Fe-2S] allant mépagfois jusqu’a la dégradation totale du
centre menant a la formation d’'une apoprotéinesduoe I'on expose le centre [4Fe-4S] de la
qguinolinate synthase durant 10 minutes a I'oxygémeobserve par spectroscopie RPE la
présence de 30 a 40 % de centre fer-soufre sousefarun centre [3Fe-48] Par
spectroscopie Mossbauer aprés 30 minutes d’expositi’oxygéne, on observe la présence
de 25 & 30 % de fer sous la forme d’un centre PFE?concomitamment a la diminution de
la forme [4Fe-4S]. La présence de trois cystéines coordinant lereeptFe-4S], et

I'existence d’un centre [3Fe-4SJaprés exposition & I'oxygéne sont également eeufias’un
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centre [4Fe-4S] coordiné par seulement 3 résidagme. Tout ceci conduit a penser que le
centre [4Fe-4S] n'est pas structural. De plus,’éxiste pas a ce jour de centre [4Fe-4S]

structural avec seulement 3 cystéines comme ligdolgs proposons donc que le quatrieme
fer du centre soit un fer « accessible » (au soj\aux substrats) de sorte a pouvoir jouer un
réle dans la catalyse enzymatique comme indiquér€ig7. La question du réle du centre

métallique de la protéine dans la catalyse enzymeatsera développée plus amplement au
cours ma troisiéme partie (Chapitre Ill des Réssilta

cosom /Cy5297
S—F¢
Ned—6
Cys113 y |

S
q Fe\

X7

Figure 77 : Représentation de la coordination du centre [4Hadd$a quinolinate synthasek!’coli
par les cystéines Cys113, Cys200 et Cys297, X &antatriéme ligand a déterminer.

Lien entre structure tridimensionnelle et centref4-4S]de NadA

Deux structures tridimensionnelles obtenues par B&X quinolinate synthase
dépourvue de centre métallique existent. Une dastates parue avant le début de ma thése
a été publiée par Sakubara H., il s’agit de la gjlinate synthase de. horikoshiirésolue a
2.0 A (Figure 78A) (Saburaba H., 2005). Une secatdecture d’apoprotéine résolue a 2.8 A
a récemment été déposée dans la PDB par Ealick iB€agit de la structure RX de la
quinolinate synthase d& furiosus(code PDB : 2QSO0).

Lorsque I'on observe la structure de la quinoknsynthase de. horikoshij on peut
noter que trois zones de la protéine (79-90 ; 185dt 257-260) ne sont pas visibles sur les
cartes de densité électronique a cause de leurendésordonnée. Ces trois régions séparent
chacun des 3 domaines de la protéine (Figure 7B&ux de ces boucles désordonnées
contiennent chacune une cystéine impliqguée daosdedination du centre [Fe-S] (Cys83 et
Cys170 che®. horikoshiiéquivalent aux cystéines Cys113 et Cys200 de NBBAcol). La
troisieme cystéine conservée (Cys256) est visilnldasstructure, cependant elle se trouve a la
limite de la région non définie (257-260). On pdahc penser que I'absence du centre [Fe-S]
de la protéine rend certaines boucles mobiles, amndmpossible la résolution de ces
dernieres et que la présence du centre [4Fe-4Sfagbapporter I'organisation nécessaire

pour I'obtention de la résolution compléte de fadure tridimensionnelle de 'enzyme.
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Extrémite -
C-terminal nm}b{@

Figure 78 : (A) Structure de la quinolinate synthaseRddnorikoshii(code PDB : 1WZU). Les trois
régions non définies sont mises en évidence p#aitrjaune reliant les derniers acides aminéndgfi
de chacune de ces zones (79-90 ; 165-175 ; 257268 one définie suivante. L'extrémité C-
terminale est représentée en rouge, I'extrémitérhinale est en ble(@B) Agrandissement d’'une
zone de la structure de la quinolinate synthade. deriosus(code PDB : 2QS0O) contenant les deux
cystéines Cys174 et Cys266 (en rouge) conservasisagie la zone non résolue comprise entre la
Met89 et I'Arg84 (en jaune) dans laquelle se si@u€ys87 (en orange). Les distances (en A) sont

indiquées en noir.

Sur la structure quinolinate synthase Befuriosus deux des trois cystéines
strictement conservées (Cysl74 et Cys266 indigefesouge sur la Figure 78B) sont
résolues, seule la Cys74 (en orange Figure 78Bjiteste dans une région comprise entre la
Met89 et I'Arg84 (en jaune Figure 78B) non déterd@nLa mesure des distances entre ces
différentes cystéines donne des valeurs incompatialec I'existence d’'un centre [4Fe-4S]
au sein de la protéine sans changement de conformitest donc raisonnable de penser que
'existence du centre [4Fe-4S] implique un changenoenformationnel de la protéine. Une
des conséquences est que I'on ne peut pas envidagédiser les données structurales
obtenues avec les deux apoprotéines pour des étuglsmnistiques ou dans la recherche de

molécules inhibitrices.
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Présence d’'un pont disulfure entre les cysteinesZ91 et Cys294 essentiel a I'activité

La partie inattendue de notre étude concernantétarmhination de la nature des
ligands du centre a été la mise en évidence detéaeaessentiel des Cys291 et Cys294 dans
I'activité in vivo. En effet, bien que les protéines NadAC291A etAE2P4A soient capables
de coordiner un centre [4Fe-4S], elles sont inasiiv vivo et dix fois moins activem vitro
gue la protéine NadA sauvage

Nous avons pu montrer que la protéine NadA sauesjecapable d’oxyder deux
eéquivalents de NADPH alors que les protéines muiEetAC291A et NadAC294A (simple
et double mutant) n’en oxydent qu'un seul. Le rigubbtenu avec le double mutant nous
conduit a proposer que les cystéines Cys291 et3dysant impliquées dans la formation
d’un pont disulfure intramoléculaire. En effet,ceis cystéines (Cys291 et Cys294) formaient
un pont disulfure intermoléculaire, la quantité gt disulfure dosé pour les deux simples
mutants serait alors supérieure a 1 pont disuffarenonomere de protéine (Figure 79).

Nous avons également pu mettre en évidence l'itapoe de ce pont disulfure dans
l'activité de I'enzyme NadA. Nous avons constaté ¢gs protéines mutées NadAC291A et
NadAC294A ne possedent que quelques dizaines deqras d’activité enzymatique vitro
par rapport a la protéine sauvage. Un pourcentagtidté enzymatique similaire (de I'ordre
de 25 %) est obtenim vitro lors de la réduction des ponts disulfures de tdéme sauvage
par le DTT ou par le systeme Trr/Trx/NAPDH préatabént a la mesure d'activité
enzymatique nous conduisant a penser que la peotéauvage dépourvue de pont(s)
disulfure(s) a une activité de quelques dizainepalgcents par rapport a la protéine sauvage
contenant des ponts disulfures. Cependant, noubsé&wons aucune activitéh vivo
puisqu’aucune croissance bactérienne n'est détémteales tests de complémentation de la
souche MG1658nadAavec les plasmides pT7-NadAC291A et pT7-NadAC29@émment
expliquer le manque total d’activiié@ vivo et les quelques dizaines de pourcents d’activité
mesuréen vitro mesuré sur les protéines mutées purifiee (NadAB2&INadAC294A) ?
Une possibilité est que les protéines NadAC291NadAC294A présentent qu’une dizaine
de pourcents d’activité vivo, mais que ces quelques pourcents ne suffiserd pasbler les
besoins de la bactérie en acide quinolinique, etpaséquent en NAD, d’ou I'absence totale

de croissance bactérienne.
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Figure 79 : Structure du centre [4Fe-4S] de la protéine NadA dbliavec la schématisation des
ligands et du pont disulfure existant entre les29¥set Cys294.

Nous avons émis plusieurs hypotheses quant auesdentiel de ce pont disulfure
entre les cystéines Cys291 et Cys294. La premistrdiée a sa localisation avec un role
stabilisation du centre fer-soufre. En effet, letifnG,9:XXC 94 €St tres proche de la Cys297
essentielle a la coordination du centre [4Fe-4Sgnepeut donc supposer que la destruction
de ce pont disulfure puisse influencer le replietmdm la protéine et la stabilité du centre
meétallique. Ceci ne semble pas étre le cas puidgueentre meétallique des protéines
NadAC291A et NadAC294A possede une stabilité simaila la protéine NadA sauvage lors
de I'exposition a I'oxygene. Une autre hypothesaisen rble rédox du pont disulfure. Cette
hypothése est favorisée par I'équipe de BookeruSdgns une étude parallele a la notre sur
les mutants cystéines de NadA, confirme la fornmatimn pont disulfure entre les Cys291 et
Cys294 pour lequel il mesure un potentiel redox2@& mV (/ENH) (Saunders A.H., 2008a).
Dans cette étude, il est montré une régulationaigiité de I'enzyme par le pont disulfure
existant entre les cystéines Cys291 et Cys294 augmentation de 'activité d’'un facteur 3,3
de la protéine sauvage est observée lors de sasiérp 150s a 'oxygéne préalablement a la
mesure d’activité enzymatique, la valeur de la ,fE7] (avec [E] correspondant a la
concentration de NadA dans le test) passant demind en conditions d’anaérobiose a
19.2 miri* aprés la bréve exposition & l'oxygéne. Inversemiensque le pont disulfure est
réduit une perte d’activité (notons qu’elle n’easpiotale) est constatée (W[E1]=1.6 mir?).
Cette observation d’'un changement de l'activité yarstique de la protéine lors d’une
exposition bréve a I'oxygéne suggere une régulatdox de I'enzyme qui peut étre liée : soit
a la formation du pont disulfure (entre les cys8i291 et 294), soit a I'oxydation du centre
[4Fe-4S] en [4Fe-48] ou [3Fe-4ST". L'existence de I'espéce [4Fe-45i'a pas été observée
par RPE et seulement 10 % de [3Fe*48it été détectés ne permettant pas de conclune a u
activation de la protéine par oxydation du centétatlique (Saunders A.H., 2008a).

Ainsi, il semble raisonnable de conclure qu'il éxisine régulation de I'activité par

oxydation-réduction du pont disulfure, avec unddire active quand le pont disulfure existe,
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et une protéine inactive lorsque celui-ci est redoimme proposé par Saunders A. H et

représenté Figure 80.
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Figure 80 : Proposition pour une régulation rédox de I'actigjténolinate synthase par
l'intermédiaire de la formation du pont disulfunetie les cystéines Cys294 et Cys291 (Saunders A.H.,
2008a).

Cependant lorsqu’'on observe un alignement de ségseen acides aminés de
guinolinate synthases de divers organismes, ores;aj que les cystéines Cys291 et Cys294
impliquées dans le pont disulfure chiezcoli ne sont pas conservées chez tous les organismes
comme par exemple ché4. tuberculosis, T. maritima, P. horikoslet B. subtilis(Rousset
C., 2008). L'existence d'un pont disulfure chez oeganismes, nécessaire pour l'activité
mais impliquant des cystéines autres que celleesres évidence chéz coli, est possible
mais peu probable au vu de la faible conservateooeas résidus. Existe-t-il donc un lien entre
le métabolisme de la bactérie (aérobie/anaérobid)existence d’'un tel pont disulfure (donc
des cystéines conserveées présentes dans le maof)@xntrolant I'activité enzymatique ? I
apparait comme une regle générale que chez leérigasctjui possedent la capacité de vivre
en anaérobiose et en aérobiose (bactéries anagrebfacultatives »)E. coli, S. flexneri
S. typhimuriumY. pestisV. choleragP. aeruginosala présence des cystéines sous forme du

motif CX,C est observée. Par opposition, les bactéries tegpdb pousser soit en anérobiose,
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soit en aérobiose (bactéries « strictesvk)tuberculosisT. maritimg H. pylori, P. horikoshij

B. subtilis C. acetobutylicunetL. innocug, ne possédent pas ces cystéines(@Xlans leur
séquence et par conséguent ne possedent probablpawerde pont disulfure. Le pont
disulfure présent dans le premier type de bactérdacultatives ») pourrait donc servir de
senseur rédox pour la protéine lors du changenmebdditions aérobie/anaérobie. En effet,
il a été montré que lors du passage d’'une croissa@mbiose en anaérobiose, chez certaines
bactéries facultatives, le niveau de NAD intradalhe diminue rapidement (Wimpenny
JW.T., 1972). Cette diminution pourrait étre reli@ une diminution de l'activité de la

guinolinate synthase.

Informations apportées par notre étude sur I'existee d’'un complexe NadA/ NadB

Comme je l'ai brievement évoqué dans mon introductia question de la formation
d'un complexe entre les protéines NadA et NadBeresiiverte puisqu’aucune donnée
biochimique disponible a ce jour ne permet de rdporde facon claire a cette question.
Cependant une multitude de constatations ont @esfsur cette question. Je vais rapidement
a nouveau faire un état de I'art de I'apport déedintes études parues avant mon arrivée en
theése, celles obtenues par moi-méme ainsi que’'patres équipes entre 2005 et 2008. Le
fonctionnement en complexe des protéines NadA dBNéent du fait que dans de nombreux
organismes les génesdAet nadB sont situés dans le méme opéron ; de plus NadBysat
la formation de I'iminoaspartate qui est un desssalts de NadA. Donc il ne parait pas
incohérent de penser que la protéine NadB doiveragir avec NadA afin de protéger ce
substrat instable et le lui fournir rapidement. €&gant, deux études menent a penser qu’'une
interaction entre les deux protéines n'est passsatee puisque premierement, il a été montré
gue lorsque les protéines NadA et NadB sont sépap& une membrane de dialyse
interdisant toute interaction physique des deuxyms, de I'acide quinolinique est formé
dans les deux compartiments (Wicks F.D., 1978)qu¢ deuxiemement, la quinolinate
synthase peut utiliser de [liminoaspartate généhémiquement a partir de sulfate
d’ammonium et d’acide oxaloacétique pour synthétiaeide quinolinique, sans nécessité de
NadB (Nasu S., 1981). Ces deux expériences monguentia quinolinate synthase n’a pas
besoin d’interagir avec la L-Aspartate oxydase. Uékide parue tout récemment
(Marinoni ., 2008) conclut sur le fait que si lpotéines NadA et NadB interagissent alors
ceci se fait avec une faible affinité, ceci basedas expériences d’affinité : la protéine NadA

fusionnée a de la GST (Glutathion S-transférase)namobilisée sur une colonne d’affinité
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gluthation sépharose, la protéine NadB pure estiengassée sur cette méme colonne, apres
incubation, les protéines sont éluées. L'analyseyslid’électrophorese des protéines éluées a
révélé la présence de NadB en faible quantité ggpart a NadA mettant en évidence une
faible interaction entre les deux protéines (Mamind, 2008). L’information principale
apportée par mon étude, et qui vient renforceraie du’il n'existe pas de complexe
NadA/NadB vient du fait que [l'utilisation d'un rapgg NadA/NadB de 1/1 n’est pas
nécessaire pour obtenir une activité quinolinatettgse maximale. En effet, une activité
maximale de NadA est atteinte lors de l'utilisatoia dix fois moins de NadB que de NadA.
On peut donc en faisant le bilan des différentasdes disponibles dans la littérature exclure
la formation d’'un complexe entre NadA et NadB. Oeutpcependant proposer qu’'un
complexe transitoire entre les deux protéines puisener a un apport efficace et protégé de

liminoaspartate directement utilisable par NadA.

La quinolinate synthase d’A.thaliana : un modeéleopr le processus d’assemblage des
centres [Fe-S]

Nous avons mis en évidence le premier exemple duganisme eucaryote,
A. thaliana qui utilise la protéine NadA pour la biosynthese WAD : en général, les
eucaryotes utilisent la voie de dégradation du fopfpane (voir Introduction). Par des
techniques de biochimie, nous avons montré querdéeipe SufE3 possede une double
activité : une activité quinolinate synthase poasédun centre [4Fe-4S] essentiel a son
activité portée par le domaine C-terminal et untévié¢ SufE, c'est-a-dire de donneur ultime
de soufre portée par le domaine N-terminal et dépete de la cystéine Cysl132. Cette
derniere activité mise en évidence par S. OllagéeChoudens (Murthy U.M.N., 2007) et
non présentée dans mon manuscrit permet la formatioitro du cluster [4Fe-4S] dans le
domaine C-terminal a partir de I'apoprotéine Suf&3fer(ll), de L-cystéine et de la cystéine
désulfurase de plante (CpNifS). Des études de cammgaitatiorin vivo ont permis de monter
par ailleurs le caractere essentiel du domaine Suk effet un plasmide permettant la
surexpression du domaine C-terminal seulement et lga domaine N-terminal ne
complémente pas la souckecoli nadA alors que le plasmide contenant le gene SufE3 dans
son intégralité le fait. De plus, un plasmide pottle gene SufE3 muté au niveau de la
cystéine catalytiqgue conservée (Cys132 en Ser1@2) pas capable de complémenter cette
méme souche (Murthy U.M.N., 200Qes résultats n'ont pas été rapportés dans cest@nu

car ils ont été effectués par S. Ollagnier-de Clkosd mais méritent d’étre cités ici pour
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illustrer le caractere exceptionnel de cette quiadé synthase &. thaliana L’originalité de

ce systéeme réside dans 'association entre ces dimmgines. En effet, c’est la premiére fois
gue I'on identifie une protéine fer-soufre dotéaird’domaine lui permettant I'assemblage
et/ou la réparation de son centre fer-soufre. Swggi3localisée au niveau du chloroplaste
(Murthy U.M.N., 2007). Ce compartiment est le l@el la photosynthése, processus générant
des conditions particulierement oxydantes et dommi@i incompatibles avec le maintien
d'un centre [Fe-S] intégre. On peut donc aisémemhpmrendre la nécessité d'une telle
association de domaines (SufE et NadA) dans ce admment cellulaire « oxydant » peu
favorable au maintien de I'activité des protéineisdoufre. De plus, cette association donne
du crédit a I'nypothese selon laguelle le centrestrufre est essentiel a I'activité de 'enzyme
et doit étre maintenu autant que possible inté@ge contre, il est assez intriguant de constater
gue la protéine NadA ne possede qu’'un domaine i®&ant du soufre pour la synthése
/réparation de son cluster situé dans le domaineoljuate synthase et pas de domaine
associé a une activité liée au fer. Une explicaponrrait étre que la production de soufre
dans la cellule passe nécessairement par uneté@ativzymatique alors que le fer est déja
présent dans les cellules (au niveau de la féeriprobablement dans les plastes) et doit

seulement étre transporté/ mobilisé jusqu'a sa ¢NhdA).
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Chapitre IT

Lo quinolinate synthase
comume cible d agenty
antibactériens
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Ce deuxiéme chapitre de résultats est axé surrddéégie antibactérienne visant a
inhiber la quinolinate synthase. En effet commégedétaillé dans mon introduction, chez
certains microorganismes pathogenes coriiyeobacterium tuberculosisesponsable de la
tuberculose, la voie de secours de biosynthése AlD Nest pas fonctionnelle. De plus, le
génenadA a été montré comme essentiel a la croissance \etul@nce deMycobacterium
tuberculosis(Sassetti C.M., 2003). La quinolinate synthase epiidonc essentielle chez la
mycobactérie est absente chez ’'homme ou l'acideotjnique provient de la dégradation du
L-Tryptophane. Ceci fait de I'enzyme NadA Nk tuberculosisune cible de choix pour des
agents antibactériens sélectifs.

Qui dit nouvelle cible, dit un trés large panelrdelécules potentiellement inhibitrices
a tester. Ce parametre a I'esprit, une stratégieritbbage haut débit, consistant a tester le
potentiel inhibiteur d’'un grand nombre de molécussies de différentes chimiotheques en
un minium de temps aurait pu paraitre trés appgepimalheureusement sa mise en place
n’est pas envisageable pour la quinolinate syntiHaseffet, la sensibilité du centre [4Fe-4S]
de I'enzyme a I'oxygéne nécessiterait I'utilisatidiun robot en conditions d’anaérobiose.
Frein pour l'utilisation d’'une stratégie de cribéalgaut débit, le centre métallique de 'enzyme
constitue par ailleurs, une cible originale de pti&ds inhibiteurs.

L’enzyme deM. tuberculosisa été purifiée et caractérisée, et ceci est rapuams le
Chapitre | des Résultats. Dans ce chapitre, nousnsauvesté différentes molécules
potentiellement inhibitrices de [I'activité quincdite synthase deM. tuberculosis mais

également . coli.
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I- Les constantes cinétigues de la quinolinate synth@sd’E. coli et de

M. tuberculosis.

Préliminairement a toutes les expériences avec rmetécules potentiellement
inhibitrices, il était primordial de déterminer lgmrameétres cinétiques des enzymes sur
lesquelles nous allions effectuer les tests d'itioib. J'ai déja présenté ces parametres pour
la quinolinate synthase ! colidans le Chapitre | des Résultats. Je les rappatie & début
de ce chapitre, pour comparaison avec les constamétiqgues que j'ai obtenues pour la
qguinolinate synthase dé. tuberculosisjui constitue notre cible d’intérét dans la recherde

nouvelles molécules antibactériennes.

» Détermination des constantes cinétigues de la quitiwate synthase de

M. tuberculosis

Apres avoir déterminé que la formation d’'acide glimque par la quinolinate
synthase d#/. tuberculositait linéaire sur 30 minutes (avec une conceotrate DHAP de
4 mM), de la méme facon que ce qui avait été effegtour NadA E. coli; nous avons
déterminé sur un temps de 20 minutes lag,\et le K, de la quinolinate synthase de
M. tuberculosigpour le DHAP. Ceci a été réalisé en faisant vdaeroncentration de DHAP
dans un test ou on ajoute du L-Asparate (33 mMJfucharate (25 mM) et les enzymes NadA
et NadB dans un rapport 1/1 et a une concentrateoi@.1 UM Les valeurs obtenues sont
indiguées dans la Figure 81 avec pour comparaistiescobtenues pour la quinolinate
synthase &E. coli.
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Constantes cinétiques obtenues pour la Constantes cinétiques obtenues pour la
quinolinate synthase d’ E. coli quinolinate synthase de M. tuberculosis
2 T T T T T T T T n’!
16 a7
=
o= = 0,6
° 08 I Value! Emor | | = vi= (Vmax[SIN(Km+([5])
E ™ Vma:i 1,9006]_0,12088] E [ Vewel Emor]
b kM| 0,43902] 0,090348 4 Pl Ya| 0874 | 0.061762 |
s Him 043178 | 011003
04l Chi=q 007 NA i | Crisa] Googig01 [ WA |
R| 09832 NA 03 | R| osree| A |
0 i 1 I 1 1 | I 1 1 i 0,2 I T e — = a——
0 1 2 3 4 5 /] 0,5 1 15 2 2,5 3 35 4
[DHAP] (mM) [DHAP] (mi)
Km = 0.44 mM, Vmax = 1.9 nmoles/ min Km = 0.43 mM, Vmax = 0.87 nmoles / min

Figure 81 : Les différentes constantes cinétiqgues détermipéasla quinolinate synthase de
M. tuberculosigK, et Vimna) €n comparaison de celles obtenues avec NagAcdli.

D’aprés la Figure 81, on remarque que des valdeirsonstantes d’affinité ¢§ pour
le DHAP similaires ont été obtenues pour la quiratik synthase d#l. tuberculosiset
d’E. coli avec respectivement des valeurs de 0.43 mM etr@M4 Par contre, on remarque
gue la Vhax de NadA deM. tuberculosisest inférieure a la Wax de NadA dE. coli (Vmax
1.9 nmoles/min poukE. coli contre Vax = 0.87 nmoles/min pouM. tuberculosis Il est
important de noter que les constantes cinétiquesette derniére ont été déterminées en
utilisant la L-Aspartate oxydase El'coli; l'utilisation de la L-Asparate oxydase de
M. tuberculosigpermettrait peut étre d’augmenter I'activité dmbPyme.

Les résultats obtenus ci-dessus, notamment landéiztion du K, pour le DHAP,
nous ont conduit a choisir, pour les tests d'infohi effectués sur les deux enzymes NadA
(E. coli et M. tuberculosiy une concentration de DHAP de 2 mM, et une duléetest

enzymatique de 20 minutes.
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II- La quinolinate synthase comme une cible d’agents @hactériens

La quinolinate synthase H coli étant plus active et obtenue en quantité plus
importante que celle ddl. tuberculosis nous avons choisi d’effectuer les premiers tests
d’inhibition sur cette derniére, et dans un sedemaps de tester les molécules les plus actives

sur la réelle cible d’intérét que constitue la @limate synthase dd. tuberculosis

[I-1 Choix et tests des différentes molécules inhitsices sur la quinolinate

synthase dE. coli

Nous avons choisi de tester plusieurs famillesndécules : des molécules analogues
des substrats de I'enzyme (DHAP et Iminoaspartair$i que des molécules analogues
d’intermédiaires réactionnels et du produit deéction, I'acide quinolinique.

a. Les différentes familles de molécules testées

Le DHAP est le substrat de trois enzymes du méahel énergétique de la cellule
bactérienne. Ces enzymes sont la triose phospbkaieérase (TIM), la glycérophosphate
déshydrogénase (GPDH) et la fructose 1,6-bisphosgidolase (FBPA). Des inhibiteurs de
chacune de ces enzymes existent dont certains ténsyéthétisés par M. Thérisod de
'ICMMO a Orsay, les molécules synthétisées éta#t dnalogues du DHAP. Le Professeur
M. Thérisod nous a fourni certaines de ces molécilmimérotées de 1 a 8 dans le
Tableau 37) que nous avons testées sur notre enZyete molécules constituent ce que
jappelle « les analogues du DHAP ».

Les autres molécules testées analogues de l'inpadase (Tableau 37, composés 9
et 10) et de l'acide quinolinique ou de certainteimédiaires réactionnels (Tableau 37,
composés 11 a 21) ont été choisies pour leur rddaaoe chimique ou stérique avec le
substrat de I'enzyme, les intermédiaires réactitsno@ encore le produit de la réaction,
'acide quinolinique. Sur la Figure 82 sont indiquées endroits dans le mécanisme
réactionnel ou les analogues de substrats, d'idtdiaires réactionnels et du produit de la
réaction pourraient intervenir c’est-a-dire avoin wble inhibiteur. Dans un souci de
simplification, j'ai choisi I'hypothése de mécanismproposée par Nasu S. pour présenter les

possibles points d'impact des molécules (NasugR24).
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Hypothéise de mécanisme de Nasu S., 1982
‘Analogues du DHAP Analogues du QA
Composés 1-8 Composés 11,13,17,18,
19,20 et 21
o op
%:‘:-‘./ J r cooh, g _coon N . . COOH \Y/.-\‘./cocn "1’0"9\_\ PN “i“ :/,.-_-_\qu/l:ocm
J ' —JA~) J—) J—J ] LT =1
- W Ssconn g P W e i e W oton: 67 i S s W coou
DHAP 1A QA
Analogues de PTA Analogues @’ intermédiaires
Composés 9¢t 10 Réactionnels
Composés 12,14, 15 et 16

Figure 82 : Possibles points d'impacts des différentes molé&cigstées sur le mécanisme réactionnel.

N°  Structure chimique Caractéristiges
‘I’[ DiHydroxyAcétone Phosphate
. DHAP
Ho/\[(\o | ™" MM=170.1 g/mol
(o]
1 ‘i Acide
N PhosphoGlycoloHydroxamique
L o/T\o‘ PGHp y y q
0 O{(ju,\")z MM = 353,39 g/mOl
2 °| PhosphoGlycoloHydraZide
N P PGHz
v o”[So" MM = 368,41 gimol
o (CHA™),
3 N ﬁ Acide 3-amino-3-phosphono-
H 5 propionohydroxamique
Ho”” |~ PmGH
o (CHA" MM = 283,26 g/mol
4 ﬁ Acide 3-phosphono-
N P propionohydroxamique
Ho”” | PnGH
o (CHA"), MM = 367,42 g/mOl
5 ﬁ Phosphoglycoloamide
H,N P PGAM
o o MM = 353,39 g/mol
o] (CHA™);

188



Résultats

: Chapitre I

ZT

oizfzzo

\

HO

Acide-3-phosphono-3-
hydroxy-propiono-
hydroxamique

PoGH

l¢] OH (CHA™),
MM = 383,42 g/mol
7 N Acide glycolohydroxamique
W// OH
\r\ GHA
o MM = 87 g/mol
Acide phosphoglycollique

o
J

PGA
MM = 453 g/mol

+* Analogues de I'iminoaspartate

(o]

=
==

=
(o}
Q§
o
= 1

Iminoaspartate
IA
MM = 131,09 g/mol

o
o

O
=
o
Oé;
o
= =4

Acide oxaloacétique
OAA
MM = 132,07 g/mol

[EEN
o
I
o
o
o
I
O
o
I

Acide hydroxybutanedioique

(ou D,L-Acide malique)
MA
MM = 178,05 g/mol

+ Analogues cycliques d’'intermédiaires réactionnels o

du produit (acide quinolinique)

COOH

Acide Quinolinique

QA
MM = 167.12 g/mol

@
P
N COOH
11 COOH Acide phtalique
AP
MM = 166,13 g/mol
COOH
12 CooH  Acide 4-AminoPhtalique

XL
R
=

COOH

4-AP
MM = 181,15 g/mol
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13 Isoniazide (Isonicotinyl

H
0 N
SN, hydrazine)
INH
N MM = 137.14 g/mol
=
N
14 CH,CO0H  Acide 3,4-
Dihydroxyphénylacétique
3,4-DHPAA
HO MM = 168,15 g/mol
OH

15 COOH  Acide 3,4-dihydroxybenzoique
3,4-DHBA
MM = 154,12 g/mol

HO
OH
16 AN OH Acide 3-Hydroxypicolinique
I 3-HPA
_ MM = 139,11 g/mol

N COOH
17 ”\ peomlkly 2,3-Pyrazine dicarbamide
‘ 2,3-PDCM
— MM = 166 g/mol
N CONH,
18 "\ CN 2,3-Pyrazine dicarbonitrile
| 2,3-PDCN
/ MM = 130 g/mol
N CN
19 "N i Acide 2,3-pyrazine
| dicarboxylique
2 2,3-PDCA
o COOH MM = 168 g/mol
20 HOOC Acide 5-imidazole
N carboxylique
/\ 5-ImA
MM = 112,09 g/mol
N
21 HOOG Acide 4,5-imidazole
N dicarboxylique
/\ 4,5-ImDA
HOOC " MM = 156,1 g/mol
H

Tableau 37 :Structures chimiques, noms et abréviations deéréiftes molécules testées
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b. Mise au point du test d’inhibition

Comme je lai déja évoqué précédemment, les premiests des molécules
inhibitrices ont été effectués sur la quinolinagatbase dE. coli. Afin d’évaluer le pouvoir
inhibiteur des différentes molécules, nous avoosdmté de la facon suivante. Le premier test
enzymatique a été réalisé avec une concentratisez aslevée de chacune des molécules
(1 mM) de sorte a cibler rapidement « la » ou «wl@solécule(s) inhibitrice(s). Dans le cas ou
une inhibition importante de NadA est observéeserond test enzymatique a été effectué en
faisant varier la concentration de la(es) molés)leérs des plus basses concentrations afin
de déterminer plus précisément le pouvoir inhilvitkaila molécule (16 et K).

Afin de déterminer I'activité inhibitrice des moléles sur NadA, le test enzymatique
est effectué dans les conditions suivantes : unem@élange réactionnel contenant le DHAP
(2 mM), le L-Aspartate (33 mM), le fumarate (25 mdt)NadA (7.1 uM) dans le Tampon G
du test enzymatique est préparé. Ce meélange asédinm autant de tests a effectuer, et dans
chacun des tubes est additionnée la molécule értad concentration choisie. Apres une
pré-incubation de chaque tube 5 min a 37 °C, lati@a est initiée par I'ajout de NadB
(7.1 uM) et poursuivie pendant 20 minutes a 37L@nalyse du test par HPLC se fait
comme indiqué dans le Chapitre M&M.

Comme contréles, chaque molécule testée est égjextir la colonne HPLC dans les
mémes conditions que I'échantillon issu du testyeratique (avec I'ajout d’acide sulfurique
et dilution dans le Tampon TFA pH 2.4), afin deifiér que son temps de rétention est
différent de celui de l'acide quinolinique et quisi sa présence en exces ne génera pas la

détermination de I'activité quinolinate synthase.

c. Résultats

Les premiers résultats obtenus pour le test deseaul@s inhibitrices a forte
concentration (1 mM) avec NadA (7.1 uM) sont repnéSs sur les Figures 83 et 84 qui
montrent les activités spécifiques de NadA (%) obés pour les différentes molécules
testées. Les activités spécifiques sont calculées aomme référence (100 %) l'activité
spécifigue de NadA obtenue sans molécule inhikitrigale a 0.053 pmoles/min/mg. La
Figure 83 concerne les résultats obtenus avec téscoles analogues de I'iminoaspartate et
de l'acide quinolinique ou intermédiaires réactielsnalors que la Figure 84 expose les
résultats obtenus avec molécules analogues du DHARBtes ces expériences ont été
effectuées plusieurs fois et les Figures 83 et 84espondent a une expérience isolée,

reflétant la tendance obtenue.
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100% 100% 100% 98% 98 % 100% 100% 100%
T T | I [T T T T T T

86% 88 % 88% 88%

Activité Spécifique (%)

sEXIE333833 43
L] N N N -

Figure 83 : Activités spécifiques (%) de NadA obtenues lorgetl des molécules analogues
d’intermédiaires cycliques, d’analogues de I'aadé@olinique ainsi que d’analogues de
liminoaspartate a une concentration de 1 nilgks activités spécifiques sont calculées avec comme
référence (100 %) I'activité spécifique de NadAeshte sans molécule inhibitrice qui est égale a
0.053 pmoles/min/mg.

Sur la Figure 83, on constate qu’aucune des maséaycliques testées analogues de
I'acide quinolinique ou d'un intermédiaire réacti@h c'est-a-dire le AP, 4-AP, INH, 3,4-
DHPAA, 3,4-DHBA, 3-HPA, 2,3-PDCM, 2,3-PDCN, 2,3-PBC5-ImA et le 4,5-ImDA, ne
possede de forte activité inhibitrice sur la quimate synthase. En effet, les taux d’inhibition
(%) ne dépassent pas 14 % (obtenus avec la 4-A&niHes molécules analogues de
liminoaspartate, l'acide oxaloacétique (OAA) n‘aican effet sur I'activité puisqu’on
retrouve 100 % d’activité. Notons que ce résulstptutdt rassurant car nous utilisons cette
molécule lors de la génération chimique d’'iminoagia. Par ailleurs, I'acide oxaloacétique
est également le produit de dégradation de l'inspagate, il est donc nécessaire qu’il n'ait

aucune activité inhibitrice sur la quinolinate dye. L'acide malique (MA) également

-y e

La Figure 84 illustre les résultats que nous awaenus lors du test enzymatique
avec des molécules analogues du deuxieme substrBHAP, ajoutées également a une
concentration de 1 mM. Huit molécules ont été &s{®GH, PnGH, PmGH, PGHz, PGAm,
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PoGH, GHA et PGA). Les activités spécifiques oben(Figure 84) montrent que toutes les
molécules sont inhibitrices de NadA. On distingapendant deux groupes :

- Le premier groupe comprend cing molécules (PGhGHP, PmGH, GHA et PoGH) qui
inhibent moyennement a fortement la quinolinatelsse avec des pourcentages d’inhibition
compris entre 100 % pour le PGH et 56 % pour le F.oRBarmi ces molécules, le PGH se
distingue comme étant particulierement actif, puéstion observe la perte totale de I'activité
enzymatique a la concentration de 1 mM.

- Le second groupe de molécules est constitué diécoies qui ont un pouvoir inhibiteur plus
modéré a faible. Le PGAm et le PGHz conduisent eetspement a 36 % et 35 %
d’inhibition, le PGA inhibe beaucoup plus faiblerhétO %).

1w T T T T I

Groupe Il

Groupe |

Actlvité Spéclfique (%)

PGH PnGHPmGH GHA PoGHPGAm PGHz PGA

Figure 84 : Activités spécifiques (%) de NadAEl coli obtenues lors du test enzymatique en
présence des molécules analogues du DHAP (1 mMgtikité spécifique de référence correspondant
a 100 % c'est-a-dire en I'absence d’inhibiteurégstle a 0.053 pmole/min/mg.

Ayant mis en évidence 5 molécules (PGH, PnGH, PmGHA et PoGH),
analogues du DHAP, présentant un pouvoir inhibitggnificatif, celles-ci ont ensuite été
testées a plus faibles concentrations. Les traieamrations testées sont 10 uM, 50 uM et
100 pM. Les résultats obtenus, indiqgués dans larr&i@5, confirment le comportement
inhibiteur observé lors du test des molécules 8Vl @ependant, on peut observer 3 niveaux
d’inhibition :

- Le PoGH et le GHA ont le méme pouvoir inhibiteawec une perte seulement d’environ
20 % de I'activité a une concentration de 10 uM.
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- Le PnGH et le PmGH inhibent également I'enzymdadenéme facon avec une perte de
I'activité située entre 30 et 40 % a une conceiotnade 10 pM.
- Le PGH montre un comportement trés différent4lasitres molécules puisque I'on observe

plus de 80 % d’inhibition de 'activité pour unenm@ntration de 10 uM.

& PGH
B PnGH
4 PmGH
¢ GHA
® PoGH
100 T T T T T
80 - <o |
®
= #
S 60 = o N
L)
=
- 5%
e
*
= 40 | @ i
=
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L5
| |
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&
0 1 1 1 1 '
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Enhibifeur] ajoutée (M}

Figure 85 : Activité spécifique (%) de la quinolinate synthalg. colilors du test enzymatique en
présence des cing molécules du groupe | analoguB$1é\P, testées a des concentrations de 10 uM,
50 uM et 100 pM. Les concentrations de NadA et déBNsont 7.1 M. L’activité spécifique de
NadA correspondant & 100 % est égale a 0.058 phmirésng.

Lorsqu’on regarde de plus prées la structure chimides 5 molécules ayant la plus
forte activité inhibitrice, indiquées dans la Figu@6, que sont le PGH, le PnGH, le PmGH, le
GHA et le PoGH, on constate que toutes possedentomation acide hydroxamique entourée
en bleu sur la Figure 86. Les trois molécules (PGMZAmM et PGA) qui ne possédent pas la
fonction hydroxamate possédent des pouvoirs irdibst moins importants, ce qui nous
conduit a penser que la fonction hydroxamate egortante pour l'inhibition. Afin de vérifier
cela, nous avons testé I'effet de I'hydroxyuréeraM qui contient une fonction hydroxamate
et dont la structure chimique est indiquée sur igufé 87. L'inhibition de [l'activité
quinolinate synthase (%) obtenue avec cette madéesi trés faible, de I'ordre de quelques

pourcents (4 %).
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Ces résultats nous menent a conclure que globatep®ur obtenir une bonne
inhibition de l'activité quinolinate synthase commst le cas avec le PGH, le PnGH,
PmGH, et PoGH la présence a la fois de la foncticide hydroxamique et de la partie
phosphate sont nécessaires. Notons toutefois queHA fait exception puisque cette
molécule présente un pouvoir d’'inhibition sensibamsimilaire a celui obtenu avec PoGH

alors qu’elle ne posséde pas de partie phosphate.

o
[
HO/\[(\O/|\“B-
2 DHAP
o
PGH PnGH PmGH GHA PoGH
o o famy o o
" I " I g 1) M. : l
Ho/u\[-/\o/T\“o" e YW'\Q_ e \H \/J):\D. Ho \H/\OH o \H/\[/[L_\O_
ol Oil(‘.Haﬂl a O[CI!A']} o {CHAT) (o] a OH  {CHAY),
Pouvolr inhibiteur croissant

Figure 86 : Classement des cing molécules inhibitrices deiV@étquinolinate synthase B: coli par
pouvoir inhibiteur croissant. La fonction acide hyxhmique est entourée en bleu.

H
N NH,

N

o]
Hydroxyurée (HU)

Figure 87 : Structure chimigue de I'’hydroxyurée (HU)

I1-2 Le PGH comme inhibiteur de la guinolinate synhase dE. col..

Au vu de la forte inhibition du PGH sur l'activitguinolinate synthase, nous avons
voulu aller un peu plus loin dans I'analyse de ecétihibition et déterminer les différents
parametres cinétiques du PGH4J@t Ki) sur NadA dE. col..

a. Spécificité de I'inhibition
Le test quinolinate synthase met en jeu deux eagyNadA, la quinolinate synthase,
mais également la L-Aspartate oxydase (NadB). Audiatler plus loin dans I'étude de

linhibition, il est important de s’assurer quenkiibition de I'activité quinolinate synthase
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obtenue avec le PGH est spécifique de NadA eteattdf pas I'activité de la L-Aspartate
oxydase, NadB.

Afin de répondre a cette question, nous avonstisudd utilisation de NadB dans le
test enzymatique par une synthése chimique d’insip@date grace au meélange d’acide
oxaloacétique (5 mM) et de sulfate d’ammonium (1M)mNous avons alors comparé
l'activité spécifique obtenue dans ces conditionspeesence de PGH avec celle obtenue
lorsque l'iminoaspartate est généré enzymatiquenpant NadB. Les mesures d’activité
guinolinate synthase ont été réalisées pour deogertdrations de PGH (15 uM et 150 uM).
La Figure 88 rapporte les résultats obtenus eniregpt le pourcentage d’inhibition en
fonction de la concentration en inhibiteur. Cetipérience a été effectuée trois fois et la
Figure 88 correspondant & une expérience isoléétaef la tendance obtenue. On observe
gue pour les deux concentrations de PGH, 15 efuM0on obtient les mémes pourcentages
d’inhibition de l'activité quinolinate synthase, @liiminoaspartate soit généré chimiquement
ou enzymatiquement. A une concentration de 15 u¥@H, on trouve 80 % d’inhibition de
l'activité lorsque IA est généré chimiquement, cer84 % d’inhibition lorsque celui-ci est
géneéré enzymatiquement ; et pour une concentrdgctb0 uM en PGH, on a dans les deux
cas une perte quasi-totale de I'activité enzymati(@8 % et 99 % d’inhibition)Ces résultats

montrent que le PGH cible spécifiguement la quinoliate synthase (NadA).

B Génération enzymatique d'iminoaspartate
8% 209

Inhibition (%)
2 & 8 8

15 (PGH] (k) 150

Figure 88 : Inhibition (en %) de I'activité quinolinate syntlead’E. coli pour deux concentrations de
PGH (15 uM et 150 uM) avec une génération chimi{gaeré rose) ou enzymatique (bleu)
d'iminoaspartate. Les tests enzymatiques sontsésalivec du DHAP (2 mM), du L-Aspartate
(33 mM) et du fumarate (25 mM) et NadA (7.1 uM)réde la génération enzymatique d’'lA, NadB a
une concentration de 7.1 uM, lors de la génératiomique d’lA, OAA et AS sont a des
concentrations respectivement de 5 mM et 10 mMszartest, I'activité spécifique de NadA de

référence en I'absence d'inhibiteur est égale &@®0moles/min/mg.
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b. Détermination des constantes cinétiques
o Définition de I'lC 5o du PGH pour NadA d’E. coli
Nous avons déterminé I'klg du PGH sur l'activité quinolinate synthaseEdtoli.

L'IC 50 est définie comme la concentration d’'un compos@&aisant a 50 % d’inhibition de
I'activité de I'enzyme. Nous avons donc effectuéni@me test enzymatique que celui présenté
Figure 85 en faisant varier la concentration de R{eH) a 15 pM, et avons déterminé pour
guelle concentration de PGH l'activité spécifiqueNadA est égale a 50 %. Dans ce test, je
rappelle que NadA et NadB sont utilisées dans ppad 1/1 (a 7.1 uM), le DHAP a 2 mM,
le L-Asparate a 33 mM et le fumarate a 25 mM. lésiltats obtenus sont représentés sur la
Figure 89. Le chromatogramme Figure 89A illusteffét des concentrations croissantes de
PGH sur la production d’acide quinolinique ; on tvalors clairement que le pic
correspondant a l'acide quinolinique élué a 10.2 rdiminue au fur et a mesure de
'augmentation de la concentration de PGH. La Feg8®B rapporte les activités spécifiques
de NadA calculées pour chaque concentration de Bfghbtée. D’emblée, on observe un
comportement assez atypique de l'inhibition. Ereteffa diminution d’activité quinolinate
synthase est assez rapide pour les faibles coatens de PGH, avec une perte de 60 % de
l'activité de I'enzyme pour des concentrations d&HPinférieures a 5 uM. Au-dela de cette
concentration, la perte d’activité est plus lemeisqu’il faut un rapport 1/1 (PGH/NadA)
pour atteindre 70 % d’inhibition et une inhibitidntale de Il'activité est obtenue a des
concentrations supérieures a 100 uM de PGH (Vanchrt de la Figure 89B). La
concentration pour laquelle on a une inhibition5@e % de I'activité quinolinate synthase
d’apres la Figure 89B est comprise entre 2.5 eM3de PGH pour une concentration de
7.1 uM de quinolinate synthase. Cette expérienée affectuée trois fois et la Figure 89B

correspondant a une expérience isolée, refleenidance obtenue.
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Figure 89: (A) Superposition des chromatogrammes obtenus apréssis enzymatiques en présence
de différentes concentrations de PGH (de 0 & 10 (BJ Inhibition de NadA (7.1 uM) par le PGH :
Détermination de I'lG, obtenue apres I'ajout de différentes concentratdePGH. La concentration
en PGH pour 50 % d'’inhibition de I'activité (4} est indiquée par les pointillés en rose ; I'attiv
enzymatique obtenue pour une quantité stcechiométdégzyme/inhibiteur égale & 7.1 uM est
indiquée par les pointillés en bleu.

» Définition du K;du PGH pour NadA d’E. coli
Nous avons ensuite déterminé ledest-a-dire la constante d’inhibition du PGH pour

la quinolinate synthase. Cette constante cinétegiamportante puisqu’elle permet d’avoir
acces a des informations primordiales comme [l'affinenzyme-inhibiteur et le type
d’inhibition exercé par la molécule sur I'enzymeouP rappel et de fagcon simple, une
molécule peut inhiber une enzyme de différentesriag
1) On appellenhibition compétitive lorsque la molécule peut prendre la place du saibst
dans son site actif empéchant la fixation du sabstr
2) On appelleinhibition non compétitive lorsque I'inhibiteur se fixe sur un deuxieme site
différent de celui du substrat, dans ce cas l'inbily se fixe sur 'enzyme avec ou sans
substrat.
3) On appelleénhibition incompétitive lorsque I'inhibiteur se fixe sur un second sitéédent
du site actif, mais exclusivement sur I'enzyme sarisstrat.

Par la suite, pour la détermination dy Kous avons travaillé avec des concentrations
faibles de PGH permettant néanmoins en un tempa0dainutes de réaction la détection
d’une activité quinolinate synthase par HPLC. Nawsns testé I'activité quinolinate synthase

pour différentes concentrations de PGH de 0, 163,@uM. Pour cela, un mélange contenant
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le L-Aspartate (33 mM), le fumarate (25 mM), NadAl( uM) et le PGH a la concentration
choisie (x uM) a été effectué dans le Tampon Gedudnzymatique. Ce mélange a été divisé
en autant de concentrations de DHAP a tester, deaegprentre 0 et 4 mM. Aprés pré-
incubation de ce mélange 5 min a 37 °C, la réactiete initiée par I'ajout de NadB (7.1 uM)
et poursuivie pendant 20 min a 37 °C puis analpseeHPLC. Cette expérience a été répétée
plusieurs fois, et les résultats présentés iciésgmtent une expérience isolée qui refléte toutes
les autres.

Le récapitulatif de la vitesse initiale de forioatd’acide quinolinique obtenue en
fonction des différentes concentrations de DHAP¢eetpour différentes concentrations de
PGH, est représenté Figure 90A. La représentaticaoable inverse ou de Lineweaver-Burk
donne 1/v en fonction de 1/[DHAP] et mene a uneesi droites qui sont représentées sur la
Figure 90B. Elles se croisent en un méme pointguwiemontre en comparaison avec les
données disponibles dans la littérature, lguBGH est un inhibiteur compétitif du DHAP
(Figure 90D). Il est a noter que théoriquementpdet d’intersection des droites se fait au
niveau de I'axe des ordonnées. Dans notre caspioé giintersection est légérement décalé
vers la gauche ; un tel décalage est retrouvé alitsérature sur plusieurs systemes ou les
inhibiteurs ont été considérés comme compétitilsudNconsidérons donc aussi que le PGH
est un inhibiteur compétitif. Par ailleurs, I'indexction de la droite avec I'axe des abscisses,
obtenue en portant la pente de chacune des drdtels Figure 90B en fonction de la
concentration de PGH utilisée, nous donne la valeda constante d’inhibition Ki. Celle-ci a

éte déterminée comme étant égale a 0.46 uM (FRACS.

—e— Absence de PGH -
A ——+ PGH 1.5uM B —=— Absence de PGH
—— + PGH 3l ——+PGH 1.5
| ==&--4 PGH 6pM —— +PGH 3 M
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Figure 90 : (A) Représentation de la vitesse initiale de formatiacide quinolinique en fonction de
la concentration en DHAP et pour différentes cotegions de PGH (0, 1.5, 3 et 6 uUNB)

Représentation de Lineweaver-Burk avec 1/v en fonate 1/[DHAP].(C) Détermination du Ki(D)

Représentation du mode d’action du PGH comme ubitebir compétitif de la quinolinate synthase.

* Interaction du PGH avec la quinolinate synthase

Le PGH est un inhibiteur compétitif et interagitnd avec I'enzyme en se plagant au
sein de son site actif. L'interaction est asserefpuisque I'on détermine un; K 0.46 M.
D’autres observations permettent d’appuyer notseltét selon lequel le PGH interagit avec
'enzyme.
- Premierement, nous avons observé qu’une incubdgd’enzyme (7.1 uM) avec différentes
concentrations de PGH, comprises entre 0.6 pM &t B9 pendant 20 minutes avant
d’ajouter le DHAP (2 mM), NadB (7.1 uM) et le L-Aapate (33 mM) ainsi que le fumarate
(25 mM), n'avait aucun effet sur l'inhibition (p&Saugmentation constatée par rapport a un
test dans lequel PGH, DHAP et NadA sont additionesnéme temps) suggérant que le
PGH a une affinité importante pour I'enzyme et bjmieragit rapidement avec celle-ci.
- Deuxiemement, nous avons incubé I'enzyme soéhesence, soit en présence d’1l equivalent
ou de 10 équivalents de PGH pendant 15 minutempé&ature ambiante. Une partie de ces
échantillons a été testée pour son activité quiatdi synthase (Cas 1, 2, 3, Figure 91). L'autre
partie de ces échantillons a été déposée sur aldandessalage et l'activité quinolinate
synthase a été testée sur les fractions récup@éssl’,2’,3’, Figure 91). L'iminoaspartate a
éteé généré enzymatiquement avec NadB, et NadA/NadBté utilisées dans un rapport 1/1.
Les résultats sont rapportés dans la Figure 9% Bassage sur la colonne, on remarque que
I'on obtient les pourcentages d’inhibition attendwec 1 équivalent et 10 équivalents de PGH

par rapport a 'enzyme avec respectivement 75%0@t4 d’inhibition (Cas 2, 3) par rapport
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a I'enzyme sans PGH (Cas 1). Lorsque ces échargiBont passés sur colonne (Cas 1’, 2’ et
3’), des pourcentages d’inhibition du méme ordreydedeur que ceux obtenus dans les Cas
1, 2 et 3 sont mesurés. En effet, on obtient 64ighibition contre 75 % pour 1 équivalent de
PGH, et 81 % contre 100 % pour 10 équivalents del.AGenzyme NadA sans inhibiteur
présente une activité spécifique inchangée apresaga sur colonne (Cas 1'), activité égale a

0.061 pmoles/min/mg.

NadA seule NadA + PGH (1 et 10 équivalents)
- g K
/ A h
| . k"
k k Colonne
k d'exclusion
¥ de taille
¢ & |le ¢

Test enzymatique (+ L-Asp, fumarate, DHAP, NadB)
Mesure de I"activité quinclinate synthase

Figure 91: lllustration des expériences effectuées avees thapartie gauche celles sans inhibiteur
(avec et sans passage sur colonne) et dans la gartiroite, les expériences effectuées en présence
d’inhibiteur (1 équivalent (Cas 2 et 2’) et 10 éguénts (Cas 3 et 3') de PGH) (avec et sans passage

sur colonne).

201



Résultats : Chapitre I

100

S

o =

=]

o
=

O 60
@

o
w
2w
=
°
< 5

= T i T
o

E 8; 23 E 3z 22
o =4 o o oo
o s uw o we wg

Figure 92: Activités spécifiques (%) de NadA obtenues abdence et en la présence de 1 et
10 équivalents de PGH. Les barres bleues songésedtats des tests effectués sans passage de la
protéine sur colonne de dessalage (Cas 1, 2 &r3)que les barres bleues rayées (Cas 1, 2)et 3’
montrent les résultats des expériences réaliséés ppssage de la protéine sur colonne de dessalage

Les résultats de la Figure 92 montrent que liittib de l'activité NadA est quasi
totalement conservée lors du passage de la pragmeplonne de dessalage, montrant que le
PGH reste dans le site actif, et par conséqueititigtéragit assez fortement avec I'enzyme.
Les pourcentages d’'inhibition obtenus lorsque lathlon est passé sur colonne (avec 1 et
10 équivalents de PGH) sont assez cohérents aeeinhibition de type compétitive. Lorsque
la protéine incubée en présence de 1 et 10 équigadst passée sur colonne, on obtient 20 %
et 40 % d’activité soit une moyenne de 30 % d'agivCette valeur de 30 % est obtenue
lorsque I'enzyme et le PGH sont utilisés dans ypoa 1/1 (voir Figure 89B) et est en
accord avec la présence d’une molécule de PGH fizésite actif de I'enzyme.

c- Le centre [4Fe-4S] comme cible du PGH ?

Le PGH comme toutes les autres molécules posségentactivité inhibitrice sur
NadA que ce soit PnGH, PmGH, GHA ou PoGH ont umetfon acide hydroxamique. Cette
fonction est connue pour chélater fortement lesametEn effet, le PGH est un inhibiteur
compétitif de la Fructose bisphosphate aldolasé@&)Rle Classe Il qui possede dans son site
actif deux ions Zfi’ essentiels & la catalyse enzymatique. Des étueles-dristallisation de
cette enzyme avec le PGH ont permis de montrer intgaction de la fonction acide
hydroxamique avec le Zh pouvant expliquer l'inhibition observée (Hall D,RL999). La
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quinolinate synthase ne posséde pas d’ions métedigomme le Z# ou C#* qui pourraient
expliquer l'inhibition observée (résultat obtenur pdosage ICP-MS). Par contre, la
quinolinate synthase posséde un centre [4F&-4S}entiel & I'activité. Par conséquent, nous
avons cherché a savoir si une interaction entr®@H et le centre métallique existait

permettant alors d’expliquer I'inhibition observée.

» Démétallation de la quinolinate synthase par le PGI?

Nous avons incubé pendant 30 minutes la quinolisgtghase . coli avec 10
équivalents de PGH, puis I'enzyme a été passéarmicolonne de dessalage afin d’éliminer
'excés de PGH. La méme expérience contrdle agatiésée sans ajout de PGH. Le dosage du
fer et du soufre ainsi qu'une analyse par UV-visibht été réalisés sur ces deux préparations
afin de vérifier I'intégrité du centre [4Fe-4S]. bavons constaté que les quantités de fer et
de soufre avant et aprés incubation en présendeGi¢ sont identiques, et de l'ordre de
3.7 moles Fe et S par mole de monomere de protéeepectre UV-visible de la protéine
apres traitement avec du PGH est inchangé, nougmsanotamment pas observé de
diminution de I'absorbance a 420 nm, caractéristida la présence du centre [4Fe-4S]. La
protéine en présence de PGH conserve donc soreaagtallique et I'inhibition de l'activité
enzymatique quinolinate synthase par le PGH n'esicdpas liée a une inactivation par

démétallation ou perte du centre [4Fe-4S] de I'emzy

 Etude de [linteraction du PGH avec le centre [4Fed par différentes

spectroscopies :

- Spectroscopie UV-visible

Nous avons enregistré le spectre UV-visible de platéine en présence de
10 équivalents de PGH (Figure 93B). Aucune modificade I'allure du spectre UV-visible
de la protéine, que ce soit au niveau de sa foundeol'apparition de nouvelle(s) bande(s)
d’absorption, n'a été observée par rapport a catmegistré dans des conditions similaires
avec la protéine NadA sans PGH (Figure 93A). Des,pwcun changement de stabilité du
centre [4Fe-4S] a I'oxygéne n’est constaté lord'@eosition de la protéine en présence de
I'inhibiteur (Figure 93A et 93B, Spectres en blebdh effet, la dégradation du centre se fait
dans la méme échelle de temps, avec;grcompris entre 10 et 15 minutes pour I'enzyme
d’E. coli. Ces résultats semblent indiquer que la molécallB@H n’interagit pas directement

avec le centre [4Fe-4S] de 'enzyme.
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Figure 93 : Effet de I'ajout de PGH (4 mM) sur le centre [4#%]} de la quinolinate synthase
(400 pM) en absence (rouge) et en présence (blewgene. A) Spectre mesuré en absence de
PGH. B) Spectre enregistré en présence PGH (4 mM).

- Spectroscopie RPE et Hyscore

Nous avons effectué une analyse RPE de la prodadé en présence de PGH. Deux
types d’expériences ont été realisés :
- La protéine NadA (200 puM) a été incubée 10 minete présence de 10 équivalents de PGH
puis réduite avec 2 mM de dithionite pendant 20ut@s. L'analyse RPE de cet échantillon
montre un signal de spin S=1/2 identique (formégwa de g, comportement en puissance et
en température) au contrble obtenu avec la protRia@A seule réduite dans les mémes
conditions. Le spectre RPE est identique a cekksgmté dans le Chapitre | des Résultats sur
'enzyme NadA dE. coli.
- La quinolinate synthase (200 uM) a été exposkargpendant 10 minutes, en présence ou
en absence de 10 équivalents de PGH. L’'analysed@REchantillon contenant NadA+PGH
révele la présence d’'un signal de spin S=1/2 cporedant a un centre [3Fe-4Sjui intégre
pour 20 % du fer total. Avec la protéine seulesteiedire en absence de PGH, nous avions

obtenu une quantité de [3Fe-48brrespondant & 40 % du fer total (Chapitre IRIésultats).
La spectroscopie Hyscore est une technique de &&&ux dimensions qui nécessite

donc au préalable de réduire I'échantillon. Noasdns utilisée afin de mettre en évidence

d’éventuels couplages entre le centre fer-soufreegins atomes constituant le PGH qui
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présentent un spin nucléaire non nul, comme l'azZdtis avons également testé d’autres
molécules plus riches en azote comme l'imidazatsiajue le PGHz (qui exercent tous deux
une inhibition plus faible sur I'enzyme, 16 % pdearpremier et 35 % pour le second a une
concentration de 1 mM). Nous avons préparé quatrest le premier contenant la protéine
NadA (300 uM) et 10 équivalents de PGH, le secoadANet 10 équivalents de PGHz, le
troisieme NadA et 10 équivalents d'imidazole, leniker servant de contréle avec simplement
NadA. Aprés une incubation de 20 min a la tempéeatie la boite a gants, les échantillons
ont été réduits avec du dithionite (2 mM) pendahinn et congelés. Pour les 4 tubes nous
avons observé un signal montrant que I'expériencgaeché (en termes de réduction). Par
contre l'analyse Hyscore, réalisée par Serge Gaztibd8CIB, CEA Grenoble), n'a pas
révélé d’interactions entre le centre métalliguelest molécules de PGH, de PGHz et
d’'imidazole.

Lors de ces analyses par spectroscopies RPE ebi¢yde centre [4Fe-4S] est présent
sous forme réduite [4Fe-4%] Afin de nous assurer que cette absence d'interaatest pas
due a l'état rédox du centre, nous avons utilisésgactroscopie Mdssbauer permettant

I'analyse du centre de la protéine sous forme osjdEe-4S{°.

- Spectroscopie Mossbauer

Une cellule Méssbauer a été préparée contenantotgime NadA {’'Fe-S] incubée
avec 5 equivalents de PGH pendant 20 minutes jpumgetée. L’'analyse Mdssbauer réalisée
par Y. Sanakis (NCSR, Grece) a révélé que dansaatitions le centre [Fe-S] présent dans
la protéine est majoritairement présent sous ladod’un [4Fe-4S] (85 %), ceci aux deux
températures analysées (4.2 et 78 K) comme présenta Figure 94. De plus, les paramétres
du centre [4Fe-4S]" obtenus en présence de PGH sont identiques aalgerus en son
absenceAgo = 1.11 mm/s et = 0.43-0.44 mm/s), montrant qu’il n’existe pastbiractions

de la molécule avec le centre [4Fe-4S]
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Figure 94 : Spectre Mdssbauer de la protéine NadA (500 uMyésgmce de PGH (5 équivalents)
enregistré a 4.2 K (spectre en rouge) et 80 K (spen noir).

En conclusion, toutes les analyses spectroscaopigiiectuées ne nous ont pas permis
de mettre en évidence d’interaction entre le cemiééallique et I'inhibiteur PGH, et ce quel
que soit I'état rédox du centre [4Fe-4S] de ladira NadA dE. coli

11-3 Test in vitro du PGH sur la quinolinate synthase dé/. tuberculosis

Nous avons établi que la molécule ayant le pougnhibition le plus élevé sur la
quinolinate synthase H. coli est le PGH. Par la suite, nous avons testé cadtécoie sur
'enzyme deM. tuberculosisqui constitue la cible antibactérienne d’intéréan@ne je l'ai
indiqué dans lintroduction, le gémadAde M. tuberculosisa été identifié comme essentiel a
la survie et la virulence de la mycobactérie (S#is€eM., 2003). De plus, la voie de secours
chez la mycobactérie est annoncée comme non fometie. La bactérie n'a donc pas
d’autres alternatives que d'utiliser NadA, NadBN&tdC pour synthétiser son NAD (Foster
J.W., 1980 ; Kasarov L.B., 1972). Pour toutes @sons, NadA est une excellente cible
d’agents antibactériens chez cet organisme.

Les tests enzymatiques précédemment décrits {jeonil été répétés sur la quinolinate
synthase dé/. tuberculosisavec des concentrations de PGH de 3, 5, 15 eu80@dans les

conditions mises au point pour les tests d’inhibitsur I'enzyme . coli, c'est-a-direen
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utilisant NadB dans un rapport 1/1 avec NadA (7M),udu L-Aspartate (33 mM) et du
fumarate (25 mM) pour générer I'iminoaspartateDleAP étant ajouté a une concentration
de 2 mM. Les résultats de ces tests sont indiqgaés th Figure 95 (en violet) avec pour
comparaison les valeurs d’inhibition obtenues daequinolinate synthase . coli (en bleu).
Nous constatons que l'inhibition de I'activité golimate synthase obtenue avec I'enzyme de
M. tuberculosisest sensiblement identique a celle de I'enzynie doli, et ce pour les quatre
concentrations de PGH testées, démontrant que HeddGégalement un bon inhibiteur de la

qguinolinate synthase dé. tuberculosis

Metaivitiionn (9] die MadA d'E cod
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Figure 95 : Inhibition de l'activité quinolinate synthase (%M. tuberculosigen violet) et dE. coli
(en bleu) obtenue lors des tests enzymatiquesésepce de différentes concentrations de PGH
comprises entre 3 UM et 300 uM. L'activité spéciigen absence de PGH est égale a
0.058 pmoles/min/mg pour NadRE. coli et de 0.018 pmoles/min/mg pour NadAMetuberculosis

Le K; pour le PGH a été déterminé dans des conditia#iglies a celles mise au point
lors de la détermination du;Klu PGH pour NadA . coli (paragraphe 11-2). La valeur
obtenue dans ces conditions est de 0.63 uM, soinéme ordre de grandeur que celle
obtenue pour NadA &. coli (Ki= 0.46 uM).
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I1-4 Test in vivo de trois molécules inhibitrices (PGH, PnGH et PmGH sur

différentes mycobactéries

Etant donné I'activité inhibitrice obtenue avecF&H sur notre cible, la quinolinate
synthase dé/. tuberculosis nous avons souhaité tester, en collaboration bevéstboratoire
de S. Cole de I'Ecole Polytechnique Fédérale desamme, le pouvoir inhibiteur de cette
moléculein vivo sur différentes mycobactéries, grace au testdigctidn de la résazurine. Le
pouvoir inhibiteur de deux autres molécules (Pn&RaGH) a également été testé qui je le
rappelle conduisent respectivement a des pourcesidimhibition de 96 % et 93 %, pour une
concentration de 1 mM avec une concentration deANdel 7.1 uM. Ce test effectué en
microplaques permet la détection rapide et peuetrsét de la croissance des mycobactéries
liée a un changement de couleur de la résazurmeffEt, lors de la croissance bactérienne, la
résazurine (rose) est réduite et devient bleuda siolécule ajoutée inhibe la croissance des
mycobactéries, le milieu reste rose. Les contrptesitifs (d’inhibition) ont été effectués avec
deux molécules communément utilisées comme anttulsix : lisoniazide et la
rifampicine.

Sur trois types de mycobactéries utilisé@dgqobacterium smegmatis, Mycobacterium
bovis (BCG) etMycobacterium tuberculosishes trois molécules PGH, PmGH et PnGH ont
été testées a des concentrations comprises efitet Q00 pg/mL. Il s’avere gu’aucune des
bactéries n’a présenté de sensibilité particuli@oe trois composés aux concentrations
testées, alors que les contréles positifs aveonliazide et la rifampicine ont marché. Les
molécules testées PGH, PnGH et PmGH ne sont danaghaesn vivo dans les conditions
testées.
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Discussion

L’inhibition de la quinolinate synthase d’E. coliteM. tuberculosis

Le choix des molécules inhibitrices s’est porté différentes classes de molécules
analogues des substrats (DHAP et 1A) ainsi querd@scules analogues cycliques du produit
de la réaction (Acide quinolinique) et d’intermécka réactionnels. Le test enzymatique avec
différentes concentrations de ces molécules sguilzolinate synthase B’ colinous a permis
de faire un premier classement entre les molégotssédant une activité inhibitrice sur
'enzyme et celles qui n'ont aucun ou trés peufdtahhibiteur. Parmi les molécules qui ont
tres peu ou aucun effet, on retrouve toutes legcnt#s analogues de I'acide quinolinique, et
de potentiels intermédiaires réactionnels ainsi lpmde oxaloacétique et I'acide malique,
deux analogues de I'iminoaspartate. Parmi les &outds testées analogues du DHAP, une
seule molécule ne présente que peu d’activité iimtwe a la concentration de 1 mM, c’est le
PGA. Toutes les autres (PGHz, PGAm, GHA, PoGH, Pm@tGH et PGH) inhibent plus ou
moins fortement I'enzyme (Figure 96).
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Figure 96 : Classement des molécules testées sur la quinogatease . colien fonction de leur
pouvoir inhibiteur. Le pouvoir inhibiteur augmenmte bas en haut.
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Une molécule se distingue avec une activité inhdatimportante : le PGH. Les
parametres d’inhibition de cette derniere molédl®, et K) ont été déterminés avec la
quinolinate synthase H: coli et deM. tuberculosisUne valeur comprise entre 2.5 et 3 uM a
ete déterminée pour I'g de NadA dE. coliavec un Kde 0.46 uM ; un Kégal a 0.63 uM a
été mesuré pour NadA dd. tuberculosis Nos résultats ont permis de montrer que le PGH
possede une activité inhibitrice similaire sur lainglinate synthase H. coli et de

M. tuberculosis

Les difféerentes enzymes utilisant le DHAP et leumbibiteurs.

Trois autres enzymes du métabolisme cellulairet sohnibées par le PGH. Ces
enzymes utilisent le DHAP comme substrat. J'ai m&suwlans le Tableau 38 les réactions
gu’elles catalysent et quelques uns des inhibitdershacune de ces enzymes, dont le PGH.

Enzymes Réaction catalysée Inhibiteurs connus
Haloacétol phosphate {Hartman F.C.,
1971)
Triose phosphate isomérase (TIM) | DHAP ———> G-3P Glycidolphosphate (Schray K.J_, 1973)

3-phosphoglycérate, glyeérol
phosphate, phosphoénolpyruvate
PGH et PGA (Collins KD, 1974;
Wolfenden RLN., 1969)

PGL (Fonvielle M., 2006)

NADIT
Glycérophusphate DHAP «<——— = Glyeérol 3-phosphale
déshydrogénase (GPDH)
Inhibitewrs de la classe TT:
PGH, PGA, PGHz (Fonvielle M. 2004)
Fructosc 1,6-bisphosphatc DHAP+G 3P &—— Fructose 1,6-bisphosphate
Aldalase (FRPA)
Classel et IT

Tableau 38 :Les différentes enzymes qui utilisent le DHAP consubstrat, la réaction qu’elles
catalysent et les inhibiteurs connus pour chactemres elles.

Le point commun entre ces différentes enzymes ujilisent le DHAP est leur
inhibition par le PGH (Tableau 38). La constantenlbition K; du PGH pour ces trois
enzymes est indiquée dans le Tableau 39, ces sadamt comprises entre 0.01 uM et 10 uM
(Fonvielle M., 2006).
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TIM FBPA GPDH
(de lapin) Classe | (de lapin) Classe Il (de levure) (de lapin)
Ki PGH (uUM) 3 1 0.01 10

Tableau 39 :La constante d’inhibition Ki définie pour les tr@azymes TIM, FBPA (classe | et II) et
GPDH (Fonvielle M., 2006).

Les quinolinate synthasesEd'coli et de M. tuberculosisobéissent également a la
régle qui consiste a utiliser le DHAP et a étrahibs par le PGH. De plus, on peut noter que
les quinolinate synthasesEd’coli et deM. tuberculosistout comme la FBPA de classe Il
sont inhibées trés efficacement par le PGH d’ajaésvaleur de Kqui est de 0.01 uM pour
la FBPA, 0.46 uM pour NadA H. coli et 0.63 pM pour NadA d#. tuberculosis Par
ailleurs, cette constatation met en évidence laldaspécificité du PGH. En effet, le PGH
inhibe avec plus ou moins d’efficacité I'ensembés @nzymes utilisant le DHAP, et I'utiliser
pour cibler spécifiquement une enzyme au niveaulegke (dans notre cas NadA) ne semble
pas étre une bonne stratégie.

Sur ce point de la spécificité, la molécule quipait avoir un intérét dans l'inhibition
spécifique de la quinolinate synthase est le Pm@&t &|quelle on a 93 % d'inhibition a une
concentration de 1 mM. Les constantes cinétiquesadmolécule (IG, et K) restent a
déterminer, mais parmi les enzymes qui utilisenDHAP, NadA est la seule sur laquelle

cette molécule a un pouvoir inhibiteur.

Les inhibiteurs analogues du DHAP chélatent les raéx :
Le PGH ainsi que ses difféerents analogues possadentpartie phosphate et une

partie hydroxamate chélatant les métaux, commejudddans la Figure 97.

i o
. (7]
PR /./'/\?\o/ | \D 45
! “ a. =
s ~ (CHAY),

HO

Partie Partie
cheélatrice Phosphate

Figure 97 : La partie « chélatrice » des métaux et la part@sphatedes analogues du DHAP :
Exemple du PGH.
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Sachant que la quinolinate synthase possede ureddiie-4S], on pouvait imaginer
gue l'inhibition par le PGH se faisait :
- soit parce que la molécule est un analogue du PlEiAqu’elle peut alors se fixer a sa place
dans le site actif de I'enzyme ;
- soit que l'inhibition est comme dans le cas dEB#PA de classe I, liée a I'interaction de la
partie chélatrice de la molécule avec le métaZfig" pour la FBPA de classe Il), le centre
[4Fe-4S] pour NadA (NadA ne contient pas de Zn) ;

- soit par conjugaison des deux effets précedents.

Une partie de nos études (I'étude de I'interactdarPGH avec la quinolinate synthase
et la mesure du K ont montré que le PGH et I'enzyme interagissesgea fortement
puisqu’'on observe une inhibition de l'activité enmtique apres passage sur colonne de
dessalage permettant d’éliminer les petites moéscabn spécifiquement liées a I'enzyme.
De plus, nous avons déterminé que le PGH est uhitetr compétitif du DHAP. Le PGH
mime donc probablement le DHAP et va se placer tasise actif prenant sa place.

Les différentes expériences de spectroscopies tvidgamettre en évidence une
interaction entre les molécules inhibitrices (sutrtte PGH) et le centre métallique de la
quinolinate synthase n’ont pas donné de résultsitipdans les conditions étudiées. En tout
état de cause, méme si la molécule inhibitrice enéiespas au centre [4Fe-4S], la fonction
acide hydroxamique est primordiale pour l'inhibitipuisque les 5 molécules possédant le
meilleur pouvoir inhibiteur possedent cette fonetidout en sachant qu’elle n'est pas
suffisante puisque I'hydroxyurée n’a aucune adivithibitrice sur I'enzyme. Il est a noter
que la fonction phosphate est également importaoisqu’'on observe une importante
différence d’efficacité d’inhibition (a faible coentration de molécules) entre le PGH et le

PnGH dans laquelle la fonction phosphate est reséplaar une fonction phosphonate.

Ainsi, I'ensemble des expériences que jai effectag montre que linhibition
observée sur NadA par le PGH est trés probablemerdue a une analogie structurale
entre le PGH et le DHAP.

Au vu de ces résultats, il serait intéressant deirwaer les tests d’inhibition avec des
molécules analogues des substrats capables deeblame des étapes du mécanisme
réactionnel (voir fin de I'Introduction). Le fluoagpartate analogue du L-Aspartate pourrait

par exemple bloquer la premiere cyclisation de ddécule comme indiqué dans la Figure 98.
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Une molécule du type haloacétone phosphate (Brarhimro ou iodoacétone phosphate)
(Norton I.L., 1972), analogue du DHAP pourrait éyaént empécher la cyclisation de la

molécule et donc la formation d’acide quinolinique.

Analogues du L-aspartate bloquant une étape du mécanisme réactionnel

HOOC ’ Hooc . fgjﬁ HoOC OH
NadB
_— S — -
—_—
HoOC NH, HOOC NH, G0 i \0
Fluoroaspartate

Analogues du DHAP bloguant une étape du mécanisme réactionnel

X

o Iminoasparate = HOOC 0
+NadA
—_—
—_— %’
—_—
PO X=Br,1Cl HOOC NH X

Haloacétone Phosphate

Figure 98 : Propositions de molécules potentiellement inhitas a tester.

Les tests in vivo
Nous avons montré que le PGH, le PnGH et le PmGitarent pas d’effet sur la
croissance de différents types de mycobactériegrndéur pouvoir inhibiteum vitro sur

I'activité quinolinate synthase. Plusieurs expii@as sont envisageables :

1) la premiére d’entre elles serait que les molécnéepénetrent pas dans les mycobactéries.
En effet, il a été montré que le passage de la pastérienne est tres difficile surtout pour les
bactéries pathogenes. En effet, en plus de leustitoiion riche en phospholipides, leurs
membranes possédent des acides mycoliques, leantengs hydrophobes et particulierement
imperméables a toutes les substances qui ont anteeg hydrophile. Les molécules de PGH,
PnGH et PmGH sont constituées de plusieurs forepataires (le phosphate ou phosphonate
et la fonction acide hydroxamique), donc hydroghigi rendent le passage des membranes

hydrophobes patrticulierement difficile. Afin d’arnaer la pénétration cellulaire, on pourrait
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imaginer estérifier la fonction phosphate (ou plhas@ate), ce qui rendrait les molécules
moins polaires et potentiellement aptes a passemdanbrane bactérienne ; resterait a

démontrer leur activité inhibitrice.

2) On peut également penser que méme si les molémdeses pénétrent dans la bactérie
elles sont dégradées avant d’atteindre leur cibteeffet, il est établi que la fonction acide
hydroxamique est sensible a I'hydrolyse, la molécde dégradant en libérant de
I’hydroxylamine, un composé particulierement toxagidans le milieu cellulaire (Figure 99).
Dans notre cas, ceci est peu probable car lorsedésin vivo sur les mycobactéries, aucune
toxicité n'a été observée ; on peut donc penserlaumeolécule n'est pas hydrolysée lors de
nos tests.

o o

| | o

I [
/|\ /w/ S 0 /l\ /Y

PGH PGA Hydroxylamine

Figure 99 : Réaction possible d’hydrolyse du PGH menant adadétion d’hydroxylamine et d’acide
phosphoglycollique (PGA).

3) Une derniere explication possible pour expliquar non-activité inhibitrice de nos
molécules sur les mycobactéries pourrait étrediééait que la molécule la plus efficace que
constitue le PGH cible plusieurs enzymes a la ébiposséde une plus forte affinité pour la
FBPA de classe Il que pour NadA avec je le rappeilé<; égal a 0.01 uM pour la FBPA et
un K; de 0.63 uM pour la quinolinate synthasewlguberculosisOn peut donc penser que la
molécule de PGH pénétre dans la bactérie maisemiaippas la cible voulue : la quinolinate
synthase.

La quinolinate synthase de M. tuberculosis n’estupl une cible intéressante d’agents
antibactériens

A mon arrivée, la quinolinate synthase Metuberculosisétait une cible intéressante
d’agents antibactériens. En effet, il avait été trompar une étude de mutagénese que les
enzymes de la biosynthesi®e novodu NAD étaient essentielleés vivo établissant que

'enzyme NadA était essentielle a la survie de j@abactérie. Une étude de marquage avait
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par ailleurs montré que malgré I'expression de ittmamidase (PncA), la voie secours
n'était pas fonctionnelle, cette observation étaasée sur le fait que I'acide nicotinique
(marqué) n’était pas incorporé dans le NAD. Ceslé&tugtablissaient donc qu’une inhibition
spécifiqgue de la quinolinate synthase entraindi@itét du métabolisme du NAD dans la

mycobactérie et donc la mort de la bactérie.

En fin de these, une étude compléte sur la bibgget du NAD chekl. tuberculosis
en conditions d’infection a montré que la quindeaynthase chez cet organisme n’est
finalement pas une bonne cible d’agents antitulbeusu (Boshoff H.I.M., 2008). Cette
nouvelle découverte, basée sur une étude en comslitiinfection du tissu pulmonaire chez
la souris parMycobacterium tuberculosisdémontre sans ambiguité que la voie de
biosynthese de secours est fonctionnelle chezrgansme. En effet, cette étude montre que
I'ajout de F“C]-nicotinamide exogéne sur des mycobactériesésafrectement de poumons
de souris méne a la formation d&J]-NAD, témoignant de la présence d’une voie d®sex
fonctionnelle cheMycobacterium tuberculosi©n voit bien ici que la quinolinate synthase
de M. tuberculosisne constitue plus une cible intéressante dansnaeption de nouvelles
molécules antibactériennes. De ce fait, méme dnaices de nos molécules inhibent la
guinolinate synthase dé. tuberculosisil est nécessaire de changer de cible biologique.

Il est intéressant de noter, que le fait que lie w® biosynthése du NAD de secours
soit fonctionnelle apporte une justification suppéhtaire a I'incapacité du PGH a inhiber la

croissance des mycobactéries lors des testso.

Une nouvelle analyse bioinformatique nous a récentroonduits a conclure que deux
organismes sont intéressants dans la stratégidaatérienne :Helicobacter pylori et
Mycobacterium leprae.En effet, ces organismes effectuent la biosynthése NAD
uniguement grace a leur voie principale, les enzydela voie de secours étant absentes de
leur génome. Le clonage des gemexlA de H. pylorii et M. leprae sont en cours au

laboratoire.

La quinolinate synthase reste donc une cible potaalle d’agents antibactériens

intéressante chez les deux micro-organismeételicobacter pyloriet Mycobacterium leprae

215



Résultats : Chapitre 1l

Chapitre I11

ttude mécanistique de lav
réaction catalysée par lav
quinolinate synthase
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Ce dernier chapitre de mon étude concernant le meoa réactionnel de la

quinolinate synthase, s’articule autour de deusaxe

¥ Le premier vise a comprendre le réle du centre [4F4S] de I'enzyme dans
lactivité enzymatique. En effet, il était établi a mon arrivée au lalloir@ que le centre
métallique était essentiel pour l'activité de I'gme cependant aucune démonstration
expérimentale n’avait été obtenue permettant défimid le r6le exact. La réaction catalysée
par la quinolinate synthase fait intervenir depésadedéshydratation comme dans le cas des
déshydratases, dont I'aconitase, qui sont ausspasines [4Fe-4S] ou le centre fer-soufre
joue un role dans la catalyse enzymatique ; uratteresde fer du centre [4Fe-4S] jouant le
réle d’acide de Lewis comme indiqué sur la Figug®.1Dans le Tableau 40, jai listé les
différentes caractéristiques mises en évidence peuguinolinate synthase E' coli et
retrouvéeshez I'aconitase appuyant notre hypothése selarelky le centre [4Fe-4S] de la
quinolinate synthase pourrait avoir un role dansaftalyse enzymatique, avec un des atomes

de fer jouant le réle d’acide de Lewis

Profein N
» 3 Frotein Protein

Protein S——Fa ¢ s
\FE/'_S/ | Pmlew\ ;g_/FE pf\—.mmk ,S —‘FQ
| hee]o6 o . B w i
’ - Fe-|-5 Fe-| -8
§—=—Fe L - 8- |-
Frotein » Sﬂ: Fe—OH, —‘Z |S’. Fe—OH,
> —  Prten, /N = :
OH Mo O "‘: Protein N
N O~ —-‘L..'- Lﬂ (9] H H A\
0 HHoM o 7 ~(T0 HO X }=0
i Q H =
o7 _H Q5=
o /Ko O > | H
o] _H H o
o
Cltrale Aconitate

Figure 100 :Rdle du centre [4Fe-4S] de I'aconitase dans ldyssa&nzymatique en tant
gu’'acide de Lewis (Beinert H., 1996).

Aconitase dE. coli Quinolinate synthase dE. coli
1) Présence d'un centre [4Fe-4S]sous| Présence d'un centre [4Fe-45kous forme
forme native, essentiel a I'activité. native, essentiel a I'activité.
2) L’apoprotéine est inactive L’apoprotéine est inactive

3) Le centre [4Fe-4S] est coordiné pare centre [4Fe-4S] est coordiné par
seulement trois cystéines : Cys358, Cys#8&ulement 3 cystéines: Cysl1l13, CysZ00,
et Cys434 Cys297

4) Formation d'un centre [3Fe-4S]lors| Formation d’un centre [3Fe-4SJors d’une
d’'une exposition a I'oxygene. Réduction dexposition 10 min a l'oxygene de NadA.

I'activité sous cette forme. Forme inative
Tableau 40 :Caractéristiques communes entre I'aconitage cbli et la quinolinate synthase
d’E. coli
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* Le second axe vise a une meilleure compréhension thécanisme réactionnel de
'enzyme. Deux hypothéses de mécanisme existent commerg@opelle dans la Figure 101.
La différence majeure entre I'hnypothése émise p@suNS. en 1982 (Nasu S., 1982a) et celle
émise par Begley T.P. en 2001 (Begley T.P., 200hrerne I'ordre de la condensation des
carbones des deux substrats. En effet, alors qga Napropose la condensation du DHAP
avec l'iminoaspartate avec en premiére étape lartiéu phosphate, Begley T.P. propose
isomérisation du DHAP en G-3P avant sa condearavec I'iminoaspartate, ceci facilitant
alors I'attaque de I'amine de l'iminoaspartate lsufonction aldéhyde du G-3P. La molécule
de phosphate ne part gqu’au moment de la cyclisatienpassage par l'intermédiaire G-3P
oriente I'ordre de condensation des substratsaetpnséquent il nous est apparu essentiel
dans un premier temps, de vérifier si I'enzyme Na&dait effectivement capable d'utiliser le

G-3P rendant possible le mécanisme proposé paeBagr.

Premicére Hypothise
Nasu S. et al. 1982
Flint D.H. et al, 1996

oP
COOH COOH
coou
O
+
COOH HN COOH
// COOH
) / \
| HO COOH , EICGOH
-
cfi[:: \\\ COOH COOH
COOH
DHAP \\\\\
Deuxitme Hypothése
Begley T.P. et al. 2001
| COOH HO COOH  HO coow
HO.
+ —_—
HoN COOH "i!:l

2 COOH coo»
o‘ﬁj/
G-3P

Figure 101 :Les deux propositions de mécanismes de formatidtacide quinolinique a partir de
'iminoasparate et du DHAP par la quinolinate sysia
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I- Un centre [Fe-S] essentiel a l'activité de NadA Implication dans la

catalyse ?

Le centre [Fe-S] de la quinolinate synthase poujoaier un role dans la catalyse
enzymatique au niveau de trois étapes illustrées da Figure 102. Dans un souci de
simplification, j'ai choisi I'hnypothése de mécanisnémise par Nasu S. pour présenter ces
différentes propositions pour le centre [4Fe-4S] :

- Dans lesCas 1etCas 2 le centre [4Fe-4S] pourrait interagir avec desrmédiaires

réactionnels issus de la condensation des deutratdb@minoaspartate et DHAP), afin
de faciliter le départ d’'une molécule d’eau condotsa la cyclisation dans le premier cas,
et a la formation de I'acide quinolinique dansdeand cas.

- Dans leCas 3 le centre fer-soufre pourrait interagir avec IBIAP et ainsi aider au
départ du groupement phosphate (Scarpellini M.320d0pourrait plus simplement aider
au bon placement de la molécule de DHAP au seigitduactif de sorte a ce que la

condensation avec I'iminoaspartate se fasse de fagomale.

Afin de vérifier si ces différentes propositions nsorecevables, des études
spectroscopiques par RPE et Méssbauer ont ététiedtesc sur 'enzyme NadA HE. coli

contenant son centre [4Fe-4S] et ce en présensesddifférents substrats.

{' N
Cas 1 Lr_—ts Cas3 (TR
Fe ] .5
. e
\S—Fe” || ;"l—

AY
P =
% e I\o_ S—F
.
COOH COOH p .0 COOH H,0 HO COOH H,0 COOH
+DHA? ¥ f Z |
&
y F
COOH COOH  HO Sho HN COOH N COOH N cao

QA

DHAP I |

Cas 2

Figure 102 :Les différentes possibilités d’interventions dutcefdFe-4S] de la quinolinate synthase
dans la catalyse enzymatique
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I1-1 Existe-t-il une interaction entre le DHAP et le centre [4Fe-4S] de la

quinolinate synthase ?

Dans cette situation (Cas 3, Figure 102) l'intecacdu centre [4Fe-4S] de I'enzyme

avec le DHAP devrait pouvoir étre visualisée pacsmscopies.

a- Analyse par spectroscopie RPE

La premiere technique utilisée est la spectroscPE. Un tube RPE a ainsi été
préparé en condition d’anaérobiose en mélangeambtaine NadA (200 uM) avec 10 exces
de DHAP (2 mM). Apres 20 minutes d’incubation a pémature de la boite a gants (18 °C), la
préparation a été réduite avec du dithionite (2 npuijs congelée. L’'analyse RPE de cet
échantillon nous a conduits a I'obtention d’un sigtiont I'allure (Figure 103), la proportion,
les valeurs de g ainsi que le comportement en teahpé et en puissance sont identiques a
ceux obtenus pour le centre [4Fe-48% la protéine NadA sans DHAP (voir Chapitre | des
Résultats). La présence de DHAP dans I'échantiifardonc aucun effet, dans les conditions
testées, sur le signal RPE du centre [4Fé-418] la quinolinate synthase, suggérant qu'il

n'existe a priori aucune interaction entre le DH&Re centre métallique.

| S=1/2

Y T L T ¥ T ¥ T ¥ T X T ¥ T x 1
0D 2300 icop 3100 ELY- - DO 3D 4DDD 4200

Hagnetc ficld (Gauss)

Figure 103 :Spectre RPE en bande X de NadA (200 puM) en préesnBeHAP (2 mM) et réduite
avec du dithionite (2 mM), enregistré a 10 K, paigs 0.1 mW, amplitude de modulation 10 Gauss,
gain 2.16.

b- Analyse par spectroscopie Hyscore
Malgré I'absence manifeste d'interaction entréDldAP et le centre [4Fe-45He la
guinolinate synthase par RPE, nous avons utiligsatonde technique spectroscopique. La

spectroscopie Hyscore permet I'observation de @mgis) hyperfin(s) de certains noyaux
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avec des moments gyromagnétiques faibles dansyd&srges non orientés, c'est-a-dire entre
un spin électronique (ici le centre fer-soufre i@det un spin nucléaire (non nutt, *C,
1N, 32P) (Voir Chapitre M&M). Le noyau d&P posséde un spin non nul égal & 1/2 et par
conséquent, si interaction il y a, entre le DHAFeetentre fer-soufre on devrait voir par
Hyscore des couplages hyperfins. L'étude en Hysaa¥t® réalisée par Serge Gambarelli sur
un tube préparé précédemment pour l'analyse RPEHemamt la quinolinate synthase
(200 pM) et 10 excés de DHAP, le tout réduit avec dithionite aprées 20 minutes
d’incubation. La Figure 104 montre le spectre Hysoabtenu. Seuls les couplages entre le
centre fer-soufre et les noyaux « distants’s, en abondance naturelle’et sont observés a
respectivement 3.75 MHz et 14 MHz. Aucune «tacl{gess 5.9 MHz) correspondant au
couplage avec |€?P n'apparait (fléeche rouge Figure 104) démontramitl 'y a pas
d’interaction entre le DHAP (partie phosphate)ecfdlFe-4S].

Figure 104 : Spectre Hyscore (cadran + /+)de la protéine N&D® (M) incubée avec du DHAP
(2.5 mM) 20 minutes puis réduite au dithionite (ynParametre d’enregistrements T=10 K,
Séquencea/2-1-t1-n-t2-n/2 avec longueur/2=16 ns et longueur=32 ns,t=108 ns.

Aprés cette analyse en spectroscopie RPE et Hysteesnblerait acquis que dans les
conditions testées, aucune interaction n’existeeelet DHAP et le centre métallique de la
quinolinate synthase.
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Cependant, les analyses RPE et Hyscore ont étea@&alkur le centre [4Fe-4S] réduit,
et I'on peut imaginer que le substrat DHAP n’inggsae pas avec le centre dans I'état réduit
mais plutdt avec la forme oxydée. Ainsi, un échimmtiéquivalent a celui cité ci-dessus a été
préparé (mais sans réduction au dithionite) etyséapar spectroscopie Mdssbauer, une des

techniques de choix pour I'analyse des especeS]leaydées.

c- Analyse par spectroscopie Mossbauer

Pour plus de détails, nous avons réalisé unelealidssbauer de la protéine NadA
surexprimée en présence te et purifiée en anaérobiose. Cette préparatioraive
(AS=0.054 pmoles/min/mg), et contient 3.1 atomesfe2.9 atomes de soufre par protéine.
La protéine NadA (500 uM) a été, soit congelée esesit incubée en présence de DHAP
(2.5 mM) pendant 20 minutes a température de léebigants (18 °C) puis congelée et
analysée par Y. Sanakis (NCSR, Grece). Les deustregeMdssbauer obtenus, enregistrés
4.2 K sont présentés Figure 105. A cette températarspectre expérimental de référence de
la protéine NadA seule (Figure 105, Spectre du)hzeut étre simulé par deux doublets. Le
premier correspond & un centre [4Fe?A$$pectre en bleu, dont les paramétres sont rappelé
dans le Tableau 41) qui contribue pour 90 % dudtl dans la protéine NadA, le second
correspond quant & lui & du?F¢écoordination soufrée) qui contribue pour les 16e¥ant. Le
spectre expérimenta#) de la protéine NadA incubée avec du DHAP préssuatda Figure
105 (Spectre du bas) peut également étre simuldguer doublets. Le premier doublet (85 %
du fer total dans la protéine NadA) correspond i@agde spectre théorique (en bleu sur la
Figure 105) & un centre [4Fe-4S§ont les paramétres sant 0.46 mm/sAgq = 1.07 mm/s.
Le second doublet (en rouge sur la Figure 105)triboant pour les 15 % restant du fer,
possede des parameétees 0.30 mm/s ef\gg = 0.57 mm/s correspondant a un centre [2Fe-
2SF*.

En I'absence ou en la présence de DHAP, le fez sblfre contenus dans la protéine
NadA se trouvent majoritairement sous la forme diantre [4Fe-43]. Cette similarité tend
a montrer qu’il n’existe pas d’interaction entreDelAP et le centre fer-soufre a I'état +2 de
la protéine NadA. La présence de centre [2Fé:28isque la protéine est mise en présence
de DHAP (et qui n’est pas présente en absence d&PDEst probablement liée a une Iégére

oxydation du centre, que nous savons sensible.
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Absorption

[2Fe 28]

NadA+DHAP

[4Fe4SP*

Vitesse (mm/s)

Figure 105 :Spectres Mdssbauer obtenw3 pour la protéine NadA . coli (500 uM) seule (en
haut) ainsi que celui obtenu avec la protéine Naxtdbée avec du DHAP (2.5 mM) (en bas)
enregistrés a 4.2 K. Les spectres simulés sorquédien bleu, en rouge et en vert.

Espéces NadA d’E. coli NadA d’E. coli + DHAP
Parametres e (mm/s) | AEq(mm/s) | Aire % | e (mm/s) | AEq(mm/s) Aire %
[4Fe-4St* 0.43-
1.11 90 0.46 1.07 85
0.44
[2Fe-2St* / / / 0.30 0.57 15
Fe’* 0.7 3.3 10 / / /

Tableau 41 :Paramétres et quantités relatives des doubletsbdties obtenus par simulation (des
spectres a 4.2K) pour la quinolinate syntha&e dolien absence et en présence de DHAP.

En conclusion, quelque soit I'état rédox du ceidiee-4S], il ne semble pas exister
d’interaction entre le DHAP et le centre [4Fe-4S].

224



Résultats : Chapitre 1l

I1-2 Le centre [4Fe-4S] de la quinolinate synthasa t-il un réle dans les étapes de

déshydratation ?

a- Analyse par RPE du centre [4Fe-4S]de la quinolinate synthase en présence
des deux substrats
Dans une seconde hypothéSag 1etCas 2de la Figure 102), le centre [4Fe-4S] de

la quinolinate synthase pourrait interagir avec (dies) intermédiaire(s) réactionnel(s)
permettant I'élimination d’'une ou, des deux molé¢s) d’eau. Pour information, dans le cas
de I'aconitase, lors de I'ajout du substrat, I'natetion de ce dernier avec le centre [4Fe-4S] de
'enzyme entraine une modification du signal RPponante. En effet, dans ces conditions
on observe un déplacement des valeurs de g aihgieggaugmentation de la rhombicité du
signal comme montré sur la Figure 106. Nous avdiestaé une expérience similaire avec
NadA, avec dans notre cas une situation un peucolinplexe puisque les intermédiaires qui
sont supposés interagir avec le cluster fer-sosimef des produits de condensation des 2
substrats. Par conséquent il nous a fallu ajousetA\ le DHAP et I'iminoaspartate.

206 183 126

i \ [4Fe-45]"*

| / |4Fe-48]*
I ¥ - +substrate

N -

Figure 106 : Spectre RPE du centre [4Fe-48¢ I'aconitase en I'absence (spectre du haut) & e
présence de substrat (Spectre du bas) enregis®&apuissance 1 mW et fréquence 9.24 GHz
(Beinert H., 1996)

Difféerents tubes RPE ont ainsi été préparés enebaitgants. Un premier tube
contenant NadA (200 uM) et de I'iminoaspartate @génchimiquement), nous a servi de
contrble afin de vérifier que le centre fer-soufifest pas dégradé par ce dernier composeé,
liminoaspartate a été généré chimiquement en rgékam de l'acide oxaloacétique et du

sulfate d’ammonium. Un second tube RPE a été gais incubant I'enzyme avec un
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meélange des deux substrats (DHAP et Iminoaspaipatejant 20 minutes, espérant dans ces
conditions piéger un intermédiaire réactionnel igsant avec le centre [4Fe-4S]. Tous les
tubes ont été réduits aprés incubation avec 2 mplithenite et analysés par RPE (allure du

signal, valeurs de g, comportements en tempéragties puissances).

Les signaux obtenus dans les deux conditions testédessus sont identiques au
signal RPE obtenu pour I'enzyme NadA seule (voig@tie | des Résultats) réduite avec du
dithionite (allure du signal, valeurs de g, comporént en température et en puissance). En
effet, le signal obtenu avec le premier tube montre le centre [4Fe-45he subit pas de
dégradation lors de la génération chimique d’'imspaeiate puisque 80 % du fer total est
présent sous cet forme, une proportion similaireebe obtenue avec la protéine seule.
L’'analyse du signal obtenu lorsque I'enzyme NadArmase en présence des deux substrats
(IA et DHAP) pendant 20 minutes, montre égalemensignal RPE avec des valeurs de g
ainsi qu’'un comportement en puissance et en teryréralentiques a celles obtenues avec
'enzyme seule. Cette analyse par spectroscopie iR&PHonc pas permis dans les conditions
testées de mettre en évidence d’interaction destrsiib ou d’intermédiaires réactionnels avec

le centre [4Fe-4S]de I'enzyme.

Cependant, comme dans le cas précédemment rappatéle DHAP seul, nous
avons voulu nous assurer que I'état réedox n’étstgn cause dans I'absence d’interaction, et
par conséquent les mémes échantillons ont dongréparés (avec de la protéine marquée au

*’Fe et sans réduction au dithionite) et analyséspertroscopie Mossbauer.

b- Analyse par spectroscopie Mdodssbauer de NadA en peixe des deux

substrats

Dans des conditions identiques a celles décrites [DHAP, nous avons préparé
différentes cellules Mossbauer de la protéine N4d/&ke-S]. Quatre conditions ont été
testées : NadA seule (500 pM) ; deux conditiongréte avec la protéine NadA (500 uM)
incubée en présence soit du mélange acide oxaigaegtl0 mM) et sulfate d’ammonium
(5 mM) (équivalent a IA seul), soit avec du DHARuIs€2 mM) ; le dernier échantillon
correspondant a NadA (500 uM) incubée avec les dripstrats : DHAP (2 mM) et le
mélange acide oxaloacétique (10 mM) et sulfate diamum (5 mM). Aprés 20 minutes
d’'incubation a température de la boite a gants )89es cellules ont été congelées en
anaeérobiose et analysées par spectroscopie Mosgimug. Sanakis (NCSR, Attiki, Gréce).

Les spectres Mossbauer obtenus dans ces condgmrsprésentés Figure 107. L'analyse
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effectuée a deux températures 4.2 K et 78 K pedeelistinguer pour chacune des conditions
testées, les différentes formes de centre [Fe-Sjeetes quantifier. La superposition des
différents spectres expérimentaux obtenus a 4.8rkespondant aux 4 conditions citées ci-
dessus, indiquée Figure 107, montre de facon imatetdit tres claire qu’il n’existe pas de
différence entre les spectres. En effet, le spaisréa protéine NadA sans substrat¥ €st
superposable a celui de la protéine NadA mise ésepice de DHAPe{, d'IA (e) et de
DHAP+IA (e). Dans toutes les conditions, le spectre expétiah@orrespond a un mélange
de deux doublets dont I'un majoritaire (80 %) podsskes paramétres d’un centre [4FeZ4S]
I'autre, minoritaire (20 %) correspondant au [2fS8?2 Les paramétres obtenus sont donc
identiques pour les quatre spectres et sont siedlad ceux obtenus pour I'enzyme seule
(Tableau 41).

MadA seuls

NadA + 1A

NadA + DHAP
NadA + DHAP + 1A

Absorption

40 05 00 05 10 15 20

Vitesse (mm/s)

Figure 107 :Spectres Mossbauer enregistrés a 4.2 K obtenudgputéine NadA &E. colisans
substrats (en vert), en présence d’iminoaspait@jgén noir), de DHAP (en bleu) et du mélange
IA/DHAP (en rouge).

En conclusion, les analyses effectuées par specippee RPE, Hyscore et Mossbauer
sur la protéine NadA en présence de ses diffémartistrats, seul ou en combinaison, n’ont
pas permis de mettre en évidence d'interactioneetdr centre métallique [4Fe-4S] de
'enzyme et le DHAP ou un (des) intermédiaire(gjctéonnel(s). Ainsi ces analyses ne nous
ont pas permis d’avancer dans les conditions testiams la validation du rdle du centre [Fe-

S] de la quinolinate synthase dans la catalysereatigue.
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[I- Etude du mécanisme réactionnel de la quinolinag synthase

Comme je lai indiqué dans la Figure 101, deux digpses de mecanismes
réactionnels ont été proposées par Nasu S. etB&dre La différence majeure entre les deux
hypothéses réside dans le passage ou non pardér@iyehyde 3-P entrainant un départ plus

ou moins précoce de la molécule de Pi.

Afin de déterminer précisément I'enchainement etdaure des différentes étapes du
mécanisme réactionnel de condensation de I'imirerase et du DHAP par la quinolinate
synthase et dans le but de déterminer si I'une’awtré des hypotheses proposées est
vérifiable, notre point de départ a été de vérisiecomme le propose Begley T.P., NadA est

capable d'utiliser le G-3P comme substrat.

I1-1 Le Glycéraldéhyde 3-Phosphate est substrat ddadA

Comme je l'ai indiqué dans mon introduction, le/€&raldéhyde 3-P a déja été testé
comme substrat en 1973 par Suzuki N., cependantekds avaient été réalisés sur des
protéines partiellement purifiées, conditions deesgjuelles il était difficile de s’affranchir
d’'une éventuelle contamination (triose phosphatené&rase), ce a quoi d’ailleurs les auteurs
avaient conclu (Suzuki N., 1973).

Afin de vérifier si 'enzyme pure et nouvellemeriractérisée est capable d'utiliser le G-
3P comme substrat, un test enzymatique « quinelisghthase » a été effectué dans les
conditions standard définies dans le Chapitre M&h, utilisant soit le DHAP soit le
Glycéraldéhyde 3-Phosphate comme substrat en gusntinoaspartate. Ce dernier a été
généré enzymatiquement a l'aide de NadB (7.1 pM).-dspartate (33 mM), avec comme
accepteur d’électrons le fumarate (25 mM). Des tjigancroissantes de DHAP ou de G-3P,
comprises entre 0 et 5 mM, ont été utilisées ¢étde enzymatique effectué sur 20 minutes a
37 °C en boite a gants. Les quantités d'acide djnigoe formées en une minute lors de
I'utilisation de DHAP ou de G-3P comme substratts@pportées dans la Figure 108. On
remarque rapidement qu’il y a également formati@ecide quinolinique lors de I'ajout de G-
3P et que donc le Glycéraldéhyde 3-P est substrladlA. Cependant, la production d’acide

quinolinique est inférieure a celle obtenue ave®AP puisqu’'on forme au maximum
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1.2 nmoles/min en utilisant du G-3P contre 1.6 rashin avec le DHAP (soit une vitesse de
formation d’acide quinolinique de l'ordre de 25 #dérieure avec le G-3P par rapport a la
vitesse obtenue avec le DHAP). Cette premiére whten est favorable a la proposition de
Suzuki N. (Suzuki N., 1973) reprise dans I'hypothede mécanisme de Begley T.P.,
proposant que le G-3P peut étre utilisé par I'erezyons de la formation d’acide quinolinique
(Begley T.P., 2001).

—o—DHAP
-B—G-3P

-
n

¥ (hmoles/min)
-

Figure 108: Suivi de la vitesse de formation de I'acide quimque avec des quantités
croissantes soit de DHAP, soit de G-3-P.

I1-2 Mise en évidence d’'une nouvelle activité poula quinolinate synthase

Nous savons que la quinolinate synthase est caphbliliser le Glycéraldéhyde-3-
phosphate comme substrat. L'étape suivante danalidation de I'hypothése émise par
Begley T.P. était de savoir si I'enzyme NadA étapable d’effectuer la conversion du
DHAP en G-3P en I'absence d'iminoaspartate. Podir, deux systemes enzymatiques ont été
utilisés, I'un permettant de doser la quantité AP consommeé, l'autre la quantité de G-3P
formé :

- Le premier utilise la Glycérophosphate déshydnagé (GPDH) qui convertit le DHAP en
Glycérol-3-phosphate en oxydant le NADH en NADCette enzyme nous a permis de
mesurer la quantité de DHAP présente dans la salugit la quantité de DHAP restante apres

incubation de la quinolinate synthase avec le DHAP.
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- La deuxieme enzyme est la Glycéraldéhyde 3-Pydiégsgénase (GAPD) qui transforme le
Glycéraldéhyde 3-P en 1,3-diphosphoglycérate emisadt le NAD en NADH. Cette
enzyme permet de mesurer la quantité de G-3P présesolution, et donc potentiellement

formé en incubant NadA avec le DHAP.

[I-2-1 Conversion du DHAP en Glycéraldéhyde 3-phodpate

a- Mesure de l'activité GPDH

Afin de déterminer si la quinolinate synthase egiable de convertir le DHAP en
Glycéraldéhyde 3-P, nous avons utilisé la Glycéosphate déshydrogénase, qui nous permet
de suivre la quantité de DHAP présente dans latisalapres incubation de NadA avec le
DHAP (Figure 109). En suivant I'hypothése selorukgte la quinolinate synthase convertit le
DHAP en G-3P, on s’attend a une diminution de larmgté de DHAP présent en solution
avec le temps d’incubation (comme indiqué Figur@) i se mesure par une diminution de
la variation d’absorption a 340 nm correspondditéddation du NADH.

NADH,H* NAD*

7

- C DHAP > Glycérol-3-phosphate
. G-3P

L Si conversion DHAP en G-3P: N | AAgq. |

Figure 109 : Systeme enzymatique (GPDH/NADH) utilisé pour meslaeuantité de DHAP
présente en solution.

Dans un premier temps, nous avons mis au poinéde énzymatique et verifié la
capacité de I'enzyme, la GPDH, a catalyser la foansation du DHAP en Glycérol 3-
phosphate. La Figure 110A montre la diminution’dedorbance a 340 nm enregistrée lors de
I'ajout de la GPDH (0.25 uM) a une solution contendu NADH (150 uM) et du DHAP
(100 uM) dans du Tampon G. La quantité de DHAPua&est égale a 96 UM en 2 minutes
correspondant a la quasi totalité du DHAP mis datem. L'activité spécifique de la GPDH
déterminée est de 4.8 umoles/mg/min. Le méme tessaite été effectué en incubant NadA

avec du DHAP. Pour cela, des aliquots d’'un mélangebé a 37 °C contenant la quinolinate
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synthase (25 puM) et du DHAP (100 uM) dans du Tam@oant été prélevés a différents
temps allant de 0 & 60 minutes, temps au bout éestpINADH (150 uM) et la GPDH (0.25
UM) ont été ajoutés et la mesure de I'absorbang840anm suivie. Sur la Figure 110B, sont
représentées trois mesures d’absorbance a 340 tenuels lorsque I'enzyme NadA a été
incubée avec du DHAP pendant 0, 20 et 40 minutesubation a 37 °C (trace bleue, rose et
violette). On remarque une méme variation d’absmbaa 340 nm, c'est-a-dire une méme
guantité de NADH consommée quel que soit le tenipsubation (88 uM agt, 90 uM a 4o

et 91 uM a4y). Ceci montre qu’il y a dans le milieu réactionfeeiméme quantité de DHAP
apres 20 min. et 40 min. d’incubation que sans bation (t0’) (Figure 110) semblant

indiquer que NadA n’est pas capable de converfdHAP en G-3P.
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Figure 110 :Dosage de la quantité de DHAP présent en solpigota GPDH grace au suivi de
I'absorbance a 340 nm de I'oxydation du NAQJ) Mesure de l'activité GPDH avec GPDH
(0.25 uM), NADH (150 uM) et DHAP (100 uMiB) Mesure de la quantité de DHAP présent dans la
solution par mesure de l'activité GPDH (avec GPDEbQUM et NADH (150 pM)) aprés incubation
de NadA (25 uM) avec DHAP (100 puM), différents tenfp, t,o et t) & 37 °C.
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b- Mesure de I'activité GAPD c'est-a-dire de la formaibn de G-3P a partir du

DHAP.

La seconde méthode que nous avons choisie poundgés si la quinolinate synthase
est capable de convertir le DHAP en G-3P utilisgyligcéraldéhyde 3-P déshydrogénase
(GAPD). Comme je l'ai déja dit, cette derniere aneyutilise le G-3P et le convertit en 1,3-
diphosphoglycérate. Si la quinolinate synthase éodn G-3P a partir du DHAP, le G-3P
pourra étre dosé grace a ce systéme enzymatidisanttia GAPD et le NAD, avec dans ce
cas, une augmentation de l'absorbance a 340 nnespmndant a la présence de G-3P
(Figure 111).

NAD* NADH,H*

> 1,3-diphosphoglycérate

L Si formation de G-3P : A | Asugisii |

Figure 111 : Systéme enzymatique (GAPD/NADutilisé pour mesurer la quantité de G-3P présente
solution.

Comme précédemment, la GAPD est testée dans ungoreamps pour sa capacité a
transformer le Glycéraldéhyde 3-phosphate en Bediphoglycérate. La GAPD (0.3 pM)
est ainsi ajoutée a un mélange contenant du G-Bfeacial (100 uM) et du NAD(1 mM)
dans du Tampon Phosphate et la variation de I'basae a 340 nm mesurée (Figure 112,
Courbe bleue). On observe une augmentation deofbbace importante sur 5 minutes qui se
stabilise a 15 minutes. La variation d’absorbamcigue que 96 pM de NADsont convertis
en NADH en 15 minutes, et que I'enzyme est donwaguisqu’elle est capable de convertir
la quasi intégralité du G-3P ajouté initialemenngslde mélange réactionnel (100 puM).
L’activité enzymatique déterminée ici pour la GARDrrespond a une activité spécifique
égale a 0.64 pmoles/min/mg en accord avec celjgogée par le fabriquant.

Afin de déterminer par la suite si la quinolinaymthase est capable de catalyser la
formation de G-3P a partir du DHAP, nous avons lidclienzyme NadA (50 pM) en
présence de DHAP (5 mM) pendant 20 minutes a 3pUi€ ajouté le NAD (1 mM) et
'enzyme GAPD (0.3uM). Le suivi de I'absorbance® 3im représenté Figure 112, (Courbe
rose) montre une légere augmentation de I'absoeb@an840 nm, nettement inférieure par

rapport au contréle. La variation d’absorbance mé@swsur 15 minutes est égale a 0.04
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correspondant a une quantité de 6.4 uM de G-3R0s8t% du DHAP mis au départ. Cette
guantité correspond a quelgues micromolaires @réts quantité de G-3P formé lorsqu’on
laisse du DHAP (5 mM) en solution a 37°C pendantn#iiutes. Nous avons par ailleurs
vérifié que la présence de DHAP ou de Fe et désSdila présence de NadA ne perturbe pas
l'activité GAPD (méme quantité de G-3P convertig f|m GAPD en l'absence ou en la
présence de DHAP ou de Fe et de S (quantité ajoatésspondant a 4 fers par protéine soit
200 pM)). De I'ensemble de ces résultats, nous @asnaffirmer que la quinolinate synthase

ne semble pas catalyser la conversion du DHAP &R G-

0,7 1

Absorbance (340 nm)

Temps (min)

Figure 112 :Dosage de la quantité de G-3P présente en sojugiola GAPD grace au suivi de
I'absorbance a 340 nm du NADBourbe bleu: vérification de 'activité GAPD avec du G-3P
commercial (100 uM), du NAD(1 mM) et de la GAPD (0.3 uM)Courbe rose: mesure de la
quantité de G-3P présente en solution par la meufactivite GAPD lorsque NadA (50 pM) est
incubée en présence de DHAP (5 mM) pendant 20 r8i#f@& suivi de I'ajout de NAD(1 mM) et de
GAPD (0.3 pM).

Grace a ces deux tests enzymatiques utilisant RHGE la GAPD, nous avons établi
gue malgré sa capacité a utiliser le G-3P commestgtlpour 'activité quinolinate synthase,
la protéine NadA n’est pas capable d’effectuerdasformation du DHAP en G-3P allant &
I'encontre de I'hypothése de mécanisme proposé®egley T.P. (Begley T.P., 2001). Nous
avons donc cherché a déterminer si, inversemeenzyme était capable d'effectuer la
réaction de transformation du G-3P en DHAP. Pouar imeus avons utilisé le systéeme GPDH

pour mesurer la quantité de DHAP présente en solutjui dans cette hypothese se formerait
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au cours du temps et devrait conduire a une vanatiabsorbance a 340 nm (diminution de
I'absorbance a 340 nm), correspondant a I'oxydadio™NADH en NAD qui est directement
reliée a la quantité de DHAP dans le milieu réawte (Figure 113).

[1-2-2 Conversion du G-3P en DHAP

NADH,H* NAD*

. C G-3-P U
. DHAP —> Glycérol-3-phosphate

L Si formation DHAP : N Azsonm

Figure 113 :Systeme enzymatique (GPDH/NADH) utilisé pour meslaeguantité de DHAP
présente en solution.

Comme contrdle, nous avons vérifié I'activité iméeque de la GPDH avec du DHAP
commercial comme je I'ai précédemment présenté.

Concernant I'expérience avec NadA, nous avongteffele suivi de la formation de
DHAP a partir de G-3P sur une échelle de tempshamide. Pour cela, un méme mélange
réactionnel contenant la protéine NadA (15 uM) e3P (1.5 mM) a été effectué dans du
Tampon G. A différents temps d’incubation a 37 €CZ’, 5, 10", 20’, 30’, 50’ et 60’), un
aliguot a été prélevé auquel il a été ajouté du NA{Q.8 mM). Apres stabilisation de
'absorbance a 340 nm (30s), la GPDH (0.8 uM) aafaétée et le suivi de I'absorbance a
340 nm initié. La variation d’absorbance mesurég@4@ nm pour chaque aliquot nous a
permis de déterminer la quantité de DHAP forméecawrs du temps et c’est ce qui est
représenté Figure 114. On observe une augmentdéola formation de DHAP avec une
guantité maximale de 1.1 mM de DHAP formée au-digdalO0 minutes. Lorsque la méme
expérience a été réalisée en absence de NadA,semvebau cours du temps une formation
linéaire de DHAP. Cette quantité de DHAP formée atisence de NadA est nettement
inférieure a celle formée en présence de I'enzypaesqu’on dose 20 uM de DHAP contre
750 uM en présence de NadA au bout de 10 min. wbiaton. On obtient une activité
spécifiqgue de conversion de G-3P en DHAP égald @ dmole/min/mg. L’ensemble de ces
résultats montre plusieurs choses : (i) NadA epaloie de convertir du G-3P en DHAP et

posséde donc une activité Triose Phosphate Isomgr@$ NadA accélére la réaction de
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conversion du G-3P en DHAP d’un facteur 30 par oapg la conversion du G-3P en DHAP

en solution en son absence.
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Figure 114 :Cinétique de formation du DHAP a partir de G-3878C.Courbe (m) : en présence de
NadA (15 uM) dE. coli, Courbe (o) : en absence de NadA. La réaction est réaliséev6-3P :
1.5 mM, du NADH : 1.8 mM et de la GPDH : 0.8 uM dam volume final de 250 ul de Tampon G.

- Nouvelle activité triose phosphate isomérase (B-2HAP) pour NadA, détermination
des constantes cinétiques {KVmax)

Afin de déterminer la Vax et le K, de la quinolinate synthase pour le G-3P, nous
avons suivi la quantité de DHAP formée par la glimabe synthase pour des quantités
variables de substrat G-3P comprises entre 0 emM4 pour une durée d’incubation de
NadA (15 pM) et du G-3P de 2 minutes a 37 °C, tes®situant dans la partie linéaire de
formation du DHAP (Figure 114). Les résultats obtencorrespondant a une expérience
isolée, sont représentés Figure 115. La courbenobt@ermet d’accéder aunKiéterminé
comme étant égal a 0.20 mM et a lgaVdéterminée a 35 nmoles/min (Figure 115). Cette
expérience a été répétée 4 fois et conduit a dedtaés similaires (variation de 0.05 mM pour
le Kn, et de 5 nmoles/min pour la Vmax). Le,ile NadA pour le G-3P est donc Iégérement
inférieur a celui que nous avons déterminé polH&P qui je le rappelle est égal a 0.4 mM.
La quinolinate synthase posséde donc une affinitthéme ordre de grandeur pour le G-3P et
pour DHAP.
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Figure 115 :Détermination de la vitesse maximalg.gy et de la constante d'affinité (Kde la
quinolinate dE. coli pour le G-3P.

- Nécessité du centre [Fe-S] pour la transformatide G-3P en DHAP par NadA ?

La quinolinate synthase est capable de convext®aB-BP en DHAP ; par ailleurs, on
sait que le centre [Fe-S] est nécessaire a la tomd’acide quinolinique. Nous avons tenté
de savoir si cette nouvelle activité de NadA deveosion du Glycéraldéhyde 3-P en DHAP
nécessitait également la présence du centre [4FeudPas, soit en d’autres termes si la
protéine sous forme d’'une apo-protéine, ou bierogge a I'oxygene (que I'on sait inactive
pour la formation d’acide quinolinique) catalysddamation de DHAP a partir du G-3P. Pour
cela, nous avons exposé la protéine (15 uM) 30 tesna I'oxygéne, conditions dans
lesquelles on sait que le centre [4Fe-4S] est dégrpuis nous avons ajouté du G-3P
(1.5 mM), puis laissé le mélange réactionnel incydeandant 15 minutes a 37 °C. Par la suite,
lactivitée GPDH a été mesurée comme précédemmeantitd®NADH 1.8 mM, GPDH
0.8 uM). D’apreés la variation d’absorbance a 34Q nous avons déterminé que 900 uM de
DHAP ont été formés en 10 minutes, correspondanuna activité spécifique de
0.16 pmoles/min/mg contre 0.18 pmoles/min/mg payrbtéine NadA avec son centre [4Fe-
4S] montrant que la présence du centre [4Fe-438t ipas absolument nécessaire a cette
activité de conversion du G-3P en DHAP. Des rémiftamilaires ont été obtenus avec NadA
sous forme d’apoprotéine préparée par I'ajout d’BOT5 mM) et dithionite (10 mM) suivie
du passage sur NAP-25 (voir le Chapitre M&M).
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[1-3 Le PGH inhibe-t-il I'activité quinolinate synt hase lors de 'utilisation du G-

3P comme substrat ?

Comparaison de l'inhibition par le PGH en utilisantle DHAP ou le G-3P comme

substrat

Nous venons d’établir que le G-3P est substrdatA, et je rappelle que nous avons
montré que le PGH était inhibiteur de l'activitéimplinate synthase (Chapitre Il des
Résultats). Nous avons donc souhaité par la santeirssi I'enzyme NadA était inhibée par le
PGH de la méme facon lorsque I'on utilise le DHAPI® G-3P comme substrat, en présence
d'iminoaspartate. Nous avons donc effectué le &stymatique standard de mesure de
I'activité quinolinate synthase dans quatre condi:
- Un test dans lequel on a ajouté du DHAP (2 mM).t€st sert de contréle positif d’activité
guinolinate synthase.
- Un test dans lequel on a ajouté du DHAP (2 mMjiePGH (15 uM), comme décrit dans le
Chapitre 1l des Résultats. Ce test nous sert @éeaéfe d’inhibition.
- Un test dans lequel on a ajouté du G-3P (2 mM). e test sert de contrdle d’activité
guinolinate synthase avec le G-3P.
- Un autre test dans lequel on a ajouté du G-3RNQ et du PGH (15 puM).

Dans chacun des cas, le test enzymatique a &etwedfen utilisant NadA a 7.1 uM,
NadB a 7.1 uM, le L-Aspartate a 33 mM, le fumamat5 mM avec un temps de réaction
enzymatique de 20 minutes a 37 °C. La réactio® a&étée par ajout d’acide sulfurique et le
contenu en acide quinolinique mesuré par HPLC. a&svités spécifiques obtenues sont

rapportées dans le Tableau 42.

AS (umoles/min/mg)
DHAP (2 mM) 0.066
DHAP + PGH (15 pM) 0.019
G-3P (2 mM) 0.046
G-3P + PGH (15 pM) 0.005

Tableau 42 :Activités spécifiques (AS) de la quinolinate syrsh@omparant I'effet du PGH lors de
l'utilisation du DHAP ou du G-3P comme substrat’dazyme.
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Comme on peut le voir dans le Tableau 42, on re&ades activités spécifiques
cohérentes en présence de DHAP et de G-3P comnstratyutavec respectivement 0.066
pmol/min/mg et 0.046 pumol/min/mg. Le pourcentagmldbition obtenu avec le PGH en
utilisant le DHAP (2 mM) comme substrat est de 72ééultat en accord avec celui rapporté
dans le Chapitre 1l des Résultats. Lors de I'@ilen du G-3P comme substrat, on observe
une perte de 89 % de l'activité quinolinate synghpar le PGH. La quinolinate synthase est
donc inhibée par le PGH lorsqu’elle utilise le G@Ple DHAP comme substrat.
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Discussion

Réle du centre [Fe-S] dans I'activité enzymatique

C’est tres t6t que la quinolinate synthase aurteda la réaction qu’elle catalyse, est
proposée comme appartenant a la famille des déstageis notamment par Fridovich 1., qui
propose également au vu de la sensibilité de l'mezy 'oxygene, la présence d’'un centre
[Fe-S] de type [4Fe-4S] (Gardner P.R., 1991a). @052 notre laboratoire et celui de Squire
Booker mettent en évidence que la quinolinate sgghposséde bien un centre [4Fe-4S],
gu’il est sensible a I'oxygene, et montrent qu'at eessentiel a l'activité de I'enzyme
(Ollagnier-de Choudens S., 2005; Cicchillo R.M.002). Les deux réactions de
déshydratation catalysées, le caractere essentmdmire [4Fe-4S] pour I'activité ainsi que sa
sensibilité a 'oxygéne aménent a penser que lae@ti-e-4S] pourrait jouer un rdle dans la
catalyse enzymatique en temps qu’acide de Lewistemmans le cas de I'aconitase et des
Déshydratases. Nos résultats, a savoir la coordinatu centre fer-soufre par 3 résidus
cystéines : les Cys113, Cys200 et Cys297, (Chapities Résultats), et la formation d’'un
centre [3Fe-4S} lors d’'une exposition rapide (10 min) de la proééia I'oxygéne nous
confortent dans cette idée. En effet, ces caratigues que I'on retrouve chez I'aconitase et
les déshydratases suggérent fortement I'existehceadntre [4Fe-4S] avec un des 4 atomes
de fer du centre « différencié », c'est-a-dire tom& de fer qui n’est pas coordiné par un
acide aminé de la chaine polypeptidique et qui peutune molécule d’eau ou de substrat
suivant les conditions réactionnelles, et qui deasdernier cas, de part son réle en tant
gu’'acide de Lewis, favorise I'élimination d’'une réolle d’eau conduisant au produit de la
réaction (Beinert H., 1996 ; Flint D.H., 1996). Caous a conduits a proposer 3 possibilités
d’interventions du role du centre [4Fe-4S] dansatalyse (voir Cas 1, 2 et 3 Figure 102). Les
diverses spectroscopies utilisées (RPE, HyscorBldtsbauer) sur I'enzyme métallée en
présence des substrats (DHAP et IA), ajoutés sémemeou conjointement, ne nous ont pas
permis de vérifier 'une des hypothéses propos€es (L, Cas 2 ou Cas 3) suggérant qu'il
n'existe pas d’'interaction, ni entre le centre [4F et le DHAP (Cas 3), ni entre le centre
[4Fe-4S] et un(des) intermédiaires réactionnels (Cat 2). Ces résultats ont été obtenus quel
gue soit I'état rédox du centre [4Fe-4S]. Néanmourge telle interaction ne peut pas étre
exclue car plusieurs explications peuvent étre @séps visant a expliquer qu’aucune

interaction n'a été observée :
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- Lors des expériences mentionnées ci-dessus (R¥&€pre, Mossbauer), nous avons utilisé
un maximum de 10 excés de substrat par rapporer&yime. Il est possible qu'a cette
concentration, l'interaction entre un intermédiaiactionnel et le centre métallique ne puisse
pas étre détectée grace aux techniques spectrqaesputilisées. Malheureusement, dans
notre cas, Nous n'‘avons pas pu essayer des costo@m$r supérieures en substrat qui
entrainent (surtout dans le cas d’'lA généré chiemaent) la précipitation de la protéine.
L'utilisation d’'un autre type de sel d’ammonium paénérer IA (le chlorure d’ammonium
par exemple) permettrait peut étre d'augmenter desntités ajoutées en évitant la
précipitation de la protéine.

- De plus, il a été montré dans le cas de l'acenitdE. coli que 'ajout de 100 excés de
substrat (citrate) n’a aucun effet sur le signaERdPregistré (forme et valeur de g) (Bennett
B., 1995), mettant ici en évidence qu’une intem@cieut avoir lieu, mais ne pas étre détectée
par la technigque spectroscopique utilisée (iciRER

- Enfin, on peut également penser que l'interactiandes) intermédiaires réactionnels avec
le centre métallique soit trés transitoire et ge® techniques spectroscopiques utilisées ne

nous ont pas permis de mettre en évidence cedaation.

Nous arrivons donc a la conclusion que les tecl@sgspectroscopiques utilisées
(RPE, Hyscore et Mdssbauer), ne nous ont pas paamse en évidence d’interaction(s)
entre le centre [4Fe-4S] de la quinolinate synthasele substrat DHAP ou un(des)
intermédiaire(s) réactionnel(s). On pourrait imagin utiliser d'autres techniques
spectroscopiques pour mettre en évidence de teltemctions : - dans l'idée d'un centre
[4Fe-4S] avec un fer différencié on pourrait mettre évidence ce site « différencié » par
spectroscopie ENDOR en utilisant de I'eau marqt®'’. La spectroscopie de résonnance
Raman pourrait également nous renseigner sur lagein@ent d’environnement du centre
métallique lors de l'ajout des substrats ou d’ifteilrs. En effet, il a été montré sur
I'aconitase que I'ajout d’un inhibiteur, le nitroigtrate, entraine un changement drastique du
spectre de résonnance Raman, la bande la plusséntén cluster (& 339 ¢t n'est plus
majoritaire et I'apparition d’une nouvelle bandejonigaire & 356 cnf est observée. Lors de
l'ajout du substrat isocitrate, le changement esiingy important, avec un spectre
intermédiaire entre celui obtenu avec I'enzyme eseat celui obtenu avec le nitrocitrate.
Cependant la superposition du spectre de I'enzyeudesa celui observé en présence de
nitrocitrate donne a peu de chose pres le spebteno en présence de citrate (Beinert H.,

1996). Il serait donc intéressant au vu de ce gétéaconstaté pour I'aconitase, d’étudier
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I'effet de I'ajout des substrats, ou des inhibitesur le centre [4Fe-4S] de NadA gréace a cette
derniere technique.

En conclusion, nous n'avons pas pu démontrer lengéur le centre [4Fe-4S] de la
qguinolinate synthase dans la catalyse enzymatiqDependant, par les techniques
spectroscopiques citées ci-dessus (ENDOR et Ramaug espérons a l'avenir mettre en

évidence le rdle du centre [4Fe-4S] dans la catadygymatique.

Dans I'hypothése ou le centre [4Fe-4S] de la quiabte synthase n’aurait pas un réle
dans la catalyse enzymatique, il aurait un rélesdammaintien de la structure de I'enzyme. Si
on regarde dans la littérature des centres [FefS$'apercoit qu’au fil des années le nombre
de centre [Fe-S] n'ayant qu’un réle structural céssé de diminuer. En effet, jusqu’a présent,
il était admis que certaines protéines [Fe-S] pbemseun cluster n'ayant aucune fonction
catalytique, servant simplement a structurer lairghgolypeptidique. Cette catégorie de
protéines [Fe-S] est représentée essentiellementpdonucléase Ill, MutY et la glutamine
5-phosphoribosyle-1-pyrophosphate amidotransféresedeux premiéres étant impliquées
dans la réparation de I'ADN, la derniere dans lasyinthese des purines. Cependant de
récentes études suggerent que le cluster [4FeetB@mtlonucléase 11l et MutY ne serve pas
(seulement) a contrdler la structure de la protéimas soit impligué dans un processus rédox
permettant la détection et la modification des bade 'ADN endommagées (Yavin E.,
2006). Ainsi le seul exemple de [4Fe-4S] structuesit celui de la glutamine 5-
phosphoribosyle-1-pyrophosphate amidotransférasamansi aucune étude poussée (tests
enzymatiques, spectroscopies avec substrat...) véséfiminer complétement son réle dans
la catalyse n'a été effectuée depuis sa mise ategoe (Vollmer S.J., 1983). On voit ici que
les centres [4Fe-4S] ayant un role structural tehdedisparaitre au fur et a mesure de
'avancée des recherches, et ceci constitue unelésupplémentaire nous confortant dans

I'idée d'un réle catalytique pour le centre [4Fe}d8 la quinolinate synthase.

Une nouvelle activité triose phosphate isomérasarda quinolinate synthase

Lors de notre étude du mécanisme réactionnel eiezyime visant a déterminer
laquelle des hypothéses émises par Nasu S. ou\BEdte était la bonne, nous avons mis en
évidence une nouvelle activité pour la quinolirgtathase. En effet, nous avons montré que
'enzyme est capable de catalyser la conversios8P en DHAP. La quinolinate synthase
utilise donc le G-3P comme substrat et est capdibélérer sa conversion en DHAP d’un

facteur 30 par rapport a la conversion naturelleGiBP en DHAP mesurée a 37°C sur
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10 minutes de réaction (Figure 114). Les premiavbserver cette capacité de la quinolinate
synthase a utiliser le DHAP et le G-3P comme sabstest pas nouvelle. En effet, en 1973
Suzuki N. montre sur des enzymes partiellemenfipas que l'utilisation du DHAP ou du G-
3P comme substrat de NadA mene a une formation guasi efficace d’acide quinolinique.
Lors de nos expériences, nous avons confirmé hadton d’acide quinolinique a partir de
ces deux substrats et nous avons également comgtat€utilisation du G-3P mene a la
formation d’acide quinolinique dans des proportidégerement inférieures par rapport a
celles obtenues avec le DHAP (25 % en moins). leées de Suzuki N., rapportent une
différence de 20 % (Suzuki N., 1973).

Cette capacité de la quinolinate synthase a utitise deux substrats (DHAP et G-3P)
meéne les auteurs a proposer une contamination mparTuose Phosphate isomérase, qui
effectuerait la réaction de conversion du G-3P &fAB. Afin de vérifier leur hypothese, ils
vont utiliser un inhibiteur de la TIM, le chlorodok phosphate. Grace aux différentes
conditions résumées dans le Tableau 43 ils vonttrmoma perte d’activité quinolinate
synthase lors de [l'utilisation de glycéraldéhydd® 3comme substrat en présence de
chloroacétol phosphate, les menant a conclure aom@mination par une triose phosphate
isomérase qui effectuerait la conversion du G-3PDefAP, utilisable par NadA comme
schématisé Figure 116, le substrat de NadA étarg b DHAP.

Conditions d’expérience Activité quinolinate syrgha
1- DHAP + NadA + IA Oui
2- G-3P + NadA + 1A Oui
3- G-3P+NadA+IA+ chloroacétol phosphate Non
4- DHAP + NadA + IA + chloroacétolphosphate Oui

Tableau 43 :Résumé des expériences effectuées et de I'aagjuitdlinate synthase obtenue
(Suzuki N. 1972).

Dans nos tests avec NadA, ici une enzyme pureeghades réactions de couplage
avec les systemes enzymatiques GAPD et GPDH noassamis en évidence que la
guinolinate synthase était capable d’effectuemlaversion du G-3P en DHAP avec up Kt
une Vinax respectivement de 0.20 mM et 35 nmoles/min.

Ce résultat n’est pas incohérent avec les expggede Suzuki N. et permet méme de

les comprendre : lors de I'expérien8e (Tableau 43), il est normal de ne pas obtenir
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d’activité quinolinate synthase car la conversian @-3P en DHAP est inhibée par le
chloroacétol-Phosphate, alors que dans I'expérigrc€lableau 43), 'enzyme NadA est
capable d'utiliser directement le DHAP, le chlorétat phosphate n’ayant aucun effet sur la

condensation du DHAP et de I'iminoaspartate commdejué dans la Figure 116.

Hypothése de Suzuki N., 1972 Notre Hypothése, 2008
G-3P G-3P
H ;:r:z:';e f——chloroacétolp l NadA |——— chioroacétolp
DHAP DHAP
+ +
1A 1A
l P J{ NadA
QA QA

Figure 116 :Mise en paralléle de la proposition de SuzukitNilesla notre sur I'utilisation du G-3P
par la quinolinate synthase.

Comment exclure que l'activité TIM observée pourdNan’est pas due a un
contaminant TIM ? Nous ne pouvons pas exclure cerapient cette hypothése mais nous
avons collecté plusieurs données nous permettdrécdeter :

- Premiérement, lorsqu’on regarde un gel SDS-PA&Hadgrotéine NadA apres purification,
on observe gue celle-ci est obtenue avec une tadslg pureté (supérieure a 95 %) comme on
peut le voir sur la Figure 48 dans le Chapitre é. @us, aucune bande autour de 26 000 Da
(Masse Moléculaire de la triose phosphaté&deoli) n’est observable dans nos conditions de
coloration du gel. Néanmoins, ce dernier pointtnpes tres convaincant puisque étant donné
la tres grande activité enzymatique de la triosesphate isomérase (sens G-3BHAP, keat

= 4.3 x 1G s* et sens DHAP>G-3P, ka: = 4.3 x 18 s%), celle-ci peut contaminer notre
préparation de NadA en quantité infime, invisible gel SDS-PAGE, mais néanmoins
suffisante pour permettre d’observer la formatian PDHAP a partir de G-3P. Ainsi, la
réalisation d’'un Western blot avec détection deitsse phosphate par des anticorps, a priori
judicieuse, ne semble finalement pas forcémentogpigre car ne permettrait peut étre pas la
détection d’'une trés faible quantité de TIM contaanie.

- Un second élément de réponse s’opposant a uriancioration de la préparation de NadA
par la triose phosphate isomérase est apportéapanesure de l'activité TIM (sens G-
3P—DHAP) des quinolinate synthases Me tuberculosiset deT. maritima Dans le { cas,
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une activité de 0.050 umoles/min/mg a été déterenieedans le second une activité de
0.090 umoles/min/mg. L'enzyme de maritimaest purifiée par précipitation des protéines a
la chaleur (75 °C pendant 20’), et a cette tempégabn considere que toutes les protéines
d’E. coli précipitent; ce qui exclut de facon quasi défmeitla présence d'une TIM
contaminante dans nos préparations et ce qui ddanerédit a notre hypothese d’activité
TIM intrinseque a NadA.

Afin de conclure de facon définitive sur cetteiatd TIM portée par NadA une
expérience contrble semble inévitable : exprimepwifier NadA dans une souctie coli
délétée au niveau du géne codant pour la TIM, e ¢@A. Cette souche est disponible au

laboratoire depuis peu et les tests de surexpredsidNadA sont en cours.

En considerant que nos préparations de NadA ne past contaminées, nous
proposons que la quinolinate synthase possededeité@ de convertir un triose phosphate, le
G-3P en un second triose phosphate, le DHAP. Lasdphosphate isomérases effectuent
comme leur nom lindique, la réaction d'intercorsien de deux trioses phosphates, le
dihydroxyaceétone phosphate (DHAP, un cétose) @iyeéraldéhyde-3-Phosphate (G-3P, un
aldose).Lors de nos expériences, nous n'avons pas détect@rchation de G-3P a partir de
DHAP, que ce soit en utilisant une mesure indireetéa quantité de DHAP consommé grace
a la GPDH, ou en utilisant une mesure directe dpiéatité de G-3P formée par la GAPD.

L’isomérisation G-3R>DHAP peut se réaliser en I'absence de catalyseyrassant
par un intermédiaire cis-énediol mais la réactisintellement lente qu’en réalité I'aldose et le
cétose sont deux composés stables en I'absenceatdlyseur. Les constantes de vitesse
mesurées sur les isomeres seuls (G-3P et DHAP)letios aqueuse, a pH 7 et a 30 °C sont
égales, dans le sens DHARS-3P a k = 2.1 x T0set dans le sers-3P>DHAP a k = 4.3 x
10° s* avec un Kq égal & 22 (Hall A., 1975 ; Rieder S.V., 1958).A@°' de la réaction (G-
3P—-DHAP) est égal a -7.5 kJ/mol (soit -1.8 kcal/méBquilibre favorise donc la formation
du DHAP. Nous avons pu vérifier la stabilité de @i des isomeres en solution lors des
différents contrbles que nous avons effectués.culration du DHAP a 37 °C, conduit a la
formation de 0.13 % de G-3prés une incubation de 20 min a 37 °C alors qaeubation
de G-3P a 37°C pendant ce méme temps conduinaneafion de 3.3 % de DHAP.

La triose phosphate isomérase accelére la conwedsias-3P en DHAP d’un facteur
environ égal a 1§ par rapport & la conversion sans enzyme. Une étodepléte des
différents parametres cinétiques pour la triosesphate de poulet (indiquées sur la Figure
117) donne, dans le sens G-3PHAP un k= 4.3 x 16 s* et un K, = 4.7 x 10* M et dans
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le sens DHAP>G-3P un kg = 4.3 x 18 s et un K, = 9.7 x 10* M (Straus D., 1985 ; Chu C.
H., 2007). La valeur de la constante d'équilibrdalegaction K est égale a 21 a 37 °C, pH
7.5, mettant alors en évidence que le DHAP et [BPGsont maintenus dans un rapport de
21/1 dans la cellule. Ce rapport étant entre atdreservé constant par I'action de la triose
phosphate isomérase (Straus D., 1985, PutmarlS72).

oP o u = oP
Triose phosphate isomérase
MO Keat =4.3x 10% 57! 0
2z kg =4.3% 102571
° HO
G-3P DHAP

Figure 117 :Réaction de conversion du DHAP en G-3P par la €rRisosphate Isomérase (TIM). .

Ainsi, nous ne pouvons pas exclure que la quiatdirsynthase possede une activité
TIM dans le sens DHAP en G-3P (comme la TIM), matant donné [I'équilibre
thermodynamique entre le DHAP et le G-3P ainsilgaalonnés cinétiques rapportées sur les
TIM, il est fort probable que nous n'ayons pas pu détecter dans nos conditions

expérimentales.

Importance du glycéraldehyde 3-phosphate dans lgahélisme cellulaire
Dans le métabolisme cellulaire, le G-3P a uneeleentrale en particulier dans la
glycolyse (catabolisme du glucose) ainsi que danbglucogénése (synthese du glucose).
Lors de la glycolyse, la Fructose-1,6-BisPhospiddelase (FBPA) libére a partir du
Fructose-1,6-bisphosphate du DHAP et du G-3P, et IseG-3P est utilisé pour I'étape
suivante conduisant finalement a la formation deipgte (Figure 118). Il est donc nécessaire
de maintenir en permanence un pool de G-3P et esicréalisé par la triose phosphate

isomérase (TIM) comme indiqué Figure 117 (Ander&qrii969).
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o
CHO CH,0PO,*
————=  20,POH,C “CH,OH
H——0H H—T—"2" DHAP
HO————H ———= HO —— -H X - . .
» — | Fructose-1,6-Bis¥ I'riose Phosphate isomérase
H————0H H——0OH Aldolase
CHO
H————OH H————OH : N
b —
H OoH :
CH,OH CH,0PO;* | o
CH,0PO;2 " e
i H g ———
D- Glucose Fructose-1,6-bisphosphate A
G-3p > o
Pyruvate

Figure 118 :Vue simplifiée de la glycolyse indiquant la plamatrale de la triose phosphate
isomérase

In vivo, lorsque le G-3P est utilisé dans la glycolyse) d& maintenir le pool de G-
3P, la TIM convertit le DHAP en G-3P ; et a contvatorsque du DHAP est nécessaire pour
la néoglucogénése (synthese du glucose), le G3&omserti en DHAP. On voit ici que la
cellule posséde les outils pour équilibrer seskstate DHAP et de G-3P en fonction de ses
besoins (Crawford J.M., 1983).

Dans le cas de la quinolinate synthase, 'enzymeagsable d'utiliser le DHAP mais
également, comme nous l'avons mis en évidence, -BP Ggrace a son activité triose
phosphate isomérase. On peut imaginer que cetéeit@l’utiliser deux substrats puisse étre
fonction, au niveau cellulaire, des conditions rhétmues. En présence de DHAP, elle

I'utilise, en 'absence de DHAP, I'enzyme serairalcapable d'utiliser le G-3P disponible.

Nouvelle proposition de mécanisme avec le nouvealbssrat : le G-3P, et proposition pour
la participation du centre [4Fe-4S] dans l'activitnzymatique.

Nous avons montré que la quinolinate synthaseasible de convertir le G-3P en
DHAP. Begley T.P. propose la conversion inversdecdl DHAP en G-3P, le G-3P se
condensant alors avec lI'iminoaspartate, lors dealtjge de 'amine de I'iminoaspartate sur le
carbone C-1 de la fonction aldéhyde du G-3P, ewdrdi une premiére étape de
déshydratation suivie de la cyclisation de la maé@vec le départ du phosphate, puis une
seconde déshydratation. Dans la seconde propqgsietia de Nasu S., le DHAP se condense
a I'iminoaspartate entrainant la libération du giage, suivie de la cyclisation de la molécule
avec les deux étapes de déshydratation aboutgsaribrmation de I'acide quinolinique.

L’hypothése de mécanisme que nous proposons pééséimgure 119 correspond a

celle proposée par Nasu S., a laquelle nous rajsutoe premiére étape en I'isomérisation du
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G-3P en DHAP, suivie de la condensation du DHARcdminoasparate, avec I'attaque du
C-3 de I'iminoaspartate sur le C-3 du DHAP, entmainle départ du phosphate (en effet,
I'attaque de la fonction amine de I'iminoaspartsiie le C-1 du DHAP parait beaucoup moins
favorable). Le départ du phosphate est en accoet #&s données cristallographiques
obtenues sur NadA de. horikoshii,qui excluent la présence du groupement phosplzate d

le site actif (contrainte de taille) (Sakuraba 2005). Les étapes suivantes consistent en une
double déshydratation aboutissant a la cyclisatda formation d’acide quinolinique comme
indiqué sur la Figure 119. Sur cette méme Figui® fai également indiqué les différentes
étapes de déshydratation dans lesquelles nousigont de penser que le centre [4Fe-4S] de

I'enzyme puisse jouer un réle méme si nous n'awautaine preuve aujourd’hui.
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OP
HO COOH
+
0/ HN COOH
G-3P l Iminoaspartate

DHAP

Hypothése de Nasu S. Pi

COOH

COOH

Figure 119 : Hypothése proposée pour le mécanisme réactioeral guinolinate synthase avec le G-
3P comme substrat et 'implication du centre [453-du niveau des étapes de déshydratation.
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Essentiel a sa stabilité et a son activité, laengis évidence du centre [Fe-S] de la
guinolinate synthase (NadA) a été particulieremabbrieuse. La premiere indication de la
nécessité du centre [Fe-S] a été émise par Friddvien 1991 qui a montré que l'activité
quinolinate synthase dans des extraits bactérigitsighibée aprés exposition des extraits a
'oxygene. La deuxieme indication provient de la&gence d’'un motif C;CX,C dans la
séquence en acides aminés de NadA doli, motif souvent retrouvé dans les protéines qui
contiennent un centre [4Fe-4S] (Gardner P.R., 1991a

C’est en 2005 que la quinolinate synthade dbli a été caractérisée pour la premiére
fois, par notre laboratoire ainsi que par le latmra de Booker S., comme une protéine
contenant un centre [4Fe-4S] essentiel a l'actigit@résentant une sensibilité importante a
'oxygéne (Ollagnier-de Choudens S., 2005 ; Ci¢oHi.M., 2005). Ces deux études se sont
alors retrouvées en opposition avec une autre giades en 2001 qui rapportait une activité
enzymatique pour la quinolinate synthask.daoli dépourvue de centre [Fe-S] (Ceciliani F.,
2001). En 2006, une autre étude effectuée sur NdB@R. horikoshiien arriva aux mémes
conclusions (Sakuraba H., 2005). Il s'installa slone controverse quant a I'absolue nécessité
du centre [4Fe-4S] dans la réaction catalyséeggquinolinate synthase. Afin de répondre a
cette question, nous avons effectué la caractiénisde quinolinate synthases issues de divers
microorganismes et avons ainsi pu mettre en évalenee, de la méme facon que la
qguinolinate synthase H. coli, les quinolinate synthases d#&ycobacterium tuberculosis
d’Arabidopsis thaliananais également dehermotoga maritimaontiennent un centre [4Fe-
4S] essentiel a l'activité enzymatique et sensidlé’oxygene (Chapitre I). Lors d’une
exposition & 'oxygéne le centre [4Fe-#Se dégrade successivement en centre [3Fé-4S]
puis en [2Fe-2Sf pour ensuite étre totalement dégradé et conduii farmation d'une
apoprotéine totalement inactive. Plusieurs étudasigs au cours de ma thése corroborent
cette observation, et permettent aujourd’hui d'afér que toutes les quinolinate synthases
possédent un centre [4Fe-4S] essentiel a I'actant®/matique et sensible a I'oxygéne.

Dans le souci de mieux caractériser le centrelhiggta de la quinolinate synthase, et

plus particulierement de déterminer si la propositile Fridovich I. d’'une coordination du
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centre [4Fe-4S] par les cystéines du moti,CX,C était juste ; nous avons utilisé deux types
d’approches, développées dans le Chapitre | :

- Une approchen vitro par mutagénéese dirigée, en mutant différents wésaystéine en
alanine de la quinolinate synthaseEdctoli (les cystéines du motif GEX,C (Cys291,
Cys294 et Cys297) ainsi que d’autres cystéinesarwéss (Cys113, Cys119, Cys200)) ;

- Une approchein vivo avec une étude de complémentation de la soucke cdli
MG165%AnadApar différents plasmides contenant le géne deilzotinate synthase muté au
niveau des cystéines citées ci-dessus. Nous awasispa montrer que les cystéines Cys113,
Cys200 et Cys297 sont nécessaires pour la cooi@indu centre [4Fe-4S] de I'enzyme.
Cette étude nous a également permis de mettre idan€e que deux autres cystéines, les
Cys291 et Cys294, sont essentielles pour l'actidigél’enzyme, sous la forme d’'un pont
disulfure. I. Fridovich avait donc bien relié lans#ilité a I'oxygéne dans les extraits
bactériens a I'activité quinolinate synthase, Bexistence d’'un centre métallique, cependant
sa proposition des cystéines du motif LX,C coordinant le centre [4Fe-4S] s’avére fausse.
Ces trois cystéines sont essentielles mais sewlerf@éere constitue un des ligands du centre

[4Fe-4S] de I'enzyme, les deux premiéres formanpamt disulfure.

La principale interrogation qui a fait I'objet d@mon Chapitre 1l concerne la
détermination du réle du centre [4Fe-4S] de I'engydans I'activité enzymatique. Deux roles
étaient envisagés : le premier correspond a und@leatalyseur dans la réaction enzymatique
en tant qu'acide de Lewis ; le second correspondamt réle dans le maintien de la structure
de I'enzyme autrement dit un réle structural. Adi@ répondre a cette question, nous avons
étudié 'effet de I'ajout des substrats (IA et DHAdRIr le centre [4Fe-4S] de NadA a I'aide de
différentes spectroscopies (UV-visible, RPE, Hyscat Mossbauer). En effet, dans
I’hypothese ou le centre [4Fe-4S] joue un réle dansatalyse enzymatique, une interaction
du centre métallique avec I'un ou l'autre des salstou avec un produit de condensation des
deux substrats devrait entrainer une modificaties paramétres du centre fer-soufre pour
chaque spectroscopie utilisée. Nous n’avons obtpres des résultats négatifs, c'est-a-dire
aucune modification spectrale n’a été observédeapigle soient les conditions testées, et ces
études ne nous ont donc malheureusement pas pdgErdé&montrer un role catalytique pour le
centre [4Fe-4S] de la quinolinate synthase. Cepentiss différents éléments suivants :

- le caractére essentiel du centre métallique paativité enzymatique et sa sensibilité a
'oxygene ;

- une coordination du centre par seulement trossenyes ;
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- la formation d’un centre [3Fe-43]ors d’une exposition du centre [4Fe-4S) I'oxygéne
- et enfin la réaction de double déshydratatiomlgaée par I'enzyme (voir mécanisme page
X), nous conduisent a croire que la quinolinatetlase posséde un centre [4Fe-4S] de type

catalytigue avec un role d’acide de Lewis et caigaau des étapes de déshydratation.

La quinolinate synthase catalyse une réaction &oepde condensation de deux
substrats I'iminoaspartate (I1A) et la dihydroxyae# phosphate (DHAP) conduisant a la
formation d'une molécule cyclique, l'acide quinajnpe (QA). Deux hypothéses de
mécanismes ont été proposées, par Nasu S. et geeyBEP (Nasu S., 1982a ; Begley T.P.,
2001). En nous appuyant sur I'hypothése de BeglBy, fui faisait cas d’'un passage par une
isomérisation du DHAP en Glycéraldéhyde 3-Phospk@t&P), nous avons pu mettre en
evidence que la quinolinate synthase est capahigliser a la fois le DHAP et le G-3P
comme substrat. De plus, nous avons montré que Natl&apable de convertir le G-3P en
DHAP, mettant ainsi en évidence une activité tripgesphate isomérase de I'enzyme. Nos
résultats nous ont conduits a proposer une hypatiésnécanisme (exposée dans la Figure
119 du Chapitre 1ll) largement inspirée de celldN@su S. incluant tout simplement dans une
premiere étape la conversion du G-3P en DHAP. ansécanisme, nous proposons que le
centre [4Fe-4S] soit impligué au niveau des étajmedéshydratations méme si, encore une

fois nous n'avons a ce jour aucune preuve.

Enfin un des volets les plus novateurs de moneéifodii est développé dans le
Chapitre II) a consisté en la recherche de molécitibitrices de I'activité quinolinate
synthase. En effet, la quinolinate synthase cargstine nouvelle cible d’agents antibactériens
comme je l'ai largement expligué dans l'introduntid.a présence du centre fer-soufre,
sensible a 'oxygene constitue malheureusementain & une étude automatisée par criblage
haut débit qui aurait pu permettre en un minimumeseps de tester un grande quantité de
molécules, et ainsi multiplier les chances de raettn évidence des familles de molécules
inhibant la quinolinate synthase. Nous avons ddmmist une approch@ vitro en testant
différentes molécules sélectionnées par rappatrédction catalysée. Ces molécules sont des
analogues des substrats de I'enzyme (DHAP et irspardate), et des analogues
d’'intermédiaires réactionnels potentiels. Nous avaimsi pu mettre en évidence plusieurs
molécules exercant une activité inhibitrice plus moins importante sur I'enzyme. Ces
molécules sont des analogues du DHAP, la moléahibant le plus fortement la quinolinate

synthase . coli mais également notre cible d'intérét, I'enzyme Metuberculosisétant
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'acide phosphoglycolohydroxamique (PGH), que n@w®ns montré comme étant un
inhibiteur compétitif du DHAP. Le test de cette #mlle in vivo sur différentes
mycobactéries donMycobacterium tuberculosiga’a malheureusement montré aucun effet

inhibiteur sur la croissance bactérienne.

La quinolinate synthase est une enzyme complekesjuoin d’avoir révélé tous ses
secrets ce qui laisse de nombreuses perspectideslds :
- Le premier des challenges majeurs de I'étudeette enzyme, reste la détermination du role
exact du centre [4Fe-4S] dans l'activité. Il estrardial d’établir avec justesse s'il joue un
réle dans la catalyse enzymatique ou s’il n’a qudle structural. Cette question est cruciale
pour ce qui constitue, a mon avis, la seconde desitps de ce travail : la recherche de
nouvelles molécules inhibitrices.
- En effet, la recherche de nouvelles moléculetbitittes sera orientée en fonction du role
du centre [4Fe-4S] de la quinolinate synthasele stentre [4Fe-4S] joue un rble dans la
catalyse enzymatigue alors on pourra envisagelydinétiser des molécules possédant des
fonctions connues pour chélater les métaux commexygmple des composés contenant des
fonctions thiols (analogues du DHAP ou de I'acidéqlinique). Si par contre le centre [4Fe-
4S] ne joue qu'un réle structural, la conceptiondelécules analogues d’intermédiaires
réactionnels capables de bloquer la réaction enzyuga comme par exemple des
haloacétones phosphate ou le fluoroasparate set@t pinvisagée. Dans I'un ou l'autre des
cas, la difficulté majeure a dépasser sera de éroune molécule inhibant spécifiquement la
quinolinate synthase.
- Enfin, I'obtention d’'une structure tridimensiotieeaux RX de la protéine avec son centre
[4Fe-4S] est en cours et pourrait permettre derégoa de nombreuses questions. En effet,
on peut imaginer que la cristallisation de I'enzyemeprésence d’'un des substrats (plutot le
DHAP car IA est instable) puisse donner des infdiona sur sa place au sein du site actif de
'enzyme. Sa proximité ou pas avec le centre mtal pourrait également apporter des
eléments de réponse quand au role du centre [4Feddfs la catalyse. Enfin, ces
informations sur le placement et I'environnement MHAP au niveau du site actif de
'enzyme pourraient également aider a orienter deherche de nouvelles molécules
inhibitrices plus spécifiques de la quinolinatethase. Si I'on parvient a obtenir une structure
tridimensionnelle de I'enzyme (avec ou sans le DHAR pourrait alors imaginer mettre les
cristaux en présence des deux substrats et poupgsoespérer piéger des intermédiaires

réactionnels.
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La quinolinate synthase ou NadA*, une enzyme quiepiinalement assez mal son suma.

(* RIEN, en Espagnol).
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