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Introduction générale






La neuroglobine (Ngb) est une protéine découverte en 2000 par le Docteur Burmester
(Burmester, Weich, & Reinhardt, 2000). Elle appartient a la grande famille des globines, des protéines
essentielles au bon fonctionnement et a la survie du corps humain et de nombreuses autres espéces.
Bien que sa structure tridimensionnelle soit similaire a celles des globines classiques, comme
I’'hémoglobine (Hb) ou la myoglobine (Mb), la Ngb possede plusieurs particularités structurales.
Notamment, il a été mis en évidence que I’"héme de la Ngb, une protoporphyrine IX qui constitue son
site actif, est hexacoordiné par un ligand distal endogéne, une histidine. Chez I'Hb ou la Mb, I’'héme
est hexacoordiné par une molécule d’eau ou est pentacoordiné. Il a également été relevé in vitro que
I’'héme existe sous deux conformations, aux proportions respectives non négligeables, isomeres I'une
de l'autre par une rotation de 180°. Chez les globines plus classiques, seule une forme isomere
prédomine. Un dernier élément structural qui n’existe pas chez I’'Hb ou la Mb est la présence d’un
pont disulfure intramoléculaire, dont I'état d’oxydation pourrait étre impliqué dans des mécanismes
structuraux.

Les nombreuses particularités structurales de la Ngb semblent indiquer une ou des fonctions
biologiques différentes de celles des globines classiques Hb et Mb. De plus la Ngb a été
principalement localisée dans le cerveau. Elle y est cependant présente dans des concentrations trop
faibles pour assurer les roles classiques de transport et stockage du dioxygene comme les autres
globines. Aussi la principale fonction in vivo de la Ngb reste encore inconnue a ce jour. Sa localisation
particuliere dans le cerveau en fait néanmoins une cible thérapeutique potentielle dans la lutte
contre les maladies du systéme nerveux central. Les maladies neuronales, telles que la maladie
d’Alzheimer, la maladie de Parkinson ou la chorée de Huntington représentent I'une des catégories
de maladies graves les plus répandues. Ces maladies résultent de diverses pathologies du cerveau,
comme |'ischémie, I'hypoxie ou la dégénérescence neuronale. Plusieurs corrélations entre
I’expression de la Ngb et des effets protecteurs contre ces disfonctionnements du systéme nerveux
ont été mises en évidences in vitro et in vivo chez différentes espéces (Ascenzi et al., 2016). Plusieurs
voies de protection comprenant une intervention de la Ngb impliquent son site actif. Notamment, sa
capacité a fixer des ligands, comme des especes réactives de I'oxygene (ROS) ou de I'azote (RNS),
serait primordiale (Ascenzi et al., 2016).

Malgré plus de 500 articles publiés sur la Ngb depuis sa découverte, I'influence des
particularités structurales de la Ngb humaine sur ses potentielles fonctions demeure mal comprise et
peu explorée. Nous nous sommes alors intéressés durant la these a étudier le comportement in vitro
de la Ngb et de son site actif en fonction de ses particularités structurales. Pour ce faire, nous avons
réalisé des mutations de différents acides aminés positionnés a des endroits potentiellement clés
pour la structure et la fonction de la protéine. L'objectif est de mettre en évidence, a I'aide du role de
ces acides aminés essentiels, des corrélations entre les différentes particularités structurales de la
Ngb et leurs implications sur la réactivité de la protéine.

Aprés un premier chapitre introductif détaillant I'étendue actuelle des connaissances sur les
particularités structurales et les fonctions présumées de la Ngb, le Chapitre Il abordera les
caractéristiques des différentes techniques (UV-Visible, Dichroisme Circulaire et Résonance
Magnétique Nucléaire) utilisées durant la thése pour analyser I'impact des mutations sur la structure
et la réactivité de la Ngb. Ces techniques permettent d’explorer différents aspects de la protéine. Un
intérét particulier peut ainsi étre porté sur ’lhéme et son environnement, sur I'influence du pont
disulfure intramoléculaire, ainsi que sur la structure secondaire de la protéine. Cette partie servira



également a présenter le protocole de synthése et de purification des protéines qui a fait I'objet
d’optimisations durant la these.

Nous avons tout d’abord déterminé les propriétés spectrales et structurales des variants, qui
seront présentées en Chapitre lll. Les différentes caractérisations réalisées et leurs comparaisons
avec les propriétés de la Ngb WT (sauvage) mettront en évidence I'impact de certains acides aminés
sur I’heme et son environnement d’une part, et sur la structure secondaire de la protéine d’autre
part. Une attention particuliére sera portée a I'effet de I'état d’oxydation du pont disulfure sur les
caractéristiques de la Ngb WT et des variants. Nous avons ensuite réalisé, dans la Chapitre IV, une
étude du comportement de la protéine et des variants dans des conditions dénaturantes, en faisant
varier le pH. Cette étude permettra de révéler les roles structurants de plusieurs acides aminés non
seulement sur la structure secondaire de la protéine mais aussi sur le positionnement et la stabilité
de I'héme au sein de la protéine. Les études cinétiques de fixation du cyanure sur la Ngb WT et les
différents variants seront détaillées dans le Chapitre V. La cinétique de fixation du cyanure présente
|’avantage de pouvoir étre étudiée par les différentes techniques utilisées et ainsi de prendre en
compte l'influence de différents parametres, comme l'isomérie de I'heme ou I'état d’oxydation du
pont disulfure. Nos résultats fournissent une premiére approche expérimentale in vitro des
mécanismes réactionnels expliquant la réactivité particuliére de la Ngb. En couplant les résultats et
les analyses faites lors de cette these, nous montrerons dans une partie discussion au Chapitre VI que
la réactivité de la Ngb met en jeu un mécanisme coopératif entre différentes parties structurales de
la protéine, lui procurant une réactivité inédite.
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Ce chapitre introductif est découpé autour de quatre axes. La famille des globines et le
positionnement de la Ngb au sein de cette famille seront tout d’abord présentés. Nous
soulignerons notamment I'opposition entre les globines classiques comme I'Hb ou la Mb qui ont
des séquences en acides aminés tres similaires et la Ngb dont la séquence en acides aminés est
plus unique. Les principales pistes sur les potentielles fonctions biologiques de la Ngb seront
ensuite brievement décrites. Nous exposerons ainsi différents modes d’action de la Ngb. Ces
modes d’action sont dépendants des particularités structurales de la Ngb. Ces principales
particularités structurales seront détaillées dans une troisieme partie. Nous porterons un intérét
particulier a I’'heme de la Ngb, qui constitue son site actif. Enfin, étant donné que plusieurs
fonctions potentielles de la Ngb impliquent sa capacité a interagir avec des ligands externes, les
différentes études in vitro sur la réactivité de la Ngb avec des ligands externes seront résumées
en derniére partie. Nous en profiterons pour introduire les différentes approches réalisées sur les
facteurs pouvant influencer ces réactivités.
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A. LaNeuroglobine et la superfamille des globines

1. Lasuperfamille des globines
i. Généralités sur les globines

L'ensemble des familles de globines chez les différentes espéces constitue une superfamille
de protéines. En effet, les globines s’expriment chez les trois grands domaines du vivant (Figure I. 1) :
les eucaryotes, les bactéries et les archées (Woese, Kandler, & L., 1990). L’analyse et la comparaison
des séquences de protéines homologues de différents organismes permettent de remonter a une
origine commune datant de plus de 4 milliards d’années (Hardison, 1996; S.N. Vinogradov,
Hoogewijs, Bailly, Arredondo-Peter, & Gough, 2006; S. N. Vinogradov et al., 2007; S. N. Vinogradov
& Moens, 2008). Cette famille semble s’étre développée a partir d’'un méme ancétre commun apparu
en méme temps que le dioxygeéne sur Terre (Lane, 2003).

Proteobacteria 2/2Hb. SDgb, FHb, GCS

/ Spirochastes NG (2/2Hb)
D onads -~ Yl o /—ChlJm‘,'le".'ev'lUCO-‘YHC'OtI.’I NG {2/2Hb)
L o v
A ; e i NG (22K
.*7 Planctomycetes B e BacteroidetesiChlorobi NG (2/2Hb)
/, '| 2/2Hb, SDgb, FHY Actinobacteria 2/2Hb, SDgb, FHD, Pgb
5 Deinococcus/Thermus 2240, FHb, GCS
Crenarchea \ f?‘fif'c?lff‘
NG (Pgb) s Cyanobacteria 2/2Hb, SDgb, GCS
Euryarchea
NG (272Hb, GCS, Pgb) Firmicutes 2/2Hb, SDgbd. FHb, GCS
ARCHAEA Acidobacteria 2/2Hb
BACTERIA

Figure I. 1- Arbre schématique présentant les relations phylogénétiques des différentes globines dans les trois domaines

de la vie (Woese et al., 1990).

Le repliement tridimensionnel caractéristique des globines (J. C. Kendrew et al., 1960; Perutz,
1979), est constitué de huit hélices a (Figure I. 2), nommées de A a H. Les six principales hélices (A, E,
F d’une part et B, G, H d’autre part) sont réparties en deux couches face-a-face selon un schéma de
type 3-3. L’hélice E forme la partie distale au-dessus de I’heéme et I’hélice F forme la partie proximale
en-dessous de I’'heme (Bashford, Chothia, & Lesk, 1987).
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CD region

Figure I. 2- Structure tridimensionnelle classique d’une globine. Exemple de la Mb de grand cachalot (A. Pesce, Bolognesi,
M., Bocedi, A., Ascenzi, P., Dewilde, S. , 2002). L’héme est représenté en rouge. Les deux couches d’hélices formant le
schéma de type 3-3 caractéristique du repliement des globines sont représentées en bleu et orange respectivement. La

nomenclature (lettres A a H) des hélices est représentée sur chaque hélice correspondante.

Les globines possedent généralement un héme de type b. Cet heme b est une
protoporphyrine IX avec un atome de fer au centre (Figure I. 3). Ce groupe prosthétique n’est pas lié
de facon covalente au reste de la protéine comme dans le cas du cytochrome c. L’atome de fer peut
avoir différents états d’oxydation. L’heme constitue le site actif de la protéine, siege de réactions
chimiques. Il est impliqué dans plusieurs processus biologiques comme le transport de petits ligands,
la capture d’especes toxiques ou dans des réactions d’oxydoréduction.

CH,

CH,
)/
HaC

Figure I. 3- Héme b.
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Deux globines ont particulierement été étudiées, 'Hémoglobine (Hb) et la Myoglobine (Mb).
L'Hb est une protéine assurant le transport du dioxygéne dans les vaisseaux sanguins vers les tissus
(M. Brunori, 1999; Imai, 1999; Perutz, 1990; Scholander, 1960). Elle existe sous forme de tétramere
constitué de deux sous-unités a et deux sous-unités B. La Mb se situe au niveau des muscles des
vertébrés. Sa fonction principale est d’assurer le stockage et la diffusion de O, dans ces organes et
elle est requise dans des mécanismes de détoxification de NO (M. Brunori, 2001; Flogel, Merx,
Godecke, Decking, & Schrader, 2001; Frauenfelder, McMahon, & Fenimore, 2003; Merx et al., 2001;
Ordway & Garry, 2004; Weber & Vinogradov, 2001; B. A. Wittenberg & Wittenberg, 1989; J. B.
Wittenberg & Wittenberg, 2003). La structure de la Mb fut la premiére déterminée
expérimentalement par diffraction aux rayons X (J. C. Kendrew & Parrish, 1957). A I'opposé de ces
deux globines ubiquitaires représentant la Superfamille des globines, il existe dans la grande diversité
des globines, des protéines aux structures différentes. Notamment, une famille de « globines
tronquées » posséde six hélices au lieu de huit, réparties suivant une structure de type 2-2 hélices a
(A. Pesce, Couture, M., Dewilde, S., Guertin, M., Yamauchi, K., Ascenzi, P., 2000).

En 1999, Ptitsyn et al. (Ptitsyn & Ting, 1999) se sont intéressés a I’évolution moléculaire de la
Superfamille des globines pour mieux comprendre le lien entre leur fonction et leur diversité.

ii. Propriétés communes des globines

Afin d’identifier des résidus « clés » dans le fonctionnement des globines, Ptitsyn et al.
(Ptitsyn & Ting, 1999) ont comparé les alignements de 728 séquences différentes de globines
provenant d’organismes appartenant aux trois grands domaines du vivant. Ces auteurs ont ainsi pu
mettre en évidence que plus de 50 % des séquences possédaient des acides aminés conservés pour
23 positions données dans la séquence. Sur la Figure I. 4 sont répertoriés en vert les résidus qui
interagissent directement avec I’"héme b, en bleu les résidus situés au voisinage de I'heme b et en
rouge les résidus non fonctionnels conservés. La nomenclature utilisée pour décrire les résidus sur
cette figure est une lettre (A a H) et un nombre correspondant respectivement a I'hélice a et a la
position sur I’hélice a. Par exemple le résidu E4 correspond au quatrieme résidu de I’hélice E. Les
résidus constituant les boucles entre deux hélices sont désignés par les lettres des deux hélices,
comme par exemple le résidu CD1 de la boucle CD.

10
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Ad
DENQ 65

H15
hp 55

A15
hp 50

<10 interatomic contacts

w— 10 interatomic contacts
————11-20 imeratomic contacts

I 2130 intoratomic contacts

- 31-40 interatomic contacts

- >40 interatomic contacts

Figure I. 4- Schéma représentant les résidus ou types de résidus partiellement conservés (= 50%) chez 12 sous-familles de

globines. Dans chaque case sont indiqués la position du résidu, le nom ou le type (hydrophobe hp, aliphatique al) de
résidu concerné et son pourcentage de conservation. Vert : résidus qui interagissent directement avec ’'héme b. Bleu :

résidus situés au voisinage de I’lhéme b. Rouge : résidus non fonctionnels conservés (Ptitsyn & Ting, 1999).

Un premier point important est la conservation a 100% de I'histidine en F8 dans les
différentes séquences. Cette histidine est le résidu qui lie le fer du coté proximal. Deux autres
groupes de résidus fonctionnels, en interaction avec le site actif de la protéine, sont trés conservés
entre les différentes protéines. Un premier groupe concerne six résidus en interaction directe avec
I’'heme : CD1, E11, F4, F8, FG5 et G5. lls sont considérés comme interagissant avec ’heme car leur
centre de masse est a moins de 5 A de I’heme. Le deuxiéme groupe concerne des résidus dans le
proche environnement de I’héme mais n’interagissant pas directement avec lui : B10, B14, C2, CD4,
E4 et H19. Un dernier groupe de résidus conservés implique les résidus des chaines A, G et H: A8,
Al12, G12, G16, H8 et H12. Ces résidus n’interagissent pas avec le site actif mais présentent un
nombre élevé de contacts interatomiques entre eux. Il faut noter la présence du résidu E7, une autre
histidine conservée a 60%, qui se situe dans le proche environnement distal de I’héme.

Les résidus conservés constituent classiquement le noyau rigide, partie centrale peu flexible,
de la protéine. Des études réalisées sur les structures cristallographiques des principales globines de
vertébrés (Yonetani & Laberge, 2007) montrent que des résidus situés dans les hélices C, E et F et
dans les boucles CD, EF et GH sont au contraire flexibles. Ceci souligne une autre particularité de la
structure générale des globines, a savoir que les hélices a sont plus ou moins flexibles. Ce point
souleve I'importance du profil de rigidité au sein de la protéine avec la mise en évidence de résidus
« frontieres » a 'origine de cavités les globines.

11
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En effet, I'un des points remarquables concernant les globines est la présence de
nombreuses cavités internes (M. Brunori & Gibson, 2001; Carugo & Argos, 1998; Hubbard, Gross, &
Argos, 1994; Tilton, Kuntz, & Petsko, 1984; Tomita, 2010). Ces cavités ont un rdle crucial dans la
diffusion des ligands externes dans la protéine. Elles seront détaillées dans une prochaine partie de
ce chapitre.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons présenter de facon plus détaillée la Neuroglobine
(Ngb).

2. La Neuroglobine (Ngb)
i. Découverte et localisation

L'existence de la Ngb fut mise en évidence par Burmester et al. en 2000 (Burmester et al.,
2000). En parcourant des bases de données d’ADNs chez I'humain et la souris, les auteurs ont
identifié des séquences partielles de type globine ne correspondant ni a la Mb ni a I’'Hb. En clonant et
séquencant les régions codantes des ADNs chez I’humain et la souris, ils ont exprimé une protéine de
151 acides aminés et de poids moléculaire 17 kDa.

L’expression de la Ngb se fait principalement dans différentes régions du cerveau (Burmester
et al., 2000; C. A. Hundahl, Kelsen, & Hay-Schmidt, 2013). Son expression se fait trés t6t au cours du
développement de I'embryon, lors des étapes de différentiation neuronale (Haines et al., 2013;
Simon, 2013). Il a été montré que la Ngb se trouvait également dans le systéeme nerveux central et
périphérique et dans certains tissus endocriniens chez I’humain (Hankeln et al., 2004; Qin et al.,
2008; S. Reuss et al., 2002) ou chez les rongeurs (C. A. Hundabhl et al., 2008; Wystub et al., 2003). Au
niveau du systéeme nerveux, la Ngb serait située plus particulierement dans le cytoplasme des cellules
nerveuses au niveau des neurones (Burmester et al., 2000). La présence de Ngb a aussi été détectée
dans le réseau neuronal de la rétine chez I’humain (Schmidt et al., 2003) ou chez le rat (Lechauve et
al., 2012). Alors que sa concentration totale dans le cerveau n’excéderait pas le uM (Burmester et al.,
2000), sa concentration serait 50 a 100 fois plus grande dans la rétine (Schmidt et al., 2003). Ceci
laisserait supposer un role différent pour la Ngb dans la rétine et dans le systéeme nerveux.

Des études plus récentes tendent a prouver |'existence de la Ngb dans d’autres organes du
corps. En 2012 et 2013, Di Giulio et al. révelent la présence de la Ngb dans la carotide humaine, un
organe essentiel pour la respiration (Di Giulio et al., 2012; Di Giulio et al., 2013). De la Mb et de la
Ngb ont été également identifiées au sein de la moelle épiniére dans des quantités équivalentes a
celles trouvées dans la rétine (D'Aprile et al., 2014). Elles pourraient y jouer un réle de support en
apport d’oxygéne dans cet environnement plutot caractérisé par un appauvrissement en oxygene. |l
est aussi montré que les cellules de la moelle épiniere ont une activité d’oxyde nitrique réductase, en
adéquation avec des possibles fonctions de Mb et Ngb. La Ngb se situerait aussi dans le systeme
auditif chez la souris, le rat et I’'hnumain (S. Reuss et al., 2016) dans des milieux contenant des oxyde
nitrite synthases.

ii. La Ngb dans la famille des globines

L'étude phylogénétique de la famille des globines suggére que la Ngb est une globine
ancienne qui se serait différenciée treés t6t des autres globines (Droge, Pande, Englander, &
Makalowski, 2012; Roesner, 2005; Schwarze, Singh, & Burmester, 2015) . L’arbre phylogénétique

12
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(Figure 1. 5) montre que la Ngb se serait différenciée, avec les globines X, des autres globines il y a
environ 800 millions d’années alors que la myoglobine et I'"hémoglobine ne se seraient séparées
entre elles qu’il y a 500 millions d’année environ.

0 -

200 -

400 -

600 -

Million years ago

800 -

1000 -

Figure I. 5- Arbre phylogénétique des globines. Les globines grisées interviennent dans le processus respiratoire (Hankeln

& Burmester, 2009).

La Ngb possede une faible identité de séquence avec les autres globines humaines (Figure I.
6). Il existe seulement 21% d’identité de séquence entre la Ngb et la Mb et 25% d’identité de
séquence entre la Ngb et 'a-Hb (Burmester et al., 2000). En revanche, la comparaison des séquences
en acides aminés obtenues entre les Ngb de différentes espéces sont tres proches (Van Leuven et al.,
2013). Par exemple les Ngb humaine et de souris montre une identité de séquence de 94%.
Seulement 77% et 85% d’identité existent lorsque les séquences entre ces deux espéces sont
comparées pour I’"hémoglobine et la myoglobine respectivement (Burmester et al., 2000; A. Pesce,
Bolognesi, M., Bocedi, A., Ascenzi, P., Dewilde, S., 2002). La séquence en acides aminés de la Ngb est
donc tres conservée parmi différentes especes.

13
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* * * * *
human Mb  ——===-=---mommaao GI#SDGEWQLVLNVGKVEADI PGH?'QEVLIRL!-'KGZ-""ET;EKPDKEK-HLKSEDEMKASEDLKKBGA'ATL'Z‘ALGGI LKKK
human HbBOL -———-===-===mmmmmmm v’spAm-mwma‘cxvcm.qcsy‘msm.samr.s_-- TKTYFPH3--DLSH-~-~~ GSAQVKGHGKKYADALTNAVAHV
human Hbf —---———--mmmmeem VHITPEEKSAVTALLGKV--NVDEVEGEALGRLLVV Y|ZWTQRFFESZG- DLSTPDAVMGN PKVKAHGKKLGAFSDGLAHL
human Ngb ======-=seecccea-- MERPEPELIRQSiRAVSRSPZ..,H;’I"\.’L?ARLFALE'DLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKT LVIDAAVTNV
human Cygb MEKVPGEMEIERRERSEE@MSEAERKAVQAMJARLYANCEDVEVAILVRFEVNFZSAKQYFSOGK-HMEDPLEMERS PQLRKHACRMGALNTVVENL
I I \ I I I I \ I I
1 10 20 30 40 T s0 60 70 20 ¥ 90
B12.2 E11.0
L * * L - *
human Mb GH-=-HEAE IKPAQSHATKHKI PVKYLEFISECI IQVLQSKHPGDFGADAQGAMNKALELFRKDMASNYKELGEFQG= === === mm mm m m

human HbQ DD---MPNALSAHSDLHAHKLRVDPVNrKLLSHCLLVTLAAHLPAE TPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR=======mee e e m e ———

human Hbﬂ DN-~--LKGTFATIESELHCDKLHVDPENRLLGNVLVCVLAHHFGKEQTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH= = === === mm e e —mm

human Ngb EDLSSLEEYLAS'_ :RKHRA-‘JGVKLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAETPATRAAWSOLYGAVVOAMSRGWFKSE ---------------------
human Cygb HDPDKVSSVLALVGKAHALKHKVEPVYQKILSGVILEVVAEEFASDIPPETQRAWAKLRGLIYSHVTAAYKEVGWVQQVPNATTPPATLPSSGP
| | | | | | | I |

100 110 120 T 130 140 150 160 170 T 190

G7.0 HC1l1.2

Figure I. 6- Alignement de séquences, de haut en bas, de myoglobine humaine (human Mb), d’hémoglobine alpha
humaine (human Hba), d’hémoglobine-béta humaine (human HbB8), de neuroglobine humaine (human Ngb) et de
cytoglobine humaine (human Cygb). Les hélices a sont indiquées par les lettres A a H. Les acides aminés d’importance
structurale sont surlignés en bleu, les acides aminés distaux et a proximité de ’héme en jaune (A. Pesce, Bolognesi, M.,

Bocedi, A., Ascenzi, P., Dewilde, S. , 2002).

Le fait d’avoir une faible identité de séquence avec I'Hb ou la Mb, mais une forte identité
entre les Ngb de différentes espéeces suggéere la présence d’acides aminés spécifiques a la Ngb ayant
potentiellement un réle déterminant pour les fonctions de la Ngb. Notamment, chez la Ngb humaine,
il existe trois cystéines : C46, C55, et C120 susceptibles de former des ponts disulfures. Elles ne sont
pas présentes chez la Mb ou I’'Hb. De méme, la Ngb du rat possede une cystéine de moins. Une
glutamine est présente a la position 46 au lieu d’une cystéine, ce qui peut induire des roles différents
entre les Ngb de différentes especes.

Cette différenciation de la Ngb par rapport aux autres globines indique que la Ngb ne remplit
pas obligatoirement la fonction classique d’autres globines a savoir le transport et le stockage du
dioxygene. Mais elle pourrait remplir plusieurs autres réles possibles. Ces réles semblent d’ailleurs
liés aux différentes localisations de la Ngb dans I'organisme. Nous allons explorer dans la partie
suivante les principales fonctions potentielles de la Ngb actuellement proposées.

B. Fonctions biologiques potentielles de la Neuroglobine

L'implication possible de la Ngb dans des mécanismes de protection cellulaire a été
intensivement étudiée depuis sa découverte (Ascenzi, Gustincich, & Marino, 2014; Brittain,
Skommer, Raychaudhuri, & Birch, 2010; M. Brunori & Vallone, 2006, 2007; Dietz, 2011; Z. Yu, Liu, Liu,
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Yang, & Wang, 2012) du fait de sa localisation spécifique dans plusieurs régions neuronales du
cerveau (Burmester et al., 2000; Casado, Pannell, Whalen, Clauw, & Baraniuk, 2005; Di Giulio et al.,
2013; Hankeln et al., 2004; C. A. Hundahl et al., 2013; Laufs et al., 2004). Quelques grands axes
autour des modes d’action de la Ngb ont pu étre dégagés.

1. Ngb et apoptose

L'apoptose est un processus physiologique de mort cellulaire programmée, c’est-a-dire
induite par des signaux spécifiques et contrblés génétiguement par la cellule. Il existe deux voies
d’induction de I'apoptose. La voie extrinseque est basée sur la fixation de ligands spécifiques a des
récepteurs membranaires de la cellule. L'autre voie est la voie intrinseéque, aussi appelée voie
mitochondriale (Vosler, Graham, Wechsler, & Chen, 2009). Elle est induite en réponse a des signaux
de mort intracellulaires, comme des dommages a '’ADN causés par des radiations, a du stress
cellulaire, causé par exemple par de I'hypoxie. Bien que I'apoptose soit un mécanisme naturel de
I'organisme, il existe de nombreuses pathologies, comme Alzheimer ou Parkinson, associées a une
activation anormale ou a une inhibition des mécanismes d’apoptose (Lin & Beal, 2006).

i. Expression de la Ngb dans des conditions d’hypoxie ou d’ischémie

L'hypoxie et I'ischémie sont deux pathologies associées a une privation de dioxygéne dans
'organisme. Il en résulte notamment un stress cellulaire a I'origine du déréglement des voies
apoptotiques.

Comme rappelé en premiére partie, la fonction principale des globines classiques, a savoir
I’'Hb et la Mb, est d’assurer le transport et la diffusion du dioxygéne dans les organes ou elles sont
présentes. Cette fonction potentielle de la Ngb a cependant été rapidement écartée dans la mesure
ou sa concentration a I'état naturel demeure trop faible, de I'ordre du micromolaire pour assurer une
telle fonction (Burmester et al., 2000). Méme dans la rétine ou elle demeure en concentration plus
élevée, des simulations numériques récentes, tendent a prouver qu’elle ne sert pas a stocker le
dioxygéne (Roberts, Gaffney, Luthert, Foss, & Byrne, 2015).

Néanmoins, étant donné la relation particuliere entre les globines et le dioxygene, le
comportement de la Ngb en fonction de la quantité de dioxygene, et plus particulierement dans des
conditions d’hypoxie ou d’ischémie, a été testé. Beaucoup d’études ont été publiées sur les effets
protecteurs de la Ngb dans des conditions de manque de dioxygene. D’une fagon générale, il est
constaté une surproduction de Ngb dans les tissus impactés par un manque de dioxygéne brutal
aussi bien chez I’humain (Duong et al., 2009; Fordel, Geuens, Dewilde, De Coen, & Moens, 2004;
Fordel et al., 2007; Jin, Mao, Xie, & Greenberg, 2011; Jin, Mao, Mao, Xie, & Greenberg, 2010; Sun, Jin,
Mao, Zhu, & Greenberg, 2001) que chez le rat (Y. Liu, Li, Li, & Zou, 2015; Shang et al., 2015). Cette
surexpression est corrélée a une augmentation de la survie cellulaire dans ces conditions.

ii. La Ngb etles mitochondries

Les mitochondries sont des organites essentiels pour toutes les cellules. Les neurones étant
tres demandeurs en énergie, les mitochondries y sont un élément d’importance capitale. Elles jouent
un role clé dans I'apport en énergie au métabolisme, dans la génération d’espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) et dans I'apoptose.
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Il a été montré un effet bénéfique de la surexpression de la Ngb sur la résistance des
mitochondries face a des conditions de privation de dioxygene et face a la surexpression de beta-
amyloides (Khan et al., 2008; Li, Pouranfar, et al., 2008; J. Liu et al., 2009). Dans la Figure I. 7, un
apercu des fonctions potentielles de la Ngb en relation avec les mitochondries est donné (Z. Yu,
Poppe, & Wang, 2013).
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Figure I. 7- Réles protecteurs potentiels de la Ngb dans les mécanismes mitochondriaux (Z. Yu et al., 2013). En partant du

haut : La Ngb pourrait agir sur le transport de molécules de l'intérieur vers I'extérieur des mitochondries ou inversement.
Elle pourrait agir en tant que capteur de ROS et permettre le maintien de la production d’adénosine triphosphate (ATP).
Elle pourrait inhiber 'augmentation du relargage de cytochrome C (Cyt c), un initiateur d’apoptose, par la mitochondrie
dans des conditions dénaturantes provoquées par un influx de calcium Ca?*. De plus la Ngb ferreuse serait capable de
réduire la forme ferrique du Cyt c, qui est la forme efficace pour I'apoptose. Ellse serait aussi capable d’empécher le
relargage de Cyt c dans des conditions de manque d’oxygéne et de glucose en se fixant aux canaux membranaires VDAC
(Voltage-dependent anion channel). Enfin elle pourrait lutter contre 'apoptose en activant les protéines phospho-kinases

p-Akt, inhibitrices d’apoptose.

La Ngb est notamment impliquée dans la préservation de la production d’ATP, qui est le role
principal des mitochondries. Un maintien, voire une augmentation du niveau de production d’ATP est
constaté dans des conditions de stress oxydant ou d’hypoxie pour des cellules neuronales humaines
transfectées avec de la Ngb (Antao, Duong, Aran, & Witting, 2010; Duong et al., 2009). L’autre
protection principale induite par la Ngb au niveau des mitochondries est sa capacité a inhiber I'action
du cytochrome ¢, un déclencheur des processus apoptotiques (Brittain, Skommer, Henty, Birch, &
Raychaudhuri, 2010; Brittain, Skommer, Raychaudhuri, et al., 2010; A. Fago, Mathews, & Brittain,
2008; A. Fago, Mathews, Moens, Dewilde, & Brittain, 2006; Fiocchetti, De Marinis, Ascenzi, & Marino,
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2013; Guidolin et al., 2014; Raychaudhuri, Skommer, Henty, Birch, & Brittain, 2010; Skommer &
Brittain, 2012; Suto, Sato, Ohba, Yoshimura, & Fujii, 2005; Tiwari et al., 2014; Z. Yu et al., 2013).

2. Ngb et stress oxydant

Les radicaux libres sont des especes intermédiaires nécessaires a |'organisme pour de
nombreuses réactions chimiques. lls sont principalement représentés par deux familles de composés,
a savoir les ROS et les especes réactives de I'azote (RNS). L'exces de radicaux libres in vivo, appelé
stress oxydant ou oxydatif, peut étre une source de pathologies graves (Delanty & Dichter, 1998;
Kim, Noshita, Sugawara, & Chan, 2001; Marzatico & Cafe, 1993; Sugawara & Chan, 2003). Cet exces
résulte d’'un déséquilibre entre la production des radicaux libres et la capacité de notre organisme a
les neutraliser. Aussi les systémes de contrble et de capteur de radicaux libres sont d’importantes
cibles thérapeutiques.

i. Expression de la Ngb dans des conditions de stress oxydant

Dans le cas de la Ngb, plusieurs études montrent une corrélation directe entre la résistance
de la cellule a des radicaux libres et la présence de la Ngb dans ces cellules (Antao et al., 2010; Fordel
et al.,, 2006; Fordel et al., 2007; Li, Morris, et al., 2008; Vorasubin et al., 2016). Deux voies
expérimentales sont principalement explorées.

La premiere consiste a évaluer la quantité et I'effet de la Ngb dans des cellules pc12 de type
neuronal soumises a un stress oxydant induit par H,0,, en comparant des cellules normales et
mutées pour ne plus exprimer la Ngb (Li, Morris, et al., 2008). L’étude montre que chez les cellules
mutées, ol la Ngb est absente, il y a une grande augmentation des effets négatifs (morts cellulaires,
production de ROS/RNS) induits par le stress oxydant. La deuxiéeme voie expérimentale consiste a
transfecter la Ngb dans des cellules soumises a des conditions de stress oxydant pour analyser les
apports de la présence en Ngb (Fordel et al., 2006; Fordel et al., 2007). Dans ces études, il est
montré que l'injection de plasmides codant pour la Ngb dans ces cellules provoque une diminution
du taux de mort cellulaire.

Le stress oxydant peut avoir de nombreuses conséquences néfastes. L'un des effets est
I'activation non-désirée de protéines suite a leur oxydation. C’est le cas des protéines G qui sont
sensibles au stress oxydant.

ii. Ngb et activité d’inhibiteur de dissociation de guanine

Les protéines G appartiennent a une famille de protéines dont I'activation de la fonction
dépend de la fixation de guanine. Le ratio entre formes active et inactive peut étre modulé
notamment par des systémes d’inhibiteur de dissociation de guanine (GDI) (Bourne, Sanders, &
McCormick, 1991; Gilman, 1987; Hepler & Gilman, 1992; Sprang, 1997; Vetter & Wittinghofer, 2001).
Cependant, la présence de radicaux libres peut provoquer leur activation non-désirée.

L’'homologie de séquence en acides aminés de 25 a 35% entre la Ngb et des GDI conduit a
s’intéresser a I'activité GDI potentielle de la Ngb (Wakasugi, Nakano, & Morishima, 2003) (Kitatsuji,
Kurogochi, Nishimura, Ishimori, & Wakasugi, 2007; Takahashi, Watanabe, & Wakasugi, 2013;
Wakasugi & Morishima, 2005). Ces études chez le rat mettent en évidence la capacité de fixation de
la Ngb ferrique a la sous-unité Ga ce qui entraine une inhibition de I’activation des protéines G. Chez
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I’'humain, le réle de la Ngb en tant que GDI en réponse a un stress oxydant est également confirmé
(Watanabe, Takahashi, Uchida, & Wakasugi, 2012; Watanabe & Wakasugi, 2008).

L'ensemble des études montrent une gamme tres étendue de fonctions possibles de la Ngb,
dépendant de sa localisation et des conditions environnementales. Les caractéristiques structurales
particuliéres de la Ngb représentent une piste pour déterminer ses possibles fonctions.

C. Caractéristiques structurales et propriétés de la Ngb

1. Structure tridimensionnelle de la Ngb
i. Structure de type globine

Deux structures cristallographiques de la Ngb ont été déterminées (Guimaraes, Hamdane,
Lechauve, Marden, & Golinelli-Pimpaneau, 2014; A. Pesce et al.,, 2003). La premiére en 2003
correspond a une forme triplement mutée des cystéines C46, C55 et C120 (fichier pdb 10J6)(A.
Pesce et al., 2003).La seconde comprend deux structures possibles, différenciées par la position de la
boucle CD, de la neuroglobine sauvage (fichier pdb 4MPM, (Guimaraes et al., 2014)). Sur la Figure . 8
sont superposées les structures cristallographiques de la Ngb (Guimaraes et al., 2014), de la Mb
(Evans & Brayer, 1990) et de la Cytoglobine (Cgb), une autre globine récemment découverte (Makino
et al., 2006). Ces structures tridimensionnelles ont leurs hélices superposables dans I'espace. La Ngb
posséde donc une structure tridimensionnelle propre a la famille des globines. Elle posséde huit
hélices a notées de A a H structurées selon un schéma de type 3-3.

Figure I. 8- Alignement structural issu de VMD entre Mb en bleu (PDB: 1YMB), Ngb en vert (PDB: 4MPM, chaine A) et Cgb

en rouge (PDB : 2DC3, chaine A). Figure obtenue a partir du programme VMD (Humphrey, Dalke, & Schulten, 1996).
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Comme indiqué en partie A.2.ii. la Ngb possede une faible identité de séquence avec les
autres globines. Les acides aminés spécifiques de la Ngb ne semblent donc pas provoquer de
modifications de la structure tridimensionnelle de la Ngb par rapport aux autres globines. Il en
résulte tout de méme certaines particularités structurales propres a la Ngb. Notamment les cystéines
46 et 55 de la boucle CD sont suffisamment proches dans |'espace pour former un pont disulfure
intramoléculaire (D. Hamdane et al., 2003). De méme I'histidine 64 se retrouve assez proche du fer
de I’héme pour s’y lier. Enfin, certains acides aminés dessinent un réseau de cavités unique a la Ngb.

ii. Cavités internes

La structure tridimensionnelle de la Ngb WT fait apparaitre deux cavités principales (Figure I.
9). La plus large cavité est entourée de résidus apolaires et se trouve en partie sur la face distale de
I’'heéme. Elle est fortement hydrophobe et inaccessible au solvant. L’existence de cavités a déja été
bien étudiée chez les globines (M. Brunori & Gibson, 2001; M. Brunori et al., 2000; Ouellet, Milani,
Couture, Bolognesi, & Guertin, 2006; Scott & Gibson, 1997; Tilton et al., 1984). Cependant cette
cavité distale de I’'heme de la Ngb ne peut étre comparée aux cavités classiques des autres globines a
cause de sa grande taille et de son caractére hydrophobe. L’autre cavité, plus petite, est localisée au
niveau de la boucle CD. Elle est inaccessible au solvant mais est connectée a la partie distale de
I’heme.

Figure I. 9- Cavités internes chez la Ngb WT humaine (pdb : 4MPM-2). Les cavités sont représentées en jaune. La plus
grande cavité, en partie située du cété distal de Fhéme, fait 225 A3. La plus petite, située au niveau de la boucle CD, fait

60 A3 (Guimaraes et al., 2014).

L'existence de ces cavités est notamment régulée par I'état de coordination du fer et par
I’état d’oxydation du pont disulfure (A. Bocahut, Bernad, Sebban, & Sacquin-Mora, 2009). La
présence d’autres cavités, de type Xénon, correspondantes aux cavités présentes dans les autres
globines ont alors été identifiées chez I'homme et la souris, avec des acides aminés conservés
définissant ces structures (Figure I. 10) (Anselmi, Brunori, Vallone, & Di Nola, 2007; A. Bocahut et al.,
2009; Orlowski & Nowak, 2008; A. Pesce et al., 2004). Ces cavités sont mises en évidence par
diffraction aux rayons X sous pression de xénon, qui vient alors se fixer dans les cavités hydrophobes.
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Cavités Acides aminés entourant la cavité

Poche distale L27, F28, F32, L31, L38, F42, F61, H64, L67, V68,
V109, Héeme

Xe2 172, A75, V109, L113, W137

Xe3 A75, L85, L89, L136, V140

Xe4d W13, L27, F28, 165, M69, 172, L113, M116

Figure I. 10- Liste des acides aminés formant les cavités chez la Ngb. (Orlowski & Nowak, 2008). Ce sont les acides aminés
dont la chaine latérale est orientée vers la cavité a laquelle ils sont associés. Le numéro des cavités a été choisi en

comparant leurs positions a celles des cavités Xe de la Mb WT.

2. Environnement de ’heme de la Ngb
i. Hexacoordination

Une particularité de la Ngb est qu’elle posséde un sixieme ligand endogéne autour du fer de
I’'héme (Burmester et al., 2000; Couture, Burmester, Hankeln, & Rousseau, 2001; S. Dewilde et al.,
2001). A linverse, les globines classiques comme I'Hb ou la Mb ont leur héme dans un état
pentacoordiné en I'absence de ligands externes. La Ngb est donc dite hexacoordinée. La position de
I’'hnéme (Figure |. 11) est observable avec les deux histidines axiales qui interagissent avec I’"héme.
L’histidine proximale est I'histidine 96 notée également F8. L’histidine distale est I'histidine 64 ou E7.
La Ngb est la premiere globine découverte présentant cette particularité. L’hexacoordination est
présente pour les deux états d’oxydation du fer, ferreux Fe?* et ferrique Fe*, de 'héme.

Pont disulfure
\

\\ Cys
Cys46 ¢

His64 distale

Héme

His96 proximale
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Figure I. 11- Structure de la Ngb avec mise en évidence de la position de I’'héme, des deux histidines axiales et du pont

disulfure (PDB : 1NSH). Figure obtenue a partir du programme VMD (Humphrey et al., 1996).

L'état d’oxydation, de spin et la coordination du fer de I'heme des globines sont bien
caractérisés par les spectres d’absorption UV-Visible. Il y a classiquement deux régions spectrales
associées a ces propriétés. Entre 400 et 450 nm, la bande de Soret, trés intense, reflete la
coordination et I'état d’oxydation du fer. Elle se situe a 406 nm et 407 nm pour I'Hb WT et la Mb WT
humaines respectivement. Ce sont des protéines ou le fer Fe3* est pentacoordiné a la structure avec
en sixieme ligand une molécule d’eau. La réduction du fer entraine un déplacement caractéristique
de cette bande autour de 420-425 nm. L’autre région spectrale caractéristique se situe entre 500 nm
et 650 nm. Les bandes de cette région sont aussi dépendantes de I'état d’oxydation et de Ia
coordination du fer. Elles donnent également une indication sur son état de spin avec I'apparition
chez I'Hb WT et la Mb WT d’une bande vers 630 nm lorsque le fer est haut spin.

L’hexacoordination de la Ngb conduit a des spectres d’absorption UV-Vis caractéristiques
(Figure I. 12). La bande de Soret se situe a 412 nm pour la forme ferrique native Fe** et une bande a
426 nm pour la forme deoxy-ferreuse Fe?* (S. Dewilde et al., 2001). Elle est plus haute en longueur
d’onde que I’'Hb WT ou la Mb WT a cause de la présence d’un sixieme ligand endogéne. Cet effet sur
la bande de Soret est retrouvé chez la Cgb WT humaine qui est aussi hexacoordinée par un ligand
endogeéne (Sawai et al, 2003). Les bandes d’absorption autour de 550 nm sont également
caractéristiques de I’état d’oxydation du fer. La bande a a 530 nm est plus intense que la bande 8 a
565 nm chez la Ngb Fe3* et inversement chez la Ngb deoxy-ferreuse Fe?*

Absorption

400 450 500 550 600
Wavelength (nm)

Figure I. 12- Spectres d’absorbance de la Ngb forme Fe3* (vert), deoxy-Fe?* (rouge), CO-Fe?* (bleu), en présence de
dioxygéne (noir) (S. Dewilde et al., 2001).

L’hexacoordination de la Ngb a été observée en spectroscopie Raman (Couture et al., 2001).
Les bandes de fréquences obtenues (Figure |. 13) sont caractéristiques de I’état d’oxydation et de la
coordinence du fer d’hémoprotéines hexacoordinées (Das et al.,, 1999; Vogel, Spiro, Shelver,
Thorsteinsson, & Roberts, 1999). En 2004, une autre étude en spectroscopie Raman (Uno et al.,
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2004) montre que I'histidine H64 est le ligand distal natif a pH neutre et que la lysine 67 est le ligand
distal majoritaire a pH basique.

i — PR T— i i

1200 1300 1400 1500 1600 1700

Raman shift (cm™)

Figure I. 13- Spectres Raman de la Ngb a) état Fe?* pH 8,0 b) état Fe3* pH 5,2 c) état Fe3* pH 8,0 d) état Fe3* pH 10,0
(Couture et al., 2001).

ii. Hexacoordination et stabilité de la protéine

La stabilité de la protéine par rapport a la température a été testée (D. Hamdane et al., 2005)
pour étudier I'effet de I'hexacoordination et du pont disulfure sur la structure. La Ngb posséde une
meilleure stabilité a haute température que les globines classiques Hb et Mb (Figure I. 14). Cette
stabilité accrue est associée a la présence de I'histidine distale. La réversibilité de la dénaturation en
fonction de la température a également été étudiée. lls ont montré que la Ngb pouvait se
restructurer aprés dénaturation a haute température avec une perte structurale de 15 % en hélices a
par rapport a la structure avant dénaturation.

Protéine Tm (°C) | Khis
Ngb humaine C46C55C120 -> G465555120 | 103 | 4500
Ngb WT humaine (avec pont disulfure) 100 280

Cgb WT humaine 95 110
Hb de drosophile 76 18
Ngb de souris H64L 80 -
Mb de cceur de cheval 81 <1
Hb-CO humaine 71 <1

Figure I. 14- Température de dénaturation T,, et constante d’affinité Ky;s de I'histidine distale de différentes globines (D.

Hamdane et al., 2005).

La stabilité accrue de I’heme peut notamment étre associée a une meilleure affinité de
I’histidine distale (Figure I. 14). Les valeurs de I’affinité de I'histidine distale de la Ngb, avec ou sans
pont disulfure, sont nettement supérieures a celles de la Mb ou de I'Hb. Seule la Cgb, une autre
globine hexacoordinée récemment découverte, présente la méme affinité que la Ngb WTox.

La stabilité de la protéine en fonction du pH a également été étudiée pour déterminer I'effet
de I'hexacoordination sur la fixation de I’héme au sein de la protéine. Le suivi de I'absorbance de la
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bande de Soret, caractéristique de la présence de I’héme dans la protéine, en fonction du pH révele

un pHi, de dissociation, valeur a laquelle la moitié des protéines ont perdu leur héme, plus faible

pour la Ngb que pour la Mb (Figure I. 15). La Ngb a donc une meilleure capacité a conserver son

héme a bas pH. Il faut atteindre un pH 2,0 ou inférieur pour ne trouver que de la protéine sans héme,

dite apo-Ngb, en solution.
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Figure I. 15- Suivi de la dénaturation de la Ngb (cercles noirs) et de la Mb (cercles blancs) en fonction du pH (Picotti et al.,

2009).

Une autre étude s’est intéressée a la comparaison de la stabilité entre la forme apoNgb et la

forme holoNgb (Picotti et al., 2009). Il est montré par la technique de dichroisme circulaire (Figure .

16) que le passage de la forme holo a la forme apo entraine une perte d’environ 25% des hélices a. A

pH 2,0, le spectre obtenu pour I'apoNgb est quasiment identique de celui obtenu a pH 7,0, ce qui
n’est pas le cas de la Mb qui est totalement déstructurée a pH 2,0 (2% d’hélices a restant).

A

eg-cm?-dmol ™)

10

pH7.0

1
=
[=]

T

holoNgb

1 l I 1
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[0] x 1073 (deg-cmZ-dmol!)

10 T T T T
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1
1
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Figure I. 16- Spectres de dichroisme circulaire en UV lointain de A) holoNgb (ligne solide) et apoNgb (pointillés) a pH7,0

B) apoNgb (ligne solide) et apoMb (pointillés) a pH 2,0 (Picotti et al., 2009).
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iili. Isomérie de ’héme

Une autre particularité liée a I'heme de la Ngb est I'existence de deux orientations
privilégiées. Une étude par RMN 'H 1D de la neuroglobine de souris a montré que le nombre de
signaux obtenus dus aux protons de la protéine était deux fois plus élevé que le nombre théorique de
signaux attendus d’apres la structure (Du, Syvitski, Dewilde, Moens, & La Mar, 2003). Il a été déduit
gu’il existait deux formes isomeres de ’"héme en solution, notées A et B (Du et al., 2003; Xu, Li, Yin, Li,
& Du, 2009). La présence de ces deux conformations a aussi été observée chez la Ngb humaine par
RMN (Xu et al.,, 2009). L'heme n’est pas lié de fagon covalente aux histidines axiales et donc au
squelette protéique. De plus, la taille de la cavité héminique favorise le manque de sélectivité des
formes isoméres de I’heme (Du et al., 2003; A. Pesce et al., 2003; Vallone, Nienhaus, Brunori, &
Nienhaus, 2004). Ces deux conformations sont obtenues par une rotation de 180° autour d’un axe
passant par les carbones a et y dans le plan du cycle (Figure I. 17). Bien que les deux orientations
n’entrainent pas de modifications structurales de la protéine, il y a un déplacement important de
certains groupes latéraux avec I'’échange de position entre les groupes vinyliques V et les groupes
méthyles M entre les deux conformations. Ceci est corrélé a la modification des changements de
déplacements chimiques des protons de ces groupes en fonction de la forme isomére.

Phe106 Phe106
G5 M
4 alyss] - DV _ ,
FS & STrrp1a c_/Irrp148

N : N - H23

|

Jval101
FG5

=
CD1
A B

Figure I. 17- Représentation des deux conformations A et B de ’héme b de la Ngb de souris. La rotation de 180° pour

Val101

s

O~

passer d’une forme a 'autre se fait suivant I'axe méso-a-y. Les interactions entre les résidus proches de I’héme et ’héme

sont représentés par des traits pour la Ngb WT et par des astérisques pour la Ngb WT-CN (Du et al., 2003).

Ce phénomene d’isomérisation n’a pas été observé a I'état natif chez d’autres globines
comme la Mb (lkeda-Saito et al., 1992; Morishima & Inubushi, 1977). Cependant il a été observé sur
de la Mb et de I'Hb reconstituées ol un héme est inséré dans I'apoprotéine (La Mar, Budd, Viscio,
Smith, & Langry, 1978; Shulman, Wuthrich, Yamane, Antonini, & Brunori, 1969; Yee & Peyton, 1991).
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La présence distincte et stable dans le temps (Du et al., 2003) des deux formes isoméres de la Ngb

serait donc due a des éléments structuraux propres a cette protéine.

Il a été indiqué en C.2.ii que I'un des facteurs participant a la stabilité de la protéine est la
présence d’un pont disulfure intramoléculaire. Nous allons détailler dans la suite les caractéristiques

de ce pont disulfure.
3. Pont disulfure intramoléculaire

i. Localisation

Comme indiqué en A.2, la Ngb posseéde trois cystéines susceptibles de former un pont
disulfure. La présence d’'un pont disulfure a d’abord été identifiée par spectrométrie de masse (D.
Hamdane et al., 2003). La comparaison entre les spectres de masse de la protéine sous forme
monomérique, avec ou sans ajout de dithiothréitol DTT, un réducteur de pont disulfure, montre une
augmentation de masse de 2 Da lors de I'ajout de DTT (Figure I. 18). Cette augmentation peut étre
assimilée a l'apparition de deux hydrogenes suite a la réduction d’un pont disulfure en deux
groupements thiols libres. L’ajout d’iodoacétamide (CAM), qui se fixe spécifiquement aux thiols,
aprés l'ajout d’'un agent réducteur, le DTT, confirme la présence de trois sites libres qui
correspondent aux trois cystéines de la Ngb, alors qu’il n’y a qu’un seul site libre si le DTT n’est pas

ajouté.
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Figure I. 18- Spectres de masse d’ionisation par electronébuliseur de Ngb a) fraction F1 sans DTT b) fraction F1 avec DTT c)

fraction F1 aprés DTT avec de l'iodoacétamide (CAM) (D. Hamdane et al., 2003).

Ces résultats indiquent que le pont disulfure est intramoléculaire. La Ngb posseéde deux
cystéines, la Cys 46 ou CD7 et la Cys 55 ou D5 suffisamment proches pour former un pont disulfure
(Figure I. 11). Les études sur la structure cristalline de la Ngb sauvage récemment publiée
(Guimaraes et al., 2014), révelent que la boucle CD est assez flexible, ce qui permettrait la formation
du pont disulfure intramoléculaire en rapprochant les deux cystéines.

ii. Influence du pont disulfure

Des simulations par dynamique moléculaire indiquent que des changements structuraux
induits par la formation du pont disulfure suivant les conditions oxydantes du milieu influent sur la
coordination de I’"héme (Morozov, Roach, Kotzer, & Chatfield, 2014; Nadra, Marti, Pesce, Bolognesi,
& Estrin, 2008). La boucle CD, qui opérerait un repliement de simple brin a hélice lors de la formation
du pont disulfure, joue sur la proximité de I'histidine distale H64 avec I’"heme. En outre, lorsque le
pont disulfure est réduit, la cavité de I'"héme se retrouve fermée par la tyrosine 44 et I'histidine
distale 64 voit sa mobilité réduite, bloquée par la chaine latérale comprenant la phénylalanine 42.
Ainsi, en fonction du pouvoir redox du milieu et donc de I'était d’oxydation du pont disulfure, la
protéine ne serait pas structurée de la méme facon. Ceci permettrait donc un contréle oxydant de la
protéine.

La présence d’'un pont disulfure est spécifique a la Ngb humaine. Il n’existe pas de pont
disulfure chez la Mb ou I’'Hb ou méme chez la Ngb du rat (L. Astudillo, Bernad, Derrien, Sebban, &
Miksovska, 2010). Il faut noter que la Ngb possede aussi une troisieme cystéine, la Cys 120 ou G9, qui
pourrait contribuer a former des ponts disulfures intermoléculaires aboutissant a la formation de
dimeéres de Ngb.

Dans la derniére partie de I'introduction, nous nous intéresserons aux cinétiques in vitro de
fixation et de dissociation de ligands chez la Ngb. L’'influence de différents parametres, comme
I’hexacoordination ou la présence du pont disulfure, sera introduite.

D. Cinétiques de fixation et de dissociation de ligands chez la Ngb

Les cinétiques de fixation et de dissociation de ligands chez la Ngb ont été abondamment
étudiées. Plusieurs ligands ont été testés dans des conditions variées, telles que I'état d’oxydation du
fer, I'état d’oxydation du pont disulfure, le pH du milieu (Ascenzi et al., 2016). Nous nous
concentrerons ici sur les études des cinétiques de fixation et de dissociation de O, et CO qui sont les
deux ligands les plus utilisés. Les résultats pour la cinétique de fixation du cyanure, le ligand que nous
avons utilisé durant la these, seront également introduits.

1. Introduction a la cinétique de fixation de ligands
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i. Schéma réactionnel de la fixation d’un ligand chez la Ngb

La cinétique de fixation d’un ligand externe comprend deux étapes. La premiére consiste en
la dissociation de I’histidine 64 distale. La deuxieme est la fixation du ligand externe. Ces deux étapes
sont en compétition. Le schéma réactionnel pour un ligand externe quelconque L est présenté en
Figure |. 19, oUu Ngbhexa représente la forme hexacoordinée de la Ngb et Ngbpenta la forme
pentacoordinée sans histidine distale.

koff,His
Ngbhexa — > Ngbpenta

kon,His
kon,L
Ngbpenta + L —’ Ngb'L

Koff L

Figure I. 19- Schéma réactionnel de la fixation d’un ligand L externe sur la Ngb sauvage.

Le systeme est donc caractérisé par quatre constantes cinétiques. Les constantes cinétiques
de premier ordre konnis €t Kofrnis représentent respectivement les constantes d’association et de
dissociation de I'histidine distale et sont exprimées en s. Les constantes cinétiques kont €t Koff L,
respectivement de second et premier ordre, représentent respectivement les constantes de fixation
et dissociation du ligand externe L. La constante cinétique kon. désigne la fixation du ligand externe
sur le fer. Elle s’exprime alors en M.sL, Elle est dépendante de I'affinité de I’histidine distale pour le
fer mais aussi de la capacité du ligand a diffuser au sein de la protéine. La constante cinétique koss.
s’exprime en s, La deuxiéme étape qui représente I'étape méme de fixation du ligand est
généralement approximée comme étant totale et non réversible du fait de sa cinétique lente vis-a-vis
de la premiére étape. Il n’y a donc pas de dissociation du ligand externe. Aussi dans de tels cas, la
constante korr,. est négligée.

ii. Etat d’oxydation du fer in vitro

La fixation de certains ligands, comme CO ou O,, nécessite que I'atome de fer de ’lhéme se
trouve a I'état Fe* qui n’est pas I'état d’oxydation natif de la protéine. Bien qu’un partenaire
d’oxydoréduction de la protéine n’ait pas encore été mis en évidence in vivo, certains systémes
d’oxydoréduction ont été testés.

Dans une étude de [l'affinité du dioxygéne chez la Ngb de souris étudiée par
spectrophotométrie UV-Visible résolue en temps, il est mis en place un cycle d’oxydoréduction pour
la réduction de la Ngb ferrique en Ngb ferreuse, a 'aide d’un systéme d’oxydoréductase NADH :
flavurobredoxine (FIRd-red) afin de fixer le dioxygéne (Giuffre, 2008). Aprés fixation du dioxygeéne, il
est observé une légere décroissance de la bande de Soret du spectre UV-Visible que les auteurs
expliqguent par le phénoméne d’auto-oxydation du dioxygene une fois fixé. La réaction d’auto-
oxydation est la transformation de la forme NgbO, en forme Ngb WT,, avec production de |’anion
superoxyde.
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2. Cinétiques et sites de fixation de ligands

Les expériences de cinétiques de fixation de ligands ont principalement été réalisées a |'aide
de deux techniques, a savoir le stopped-flow et la flash-photolyse. En stopped-flow, ce sont les
cinétiques de fixation de ligands externes qui sont observées. Ces études correspondent au
phénomeéne de fixation d’un ligand externe observable in vivo. En flash-photolyse en revanche, les
expériences partent d’un ligand déja fixé a I’héme. Les analyses permettent donc d’étudier les
cinétiques de re-fixation d’un ligand a I’héme une fois celui-ci dissocié.

i. Etudes par stopped-flow

Le stopped-flow est une technique qui permet I'acquisition rapide de signaux suite a un
mélange entre deux échantillons et que nous détaillerons dans le Chapitre Il.

Les cinétiques de fixation de CO et de O, sont les plus étudiées a ce jour sur différentes
especes (M. Brunori et al., 2005; S. Dewilde et al., 2001; A. Fago, Mathews, A. J., Dewilde, S., Moens,
L., Brittain, T., 2006; Giuffre, 2008; Kiger et al., 2004; Smagghe, Sarath, Ross, Hilbert, & Hargrove,
2006; Uzan et al., 2004). Il est montré que la fixation de ces deux ligands est en compétition avec la
fixation/dissociation de [I'histidine distale. Les cinétiques observées sont indépendantes de la
concentration du ligand indiquant que la dissociation de I'histidine distale est I’étape limitante. Les
constantes cinétiques déterminées pour la fixation de ces ligands, qui correspondent donc au Kof,is
(Figure 1. 19) sont égales a 0,15 s*. La fixation du ligand NO présente un comportement similaire (M.
Brunori et al., 2005).

L'analyse des courbes de cinétique obtenues nécessite un modele en bi-exponentielles
pouvant refléter I'existence de deux formes réactives en solution. Plusieurs hypothéses sont
avancées, comme l'influence des deux formes isomeéres de I’heme ou un mélange entre espéces avec
ou sans pont disulfure. Des cinétiques réalisées a différents pH (A. Fago, Mathews, A. J., Dewilde, S.,
Moens, L., Brittain, T., 2006) montrent que les constantes de fixation et dissociation de I'histidine
distale pour ces deux formes réactives ne seraient pas identiques. Une étude sur la cinétique de
fixation du cyanure (Herold, Fago, Weber, Dewilde, & Moens, 2004), qui au contraire de CO ou O,
n’est pas indépendante de la concentration du ligand, révele la aussi I'existence de deux formes aux
réactivités différentes. Les constantes de fixation déterminées pour ces deux formes sont 1,65 M ¢!
et0,37 M1s?.

Ces analyses en stopped-flow sont en général couplées avec des expériences réalisées en
flash-photolyse. Ces expériences permettent d’évaluer les constantes cinétiques de fixation de
ligands via des phénomeénes de diffusion différents que le stopped-flow. La comparaison entre les
deux techniques que les cinétiques regardées en stopped-flow correspondent a I'une des phases,
celle de la dissociation de I’histidine, étudiées en flash-photolyse.
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ii. Etudes par flash-photolyse

La technique de flash-photolyse a principalement été utilisée pour étudier les cinétiques de
fixation du CO. Cette technique présente la particularité de partir d’un état ou le CO est fixé au Fe?*
de 'héme. La liaison Fe?*-CO est rompue par photoexcitation. Le devenir du CO est ensuite analysé
par suivi du déclin d’absorption. Deux cinétiques distinctes sont observées. La cinétique la plus rapide
correspond a la re-fixation du CO au Fe?* aprés rupture de la liaison. La cinétique la plus lente

correspond a une compétition par fixation entre le CO et I'histidine distale initialement dissociée.

Les analyses de I’évolution des constantes cinétiques, associées respectivement a la
cinétiques lente et a la cinétique rapide, en fonction de la concentration en CO montrent que leurs
évolutions sont non-linéaires (Figure |. 20). Plusieurs études suggerent alors que chaque cinétique est
caractérisée par deux étapes distinctes (S. Dewilde et al., 2001; Kiger et al., 2004; Uzan et al., 2004).
Ces différentes étapes seraient dues a des changements de facteurs limitants en fonction de la
concentration en CO. Pour la cinétique rapide (Figure I. 20 graphe de gauche), la premiére étape a
basse concentration en CO serait limitée par la fixation de I’histidine (konuis). Puis la fixation du CO
(kon,co) deviendrait limitante. Pour la cinétique lente (Figure I. 20 graphe de droite) la premiére étape,
a basse concentration en CO, serait limitée par la fixation du CO (konco) puis ¢a serait la dissociation
de I'histidine qui deviendrait limitante (Koff nis).
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Figure I. 20- Courbes de la constante cinétique de la réaction en fonction de la concentration en CO. Graphe de gauche :
valeurs expérimentales (points) et courbe de simulation (ligne solide) utilisant un modéle hexacoordiné de la constante
cinétique de la réaction observée pour la cinétique rapide en fonction de la concentration en CO. Graphe de droite :
valeurs expérimentales (points) et courbe de simulation (ligne solide) a trés faible concentration en CO de la constante

cinétique de réaction en fonction de la concentration en CO pour la cinétique lente (Kiger et al., 2004).

L’existence de plusieurs cinétiques multiphasiques serait due a la présence de sites internes
d’interaction du CO avec la protéine, autres que le fer de ’heme. Ces sites d’interaction sont mis en
évidence par des expériences de spectroscopie infrarouge qui montrent la présence de plusieurs
bandes d’élongation de la liaison CO lorsque le CO est fixé a I’lhéme (Kriegl et al., 2002). Le ligand
serait donc capable de tourner autour de la liaison Fe-CO pour interagir avec différents acides aminés
environnants. De plus, les longueurs d’onde des bandes associées a ces sites d’interaction sont
dépendantes du pH et de la température (Kriegl et al., 2002) (A. Fago et al., 2004). Ceci montrerait
que ces sites d’interaction sont structuralement modulabes.
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Des expériences sur la Ngb dans une matrice de gel de silice menées par Abbruzzetti et al.
(Abbruzzetti et al., 2009) confirmeraient cette notion de sites d’interaction présents dans les cavités
de la Ngb. Le gel de silice présenterait les avantages de mieux recréer le milieu physiologique et de
figer un peu plus la structure de la protéine grace a sa viscosité. La structuration des cavités serait
alors améliorée en limitant leurs fluctuations. La dissociation du CO par flash photolyse met en
évidence la présence d’intermédiaires de réaction indépendants de la formation de la forme
hexacoordinée de la protéine. Ces intermédiaires sont attribués a la présence de différents sites
d’interaction du CO correspondant a des cavités plus ou moins proches de I’héme. La cinétique de
fixation du CO suivrait un schéma réactionnel en plusieurs étapes (Figure I. 21).

(Ngb, :cO), == (Nep,:co), == (Ngb,:CO), == (Ngb,:CO),
kA ke
NghCO = (Ngh,:CO) T Ngh,+CO T2  Ngh,+CO

=1 -2 -b

Figure I. 21- Schéma réactionnel de la fixation de CO aprés flash photolyse. Cinq sites de stockage seraient présents et

numérotés de 1 a 5. Ngb, désigne la Ngb sous forme pentacoordinée, Ngb, sous forme hexacoordinée.

Un point récurrent est toutefois soulevé concernant les différentes phases cinétiques. Les
auteurs soulignent que pour chaque phase observée, le meilleur modéle cinétique pour évaluer les
courbes obtenues suit une loi de type bi-exponentiel (L. Astudillo, Bernad, Derrien, Sebban, &
Miksovska, 2012; S. Dewilde et al., 2001; A. Fago et al., 2006; D. Hamdane et al., 2004; Smagghe et
al., 2006; Uno et al., 2004; Vallone, Nienhaus, Matthes, Brunori, & Nienhaus, 2004). Ceci montrerait
I'intervention de deux phénomeénes lors de chaque phase cinétique. Il convient donc de se pencher
sur les différents facteurs proposés pouvant expliquer ce comportement en bi-exponentielles.

3. Facteurs influencant la cinétique de fixation de ligands
i. Formes isomeéres de 'héme

Les deux formes isoméres de I’'héme ont été mises en évidence par Du et al. (Du et al., 2003)
dans une étude par RMN de la Ngb de souris (Figure I. 17). Il y est aussi montré que la cinétique de
fixation du cyanure est beaucoup plus lente chez la Ngb que chez d’autres globines (Dou, Olson,
Wilkinson, & lkeda-Saito, 1996) et que celle-ci est différente en fonction de la forme isomeére de
I’'heme considérée, en étant deux fois plus rapide pour la forme A que pour la forme B. Cette
observation (Figure I. 22) a été confirmée par A. Bocahut dans notre équipe (A. Bocahut et al., 2013).
Sur le panel de gauche, le signal caractéristique du groupement méthyle en position 8 de la forme
isomere B diminue en intensité beaucoup plus lentement que le signal du groupement méthyle en
position 5 de la forme isomére A.
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Figure I. 22- Evolution dans le temps des spectres RMN 1H en 1D de la cinétique de fixation du cyanure sur la Ngb WT (A.
Bocahut et al., 2013).

Bien qu’en spectrophotométrie UV-Vis les deux formes isomeres de I’'héme ne peuvent étre
distinguées a partir du spectre, c’est également une hypothése émise plusieurs fois pour justifier les
comportements observés pour les cinétiques de fixation de CO et de CN étudiées en stopped-flow
(S. Dewilde et al., 2001; A. Fago, Mathews, A. J., Dewilde, S., Moens, L., Brittain, T., 2006; Herold et
al., 2004; Smagghe et al., 2006). Notamment Herold et al. (Herold et al., 2004) ont observé une
cinétique de type bi-exponentiel lors de la fixation du cyanure sur la Ngb humaine analysée par
stopped-flow. Les constantes cinétiques de réaction, définies comme des constantes apparentes,
extraites des mesures a différentes concentrations, sont 1,65 + 0,06 M s et 0,37 + 0,02 M s2.
L’hypothéese émise est que ces deux constantes sont attribuables a deux formes isomeéres de I’lhéme.
La différence de réactivité observée rejoint les résultats des cinétiques en RMN (A. Bocahut et al.,
2013).

ii. Pontdisulfure

L'influence du pont disulfure sur la cinétique de fixation du cyanure est aussi étudiée par
RMN sur la Ngb sauvage humaine par Bocahut et al. (A. Bocahut et al., 2013). Il est montré que
lorsque le pont disulfure est réduit par du DTT ou par mutation, la cinétique observée est plus lente
pour les deux formes isoméres. Ces observations sont aussi faites pour la fixation du CO étudiée en
stopped-flow (D. Hamdane et al.,, 2004; Smagghe et al., 2006). La réduction préalable du pont
disulfure par ajout de DTT entraine un ralentissement de la cinétique de fixation du ligand.

De plus, le pont disulfure et son état d’oxydation est potentiellement impliqué dans un
systéme d’oxydoréduction permettant la transition Fe**/Fe?* chez la Ngb. Il a été récemment montré
gue la Ngb pouvait agir comme capteur d’ion superoxyde (Yamashita, Hafsi, Masuda, Tsujino, & Uno,
2014). 1l est mis en évidence que la présence du pont disulfure est nécessaire pour que la réaction se
fasse.

ili. Cavités internes

Il a été montré que lors de la fixation d’un ligand, I’'héme change de position et bascule vers
I'intérieur de la protéine (Anselmi et al., 2007; Vallone, Nienhaus, Matthes, et al., 2004). Les études
cristallographiques sur le complexe Ngb-CO de la murine (Figure I. 23) montrent un déplacement
d’environ 2 A de 'héme dans une cavité plus interne (cavité jaune sur la droite de 'héme) entre la
forme sauvage et la forme avec le CO fixé. L’histidine distale 64 ne subit pas de changement réel de
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position. En revanche, I'espace distal au sein de la nouvelle cavité est plus large et favorise donc la
présence du sixieme ligand externe.

Figure I. 23- Cavités de la Ngb de murine. En bleu les cavités correspondent a la forme Ngb-CO et en jaune a la forme Ngb

sans ligand (Anselmi et al., 2007; Vallone, Nienhaus, Matthes, et al., 2004).

Ces cavités, qui permettent différentes voies de diffusion des ligands, sont modulées
notamment par I'état d’oxydation de I’héme et par la position de ce dernier (A. Bocahut et al., 2009).

E. Conclusion

La Ngb posséde une structure tridimensionnelle caractéristique de la famille des globines.
Cependant la comparaison de sa séquence en acides aminés avec celles des globines classiquement
étudiées, la Mb et I’'Hb, montre une faible identité de séquence. La Ngb posséde donc des acides
aminés caractéristiques ayant un role potentiellement clé dans son comportement in vivo.

Sa fonction principale ne semble d’ailleurs pas étre celle des globines classiques, a savoir
transporter et stocker le dioxygene. La Ngb pourrait étre impliquée dans plusieurs mécanismes de
défense du corps humaine. Ces modes d’action peuvent étre directs comme par exemple capter des
ROS ou des RNS. Mais elle peut aussi agir via des interactions avec d’autres protéines comme pour
son activité de protection contre le stress oxydant en tant que GDI.

Les spécificités structurales de la Ngb sont potentiellement impliquées dans sa ou ses
différentes fonctions biologiques. Elles se concentrent autour de deux éléments. Tout d’abord, la Ngb
posséde un heme hexacoordiné par une histidine distale, la H64, ce qui n’est pas le cas de I’'Hb ou la
Mb. De plus, I’'héme existe sous deux orientations isomeres I'une de I'autre par une rotation de 180°.
Ces deux formes isomeres, de par la position de leurs chaines latérales, ne possedent pas les mémes
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interactions avec le proche environnement de I’héme. Le deuxieme élément caractéristique de la
Ngb humaine est la présence d’un pont disulfure intramoléculaire. Il est formé entre deux cystéines,
en positions 46 et 55. Il influe sur la stabilité de la protéine et sur sa structure, notamment en
modulant 'emplacement des cavités internes.

Les cavités internes de la Ngb constituent une autre de ses particularités structurales. Elles
semblent jouer un réle majeur dans les cinétiques de fixation et diffusion de ligands. Ces cinétiques
sont modulées par un ensemble de facteurs propres a la Ngb. En premier lieu, la dissociation de
I’histidine distale H64 représente une étape nouvelle par rapport a I’'Hb ou la Mb qui ne sont pas
hexacoordinées par un ligand endogéne. L’équilibre de dissociation/association est en compétition
avec la fixation du ligand externe. Un autre facteur influencant les cinétiques de fixation est I'état
d’oxydation du pont disulfure. Enfin, les formes isoméres de I’héme semblent montrer une réactivité
différente.

La Ngb possede donc plusieurs caractéristiques structurales associées a la présence d’acides
aminés propres a cette protéine. Le lien entre ces caractéristiques et de possibles fonctions in vivo de
la Ngb n’est cependant pas claire. Afin d’évaluer I'apport de ces spécificités structurales chez la Ngb,
nous nous sommes intéressés pendant la thése a analyser I'influence de certains acides aminés sur la
structure et le comportement de la protéine. Les acides aminés choisis sont positionnés
stratégiquement vis-a-vis des différentes particularités de la Ngb.

L’étude de variants s’est développée autour de trois grands themes :

» Les protéines ont été caractérisées par différentes techniques spectroscopiques. Ces
caractérisations ciblent en particulier ’'héme et son environnement qui sont le centre de la
réactivité de la Ngb.

» Limplication de la Ngb dans la protection in vivo de I'organisme face a des conditions
dénaturantes, comme en présence de stress oxydant, nécessite une stabilité accrue de la
protéine. Nous avons alors exploré I’évolution des propriétés et de la structure de la Ngb et
des variants au travers d’expériences de variation de pH.

> La capacité de la Ngb a interagir avec des ligands externes est importante pour ses fonctions
in vivo. A I'aide des mutations réalisées, nous avons essayé de définir les parametres qui
régissent la fixation de ligands in vitro.

Dans le prochain chapitre, les techniques spectroscopiques (UV-Visible, Dichroisme
Circulaire et Résonance Magnétique Nucléaire) seront présentées en soulignant les propriétés de la
protéine spécifiquement observables par chaque technique. La corrélation des résultats obtenus
avec ces techniques permettra d’obtenir une vue d’ensemble sur le comportement de I’heme de la
Ngb, son proche environnement et la structure secondaire de la protéine.
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Dans ce chapitre, les différentes techniques spectroscopiques utilisées durant la thése
sont présentées. Un accent particulier sera mis sur les spécificités et les contraintes d’utilisation
de chaque technique. Les modes opératoires pour les traitements des résultats obtenus pour les
différentes techniques seront également introduits. Nous détaillerons également le protocole de
synthése et de purification de la Ngb WT et de ses variants en expliquant les améliorations
apportées durant la these. Un dernier point introduira le protocole opératoire permettant le
contrdle de I'état d’oxydation du pont disulfure.
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A. Spectrophotométrie d’absorption Ultraviolet-Visible

La spectrophotométrie d’absorption Ultraviolet-Visible (UV-Visible) est une spectroscopie
électronique. Elle est basée sur la capacité des molécules a absorber des photons a certaines
longueurs d’onde. Elle permet d’observer les transitions entre niveaux électroniques d’une molécule
suite a une interaction avec un rayonnement incident. Qutre les mesures de routine, la
spectrophotométrie UV-Visible a été utilisée dans trois thématiques de cette thése : la détermination
du coefficient d’extinction molaire de la Ngb et des variants, I'étude de leur stabilité en fonction du
pH et I'’étude de la cinétique de fixation du cyanure. Nous allons développer ci-dessous les principes
et protocoles utilisés pour l'usage de la spectrophotométrie UV-Visible au travers de ces trois
thématiques.

1. Spectrophotométrie UV-Visible stationnaire

Sous le terme de spectrophotométrie UV-Visible stationnaire sont regroupées notamment
les expériences de routine, comme la prise de spectres de référence ou les analyses de pureté des
échantillons lors des synthéses de protéines. Dans la suite, les expériences de mesure du coefficient
d’extinction molaire et les expériences de cinétique de fixation du cyanure a basse concentration en
cyanure seront plus particulierement décrites.

i. Caractéristiques techniques

Le spectrophotometre DU 800 de Beckman Coulter est un spectrophotometre UV-Visible a
simple faisceau pouvant balayer une gamme de longueur d’onde de 190 nm a 1100 nm. La précision
en absorbance est de + 0,005 A. Cet appareil est équipé d’un porte-cuves a 6 emplacements pour
pouvoir réaliser plusieurs mesures simultanément. |l est également équipé d’'un systeme de bain
thermostaté afin de réguler la température des cuves. Des droites de calibration ont été établies et
|’absorbance maximale d’application de la loi de Beer-Lambert a été déterminée a 1,8. L'appareil se
trouve dans une piece climatisée a 20°C.

Les cuves utilisées pour ces expériences sont des semi-micros cuvettes UV en plastiques de
Fischerbrand®.

ii. Conditions d’utilisation - Détermination du coefficient d’extinction molaire :
méthode de la pyridine hemochrome

La méthode de la pyridine hemochrome est une technique développée et largement utilisée
pour déterminer la concentration en héme d’une solution, ce qui permet d’en déduire le coefficient
d’extinction molaire des hémoprotéines (Berry & Trumpower, 1987; de Duve, 1948; Paul, Theorell, &
Akeson, 1953; Smith, 1975). Elle consiste a dénaturer les protéines en milieu fortement basique pour
libérer ’'heme de la protéine puis a former le complexe pyridine-heme. Ce complexe possede des
bandes caractéristiques entre 500 et 600 nm en fonction de I'état d’oxydation du centre métallique.
Les valeurs des coefficients d’extinction molaire de ces bandes ont été déterminées a partir de
différents types de complexes d’hémine (Berry & Trumpower, 1987; de Duve, 1948; Paul et al., 1953;
Smith, 1975). En utilisant les valeurs d’absorbance mesurées et les coefficients d’extinction molaire
calculés il est donc possible d’en déduire la concentration en heme de I’échantillon. Par comparaison
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avec un spectre de référence de la protéine, les valeurs des coefficients d’extinction molaire des
différentes bandes du spectre de la protéine peuvent étre déterminées. Cette méthode a
notamment permis de calculer le coefficient d’extinction molaire de la bande de Soret de la
myoglobine humaine sauvage, a 153 000 L.mol™.cm™ (lkeda-Saito et al., 1992) et de la Ngb humaine
sauvage a 129 000 L.mol™.cm™ (Nicolis et al., 2007).

Le protocole a été construit a partir de celui de Paul et al. (Paul et al., 1953). Un complexe
héme-pyridine est formé par dénaturation de la protéine en milieu basique (soude 1M). Le milieu
contient du ferricyanure a la concentration de 10 mM pour s’assurer qu’il n'y a que la forme oxydée
du complexe. Ensuite un exces de dithionite est rajouté pour obtenir la forme réduite du complexe.
La différence d’absorbance Ass;_s40 entre forme réduite et oxydée est obtenue :

Ass7-540 = (A557,red - A557,ox) - (A540,red - A540,ox) EquationIl. 1

Avec :
Ass7,red €t Asagred : absorbances a 557 nm et 540 du spectre de la forme réduite
Ass7,0x €t Asagox : @absorbances a 557 nm et 540 du spectre de la forme oxydée

Pour cette valeur, le coefficient d’extinction molaire a été calculé a 23,98 L. molt.cm™ (Paul et
al., 1953). En utilisant la valeur de Ass7_54¢ €t son coefficient d’extinction molaire. Il est donc
possible de calculer la concentration en heme de la solution. Puis en se servant d’un spectre de la
Ngb enregistré dans les mémes conditions de concentration, il est alors possible d’accéder au
coefficient d’extinction molaire de la bande de Soret.

Les mesures sont effectuées a température ambiante (20°C) sans I'utilisation du bain
thermostaté. L'appareil est réglé sur une gamme de longueur d’'onde de 400 nm a 800 nm. La vitesse
de balayage est de 1200 nm/min avec un pas de 1 nm.

Les résultats présentés sont les valeurs moyennes issues d’au moins trois expériences sur des
lots de protéine différents. L'incertitude indiquée avec les résultats correspond a I’écart type sur la
moyenne.

iii. Condition d’utilisation - cinétique de fixation du cyanure

Des mesures de cinétique de fixation du cyanure sur la Ngb et ses variants ont été réalisées a
I'aide du spectrophotométre DU 800. Ces mesures concernent des cinétiques a basse concentration
en cyanure, de 0,5 mM a 25 mM.

Les solutions sont préalablement préparées in situ dans le porte-cuve sous une hotte
ventilée. Pour chaque expérience, deux cuves sont systématiquement préparées. La premiere sert de
référence et ne contient que la solution tampon phosphate pH 7,4, 66 mM. |l a été vérifié que I'ajout
de cyanure dans cette solution ne modifiait pas son évolution au cours du temps. La deuxiéme cuve
contient une solution de Ngb ([Ngb] =5 a 7 umol.L? en fonction du variant) qui sert de référence et a
laquelle il n’y a pas d’ajout de cyanure. Les autres cuves sont préparées de telle sorte qu’apres ajout
du cyanure, la concentration finale en Ngb soit identique a celle de la cuve de référence. Les cuves
sont bouchées a 'aide de bouchons a jupe rabattable en silicone afin de limiter I'évaporation. La
température a l'intérieur du porte-cuve est fixée a 25 °C a I'aide du bain thermostaté. L’injection de
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la solution de cyanure sous hotte et le transport des cuves implique un temps mort avant le début de
la mesure de une a quatre minutes en fonction du nombre de cuves. Le temps mort a été mesuré a
chaque fois.

L'absorbance a une longueur d’onde donnée est mesurée a des intervalles de temps
réguliers. La longueur d’onde choisie dans le cas de la Ngb et de ses variants correspond a la
longueur d’onde de I'absorbance maximale de la bande de Soret, qui peut varier en fonction de la
mutation. La durée d’une cinétique est en général de 1500 minutes avec un intervalle de temps de 1
a 10 minutes. Le réglage du pas de temps dépend du nombre de cuves, de la concentration en
cyanure et du variant étudié. Le spectrophotométre apporte deux corrections automatiques aux
courbes enregistrées. La premiéere est une correction du background pour chaque cuve, en mesurant
et soustrayant en chaque point I'absorbance a 800 nm. La seconde est la soustraction de
I"absorbance de la solution de référence.

Une correction supplémentaire est éventuellement apportée lorsqu’une croissance linéaire
de pente faible est observée pour les temps longs. Cette croissance linéaire est probablement due a
un phénomene d’évaporation malgré le contréle de la température et la cuve bouchée. Cette
correction consiste a déterminer le coefficient directeur de la pente observée. La valeur de ce
coefficient est utilisée pour soustraire en chaque point les valeurs d’absorbance engendrées par
cette déviation linéaire.

Les courbes corrigées sont ensuite analysées a I'aide du logiciel OriginPro 8. Pour une
concentration donnée, chaque courbe est analysée avec I'équation cinétique appropriée. Une
moyenne sur les valeurs obtenues pour chaque courbe est réalisée avec une incertitude
correspondant a I'écart type total g;ytq;- L'écart type total ag;y¢q; calculé pour chaque parametre
tient compte de I'écart type entre les différentes valeurs obtenues et de I'écart type donné par le
logiciel pour chaque valeur selon la formule :

2

_ 1gn =\ 2 Ih, ot .
Ototal = | |7 Xi=1(Xi —X)° +=5— Equation II. 2

Avec :

x; : i valeur mesurée d’un paramétre donné

X : moyenne des n valeurs mesurées de ce parametre

oi : écart type mesuré par le logiciel pour chaque valeur x; du paramétre

2. Spectrophotométrie résolue en temps : Montage stopped-flow

Pour les cinétiques a haute concentration en cyanure, un appareil stopped-flow a été utilisé.
Le temps mort de plusieurs minutes a cause de la préparation des échantillons et les caractéristiques
techniques du DU 800 ne permettent pas en effet de suivre des cinétiques tres rapides, se déroulant
sur quelques dizaines ou centaines de secondes.

i. Principe

L'appareil utilisé est un stopped-flow SX20 Applied Photophysics équipé d’une lampe Xenon
150W et d’un systeme de bain thermostaté. L’acquisition du signal transmis se fait grace a un
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photomultiplicateur. L'appareil est équipé de trois seringues, deux seringues a échantillon (drive
syringe) et une seringue d’évacuation (stop syringe) (Figure Il. 1). L’efficacité du montage repose sur
un systeme de déplacement de volumes a haute pression (8 bars). Un volume correspondant au
volume a injecter est préalablement expulsé du circuit par la seringue d’évacuation. Puis, par action
d’une forte pression, les pistons des seringues a échantillon injectent rapidement les réactifs dans le
circuit. Le volume injecté repousse simultanément la seringue d’évacuation au contact d'une
languette de cuivre sur le bloc auto-stop (auto-stop assembly) ce qui déclenche instantanément
I'acquisition. Le mélange entre les réactifs contenus dans les deux seringues a échantillon est
optimisé grace a un systéme de mélange en forme de T (T-mixer) avant la cuve d’analyse. Les
cinétiques de l'ordre de quelques millisecondes a plusieurs milliers de secondes peuvent étre
réalisées.

__~ Reservoir Syringes

Optical Cell Housing e
g Drive Valve Controls

w
g

3

2
=]
5

g
S
|

Drive Syringes

Sequential Mix Drive Ram

Auto-Stop Assembly (Bottom) " Single Mix Drive Ram

Figure Il. 1- Montage du systéme d’injection du stopped-flow SX20 ("SX20 Hardware User Guide ", 2006).

ii. Caractéristiques techniques
Il'y a quatre parameétres importants concernant le montage.

Le volume d’injection doit étre choisi de fagon a injecter suffisamment d’échantillon entre
chaque acquisition pour renouveler a chaque fois le contenu de la cuve d’analyse. Le volume
d’injection apreés différents essais a été fixé a 140 pL.

De plus, il faut aussi s’assurer que lors d’'une nouvelle expérience, le circuit ne soit rempli que
des réactifs désirés, afin qu’il n’y ait pas de mélange entre les réactifs de I'expérience précédente et
les réactifs de I'expérience en cours. Pour ce faire, au début de chaque expérience, un volume de 200
uL de chaque réactif est introduit manuellement dans le circuit. Cinq tirs a blanc sont réalisés. La
premiere acquisition analysée correspond au sixieme tir.

Bien que I'appareil possede un déclenchement d’acquisition quasiment instantané apres
I'injection des réactifs, il existe tout de méme un temps mort. Le temps mort du SX20 est de 1 ms
pour la cellule utilisée (cellule de 20 uL de trajet optique 1 cm).
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Enfin, le montage entre les seringues réservoir (reservoir syringe) qui servent a introduire les
réactifs dans les seringues a échantillon du circuit et les seringues a échantillon fait qu’il existe un
volume mort qui ne peut étre évité. Ce volume mort entraine un effet de dilution sur les réactifs
introduits. La dilution calculée sur plusieurs expériences, par comparaison avec des spectres de
référence sur le spectrométre DU 800 est de 1,17 avec un écart type de 0,04.

iili. Conditions d’utilisation

Le stopped-flow a été utilisé pour des cinétiques a haute concentration en cyanure : entre 25
mM et 435 mM pour tous les échantillons, exceptée la Ngb H64V pour laquelle des expériences avec
des concentrations de 0,5 mM a 25 mM en cyanure ont aussi été testées.

A cause de la contrainte de dilution imposée par |'appareil, toutes les solutions sont
préparées a une concentration double de celle souhaitée ([Ngb] = 5 & 7 umol.L? en fonction du
variant). Pour les solutions de Ngb et des variants, la concentration des solutions est préalablement
vérifiée avec le spectrophotométre DU 800, ce qui permet d’avoir un spectre de référence. Pour les
solutions de cyanure, cette contrainte a forcé la préparation de solutions de concentration de 'ordre
de 900 mM. Ces solutions ont été préparées dans du tampon phosphate pH 7,4. Néanmoins il a été
constaté que ces solutions se dégradaient sur une période de temps relativement faible. Aussi les
solutions de cyanure de concentration supérieure a 600 mM n’étaient utilisées que deux jours
consécutifs.

Avant chaque cinétique, un spectre de référence de la solution de Ngb est enregistré avec
I"appareil stopped-flow. Pour ce faire, un blanc est d’abord réalisé en injectant du tampon phosphate
a l'aide des deux seringues dans le circuit. Les parametres d’acquisition, qui seront les mémes pour
I’enregistrement du spectre de référence, sont un balayage sur une plage de 250 nm a 800 nm avec
un pas de 2 nm et une vitesse de lecture de 2 nm/s. Le blanc est automatiquement enregistré et
soustrait au signal d’absorbance par I'appareil. La solution de Ngb est ensuite mise dans une seringue
et du tampon phosphate dans l'autre seringue afin d’obtenir un effet de dilution identique a
I’expérience avec le cyanure.

Pour les cinétiques, la longueur d’onde d’acquisition choisie correspond a la longueur d’onde
d’absorbance maximale de la bande de Soret pour la protéine étudiée. Avant d’introduire les réactifs
dans le circuit, un blanc est d’abord réalisé en injectant du tampon phosphate par une seringue et de
la solution de cyanure a la concentration désirée par I'autre seringue. La seringue de tampon
phosphate est ensuite remplacée par la seringue contenant la solution de Ngb étudiée. Le temps
d’acquisition et le nombre de points par unité de temps est réglé en fonction de la protéine étudiée
et de la concentration en cyanure étudiée. Ces deux parametres sont changés toutes les deux ou
trois acquisitions afin d’obtenir différents jeux de données.

Pour s’assurer de la reproductibilité des mesures, deux expériences avec plusieurs
acquisitions chacune ont été réalisées a chaque concentration en cyanure, pour la Ngb WT et les
variants. Dans le cas de la Ngb WT, des acquisitions ont aussi été réalisées a d’autres longueurs
d’onde, 400 nm et 407 nm pour vérifier que le méme déclin était observé.
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iv. Exploitation des données

Les différentes courbes obtenues sont récupérées sous forme de fichiers excel. Avant
I’analyse, une correction préalable est apportée sur l'allure des courbes. Il a été remarqué, lors
d’expériences tests sur la Ngb WT ou sur des variants en présence seulement de tampon phosphate,
que le signal n’est pas stable au cours du temps. En se plagant aux longueurs d’onde d’absorbance
maximale de la bande de Soret, une décroissance linéaire du signal avec un coefficient directeur de
I'ordre de 107 s & 10° s est observée. Cette décroissance est aussi observable sur les courbes de
déclin cinétique obtenues (Figure Il. 2). Lorsque la courbe atteint le plateau (en se basant sur la
constante de temps déterminée avec la tangente a I'origine), la méme décroissance linéaire, avec le
méme ordre de grandeur, est obtenue. Aussi, pour chaque courbe obtenue, la valeur du coefficient
directeur est évaluée en le mesurant pour des temps longs par rapport a I'obtention du plateau. Puis
la courbe est corrigée en ajoutant en chaque point la valeur d’absorbance perdue du fait de cette
décroissance linéaire.

Absorbance

0,66 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Temps (s)

Figure Il. 2- Courbes de déclin cinétique de la réaction de la Ngb WT avec du cyanure a 25 mM. En noir : courbe

expérimentale sans correction. En rouge : courbe expérimentale avec correction de pente.

Les courbes sont ensuite analysées a I'aide du logiciel OriginPro 8. Pour une concentration
donnée, chaque courbe est analysée avec I'équation cinétique appropriée. Puis une moyenne sur les
valeurs obtenues est réalisée. L'incertitude indiquée correspond a I'écart type total g;,¢,; calculé en
utilisant I’équation Il. 2.

3. Lecteur de plaques - Expériences de stabilité en fonction du pH

Pour limiter la quantité d’échantillon a utiliser, les expériences de stabilité en fonction du pH
ont été réalisées a I'aide d’un lecteur de plaques.

i. Caractéristiques techniques
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Ces expériences ont été faites sur des plaques 96 puits (UV-STAR, F-bottom, de Greiner Bio
One) a l'aide d’un lecteur de plaques Synergy H1 Hybrid Reader de Biotek. Ce lecteur de plaques
bénéficie d’'un contréleur de température et d’un systeme d’agitation interne des plaques.

La source lumineuse est une lampe flash Xenon et le signal d’absorbance obtenu est
enregistré a l'aide d’'une photodiode. L’erreur sur la valeur d’absorbance est de 1 % de 0 a 3
d’absorbance.

Le volume déposé dans chaque puits influe directement sur la valeur du trajet optique | qui
intervient dans la loi de Beer-Lambert. Des expériences de calibration ont été réalisées avec la Ngb
WT pour vérifier la précision de la valeur du trajet optique en fonction du volume versé, de la
concentration et de I'agitation. Il a été vérifié que I'évolution de | en fonction du volume versé (de
100 a 250 pL) obtenue est linéaire et identique entre les différentes concentrations testées (de 4 a 12
uM). Le coefficient directeur de la droite de calibration est de 0,0024 cm.uL™. Le logiciel Gen5.2.00
fourni avec le lecteur de plaques permet aussi de calculer cette évolution et donne un coefficient de
proportionnalité de 0,0025 cm.uL™. La valeur de | est donc précise pour des volumes de 100 plL & 250

uL.

L'influence des modes d’agitation a aussi été vérifiée. Le mode d’agitation linéaire perturbe
de facon significative la valeur de I. En revanche le mode d’agitation circulaire n’a pas d’influence sur
la valeur de I.

Pour la suite, un volume de 200 L par puits a été choisi. A 'aide des droites de calibration, le
trajet optique pour un volume de 200 pL a été mesuré a 0,462 + 0,007 cm.

ii. Conditions d’utilisation

Le protocole d’acquisition est réglé a partir du logiciel Gen5.2.00 fourni avec le lecteur de
plaques. Le protocole créé pour ces expériences est le suivant :

- Réglage de la température a 25+0,5 °C
- Agitation circulaire 30's, 282 cercles par minute } x4
- Analyse du puits, de 252 a 802 nm, avec un pas de 5 nm

Lors de chaque acquisition, quatre puits différents sont analysés. Il a été choisi de ne pas
analyser plus de puits en une acquisition afin de garder un temps raisonnable entre la mesure du
spectre dans le premier et le dernier puits. Le temps d’une acquisition est de 2 minutes 30 secondes.
Chaque puits est rempli avant une acquisition avec 200 pL d’une solution de Ngb (concentration
finale 8 uM) au pH désiré (tampon phosphate + acide citrique de pH 2,2 a 8,0). Le pH final dans
chaque puits a été vérifié a I'aide d’'un pH-métre.

La premiére acquisition comprend toujours un puits ne contenant que du tampon a pH 2,2.
Le spectre mesuré pour ce puits sert de référence. Il a été vérifié qu’un spectre semblable était
obtenu pour des solutions tampons a d’autres pH.

Afin de s’assurer de la reproductibilité des résultats, I'expérience a été répétée au moins
deux fois pour chaque protéine et a chaque valeur de pH.

iii. Exploitation des données
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Avant toute analyse, deux corrections sont apportées aux données recueillies. La premiere
consiste a soustraire le spectre de référence mesuré a I'ensemble des courbes obtenues aux
différents pH. La deuxieme correction ne concerne que certaines courbes. Dans la zone de pH de 4,0
a 5,0, il a été observé chez certains variants une augmentation de la ligne de base sur I'ensemble du
spectre due a la formation d’un léger précipité. Par comparaison avec la ligne de base du spectre
obtenu a pH 7,4, la ligne de base a été corrigée dans ces cas la par soustraction pour obtenir une
lighe de base similaire a celle de pH 7,4.

Une fois les corrections effectuées, les valeurs des absorbances a la longueur d’onde
d’absorbance maximale de la bande de Soret ont été recueillies en fonction du pH. Les valeurs
représentées sur les graphes de I'évolution de I'absorbance de la bande de Soret en fonction du pH
correspondent a des valeurs moyennes issues de deux expériences. Les barres d’erreurs
représentées pour chaque point correspondent a I'écart type sur la moyenne calculée en chaque
point.

B. Dichroisme circulaire (DC)

Le dichroisme circulaire a été mis en évidence en 1896 par Aimé Cotton, physicien frangais.
Bien que les spectres obtenus en dichroisme circulaire se situent dans le domaine de I'UV, cette
technique se distingue de la spectrophotométrie d’absorption UV-Vis de par la grandeur mesurée.
C’est une technique trés utilisée en biochimie pour étudier les structures secondaires des protéines
car les hélices et les feuillets présentent des spectres caractéristiques.

1. Principe

La lumiére est une onde électromagnétique polarisable, c’est-a-dire dont |'orientation dans
I’espace peut étre dirigée. Ainsi, une onde linéaire monochromatique polarisée rectilignement peut
s’exprimer sous la forme de deux ondes polarisées circulairement. On parle alors de lumiere
polarisée circulaire droite (PCD) ou de lumiére polarisée circulaire gauche (PCG) en fonction du sens
de rotation de la composante analysée. Un échantillon présente du dichroisme circulaire a une
longueur d’onde donnée lorsque sa capacité a absorber I'une des deux composantes de la lumiére
polarisée circulaire est différente de I'autre (Fasman, 1996). L'absorbance d’un milieu dichroique
peut donc étre définie par la différence d’absorbance AA entre les absorbances respectives des deux
polarisations circulaires :

AA = Apcs - Apcp Equation/ll. 3

En utilisant la loi de Beer-Lambert il vient :

AA = (gpcc — €pep) X I X C=Ae x I x C Equation II. 4

Avec:

Ae = (epcc — €pcp) : différence entre les coefficients d’extinction molaire a une longueur d’onde
donnée pour les deux polarisations en L. mol.cm™. Le dichroisme circulaire est défini par ce As.

| : épaisseur de la cuve en cm
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C : concentration de I’échantillon en mol.L™.

Cependant Ae n’est pas la grandeur mesurée par I'appareil. La valeur mesurée par I'appareil
est I'ellipticité 6 en millidegrés. Afin de s’affranchir de la dépendance de 8 avec la concentration C, la
longueur de la cellule | et la longueur de la protéine, il est possible de convertir I'ellipticité en
ellipticité moyenne par résidu (ou ellipticité molaire par résidu) [B]mr suivant la relation suivante :

__1008,p5(1)

[H]MR NpXIXC Equation Il. 5

Avec:

N: : nombre d’acides aminés de la protéine (151 pour la Ngb)
| : épaisseur de la cuve en cm

C : concentration de I’échantillon en mol.L?

Bobs(A) : ellipticité mesurée a une longueur d’onde A en degré
[B]wr : ellipticité moyenne par résidu en deg.L.m™.mol™.

L'ellipticité moyenne par résidu [0] est reliée au dichroisme circulaire As par la relation
suivante :

Ae = Equation II. 4
MR

2. Caractéristiques techniques

Le spectrophotométre utilisé est un Jasco J-810 situé a I'lCSN, CNRS, Gif-sur-Yvette. Le
faisceau incident provient d’'une lampe Xenon 450 W réfrigérée a I'eau. Le faisceau incident est
transformé en lumiéres PCD et PCG grace a un modulateur photoélastique avant d’entrer en contact
avec l'échantillon. Le spectromeétre J-810 est équipé d’un thermostat Peltier. Le logiciel Spectra
Manager fourni avec l'appareil permet de régler les parametres d’acquisition. Il offre aussi la
possibilité de traiter les spectres en convertissant le signal en millidegrés, en ellipticité moyenne par
résidu [B]mr (ou ellipticité molaire par résidu).

3. Conditions d’utilisations

Des expériences en DC ont été menées afin de déterminer et de comparer la structure
secondaire de la Ngb WT et des variants. De plus, I'évolution de la structure secondaire de ces
protéines a différents pH a aussi été étudiée en DC.

Les parametres d’acquisition réglés avec le logiciel Spectra Manager sont les suivants :

Modes de mesure : CD, tension, Absorbance
Echelle de mesure : 350 - 180 nm

Pas de mesure : 0,1 nm

Sensibilité : Haute

Temps d’intégration des données (DIT) : 1's
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Bande passante : 2,00 nm
Vitesse de balayage : 50 nm/min
Accumulations de spectres : 3

Des droites de calibration ont été effectuées pour déterminer la concentration de protéine a
utiliser avec la cuve (quartz, 0,1 mm d’épaisseur). La concentration nécessaire a été déterminée a 8
UM pour un volume de 30 pL. La concentration exacte de I’échantillon est vérifiée avant les
expériences par mesure d’un spectre d’absorption UV-Vis.

Avant chaque série d’expériences ou a chaque changement de protéine, la cuve est
nettoyée avec de I'éthanol puis rincée abondamment a I'eau distillée. Le blanc est réalisé en faisant
une acquisition du tampon utilisé. Le spectre obtenu est ensuite soustrait manuellement aux
spectres des échantillons a I'aide du logiciel Spectra Manager.

Pour les expériences d’étude de la structure en fonction du pH, une solution mére de 50 pL
de Ngb a 80 uM dans du tampon phosphate 66 mM pH 7,4 est constituée. Par suite, 5 yL de cette
solution sont dilués dans 45 pL de solution tampon phosphate + acide citrique, au pH désiré. Le pH
final de la solution est vérifié a I'aide d’un pH-meétre.

4. Exploitation des données

Une fois le spectre recueilli, il est traité avec Spectra manager comme indiqué dans la partie
B.1 pour obtenir une unité en ellipticité moyenne par résidu. Cette unité est conservée pour les
traitements suivants.

La déconvolution des spectres pour obtenir le pourcentage d’hélices, de feuillets, et de
structure  désordonnée est réalisée a partir du serveur d’analyse Dichroweb
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml) (Whitmore & Wallace, 2004, 2008).

Le programme d’analyse utilisé est le programme CONTIN/LL (Provencher & Glockner, 1981;
Van Stokkum, Spoelder, Bloemendal, van Grondelle, & Groen, 1990). L'objectif du programme est
d’établir I’équation reliant le spectre expérimental a la structure secondaire en déterminant les
coefficients fi d’apres I'équation suivante:

G = kaBk,/l Equation II. 5

Avec:

C; : valeur du spectre expérimental en deg.L.cm™.mol™ a la longueur d’onde A (nm)

By 5 : valeur du spectre individuel en deg.L.cm™.mol? d’une composante de structure secondaire k
(hélices a, feuillets B, structure désordonnée et boucles) a la longueur d’onde A (nm)

fi : fraction de la composante k dans le spectre expérimental. Ce sont les coefficients f; qui nous
intéressent.

Pour ce faire, le programme cherche a déterminer par régression une valeur approchée de
C,. Afin de procéder a la régression, il utilise une combinaison linéaire de spectres de référence. La
base de spectres de références retenue est I'ensemble numéro sept (Sreerama & Woody, 2000)
proposé par le site. Elle comprend notamment le spectre de la myoglobine. Elle est optimisée pour
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des spectres de 190 nm a 240 nm, ce qui correspond a la gamme de longueur d’onde d’intérét des
spectres expérimentaux obtenus. En effet, entre 180 et 190 nm, I'allure des spectres expérimentaux
est trop dépendante du tampon utilisé et de la perte de puissance du signal incident. Au-dessus de
240 nm, les spectres obtenus ont une allure linéaire de valeur approximative O.

Les résultats des déconvolutions présentés dans ce manuscrit correspondent a la moyenne
des valeurs obtenues sur au minimum deux expériences sur des lots de protéine différents.
L'incertitude représentée correspond a |'écart type sur la moyenne des valeurs.

C. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

La Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est un phénomene mis en évidence en 1946 par
deux équipes de physiciens, I'équipe du Professeur Bloch a Stanford et I'équipe du Professeur Purcell
a Harvard. Elle nous permet notamment d’observer des signaux caractéristiques de la présence des
formes isomeres de ’héme chez la Ngb.

1. Principe

Les expériences de RMN réalisées durant cette thése sont des expériences de RMN du
proton 'H en 1D. L’hydrogéne est un noyau classiguement utilisé en RMN car il posséde un spin
nucléaire de %. Sous l'effet d’'un champ magnétique By, il est possible d’orienter les moments
magnétiques de ce spin. Ces orientations correspondent a deux états quantiques d’énergie
caractérisés par les nombres quantiques de spin ms = - % et ms = + %. La différence d’énergie tres
faible séparant ces deux niveaux est a I'origine d’une répartition des populations inégales entre les
deux niveaux. Il en résulte une aimantation macroscopique orientée suivant I'axe du champ
magnétique Bo. La RMN consiste alors a manipuler et a détecter cette aimantation macroscopique.
Pour réaliser ces manipulations, un deuxieme champ magnétique B; est appliqué, sous forme
d’impulsion, perpendiculairement a Bo. A la suite de cette impulsion, I'aimantation obtenue revient a
son état initial, créant ainsi le signal RMN.

Dans la pratique, pour les expériences de RMN du proton réalisées, I'acquisition du signal
temporel RMN (ou FID pour Free Induction Decay) se fait par suivi du courant électrique induit dans
la bobine de détection par la rotation dans le plan de I'laimantation. La transformée de Fourier de ce
FID permet d’obtenir un spectre en fréquence, contenant un (ou des) signal (signaux) a la fréquence
de rotation de I'aimantation. Cette fréquence est aussi appelée déplacement chimique &, d’unité
ppm (partie par million) et est directement liée a l'interaction entre I'aimantation et le champ
magnétique.

Les signaux obtenus représentent la somme des signaux issus de chaque proton *H résonant
a des fréquences (déplacements chimiques) la plupart du temps différentes. Plusieurs parameétres
peuvent affecter l'intensité de ces signaux et leurs déplacements chimiques. Tout d’abord, les
déplacements chimiques sont directement impactés par I'environnement électronique du noyau
considéré. Ainsi lorsque des électrons forment un écran entre le champ magnétique et le noyau, il y a
un effet de blindage chimique. La présence de groupements chimiques électronégatifs ou électro-
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attracteurs influe donc sur les déplacements chimiques. De plus, les signaux peuvent étre modifiés a
la suite de couplages scalaires s’effectuant par le biais des électrons impliqués dans la formation des
liaisons chimiques séparant deux noyaux étudiés. La constante J désigne ce type de couplage. Plus le
nombre de liaisons séparant les deux centres étudiés est élevé, moins le couplage est fort. Il est
difficile d’observer des couplages scalaires entre des noyaux séparés par plus de trois ou quatre
liaisons. Un autre facteur influencant les déplacements chimiques est la présence d'un centre
paramagnétique. Cet effet est la résultante d’un couplage dipolaire entre le spin électronique des
électrons délocalisés et le spin nucléaire des noyaux étudiés. Chez la Ngb WT, la présence d’un centre
fer 3+ de spin S=3/2 fortement paramagnétique joue un réle sur les déplacements chimiques des
protons a proximité de ce centre (Du et al., 2003).

Ainsi le spectre RMN de la Ngb peut se découper en trois zones (Figure Il. 3). Entre 5 ppm et
10 ppm, les signaux des protons sont attribués aux groupements amides du squelette protéique ainsi
gu’aux groupements aromatiques des chaines latérales des acides aminés. Entre 0 et 5 ppm, les
signaux correspondent aux protons aliphatiques des chaines latérales des acides aminés. Enfin, au-
dessus de 10 ppm et en-dessous de 0 ppm, des signaux ayant respectivement des déplacements
chimiques élevés (fortement déblindés) et trés faibles (fortement blindés) a cause de leur proximité
avec le fer paramagnétique (Fe3*, S=3/2) de I'héme sont observés. Nous entrerons plus dans le détail
de I'attribution de ces signaux dans le Chapitre III.

o

40 30 20 10 0 -10

Déplacement 1H (ppm)

Figure Il. 3- Spectre RMN H a 600 MHz de la Ngb WT,,. Le spectre a été réalisé pour une concentration de Ngb WT,, de
100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 25°C.
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2. Caractéristiques techniques

Les expériences de RMN ont été menées sur un spectrométre Bruker AVANCE équipé d’un
aimant UltraShield 600 MHz. Ce spectrometre se situe au laboratoire de Chimie et Biologie
Structurales (ICSN, Gif-suf-Yvette). Les données RMN ont été collectées a I'aide du logiciel Bruker
TopSpin.

3. Conditions d'utilisation

Les expériences réalisées en RMN sont des études du comportement de la Ngb WT et des
variants en fonction du pH et des études de cinétiques de fixation de ligand. Les expériences ont été
menées sur des solutions de protéine de concentration 100 uM dans du tampon phosphate pH 7,4,
66 mM. Du D,0 est ajouté a la solution pour réaliser le « lock » du signal. Un spectre est typiquement
constitué de la somme de 1024 scans. La durée de prise d’un spectre est d’'une vingtaine de minutes.
Chaque expérience a au moins été répétée deux fois sur des lots de protéines différents.

Dans le cas des expériences en fonction du pH, un spectre de référence a pH 7,4 est
préalablement enregistré. La solution est retirée du tube RMN et la modification du pH se fait par
ajout d’une solution d’acide chlorhydrique 37 % ou par ajout d’une solution de soude 4 M en
fonction du pH désiré. Le pH obtenu est controlé a laide d’un pH-meétre. La solution est
éventuellement centrifugée pour homogénéiser puis elle est remise dans le tube RMN pour
I"acquisition.

Dans le cas des expériences de cinétique de fixation du cyanure, un spectre de référence a
pH 7,4 est également enregistré. Le cyanure est directement déposé sous hotte dans le tube a partir
d’une solution mere de 50 mM. Il faut noter un temps mort d’environ cing minutes entre le mélange
de la solution de Ngb et de la solution de cyanure dans le tube et le début de la premiére acquisition,
lié au temps nécessaire pour préparer le tube, le mettre dans le spectrométre et faire les réglages
nécessaires.

4. Exploitation des données

L’exploitation des données comprend d’abord la mise en phase des spectres obtenus a I'aide
du logiciel NMRpipe (Delaglio et al., 1995).

Dans le cas des cinétiques de fixation du cyanure, le premier spectre obtenu aprés injection
du cyanure sert de spectre au temps initial. Les autres spectres sont traités automatiquement en
prenant les mémes parametres de traitement de signal que ceux utilisés pour le premier spectre. Les
valeurs des intensités en fonction du temps pour les pics d’intérét des deux formes isoméres de
I’'heme, autour de 30-40 ppm, sont ensuite extraites a partir de chaque spectre. Les valeurs obtenues
pour le premier spectre sont normalisées a 1 et les valeurs obtenues a partir des autres spectres sont
normalisées par rapport a celles du premier. Les courbes obtenues de I’évolution de I'intensité en
fonction du temps pour chaque forme isomeére sont ensuite analysées a I'aide du logiciel OriginPro 8.
Une moyenne et un écart type (Equation I. 3) sont réalisés a partir des valeurs des différents
parametres obtenues pour chaque courbe.
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D. Expression et purification de protéines

Dans cette partie, les étapes de clonage du gene ainsi que de la production et de purification
des protéines sont présentées. Le protocole a fait I'objet de différentes optimisations durant la thése.

1. Construction du plasmide pour I'’expression des protéines

La production de la Ngb ou de variants par des bactéries compétentes nécessite I'emploi
d’un plasmide. Un plasmide est un double brin d’ADN circulaire avec notamment un site de clonage
congu pour insérer le géne codant pour la protéine d’intérét. Le plasmide choisi est un plasmide
commercial pProEx TA. Ce plasmide présente deux particularités intéressantes. Il posséde un gene de
résistance a I'ampicilline. Ce gene permet de sélectionner des bactéries ayant incorporé le plasmide
grace a I'ampicilline contenue dans les milieux de culture. De plus il posséde un His-tag au niveau N-
terminal du site de clonage. Chez pProEx, I'His-tag est un ensemble de six histidines associé a une
séquence d’acides aminés spécifiquement reconnue par une protéase, la TEV (Tobacco Etch Virus).
Ce His-tag se retrouve donc en partie N-terminale de la protéine désirée lorsqu’elle est clonée (Figure
IIl. 4). Il permet de réaliser certaines étapes de purification que nous verrons par la suite et peut étre
éliminé ensuite par clivage avec la TEV.

MSYYHHHHHHDYDIPTT ERPEPELIRQSWRAVSRSPLEHGTV
LFARLFALEPDLLPLFQYNCRQFSSPEDCLSSPEFLDHIRKVMLVIDAAV
TNVEDLSSLEEYLASLGRKHRAVGVKLSSFSTVGESLLYMLEKCLGPAFT
PATRAAWSQLYGAVVQAMSRGWDGE

Figure IlI. 4- Séquence en acides amines de la Ngb WT avec le tag histidine en rouge et en bleu la séquence d’acides

aminés spécifiquement reconnue par la TEV. La partie N-terminale de la Ngb WT commence donc au résidu A (orange).

Le plasmide pProEx TA comprenant le gene codant pour la Ngb WT a été produit et stocké
par I'équipe au laboratoire. Il est possible a partir de ces plasmides d’introduire les mutations
souhaitées par mutagénese dirigée. Ce processus comprend une étape de PCR ou les mutations sont
introduites dans la séquence de la Ngb en utilisant des amorces contenant la mutation désirée. Ainsi
I’ADN codant pour la Ngb mutée est amplifié sélectivement en utilisant les amorces d’ADN qui
s’hybrident de fagon spécifique grace a la complémentarité des bases. Puis la pfu, une ADN
polymérase, permet I'élongation de 'ADN mutée. Une fois la PCR terminée, I'amplification des
plasmides est vérifiée par électrophorese sur gel d’agarose fabriqués au laboratoire. Les solutions
obtenues sont traitées par des enzymes Dpnl pour digérer les plasmides méthylés qui ont servi a
I"amplification pour introduire les mutations. Le plasmide muté est utilisé pour transformer des
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bactéries puis aprés culture et extraction des plasmides, ces derniers sont envoyés a séquencer pour
vérifier leur séquence.

2. Transformation dans des bactéries compétentes

Les solutions obtenues apres PCR contiennent majoritairement des plasmides avec le gene
codant pour la protéine souhaitée. Il est possible de trouver des plasmides originaux avec le géne
codant pour la Ngb WT qui n"auraient pas été digérés par la Dpn I. De plus la réplication de I’ADN par
I’ADN polymérase n’est pas fiable a 100 % et il est possible que des erreurs soient introduites durant
le cycle de PCR. En effet le taux d’erreur de la pfu DNA polymérase est de I'ordre d’une erreur toutes
les 7,7.10° & 1.10° bases incorporées.

Les plasmides sont alors incorporés dans une premiere bactérie compétente, la DH5 lors
d’une phase de transformation. Cette étape va permettre de faire une sélection parmi les plasmides
obtenus. Chaque bactérie DH5 ne peut incorporer qu’un plasmide. L'incorporation se fait grace a un
traitement chimique qui permet de perméabiliser la membrane des bactéries. La solution de
bactéries est ensuite déposée sur un milieu de Lauria Broth (LB) + ampicilline. Seules les bactéries
ayant incorporé un plasmide pProEX avec son géne de résistance a lI'ampicilline peuvent se
développer. Les cultures obtenues sont récupérées individuellement et déposées dans des milieux de
cultures LB pour étre amplifiées. Apreés traitement pour lyser les bactéries, chaque solution de
plasmides est récupérée est stockée dans des tubes. Un tube de solution peut alors servir a analyser
la pureté des plasmides formés par électrophorése sur gel d’agarose, a étre séquencé pour vérifier
s’il y a bien la bonne séquence en acides aminés, notamment dans le cas ou une mutation a été
introduite dans la séquence. La derniére partie sera utilisée pour transformer des bactéries BL21
pour produire la protéine sauvage ou mutée en fonction des besoins.

Ces bactéries BL21 permettent la production de la protéine par différentes étapes (S.
Dewilde et al., 2008). Une fois les protéines produites dans les bactéries, les culots bactériens sont
récupérés et stockés a -80°C jusqu’a utilisation.

3. Purification des protéines

Pour pouvoir utiliser les protéines voulues, il faut les extraire des bactéries BL21 dans
lesquelles elles ont été produites et s’assurer que la solution obtenue ne contient bien que la
protéine voulue. La purification des protéines se divise en quatre grandes étapes.

La premiére étape consiste a casser les parois des bactéries pour libérer leur contenu, dont
les protéines voulues, en solution. Cette étape est réalisée par traitement chimique puis par
ultrasons au sonicateur (Branson Sonifier 250). La solution obtenue est centrifugée a 15 000 rpm
pendant 30 min pour éliminer les bactéries non-cassées, les débris cellulaires et agrégats protéiques.
La solution obtenue est filtrée sur une membrane de 22 pum afin d’éliminer les agrégats de protéines.

La solution obtenue contient les protéines désirées ainsi qu’une quantité importante de
milieu cellulaire et de fragments de protéines. Une quantité importante de ces impuretés sont
éliminées a 'aide d’une premiére colonne de purification (Annexe A). Cette colonne, a base de résine
de nickel-acide nitriloacétique (Ni-NTA), ne permet de retenir que les protéines présentant une
affinité avec le nickel. Or, la Ngb est retenue spécifiquement a la résine de Nickel grace a I'His-tag
présent a la partie N-terminale de la protéine (Figure Il. 4). Grace au lavage, les impuretés n’ayant
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pas d’affinité avec le nickel sont éliminées. Puis les protéines fixées a la résine sont récupérées en
différentes fractions lors d’une étape d’élution avec de I'imidazole qui présente une meilleure affinité
pour le nickel. La présence de la protéine dans les fractions recueillies est aisément identifiable grace
a sa couleur rouge. Les fractions retenues pour la suite de la purification correspondent aux fractions
les plus concentrées et les plus pures. Ces deux aspects sont évalués par UV-Vis grace a I'absorbance
de la bande de Soret, caractéristique de la protéine et grace au ratio Asoret/Azso.

Une fois cette premiére colonne réalisée, il n’est pas nécessaire de conserver I'His-tag, qui ne
fait pas partie de la séquence initiale de la protéine. Le clivage de I'His-tag est réalisé par la TEV qui
reconnalt la séquence en acides aminés et coupe entre le résidu G (Figure Il. 4, résidu G de la
séquence d’acides aminés bleus) et la Ngb (Figure Il. 4 résidu A orange). La TEV (produite au
laboratoire avec un His-Tag), I'extrémité N-terminale qui contient le His-tag et les protéines non
clivées sont ensuite éliminées de la solution par mélange avec de la résine Ni-NTA. Grace a une
centrifugation, la solution ne contenant que les protéines sans His-Tag est séparée de la résine Ni-
NTA.

A cette étape de la purification, I'analyse sur gel de protéine (NuPage 12% Bis-Tris Gel,
Novex) montre que la solution protéique contient majoritairement la Ngb mais aussi des impuretés
en quantité moindre (puits numéro 2 de la Figure Il. 5). La majorité de ces impuretés sont des
impuretés plus lourdes que la Ngb. Une deuxieme purification sur colonne a alors été totalement
mise au point pendant la thése.

170 kDa
125 kDa
81 kDa
62 kDa
53 kDa
43 kDa

32 kDa

25 kDa

17 kDa

Ngb
14 kDa

Figure Il. 5- Analyse sur gel d’électrophorése des solutions en sortie de colonne de Ni-NTA 1) Référence de poids
moléculaire 2) Solution de Ngb WT clivée avant passage sur sephacryle 3) Fraction (tube) 1 d’élution 4) Fraction 2
d’élution 5) Fraction 3 d’élution 6) Fraction 7 d’élution 7) Fraction 6 d’élution 8) Fraction 5 d’élution 9) Fraction 4
d’élution.

La résine choisie pour cette deuxiéme colonne est une résine Sephacryl S-200. La séparation
dans cette résine repose sur le principe d’exclusion de masse grace a des grains poreux qui
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permettent de retenir les petites molécules. La solution obtenue aprés la phase de clivage est
directement éluée sur la colonne. Les molécules les plus lourdes éluent plus vite que les molécules
les plus légeres, comme la Ngb. La solution en sortie de colonne est récupérée en plusieurs fractions.
La pureté des fractions est évaluée en UV-Visible et par analyse de gel de protéine (Figure Il. 5). Il est
visible que les derniéres fractions recueillies, 6 a 9, ne contiennent que de la Ngb WT, avec une
pureté supérieure a 95%. Les pourcentages relatifs des espéces présentes dans chaque puits sont
évalués grace au logiciel GeneTools fourni par Syngene avec le lecteur de gel de type Syngene PXi de
Genesys. Afin de concilier quantité produite et pureté des échantillons, les fractions d’une pureté
supérieure a 90% seront retenues.

Les fractions les plus pures sont réunies et concentrées/diluées deux fois 20 minutes a
2990 g dans du tampon phosphate pH 7,4 dans un vivaspin®. La solution concentrée obtenue est
fractionnée en plusieurs aliquotes de 10 pL stockés a -80 °C pour de futures utilisations.

4. Oxydation/réduction du pont disulfure

Afin d’assurer la présence ou l'absence du pont disulfure dans les expériences, les
échantillons sont préalablement traités avec du ferricyanure ou du DL-dithiothreitol (DTT)
respectivement.

Pour oxyder le pont disulfure, la solution de Ngb concentrée est diluée dans 5 mL de tampon
phosphate 66 mM, ferricyanure 10 mM, pH 7,4 et laissée sous agitation a température ambiance
pendant 1 heure. La solution est ensuite concentrée/diluée dans du tampon phosphate pH 7,4
guatre a cing fois 20 minutes a 2990 g afin d’éliminer le ferricyanure. Les aliquotes peuvent étre
stockés a -80 °C pour de futures utilisations.

Pour réduire le pont disulfure, la solution de Ngb concentrée est diluée dans 5 mL de tampon
phosphate 66 mM, DTT 10 mM, pH 7,4 et laissée sous agitation a température ambiante pendant 30
minutes. La solution est ensuite concentrée/diluée dans du tampon phosphate pH 7,4 quatre a cing
fois 20 minutes a 2990 g afin d’éliminer le DTT. Etant donné qu’il y a un phénomene d’auto-
oxydation lent du pont disulfure, la solution est utilisée rapidement plutot que d’étre stockée a -80
°C.

L'oxydation ou la réduction du pont disulfure par ce protocole ont été vérifiées en
spectrométrie de masse (Annexe B) et par RMN. En RMN, la protéine sans pont disulfure présente
des signaux avec des déplacements chimiques caractéristiques différents de la protéine avec pont
disulfure (Figure Ill. 15). Nous présenterons ces résultats plus en détail dans le chapitre suivant.

Dans la suite du manuscrit, les protéines avec le pont disulfure oxydé (avec pont disulfure
donc) seront indiquées avec un indice ox (exemple : Ngb WT,) et les protéines avec le pont disulfure
réduit (sans pont disulfure donc) seront indiquées avec un indice red (exemple : Ngb WTeq). Si aucun
indice n’est indiqué, il s’agit de la protéine mentionnée d’une facon générale, sans tenir compte de la
présence ou de l'absence du pont disulfure. Il faut noter I'exception de la Ngb C46G, qui ne posséde
naturellement pas de pont disulfure. La mention Ngb C46G. servira a indiquer si la protéine a été
traitée par du ferricyanure et la mention Ngb C46G.q si la protéine a été traitée par du DTT.
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E. Conclusion

Les techniques spectroscopiques présentées permettent d’étudier sous différents angles la
Ngb WT et ses variants.

La spectrophotométrie UV-Visible fournit des informations sur la sphere de coordination de
I’'héme et son environnement. Elle est utilisée pour déterminer pour la premiere fois l'influence de
mutations sur le coefficient d’extinction molaire de I’héme. Elle sert aussi a étudier les parametres
cinétiques de la fixation de ligand sur les protéines.

Le DC permet d’observer I'influence des mutations sur la structure secondaire en hélices de
la protéine.

La RMN sert quant a elle a distinguer les deux formes isomeres de I’'héme. Il est ainsi possible
d’attribuer des parametres cinétiques a chacun.

L'optimisation du protocole de synthése et de purification des protéines permet d’utiliser
avec rigueur certaines techniques, comme le DC ou la détermination du coefficient d’extinction
molaire. La concentration des échantillons, et donc leur pureté, est absolument nécessaire.

Afin d’étudier le comportement de la Ngb et des variants dans plusieurs conditions, il a
d’abord fallu leurs différentes caractéristiques spectrales dans des conditions de référence. Ces
caractérisations font I'objet du prochain chapitre.
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Chapitre III : Caractérisation de la Ngb et des

variants étudiés
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Chapitre Il : Caractérisation de la Ngb et des variants étudiés

Ce chapitre présente les différents variants de la Ngb étudiés ainsi que leurs caractéristiques
spectrales. Différentes techniques ont été utilisées : spectrophotométrie UV-Visible pour I'héme,
dichroisme circulaire pour la structure secondaire et résonance magnétique nucléaire pour les deux
formes isomeéres de I’'heme. Les caractéristiques spectrales des variants seront comparées a celles de
la Ngb WT afin d’observer les effets des mutations sur la structure de la protéine.
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A. Présentation des variants étudiés

Les travaux présentés dans ce manuscrit se sont articulés autour des mutations de quatre
acides aminés de la Ngb : I'histidine distale E7, la cystéine CD5, la phénylalanine G5 et 'alanine F2. La
position de ces acides aminés au sein de la protéine est représentée ci-dessous (Figure Ill. 1). Nous
allons tout d’abord expliquer le choix ces acides aminés et des mutations effectuées.

)

“x

s [ /,
i
L

\'h A90

Figure Ill. 1- Structure tridimensionnelle de la Ngb WT avec en orange ’héme de la protéine, en bleu cyan [Ihistidine
distales H64 (E7) (au-dessus de I’héme), en jaune [Phistidine proximales H96 (F8) (en-dessous de I’héme), en rose la
cystéine C46 CD5, en rouge la phénylalanine F106 (G5) et en bleu I'alanine A90 (F2) (figure réalisée avec VMD, fichier pdb
4MPM-1).

1. Mutation de I'histidine 64 (E7)

Comme indiqué au chapitre |, I’histidine 64 compléte la sphere de coordination de I’"héme de
la Ngb (Uno et al., 2004). Elle est responsable de I’'hexacoordination de I'atome de fer. Cela confere a
cet acide aminé un role crucial pour la stabilité de la protéine et est impliquée dans le processus de
fixation de ligands.

Nous avons introduit la mutation de I'histidine 64 en valine (H64V). Cette mutation aboutit a
une forme hexacoordinée de I’héme avec une molécule d’eau occupant alors la place du sixieme
ligand du fer (Uno et al., 2004). L'utilisation de la valine comme variant de I'histidine permet de
limiter les interactions entre I’hélice E et I’heme du fait de la chaine latérale apolaire de la valine. La
mention Ngb H64V, désigne la Ngb H64V avec un pont disulfure et la mention Ngb H64V..s la Ngb
H64V sans pont disulfure.
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2. Mutation de la cystéine 46 (CD5)

Comme indiqué en introduction, elle est I'une des deux cystéines impliquée dans la
formation d’un pont disulfure intramoléculaire.

Nous avons introduit la mutation de la cystéine 46 en glycine (C46G). L'utilisation de la
glycine comme acide aminé variant a été choisie car la glycine se trouve chez I'hémoglobine humaine
en position CD5. Cette mutation permet aussi de mimer I'absence de pont disulfure comme chez la
Ngb de murine ol une glycine est en position 46. La mention Ngb C46G,x désigne la Ngb C46G traitée
par du ferricyanure et la mention Ngb C46G.q la Ngb C46G traitée par du DTT.

3. Mutation de la phénylalanine 106 (G5)

La fonction phényle du résidu présente la particularité de se trouver dans le proche
environnement de I’héme de la Ngb (A. Pesce et al., 2004; A. Pesce et al., 2003). Du fait de la forte
aromaticité de I’"héme, des interactions de Van der Waals de type m-m stacking entre I’héme et le
phényle de la F106 sont possibles. De plus, en fonction de la forme isomeére de I'héme,
I’encombrement stérique au niveau de la chaine latérale de la F106 n’est pas le méme (Chapitre |,
Figure I. 17). Dans la forme isomere A, la F106 est plus proche du groupement vinylique en position
2. Dans la forme isomeére B, la F106 est plus proche du groupement méthyle en position 3.

Dans le Chapitre |, il a été suggéré que la fixation de ligands s’"accompagnait d’un glissement
de I’'héme dans une cavité inférieure. Des calculs de dynamiques moléculaires (Xu, Yin, Huang, Wang,
& Du, 2010), effectués sur des structures de neuroglobine de souris mutées en F106 et en présence
du ligand CO, ont mis en évidence un pivotement de la F106 vers |'extérieur de la protéine lors du
glissement de I’heme (Figure lll. 2). La F106 aurait donc un role potentiel dans le glissement de
I'héme.

Figure lll. 2- A gauche : Ngb avant réaction avec CO (figure réalisée avec VMD, fichier PDB 1NSH). A droite : Ngb apreés
réaction avec CO (figure réalisée avec VMD, fichier PDB 1NSP). En bleu, ’héme avec I’histidine proximale 96 et en rouge

la F106.
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Nous avons introduit une mutation de la phénylalanine 106 en leucine (F106L). La leucine a
été choisie car elle est I'acide aminé localisé en position G5 chez les myoglobines alors que la
phénylalanine est un résidu trés conservé chez les autres globines, comme I’"hémoglobine humaine
ou la cytoglobine humaine. La mention Ngb F106L.x désigne la Ngb F106L avec pont disulfure et la
mention Ngb F106L..q la Ngb F106L sans pont disulfure.

4. Mutation de I’alanine 90 (F2)
L’alanine 90 se situe sur I’hélice portant I’histidine proximale de I’'héme (Figure Ill. 1).

Une étude sur un fragment d’acides aminés correspondant a I'hélice F de la forme
apomyoglobine (Picotti et al., 2004) a montré que la mutation de la proline 88 (F3) en alanine
augmente la stabilité de I’hélice F. Au contraire, la mutation inverse de I’alanine 90 en proline sur un
fragment d’acides aminés correspondant a I’hélice F de la Ngb a montré que cette mutation conduit
a une perte de stabilité de I’hélice vis-a-vis du pH (Codutti et al., 2009). L’alanine 90 a donc un rdle
dans la structuration de I’hélice F de la Ngb.

Nous avons introduit la mutation de I'alanine 90 en proline (A90P). Cette proline est présente
chez 90% des myoglobines et chez quelques hémoglobines. La mention Ngb A90P.x désigne la Ngb
A90P avec pont disulfure et la mention Ngb A90P,.4 la Ngb A90P sans pont disulfure.

Les différents acides aminés choisis pour étre mutés ont tous en commun d’avoir une
influence directe ou indirecte sur I’'héme. L’histidine 64 est directement coordonnée a I’heme.
L'alanine 90 a été mutée car elle impacte I’hélice F portant I'histidine proximale. La phénylalanine
106 se trouve dans le proche environnement de I’'héme et peut avoir des interactions de n-it stacking
avec celui-ci. Enfin, il a été montré que I'état d’oxydation du pont disulfure, engendré par la cystéine
46 et la cystéine 55, influait sur la coordinence de ’héme (Morozov et al., 2014; Nadra et al., 2008).
Chaque protéine a été produite suivant le protocole indiqué au chapitre Il (partie IV). Puis les variants
obtenus ont été caractérisés par spectrophotométrie UV-Visible, DC et RMN.

B. Caractérisation UV-Visible de la Ngb et des variants

Dans cette partie, nous allons nous intéresser aux spectres UV-Visibles de la Ngb WT et de
ses variants. La spectrophotométrie UV-Visible permet principalement chez les globines de sonder
I’environnement proche de I’héme. En particulier, la bande de Soret et les bandes entre de 500 nm et
650 nm sont représentatives de I'état d’oxydation, I'état de spin et de la coordination du fer de
I’'heme. La comparaison des caractéristiques des spectres UV-Visibles des variants de la Ngb avec la
Ngb WT constitue une premiére approche pour dégager des modifications structurales induites par
ces mutations sur I’'heme de la protéine. Nous nous intéresserons également a I'effet de la réduction
du pont disulfure sur I'environnement de I’héme chez la Ngb WT et les variants.
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1. Caractéristiques UV-Vis du spectre de la Ngb WTox

Le spectre UV-Visible de la Ngb WT.x se compose de trois séries de bandes distinctes, a 280
nm, 412 nm et entre 500 et 600 nm (Figure lll. 3). Par comparaison, le spectre de la Mb WT humaine
a aussi été introduit. Les trois séries de bandes sont aussi visibles. Elles sont caractéristiques de la
famille des globines.
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Figure lll. 3- Spectres UV-visible de la Ngb WT,, et de la Mb WT humaines. En noir : Ngb WToyx, C= 7,6 uM dans du tampon
phosphate 65 mM pH 7,4 a 20 °C. En gris : Mb WT normalisée a 1 d’absorbance a 408 nm dans du tampon phosphate 65
mM pH 7,4 a 20 °C.

La bande large dans le domaine UV a 280 nm est associée a lI'absorption de résidus
aromatiques : tyrosine, tryptophane et phénylalanine (Pace, Vajdos, Fee, Grimsley, & Gray, 1995).
Leurs contributions respectives sont modulées par leur nombre et par leurs coefficients d’extinction
molaire qui dépendent du résidu et de son environnement créé par le repliement de la protéine.
Dans une moindre mesure, la présence du pont disulfure absorbe aussi a cette longueur d’onde. Par
exemple, le ratio des coefficients d’extinction molaire du tryptophane en solution par rapport au
pont disulfure est de 44 (Pace et al., 1995). Dans le cas des hémoprotéines, ’'heme de la protéine

participe également a la bande a 280 nm (Urry, 1967).

La bande intense a 412 nm avec un épaulement a 360 nm ainsi que la série de bandes a 530
nm et 560 nm sont caractéristiques de la présence du groupe protoporphyrine IX de I’'héme de la Ngb
(Chapitre I, Figure 1. 3). L’origine de ces bandes caractéristiques de la porphyrine est bien décrite par
le modele de « four-orbital » avancé par Gouterman (Gouterman, 1959, 1961). La bande la plus
intense a 412 nm est la bande de Soret (bande B selon le modele de Gouterman). Par comparaison
avec le spectre de la Mb WT, la bande de Soret de la Ngb WT se situe a une longueur d’onde plus
élevée (effet bathochrome). Cet effet bathochrome est associé a la différence de ligand distal entre
les deux protéines. Chez la Mb WT, le sixieme ligand est une molécule d’eau. Il s’agit d’un ligand
faible comparé a I'histidine distale de la Ngb WT. Les bandes a 533 nm et a 560 nm sont appelées
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bandes a et B respectivement (ou bandes Q selon le modéle de Gouterman). L'intensité des bandes a
et B peut étre corrélée a la stabilité et la position du centre métallique au sein de la porphyrine
(Giovannetti, 2012). Chez la Ngb WT,, lintensité relative de ces bandes va dans le sens d’un
complexe plan-carré stable formé par le fer au centre de la porphyrine. Chez la Mb WT, une bande a
630 nm est visible en plus des bandes entre 500 et 600 nm. Elle est caractéristique d’un état haut
spin de I'atome de fer. Chez la Ngb WT,y, I'absence de cette bande indique que le fer est dans un état
bas spin. Cela rejoint I'observation faite que I'histidine distale constitue un ligand fort comparé a la
molécule d’eau de la Mb WT.

Dans le domaine du visible, le spectre de la Ngb dépend donc du nombre de ligands de
I’'héme et de la géométrie de la sphéere de coordination de I'héme. Dans la suite, les spectres UV-
Visibles des variants sont comparés a celui de la Ngb WTox pour étudier I'impact de ces mutations sur
le proche environnement de ’"héme. Nous nous intéresserons donc principalement a la comparaison
entre les bandes de Soret et les bandes a et B.

2. Effet des mutations sur le spectre UV-Visible de la Ngb

Le spectre de la Ngb H64V, est présenté Figure lll. 4. Cette mutation affecte directement la
sphére de coordination de I’'heme. La Ngb H64V, présente une bande de Soret a 407 nm qui reste la
bande la plus intense du spectre. Elle montre également deux bandes a et B a 535 nm et 570 nm
respectivement. Enfin une bande a 630 nm moins intense que les bandes a et B est présente. Le
spectre de la Ngb H64V,x présente des similitudes avec celui de la Mb WT.
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Figure Ill. 4- Spectres UV-Vis de la Ngb H64V,y (cyan), de la Ngb WT,, (noir) et de la Mb WT humaine (gris). Les spectres
ont été normalisés par rapport a 1,0 pour la valeur d’absorbance de la bande de Soret. Les expériences ont été réalisées

dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 20 °C.

La sphere de coordination de I’heme de la Ngb H64V,, est assez identique a celle de la Mb
WT. Comme pour la Mb WT, il s’agit d’une protoporphyrine IX avec un centre Fe** hexacoordiné par
une molécule d’eau. Ainsi, la bande de Soret est bien déplacée vers des longueurs d’onde plus basses
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(effet hypsochrome) par rapport a la Ngb WTox ce qui est caractéristique d’une globine avec un héme
hexacoordiné avec une molécule d'eau en sixieme ligand. La bande présente a 630 nm,
caractéristique d’un état haut-spin du fer, renforce cette hypothese. Ce résultat est en accord avec
les caractérisations du spectre UV-Visible de la Ngb H64V humaine dans la littérature (Uno et al.,
2004).

Les autres mutations qui ont été introduites n‘ont en revanche que tres peu d’effet sur
I'allure du spectre de la Ngb (Figure Ill. 5). Chez la Ngb F106L.x et la Ngb C46G, un léger déplacement
de la bande de Soret, de 412 nm a 411 nm est observable. Les maxima d’absorption entre 500 nm et
600 nm sont conservés pour la Ngb F106L.« et la Ngb A90P... En revanche la Ngb C46G présente des
bandes légerement différentes, avec des maxima a 535 nm et 565 nm et deux bandes faiblement
intenses vers 630 nm et 650 nm.
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Figure Ill. 5- Spectres UV-Vis de la Ngb A90P,y (bleu), de la Ngb F106L, (rouge), de la Ngb C46G (rose) et de la Ngb WT,
(noir). Les spectres ont été normalisés par rapport a 1,0 pour la valeur d’absorbance de la bande de Soret. Les expériences

ont été réalisées dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 20 °C.

Dans le cas de la Ngb A90P,x et de la Ngb F106L,y, les spectres obtenus au niveau des bandes
dues a la présence de ’lhéme sont donc similaires a celui de la Ngb WToy. Les mutations Ngb A90P, et
Ngb F106L.x ne semblent donc pas affecter le proche environnement de I’heme. En revanche dans le
cas de la Ngb C46G, la présence de deux bandes vers 630 nm et 650 nm laisse envisager la présence
d’une population haut-spin, comme pour la Mb WT et la Ngb H64V,. Comparativement aux spectres
de ces deux protéines, l'intensité de la bande a 630 nm de la Ngb C46G par rapport aux autres
bandes du spectre est trés faible. La Ngb C46G posséde donc deux populations avec une population
bas-spin et une population haut-spin. Ceci montre une perturbation sur I'environnement de I’"héme
et son champ de ligands engendrée par la suppression du pont disulfure. Nous entrerons plus dans
I'interprétation de ce résultat dans la partie suivante (B.3) en comparant le variant Ngb C46G a la Ngb
WTreq.
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Les bandes a 280 nm sont plus intenses pour les variants que pour la Ngb WT,. Cette
augmentation pourrait traduire de légeres modifications structurales perturbant I’environnement
électronique des acides aminés aromatiques absorbant a cette longueur d’onde. L'interprétation est
cependant délicate dans la mesure ou plusieurs facteurs peuvent contribuer a ce phénomene:
coefficients d’extinction molaire des chromophores absorbant a 280 nm différents d’un variant a
I'autre, repliement de la protéine différent d’un variant a I'autre, pureté légerement différente d’un
échantillon a 'autre.

3. Effet du pont disulfure

Le spectre UV-Visible de la Ngb C46G montre que I'absence du pont disulfure n’affecte pas
I'allure du spectre de la Ngb. Cependant, étant donné I'importance structurale du pont disulfure,
nous avons voulu voir si le fait de réduire le pont disulfure dans le cas d’un variant de la Ngbh WT
n’affecte pas la sphére de coordination de I’'héme.

La mutation de I'histidine 64 modifie directement I’environnement de I’héme. Lorsque le
pont disulfure est réduit, I'allure du spectre est nettement modifiée (Figure Ill. 6). La bande de Soret
s’est déplacée et élargie de 407 nm pour la forme avec pont disulfure a 420 nm pour la forme sans
pont disulfure. Elle présente un épaulement vers 450 nm. Une autre bande a 360 nm, différente de
I’épaulement observé sur la bande de Soret dans le cas de la Ngb H64V,,, semble apparaitre. La
bande a 280 nm est 2,5 fois plus intense et son intensité est de I'ordre de la bande de Soret. Enfin les
bandes entre 500 nm et 600 nm sont elles aussi modifiées. La bande B est devenue plus intense que
la bande a. Un spectre de la Mb WT traitée avec du DTT par le méme protocole a également été
réalisé pour comparer (Figure lll. 6). La bande de Soret est déplacée de 408 nm pour la forme native
a 416 nm pour la forme traitée avec du DTT. Une bande semble aussi apparaitre a 360 nm. Les
bandes entre 500 et 600 nm sont également modifiées. La bande B est devenue aussi plus intense
que la bande a. La bande a 280 nm est 1,8 fois plus intense que la bande de la forme native.
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Figure Ill. 6- Spectres UV-Vis de la Ngb WT,y (noir), de la Ngb H64V,, (cyan), de la Ngb H64V,., (bleu-vert), de la Mb WT
(gris) et de la Mb WT+DTT (vert olive). Les spectres ont été normalisés par rapport a 1,0 pour la valeur d’absorbance de la

bande de Soret. Les expériences ont été réalisées dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 20 °C.

Bien que I'effet du traitement avec le DTT soit plus marqué chez la Ngb H64V,.q que chez la
Mb WT+DTT, I’évolution des spectres UV-Visibles est tout de méme comparable. La Mb WT ne
possédant pas de pont disulfure, les effets remarqués chez la Mb WT+DTT et vraisemblablement
chez la Ngb H64V,.q ne peuvent pas étre attribués a la seule réduction du pont disulfure. Des études
réalisées sur les NOS et sur le cytochrome P-450 ont montré que le DTT pouvait se fixer sur ’héme de
la protéine (Abu-Soud, Loftus, & Stuehr, 1995; Gorren, Schrammel, Schmidt, & Mayer, 1997; Sono,
Andersson, & Dawson, 1982; C. Yu, Gunsalus, Katagiri, Suhara, & Takemori, 1974). Les spectres
d’absorbance correspondant exhibent deux bandes d’absorption caractéristiques aux alentours de
380 nm et 460 nm. Par comparaison, la fixation du DTT sur I'heme de la Ngb H64V.4 pourrait
expliquer I'apparition des bandes a 360 nm et a 450 nm. La présence de DTT, qui absorbe a 280 nm,
dans la protéine, pourrait aussi expliquer I'augmentation d’intensité de la bande a 280 nm. Enfin,
dans le cas de la Ngb WTrq, la réduction du centre fer de I'état Fe3* a I'état Fe?* entraine un
déplacement de la bande de Soret de 412 nm a 426 nm (Figure |. 12). Le déplacement en longueur
d’onde pour le maximum de la bande de Soret, de 407 nm a 420 nm chez la Ngb H64V,.q, pourrait
également s’expliquer par I'existence d’une forme avec du Fe?* formée par réduction du fer par le
DTT. La solution obtenue consisterait en un mélange de plusieurs formes de Ngb H64V, avec
notamment de la Ngb H64V hexacoordinée par du DTT et de la Ngb H64V avec du Fe?* hexacoordiné
par un autre ligand que le DTT (une molécule d’eau par exemple).

En raison de l'allure du spectre UV-Vis obtenue et de la difficulté d’interpréter le
comportement de la solution de Ngb H64V,.4, nous avons décidé de ne pas étudier le cas de la Ngb
H64V .4 par la suite.
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Dans le cas des autres mutations, la réduction du pont disulfure n’affecte pas I'allure des
spectres des protéines (Figure lll. 7). Bien que chez la Ngb C46G le pont disulfure soit absent,
I’expérience a quand méme été réalisée en traitant de la Ngb C46G avec du DTT afin de servir de
témoin. La bande de Soret a toujours son maximum a 411 nm pour la Ngb C46G.4 et pour la Ngb
F106L:eq €t @ 412 nm pour la Ngb A90P..4 et la Ngb WTeq. Les bandes entre 500 nm et 600 nm sont
identiques. Chez la Ngb C46G.q, les bandes a 630 nm et 650 nm sont également présentes aprés
traitement avec DTT. La Ngb WT..q montre également une bande faiblement intense vers 650 nm. La
bande a 630 nm est peut-étre trop faible pour étre correctement détectée chez la Ngb WTeq.
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Figure lll. 7- Spectres UV-Vis de la Ngb C46G (rose), Ngb WT,.q4 (vert), Ngb C46G,.q4 (rose pdle), Ngb A90P,.. (orange) et
Ngb F106L,.q (violet) . Les spectres ont été normalisés par rapport a 1,0 pour la valeur d’absorbance de la bande de Soret.

Les expériences ont été réalisées dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 20 °C.

Il n’y a donc pas de différences dans I'allure des spectres entre la Ngb C46G,y, la Ngb C46Greq
et la Ngb WT,eq. La Ngh C46G semble donc constituer un bon témoin pour la spectrophotométrie UV-
Visible de la Ngb WTreq.

Nous avons mis en évidence que l'allure des spectres UV-Visibles n’était pas modifiée de
facon significative par les mutations F106L et AS0P avec ou sans pont disulfure, exceptée pour la Ngb
H64V. Ceci révele que la sphére de coordination de ’"héme est peu sensible aux mutations et a la
réduction du pont disulfure. La bande de Soret n’étant pas déplacée vers de plus hautes longueurs
d’onde sous I’effet du DTT, cela indique que le fer reste sous un état Fe®,

La Ngb C46G traitée par du DTT exhibe des bandes tres faiblement intenses autour de 630
nm et 650 nm par rapport au reste du spectre. La Ngb WT..q montre également une bande tres faible
vers 650 nm. Le fait que ces bandes soient observées chez la Ngb WT..q, la Ngb C46G.x et la Ngb
C46Greq, Mais pas chez les autres variants, montre qu’il s’agit d’un effet attribuable a la réduction du
pont disulfure seulement. La réduction ou la suppression du pont disulfure par rapport a la protéine
native est donc a l'origine d’une légere perturbation de I’environnement de I’'héme entrainant
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I"apparition d’une faible population avec un centre fer haut-spin. Chez les variants, I'absence de ces
bandes lorsque le pont disulfure est réduit va dans le sens d’une corrélation entre I’environnement
de I'heme et le pont disulfure. La modification de cet environnement par le biais d’'une mutation
semble supprimer ou diminuer I'interaction entre le pont disulfure et I'environnement de ’héme.

Une autre information sur les caractéristiques de ’heme dans la protéine peut étre apportée
par le coefficient d’extinction molaire. Notamment, le coefficient d’extinction molaire de la bande de
Soret est une caractéristique fondamentale de la protéine. Pour calculer le coefficient d’extinction
molaire, la méthode de la pyridine hemochrome a été retenue car elle a déja été employée dans le
calcul de coefficient d’extinction molaire chez des globines (lkeda-Saito et al., 1992; Nicolis et al.,
2007). Mais elle n’a jamais été utilisée pour le calcul de coefficients d’extinction molaire de variants
de la Ngb.

4. Détermination du coefficient d’extinction molaire de la Ngb et des
variants

Cette méthode permet une mesure indirecte du coefficient d’extinction molaire par
détermination de la concentration d’un échantillon. Le calcul de la concentration se fait grace a la
formation d’un complexe heme+pyridine en milieu alcalin. Les résultats ont été obtenus pour la Ngb
WT et ses variants avec et sans pont disulfure (Tableau . 1).

Un coefficient d’extinction molaire de 132000 M.cm™ avec un écart type de 4000 Mt.cm™ a
été mesuré pour la Ngb WTo a 412 nm. Cette mesure est en accord avec la littérature (Nicolis et al.,
2007). La mesure du coefficient d’extinction molaire de la Mb WT a aussi été effectuée et la valeur
déterminée est en accord avec la littérature (lkeda-Saito et al., 1992).

La valeur déterminée pour la Ngb C46G a été calculée a partir de mesures sur des solutions
préalablement traitées par du ferricyanure ou du DTT qui servent respectivement a oxyder ou
réduire le pont disulfure chez une protéine qui en possede. Ces mesures sur la Ngb C46G servent de
témoin aux autres expériences. Le faible écart type obtenu montre bien que le ferricyanure et le DTT,
tel qu’ils sont utilisés, n’ont pas d’influence sur la méthode.
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Longueur d’onde de Coefficient d’extinction molaire Littérature : Coefficient
la bande de Soret (Mt.em™) d’extinction molaire
(nm) (M*.em™)
Ngb WTox 412 132000 + 4000 129000*
Ngb WTreq 412 194000 + 6000
r':'agtki’vi%G ) 411 184000
Ngb C46G.x 411 179000
Ngb C46Greq 411 187000
:]gok;g:fg i 411 183000 + 4000
Ngb F106L,x 411 140000 + 7000
Ngb F106Leq 411 153000 + 6000
Ngb A90P 412 152000 + 3000
Ngb A90P:eq 412 152000 + 12000
Ngb H64V, 406 119000 + 5000
Ngb H64 Lo« 410 108000 + 5000
P':Aut:n\;\/i-:\e 408 151000 + 3000 153000**
* (Nicolis et al., 2007)

** (Ikeda-Saito et al., 1992)
Tableau IIl. 1- Coefficients d’extinction molaire avec leurs écarts types déterminés par la méthode de la pyridine

hemochrome pour différentes protéines. Ces mesures sont effectuées dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 20 °C.

La réduction du pont disulfure entraine une augmentation du coefficient d’extinction molaire
chez la Ngb WT.eq, ol le coefficient passe de 132000 M™.cm™ a 194000 M™.cm™. La valeur de 183000
M2I.cm?® déterminée pour la Ngb C46G, variant sans pont disulfure, confirme cet effet. Cette
augmentation du coefficient d’extinction molaire est caractéristique d’un effet hyperchrome. Dans la
mesure ou cet effet n’est pas associé a des déplacements bathochromes significatifs, il n’est pas
causé par des modifications de I'écart entre les niveaux d’énergie impliqués dans les transitions
électroniques observées. Cet effet reste cependant difficilement interprétable car il peut étre causé
par des phénomeénes d’origines différentes. Il y a d’un co6té I'aspect quantique des transitions
électroniques. Plus les regles de sélection sont respectées plus la transition électronique est permise
et donc intense. La réduction du pont disulfure peut avoir un impact sur les niveaux énergétiques
impliqués dans cette transition et donc modifier cet aspect. D’un autre coté, cette modification du
coefficient d’extinction molaire rappelle également I'effet observé a 280 nm lors des expériences de
suivi de dénaturation des double-brins d’ADN par effet de température (Cox, 1970; Felsenfeld &
Sandeen, 1962). Le coefficient d’extinction molaire augmente car les acides aminés absorbants dans
cette région voient leur environnement électronique modifié a cause de la dénaturation. La
réduction du pont disulfure pourrait entrainer une perturbation de I’environnement électronique de
I’'heme causant cette augmentation du coefficient d’extinction molaire. Enfin la présence d’'une
population de Fe3* haut-spin, pourrait également contribuer a8 augmenter le coefficient d’extinction
molaire.

Les mutations F106L et A90P provoquent aussi une augmentation du coefficient d’extinction
molaire. Comme dans le cas de la réduction du pont disulfure pour la Ngb WT, cet effet hyperchrome
n‘est pas associé a un effet bathochrome significatif. Cet effet hyperchrome est donc la aussi
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difficilement interprétable. En revanche, chez ces variants, la réduction du pont disulfure n’entraine
pas une augmentation significative du coefficient d’extinction molaire. Cela pourrait confirmer
I'influence de la population de Fe3* haut-spin sur le coefficient d’extinction molaire. En effet, les
spectres de ces variants sans pont disulfure n’exhibent pas de bandes caractéristiques d’une
population haut-spin, contrairement a ceux de la Ngb WT..q ou de la Ngb C46G qui, eux, voient leur
coefficient d’extinction molaire augmenter.

En revanche, la mutation H64V,« induit une diminution du coefficient d’extinction molaire
(effet hypochrome) couplée 3 un effet hypsochrome. Le coefficient obtenu est de 119000 M*.cm™.
Etant donné la ressemblance spectrale entre la Ngb H64V. et la Mb WT, un coefficient d’extinction
molaire autour de 150000 M™.cm™ aurait été attendu. Afin de vérifier si cet effet était attribuable a
la perte de I'hexacoordination par un ligand distal endogene, nous avons réalisé une autre mutation,
en leucine, de I'histidine 64. Tout comme la valine, la leucine est un acide aminé qui n’interagit pas
avec I’héme. La mesure de son coefficient d’extinction molaire donne aussi un résultat plus faible
que pour la Ngb WTo,, de 108000 M1.cm™ associée a une longueur d’'onde maximale de la bande de
Soret a 410 nm, également plus faible que celle de la Ngb WT.. La perte de I'histidine distale est
donc bien associée a une diminution du coefficient d’extinction molaire. Cela pourrait traduire une
modification du systéme 1 conjugué autour du fer a cause de la perte des électrons délocalisés
apportés par I'histidine 64. En effet, la diminution du nombre d’électrons délocalisés d’un systéme 1
conjugué s’accompagne de facon caractéristique par un effet hypsochrome couplé a un effet
hypochrome comme ce qui est observé ici.
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e Résumé

Nous avons défini les différentes caractéristiques spectrales UV-Visible des protéines étudiées
(Tableau lIl. 2). Notamment, les coefficients d’extinction molaire de différents variants sont pour la
premiere fois calculés dans une étude.

» La mutation H64V,, ol le ligand distal endogéne est remplacé par un autre ligand (H>O ou
lysine 67), modifie le champ de ligand et I'état de spin du fer. Le spectre obtenu est
comparable a celui de la Mb WT ou I’"héme est hexacoordinée avec une molécule d’eau en
6™ ligand..

» Conformément a un déplacement en longueur d’onde de la bande de Soret, le coefficient
d’extinction molaire de la Ngbh H64V,, est logiquement modifié par rapport a la Ngb WTx.

> La réduction du pont disulfure (Ngb WT,eq4) ou la suppression du pont disulfure (Ngb C46G)
entrailne une forte augmentation du coefficient d’extinction molaire. Elle traduit un
changement de l'environnement électronique de I’heme. Elle pourrait étre associée a
I"apparition d’'une population haut-spin du fer.

» Un fait tout a fait remarquable est la modification du coefficient d’extinction molaire par les
mutations A90P et F106L qui ne modifient cependant pas la forme globale du spectre. Ces
résultats mettent en évidence I'importance de mesurer systématiquement les coefficients
d’extinction molaire.

Etat d’oxydation du Asoret Esoret ABande o ABande g Autres bandes
fer (nm) (M1cm?) (nm) (nm) (nm)

Ngb WTox Fe3* bas spin 412 132000 533 (+) 560 -

Ngb WTeq Fe3* bas: spin (maj) et 412 194000 533 (+) 560 650
haut spin

Ngb C46G Fe¥* bas: spin (maj) et 411 183000 535 (+) 565 630 et 650
haut spin

Ngb A90P,x | Fe® bas spin 412 152000 533 (+) 560

Ngb A90P..q | Fe® bas spin 412 152000 533 (+) 560

Ngb F106L. | Fe® bas spin 411 140000 533 (+) 560

Ngb F106L.q | Fe3 bas spin 411 153000 535 (+) 560

Ngb H64V. | Fe3* haut spin 406 119000 535 (+) 570 630

Tableau Ill. 2- Tableau des caractéristiques UV-Visibles relatives au fer de I'héme pour les différentes protéines.

L’indication (maj) indique a quel état de spin correspond la forme majoritaire. L’indication (+) indique quelle est la bande

la plus intense entre les bandes o et 8. Ces caractéristiques sont obtenues dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a

20 °C.

Ces résultats montrent que les mutations ou la réduction du pont disulfure ont une influence

sur I’environnement de I’héme. La mesure du coefficient d’extinction molaire apparait comme un

parameétre essentiel a vérifier chez les variants de la protéine. Dans la suite, nous allons nous

intéresser de facon plus spécifique a I'étude de la structure secondaire des protéines grace a

I’utilisation du dichroisme circulaire.
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C. Caractérisation structurale par Dichroisme Circulaire (DC)

Les spectres caractéristiques de la structure secondaire des variants réalisés a pH
physiologique 7,4 par DC sont présentés dans ce chapitre. A partir des spectres les pourcentages de
chaque type de structures secondaires ont été calculés pour les différents variants. Grace a
I’existence de structures cristallographiques, il est possible de comparer les résultats obtenus et de
déterminer I'impact des mutations sur la structure secondaire de la protéine.

1. Cas dela Ngb WT : comparaison DC et cristallographie

Le spectre de DC de la Ngb WTo (Figure Ill. 8) a été mesuré pour vérifier la validité des
réglages de I'appareil et pour servir de spectre de référence. Le résultat que nous avons obtenu est
semblable a la littérature (Picotti et al., 2009). Il posséde deux bandes d’ellipticité molaire par résidu
négatives a 220 et 210 nm et une bande d’ellipticité molaire par résidu positive vers 193 nm. Ces
trois bandes sont caractéristiques des spectres de DC de structures secondaires en hélices a.

80000

60000

40000

20000

-20000

Ellipticité moyenne par résidu (deg.cmz.mol'1)

-40000 : ! : ! : ! : ' :
190 200 210 220 230 240

Longueur d'onde (nm)

Figure Ill. 8- Spectre de DC de la Ngb WT,,, tampon phosphate 65 mM pH 7,4, C =8 uM, T = 25 °C . Le spectre de

déconvolution obtenu par la méthode CONTIN/LL a été représenté par un tracé rouge.

Les spectres obtenus ont été déconvolués par la méthode CONTIN/LL (Provencher &
Glockner, 1981; Van Stokkum et al., 1990) afin d’obtenir les composantes des différents types de
structures secondaires de la Ngb. Les résultats ont été comparés aux structures cristallographiques
(Guimaraes et al., 2014) afin de valider la méthode de déconvolution. En effet, il est possible avec
VMD (Humphrey et al.,, 1996) et des fichiers pdb, d’associer a chaque acide aminé le type de
structure secondaire qu’il occupe dans la structure cristallographique. Le fichier pdb choisi ici est le
fichier 4AMPM de la Ngb WT humaine. Les résultats entre les mesures cristallographiques et les

mesures en DC sont comparables, avec un pourcentage d’hélices a a 80 %.
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Nous avons aussi étudié l'effet de la réduction du pont disulfure sur la Ngb WT. La
suppression du pont disulfure, par réduction avec du DTT ou par mutation avec la Ngb C46G, ne
semble pas affecter I'allure générale du spectre (Figure Ill. 9). Les trois bandes caractéristiques a 220
nm, 210 nm et 193 nm, d’une structure secondaire en hélice a sont obtenues. Les spectres de la Ngb
WTeq et de la Ngb C46G présentent tout de méme une intensité plus élevée au niveau de ces trois
bandes.
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40000 | .

20000 |
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Figure lll. 9- Spectres de DC de la Ngb WT,, (noir) et de la Ngb WT,.q4 (vert) et Ngb C46G (rose). Les trois solutions sont a la

concentration C = 8 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4, T = 25 °C.

Les résultats de déconvolution dans les cas de la Ngb WTeq et de la Ngb C46G montrent une
augmentation significative de la structure en hélices a (Figure lll. 10). La réduction du pont disulfure
a donc un impact sur la structure secondaire de la protéine. Le pont disulfure doit notamment
contribuer a conserver la structure en boucle au niveau de la boucle CD en rigidifiant cette zone.
Lorsque le pont disulfure est réduit, certains acides aminés de la boucle, a la frontiére avec les
hélices, peuvent alors préférentiellement adopter une structure en hélice a.
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Figure lll. 10- Comparaison des types de structure entre la Ngb WT,, (noir), Ngb WT,.q (vert) et la Ngb C46G (rose).

Les résultats obtenus sont cependant opposés a la structure cristallographique de la Ngb
mutée au niveau de ses trois cystéines (Ngb 3M, PDB : 10J6). Le calcul du pourcentage d’hélices pour
cette structure cristallographique est de 75 %. Néanmoins, I'impact structural de la mutation de trois
acides aminés étant potentiellement plus important qu’une seule mutation ou que la simple
réduction du pont disulfure, la comparaison reste incertaine entre la Ngb C46G, la Ngb WTq et la
Ngb 3M. Ces résultats semblent aussi aller a I’encontre des résultats de dynamique moléculaire
(Morozov et al., 2014; Nadra et al., 2008) ou il est indiqué que la boucle CD opérerait un repliement
de simple brin a hélice lors de la formation du pont disulfure. Cela sous-entend que la structure en
hélices est plus conséquente au niveau de la boucle CD lorsque le pont disulfure est formé.
Cependant ces résultats de dynamique moléculaire ne s’intéressent qu’aux modifications
structurales au niveau de la boucle CD. lls ne refletent pas I'effet de la réduction du pont disulfure
sur I'ensemble de la structure. Ces résultats soulignent I'importance du fait que les données issues de
cristallographie ou de simulations numériques ne sont pas forcément représentatives du
comportement en solution de la protéine. Il est donc essentiel de vérifier expérimentalement en
solution les analyses faites via la cristallographie et les simulations.

2. Effet des mutations sur la structure secondaire de la Ngb

L'allure des spectres de DC obtenus pour les variants Ngb F106L.x et Ngb A90P.x ne montrent
pas de différences significatives avec celui de la Ngb WT (Figure lll. 11). Les variants ont donc
vraisemblablement une structure secondaire trés comparable. En revanche, le spectre de DC de la
Ngb H64V., présente une légere différence. Le pic a 210 nm est plus intense que le pic a 220 nm. Le
phénomeéne inverse est observé pour les autres protéines.
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Figure Ill. 11- Spectres de DC de Ngb WT (noir), de Ngb F106L (rouge), de Ngb A90P (bleu) et de Ngb H64V (cyan). La

concentration en protéine est de 8 uM dans un tampon phosphate 65 mM pH 7,4, T = 25 °C.

Les résultats de déconvolution sont présentés en histogramme (Figure Ill. 12) et tableau
(Tableau lll. 3).
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Figure lll. 12- Comparaison des pourcentages avec écart type de chaque type de structure secondaire entre la Ngb WT

(noir), la Ngb F106L (rouge), la Ngb A90P (bleu) et la Ngb H64V (cyan).

En tenant compte de I'écart type, la Ngb F106L.x ne semble pas provoquer de changement
de structure secondaire par rapport a la Ngb WT.. En revanche La Ngb A90P. présente un
pourcentage d’hélices a légerement plus faible que celui de la Ngb WT.x. Ce résultat semble aller
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dans le sens de I'étude de Codutti et al. (Codutti et al., 2009) montrant que cette mutation entraine
une déstructuration de I’hélice F, notamment vis-a-vis du pH.

La mutation H64V, entraine aussi une perte en hélices a de la protéine. Il est probable que
dans la Ngb WT,y, la liaison entre H64 et 'heme participe a structurer la protéine et a stabiliser le
squelette protéique de la Ngb. La mutation de H64 entraine donc une déstructuration de la protéine.
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Figure Ill. 13- Comparaison des pourcentages avec écart type de chaque type de structure secondaire entre la Ngb WT,eq

(vert), Ngb F106L,., (violet), Ngb A90P,.4 (orange).

Nous avons aussi analysé en DC les différents variants avec le pont disulfure réduit. L’effet de
la réduction du pont disulfure sur les variants est comparable a celui de la réduction du pont
disulfure sur la Ngb WT..q. L'intensité des spectres augmente et le pourcentage d’hélices a se situe
entre 90 % et 100 % quelque soit la mutation (Figure Ill. 13).
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e Résumé

Par DC, Le pourcentage d’hélices a a été déterminé. La comparaison du pourcentage
d’hélices a (Tableau llIl. 3) pour les différents variants permet de souligner plusieurs effets.

> Les mutations H64V et A90P entrainent une diminution du pourcentage d’hélices a. Les
acides aminés H64 et A90 ont un réle structurant pour la protéine.

» La réduction du pont disulfure chez la Ngb WT ou chez les variants provoque une
augmentation du pourcentage en hélices a au détriment des structures de types boucle ou
désordonnée. Le pont disulfure joue donc un réle majeur dans la structuration en hélices a
de la protéine.

» La mutation F106L ne change pas le pourcentage d’hélices o méme si le pont disulfure est
réduit.

Hélices a (%)

Ngb WTox 80+3
Ngb WTreq 97+3
Ngb C46G 982
Ngb A90P. 715

Ngb A90P:q 80*3
Ngb F106Lox 90+8
Ngb F106L;eq 93+4
Ngb H64V 67+3

Tableau lll. 3- Pourcentages avec écarts types d’hélices a chez la Ngb WT et ses variants.

Le dichroisme circulaire, au méme titre que la spectrophotométrie UV-Visible classique,
permet d’avoir accés a des informations structurales de la protéine. Cependant, il présente
I'inconvénient de ne pouvoir différencier les formes isoméres de I'héme qui ont été mises en
évidence (Du et al.,, 2003). La RMN peut alors étre utilisée pour apporter une caractérisation
supplémentaire.

78



Chapitre Il : Caractérisation de la Ngb et des variants étudiés

D. Caractérisation par RMN

Les mesures de RMN présentées dans cette partie sont basées sur la comparaison entre le
spectre de RMN de la Ngb WT et les spectres de RMN mesurés pour les différents variants. L’objectif
principal est d’identifier les signaux d’intérét qui seront utilisés par la suite pour les expériences de
réversibilité d’entrée/sortie de I’'héme en fonction du pH et de cinétiques de fixation de ligands.

1. Spectre RMN de la Ngb WTox

Le spectre de RMN 'H de la Ngb WT est représenté en Figure Ill. 14,

36,0 35,5 35,0 34,5 34,0

Déplacement 1H (ppm) Lk’\kAx_—/

40 30 20 10 0 -10

Déplacement chimique 'H (ppm)

Figure lll. 14- Spectre RMN 'H & 600 MHz de la Ngb WT. La concentration en protéine est de 100 uM dans du tampon
phosphate 65 mM pH 7,4. La température d’acquisition est 25 °C.

Les signaux qui nous intéresse particulierement sont ceux situés au-dessus de 10 ppm et en-
dessous de 0 ppm car ils résultent de l'influence fer paramagnétique (Fe3*, S=3/2) de I’'héme. En
particulier, dans la région de 34 ppm a 38 ppm, deux signaux caractéristiques des formes isoméres A
et B de I’héme (Encart Figure lll. 14) sont présents. Ces deux signaux sont superposables a ceux
obtenus par Anthony Bocahut (A. Bocahut et al., 2013). IIs se situent a 34,5 ppm et 35,4 ppm. Le
signal a 34,5 ppm a été attribué au groupement méthyle 5 de la forme isomére A et le signal a 35,4
ppm au groupement méthyle 8 de la forme isomére B (A. Bocahut et al., 2013; Du et al., 2003). Ces
groupements donnent des signaux fortement déblindés a cause de leur proximité avec le centre fer.
De plus, les deux signaux sont proches lI'un de l'autre car les deux groupements méthyle sont
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superposables par rotation de 180° autour de I'axe a-y (Figure I. 17). Ll'intensité relative des deux
formes isomeéres se rapproche d’un ratio 50/50.

Par la suite, nous nous intéresserons principalement a ces deux signaux qui sont aisément
identifiables afin de pouvoir étudier le comportement des deux formes isomeéres de I'"héme en
fonction des mutations.

2. Effet du pont disulfure sur le spectre RMN

Les spectres de RMN *H de la forme Ngb,eq et du variant Ngb C46G ont été enregistrés. Par
rapport a la Ngb WT., nous observons un changement de 1 ppm des déplacements chimiques des
deux signaux entre 34 et 38 ppm (Figure lll. 15). Ces changements de déplacements chimiques sont
identiques a ceux obtenus dans la littérature pour la Ngb WT..q (A. Bocahut et al., 2013). La présence
de ces signaux indique une population majoritaire de protéine avec un centre Fe3* bas-spin. Dans le
cas d’un Fe®* haut-spin, les signaux seraient beaucoup plus déblindés (cas de la Ngb H64V que nous
développerons plus loin). Cela confirme les analyses spectrales UV-Visible de la Ngb C46G et de la
Ngb WTq. Les bandes a 630 nm et 650 nm de leurs spectres UV-Visibles étant trés faibles en
intensité, cela suggére que la population haut spin est la population majoritaire.

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
38,0 37,5 37,0 36,5 36,0 35,5 35,0 34,5 34,0

Déplacement 1H (ppm)

Figure Ill. 15- Spectres RMN H de la Ngb WT,.q (noir), Ngb C46G (rouge) et Ngb WT,, (bleu) entre 34 et 38 ppm. La
concentration des protéines est de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4. La température d’acquisition est

25 °C.

Le signal caractéristique de la forme isomére B est déplacé a 36,7 ppm pour la Ngb WTq4 et
36,9 ppm pour la Ngb C46G. Le signal caractéristique de la forme isomére A est déplacé a 35,3 ppm
pour la Ngb WTeq et 35,5 ppm pour la Ngb C46G (Tableau lIl. 4).
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& (M*A) (ppm) 8(M2B) (ppm)
Ngb WTox 34,5 35,4
Ngb WT eq 35,3 36,7
Ngb C46G 35,5 36,9

Tableau lll. 4- Comparaison des déplacements chimiques des groupements méthyle M® de la forme isomére A et Mé de la

forme isomére B.

Les variations de déplacements chimiques des signaux, par comparaison entre la forme avec
pont disulfure et la forme sans pont disulfure, sont relativement faibles au regard des déplacements
chimiques des signaux affectés par I’héme (de -10 ppm a 37 ppm). Cependant ils pourraient traduire
un réarrangement léger de I’'héme au sein de la structure entre la forme avec et sans pont disulfure.

La comparaison des spectres dans les autres zones de déplacement chimique influencés par
la présence de I’héme, montre également des modifications (Figure Ill. 16). Sans chercher a attribuer
les signaux pour la Ngb C46G, il est observable que les spectres de la Ngb WT.4 et de la Ngb C46G
dans cette région ont des signaux aux mémes déplacements chimiques. En revanche, le spectre de la
Ngb WT,, comparativement aux spectres des deux autres protéines, présente une allure différente.
Plusieurs des signaux de la Ngb WT ne présentent pas le méme déplacement chimique lorsque le
pont disulfure est réduit ou absent. Ces différences confirment probablement un arrangement dans
I’espace différent de I’heme de la Ngb entre la forme avec pont disulfure et les formes sans pont
disulfure. Il faut tout de méme noter la possibilité que le paramagnétisme de I'héme soit aussi
affecté entre les protéines avec et sans pont disulfure, ce qui peut également engendrer des
modifications des déplacements chimiques.

Ngb C46G

Ngb WTeq

Ngb WTox

24 22 20 18 16 14 12 ppm

Déplacement chimique H (ppm)

Figure Ill. 16- Spectres RMN H de la Ngb WT,.q (bleu), Ngb C46G (vert) et Ngb WT,, (violet) entre 12 et 24 ppm. La
concentration des protéines est de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4. La température d’acquisition est
25 °C.

Ces premieres comparaisons ont permis de mettre en évidence une influence du pont

disulfure sur le ’'heme et son environnement au sein de la protéine. Nous nous sommes ensuite
penchés sur |'effet des mutations.
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3. Effet des mutations Ngb A90P et Ngb F106L

Les spectres des mutations Ngb A90P et Ngb F106L sont présentés ensemble dans la mesure
ou ces deux mutations n’affectent pas la coordination de 'heme, I'état d’oxydation et le spin du
centre fer d’aprés les données UV-Visibles (cf B de ce chapitre). Dans ces deux variants, le fer est
toujours a I’état Fe* bas spin (5=3/2).

Par analogie avec la Ngb WTo, les signaux caractéristiques des deux formes isoméres de
I’'héme sont toujours présents aussi bien chez la Ngb A90P. que chez la Ngb F106L,y (Figure IIl. 17).
Ces signaux sont situés dans la méme région que ceux de la Ngb WT.. Ils sont |égerement décalés
par rapport a ceux de la Ngb WT.. Cependant I'effet n’est pas comparable a la différence entre la
Ngb WT avec et sans pont disulfure. Les mutations doivent donc légerement influer sur le
positionnement des groupements méthyles vis-a-vis de leur environnement, que ce soit en modifiant
un peu la position de I’héme et/ou en changeant légérement I'environnement structural de I’héme.

. 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
37,0 36,5 36,0 35,5 35,0 34,5 34,0 33,5 33,0

Déplacement 1H (ppm)

Figure Ill. 17- Spectres 'H de la Ngb WT,y (noir), Ngb A90P,, (bleu) et Ngb F106L.. (rouge) entre 33 ppm et 36,5 ppm. La
concentration des protéines est de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4. La température d’acquisition est

25 °C.

Les autres régions des spectres ol les signaux sont affectés par la présence du fer montre
aussi quelques différences avec le spectre de la Ngb WTox. Entre 12 et 24 ppm certains signaux sont
décalés (Figure IIl. 18). D’autres sont absents ou présents en plus par rapport au spectre de la Ngb
WT. Ces changements sont aussi des preuves d’un léger réarrangement de I’environnement de
I’'héme causé par les mutations.
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Figure lll. 18- Spectres 1H de la Ngb WT,, (noir), Ngb A90P, (bleu) et Ngb F106L,. (rouge) entre 12 ppm et 26 ppm. La
concentration des protéines est de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4. La température d’acquisition est

25°C.

Nous avons également réalisé les mesures de spectre dans le cas du pont disulfure réduit par
le DTT pour les variants (Annexe D). L'effet sur les signaux est comparable a celui obtenu pour la Ngb
WT avec et sans pont disulfure. Pour les deux variants, les signaux caractéristiques de deux formes
isomeres de I’"héme entre 30 et 40 ppm sont déplacés vers des déplacements chimiques plus élevés
avec un décalage de 1 ppm a 1,5 ppm pour chaque signal. Dans les autres zones de déplacements
chimiques dus a l'influence de I’"héme, certains signaux sont décalés et d’autres signaux sont soit
apparus soit disparus par rapport aux formes avec pont disulfure. Ces mesures traduisent la aussi un
léger réarrangement dans I'espace de I’"héme causé par la réduction du pont disulfure.

4. Effets de la mutation Ngb H64V

Dans le cas de la mutation de la Ngb H64V, le centre fer devient haut spin (Sawai et al.,
2005). L'effet paramagnétique du centre fer est donc encore plus marqué et devrait entrainer un
déblindage plus important des signaux influencés par sa proximité.

Dans la région de 34-38 ppm, les deux signaux caractéristiques des formes isomeres de
I’héme sont absents (Figure IIl. 19). Dans la région de 12-24 ppm, le spectre de la Ngb WTo présente
plus de pics que le spectre de la Ngb H64V,. L'absence de signaux observée dans la région de 12
ppm a 38 ppm chez la Ngb H64V, est I'une des conséquences possibles de ce déblindage plus
important.
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J!LM_‘J JJL,/\/L/\/J\J\«M
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Figure lll. 19- Spectres de RMN H de la Ngb WT,, (noir), Ngb H64V,, (rouge). A gauche : entre 33,5 ppm et 36 ppm. A
droite : entre 12 ppm et 24 ppm. La concentration des protéines est de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4.

La température d’acquisition est 25 °C.

Afin d’appuyer ces observations, des mesures ont été effectuées a des déplacements
chimiques plus élevés. Des signaux ont été observés autour de 108 ppm et 125 ppm (Figure lll. 20)

125 120 115 110 ppm

Déplacement chimique H (ppm)

Figure Ill. 20- Spectres de la Ngb WT, (bleu) et de la Ngb H64V,« (vert) entre 108 et 125 ppm. La concentration des

protéines est de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4. La température d’acquisition est 25 °C.

La Ngb WT ne présente aucun signal dans cette région spectrale. La qualité du signal a des
déplacements chimiques si élevés rend cependant l'interprétation de ces signaux difficile. Elle
confirme cependant le passage d’un fer bas-spin chez la Ngb WT. a un fer haut-spin chez la Ngb
H64Vox.
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e Résumé

Les spectres RMN de la Ngb WT et des différents variants ont été comparés. Une attention
particuliére a été portée aux signaux dus a des protons de la porphyrine sensibles a la présence du
fer paramagnétique entre 30 ppm et 40 ppm (Tableau IIl. 5).

» Les déplacements chimiques des signaux affectés par la présence du fer sont quasiment
identiques entre la Ngb WTo et les variants Ngb A90P.« et Ngb F106Lox. Il en va de méme
pour la comparaison des déplacements chimiques entre la Ngb WT.q et les variants Ngb
A90P,eq et Ngb F106L.q. Ces deux mutations ont donc un léger effet sur le positionnement de
I’héme et/ou sur la structure de son environnement.

» En revanche, les changements de déplacements chimiques provoqués par la réduction du
pont disulfure chez la Ngb WT ou chez les variants sont plus quantifiables, de I'ordre de 1
ppm. L’état d’oxydation du pont disulfure a donc une influence sur le positionnement de
I’héme et son environnement.

> Dans le cas de la Ngb H64V, il n'y a pas de signaux observés entre 30 ppm et 40 ppm. Des
signaux sont observés a des déplacements chimiques plus élevés. Cela confirme que le fer se
trouve dans un état haut-spin d{ a un changement de la coordination.

6 (M°A) (ppm) | 6(M®B) (ppm)
Ngb WTox 34,5 35,4
Ngb WTreq 35,3 36,7
Ngb C46G 35,5 36,9
Ngb A9OP., 34,2 35,3
Ngb A9OP g 35,2 36,7
Ngb F106Loy 34,8 36,0
Ngb F106Lreq 35,7 37,2
Ngb H64Voy - -

Tableau lll. 5- Déplacements chimiques des protons des groupements méthyles 5 de la forme isomére A et 8 de la forme
isomére B pour la Ngb WT et ses variants. Les conditions expérimentales sont C(protéine) = 100 uM, tampon phosphate

65mMpH 7,4, T=25"°C
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E. Conclusion

Différents variants de la Ngb ont été présentés dans ce chapitre. La Ngb H64V affecte la
sphére de coordination de I’'heme en remplagant le ligand distal par un acide aminé qui n’interagit
pas avec ’heme. La Ngb C46G permet d’obtenir une forme sans pont disulfure de la Ngb. La Ngb
F106L modifie le proche environnement de I’'héme en remplagant une phénylalanine susceptible
d’avoir des interactions spécifiques avec une forme isomere de ’"héme. La Ngb A90P affecte I’hélice F
porteuse de I'histidine proximale de I'héme. Toutes ces mutations ont aussi été étudiées avec la
présence ou l'absence du pont disulfure.

Les variants ont fait I'objet de caractérisations par différentes
techniques (spectrophotométrie UV-Vis, DC et RMN) qui ont permis de dégager plusieurs points
importants sur |'effet des mutations et sur I'influence du pont disulfure.

Les variants Ngb A90P,x et Ngb F106L.« affectent la structure secondaire de la protéine mais
n‘ont pas d’'impact direct sur la sphere de coordination de I’héme de la Ngb. En effet, I'allure des
spectres UV-Visibles et RMN de ces deux variants est trés peu modifiée en regard de la Ngb WTo. En
revanche, I'augmentation du coefficient d’extinction molaire pour ces deux variants traduit une
perturbation de l'environnement électronique de I'héme. De plus, les spectres de dichroisme
circulaire de ces deux variants montrent une modification du pourcentage d’hélices a par rapport a la
Ngb WT.x indiquant des modifications structurales.

Le variant Ngb H64V,, affecte en revanche directement I’'héme de la Ngb, comme le confirme
I'allure du spectre UV-Visible, qui correspond au spectre d’une protéine haut spin hexacoordinée par
une molécule d’eau. Le spectre RMN obtenu abonde aussi dans ce sens avec une absence des
signaux caractéristiques des formes isomeéres de I’héme, notamment entre 34 ppm et 38 ppm. Cette
absence est imputable au changement d’état de spin du centre fer de I'héme. Cette mutation
entralne aussi des modifications structurales, confirmées par le spectre de DC. Ces modifications
vont plutét dans le sens d’une déstructuration partielle de la protéine avec une perte du
pourcentage d’hélices a.

Enfin, un effet structural du pont disulfure a été confirmé. Que ce soit pour la Ngb WT ou
pour les variants, la réduction du pont disulfure entraine systématiquement une hausse du
coefficient d’extinction molaire et une hausse du pourcentage d’hélices a. La boucle CD et par
conséquent les hélices C et D de la protéine sont affectées par cette mutation. Il en résulte un
réarrangement structural au niveau de la structure secondaire et au niveau de I’"héme. Chez la Ngb
C46G et la Ngb WTq, la présence de bandes autour de 630 nm et 650 nm sur les spectres UV-Visible
montre également I'apparition d’une faible population de fer haut-spin. Ceci va également dans le
sens d’une perturbation de I'environnement de ’héme et de son champ de ligands. La modification
de position de I’héme est aussi visible sur les spectres RMN des protéines. Le déblindage est plus
conséquent pour les signaux sous influence du centre fer chez les protéines sans pont disulfure que
chez les protéines avec pont disulfure.
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Les différentes caractérisations effectuées nous permettent de connaitre les propriétés de la
Ngb et de ses variants dans des conditions de référence. La Ngb WT montre une stabilité accrue vis-
a-vis de conditions dénaturantes (Chapitre I, C.2.ii) qui pourrait permettre a la Ngb d’intervenir dans
des milieux perturbateurs. Dans le prochain chapitre, le comportement de la Ngb et de ses variants
face a des variations de pH sera analysé afin de mettre en évidence I'effet des mutations sur la
stabilité structurale de la Ngb.
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Chapitre IV : Etude du comportement de la Ngb

WT et de ses variants en fonction du pH
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Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

Nous avons montré que les mutations réalisées affectent plutot la structure secondaire de la
protéine que I’'héme. Le but de ce chapitre est de fournir une autre approche des relations possibles
entre ’héme et la structure en faisant varier le pH dans des conditions acides, potentiellement
dénaturante pour les protéines. Le chapitre est développé autour de deux axes. Dans le premier cas,
nous nous sommes d’abord intéressés a I'effet des mutations sur la stabilité de I’héme au sein de la
protéine en fonction du pH. D’autre part, nous avons étudié I'impact en fonction du pH de ces
mutations sur la structure secondaire de la Ngb grace notamment au dichroisme circulaire.
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Chapitre IV : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

A. Influence du pH sur la dissociation de I’heme

La stabilité de la protéine est notamment associée a la présence de I’héme au sein de celle-ci.
Le suivi de I'évolution du spectre UV-Visible, en fonction du pH, des différentes protéines a été
réalisé. L'intérét est de pouvoir comparer |’évolution de I'absorbance de la bande de Soret pour les
différentes protéines. En effet, comme nous I'avons montré au Chapitre lll, B, la bande de Soret, mais
aussi les bandes a et B, sont associées a la présence et a I'état de coordination de I’"héme dans la
protéine.

1. Dissociation de I'heme chez la Ngb WTox

Les mesures ont d’abord été effectuées sur la Ngb WTox pour servir de référence. L’évolution
en fonction du pH de I'allure du spectre UV-Visible de la Ngb WT peut se séparer en trois parties.

De pH 8,1 a 3,7, l'allure du spectre ne change pas (Figure IV. 1). La protéine est donc stable
pour cette zone de pH.

Absorbance

300 400 500 600 700 800
Longueur d'onde (nm)

Figure IV. 1- Spectres UV-Visible de la Ngb WT,y & pH 7,4 (noir), pH 6,1 (rouge), pH 4,7 (bleu) et pH 3,7 (vert). Les mesures

ont été réalisées dans du tampon phosphate + acide citrique au pH désiré, a 25 °C.

De pH 3,7 a 2,9, des modifications de I’allure du spectre sont visibles (Figure IV. 2). L'intensité
de la bande de Soret a 412 nm et des bandes entre 500 nm et 600 nm diminue par effet
hypsochrome. La diminution d’intensité de la bande de Soret et des bandes entre 500 nm et 600 nm
indique une diminution de la concentration en Ngb WT. Conjointement, une bande autour de 630 nm
a pH 2,9 commence a apparaitre. Celle-ci est caractéristique d’'un passage a I'état haut spin du fer de
I’'heéme. L'intensité de la bande a 360 nm augmente également. Cette bande peut étre associée a la
présence d’hémine en solution (Figure IV. 4) qui est haut spin. La bande a 280 nm garde en revanche
la méme intensité. La protéine ne semble donc pas subir de modification de structure secondaire
importante autour de ses résidus aromatiques. L'évolution de I’'ensemble de ces bandes irait dans le
sens d’une dissociation partielle a totale de ’héme de la Ngb.
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Figure IV. 2- Spectres UV-Visible de la Ngb WT, a pH 3,7 (noir), pH 3,5 (rouge), pH 3,3 (bleu), pH 3,1 (vert) et pH 2,9

(rose). Les mesures ont été réalisées dans du tampon phosphate + acide citrique au pH désiré, a 25 °C.

Enfin, de pH 2,9 a 2,3, I'intensité de la bande de Soret chute. Les bandes entre 500 nm et 600
nm diminuent en intensité et changent de forme (Figure IV. 3). La bande a 630 nm devient plus
intense. La bande a 360 nm, caractéristique de I’'hémine, augmente également en intensité. La bande
a 280 nm augmente légérement en intensité. La Ngb passe donc majoritairement a un état ot I’'heme

est totalement dissocié de la protéine.
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Figure IV. 3- Spectres UV-Visible de la Ngb WT,y a pH 2,9 (noir), pH 2,7 (rouge), pH 2,5 (bleu), et pH 2,3 (vert). Les mesures

ont été réalisées dans du tampon phosphate + acide citrique au pH désiré, a 25 °C.
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Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

Afin de vérifier I'état de I’'heme, le spectre obtenu a pH 2,3 a été comparé a celui de '"hémine
a pH 2,3 (Figure IV. 4). Le spectre de la Ngb WT a pH 2,3 montre les bandes caractéristiques de
I’'hémine avec une bande trées intense a 360 nm et des bandes a 530 nm et 630 nm. Une bande
d’absorption est cependant observable a 400 nm. Cette bande est plutét caractéristique de la
présence de protéine avec de I’heme partiellement dissocié. Ce spectre semble donc correspondre a
un mélange de Ngb WT avec de ’héme partiellement dissocié et de I’'hémine, qui est de I’"héme libre
en solution.
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Figure IV. 4- Spectres UV-Vis de ’hémine (noir) et de la Ngb WT, & pH 2,3 (rouge). Les mesures ont été réalisées dans du

tampon phosphate + acide citrique au pH désiré, a 25 °C.

L’évolution de I'intensité de la bande de Soret a été reportée en fonction du pH (Figure IV. 5).
Chaque point représente la moyenne sur deux mesures. A partir du graphe, il est possible de
déterminer le pHi2 en utilisant la méthode des tangentes. Ce pH représente le pH ol la moitié des
protéines ont leur heme dissocié. Chez la Ngb WT, d’apres la courbe, le pHi» est de 2,9. Il est plus
faible que celui de la Mb WT (pH1/2=4,6 (Picotti et al., 2009)). Cette valeur montre que I’"héme est plus
stabilisé dans la Ngb WT que dans la Mb WT. Ces résultats sont en accord avec la littérature (Picotti
et al., 2009).
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Figure IV. 5- Evolution de I'absorbance de la bande de Soret de la Ngb WT,, en fonction du pH. Le graphe a été normalisé

@1,0apH7,4.

Par la suite, nous nous intéresserons surtout a I'évolution de I'absorbance de la bande de
Soret chez les différents variants. Elle est la plus représentative de la stabilité de la protéine.

L'une des particularités structurales de la Ngb WT est la présence du pont disulfure. Il a été
montré dans le chapitre précédent que ce pont disulfure a une influence sur la structure de la
protéine. Il pourrait donc influer sur la stabilité de I’heme.

2. Stabilité de 'héme de la Ngb WTred

La stabilité de la Ngb sans pont disulfure a été étudiée via le variant Ngb C46G d’une part et
via la réduction du pont disulfure chez la Ngb WT par du DTT d’autre part.

Les mesures sur le variant Ngb C46G ont été réalisées dans trois conditions différentes : Ngb
C46G aprés traitement avec du KsFeCNg, Ngb C46G apreés traitement avec du DTT et Ngb C46G sans
traitement. Ces expériences ont pour objectif de vérifier que les traitements avec du KsFeCNg ou du
DTT n’affectent pas la stabilité de la protéine. Les résultats obtenus entre les différentes expériences
sont identiques (Annexe E). Le graphe associé a la Ngb C46G représenté en Figure IV. 6 est la
moyenne des différentes expériences réalisées.

L’évolution des spectres d’absorbance en fonction du pH pour la Ngb C46G et la Ngb WTeq
est similaire a celle de la Ngb WTo (Figure IV. 6). Dans la zone de pH 2,3 a 2,5, I'absorbance mesurée
a 412 nm est toutefois plus élevée pour la C46G. Cela indique qu’il reste une quantité plus
importante de protéine qui conserve I’heme pour la Ngb C46G que pour la Ngb WTo et la Ngb WTeq
dans cette zone de pH.
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Figure IV. 6- Evolution de I'absorbance de la bande de Soret en fonction du pH pour la Ngb WT,, (noir), la Ngb WT,.q4 (vert)
et la Ngb C46G (rose). Les graphes ont été normalisés a 1,0 a pH 7,4.

Les pHi/2, mesurés pour la Ngb WTq et la Ngb C46G sont 2,9 et 2,8 respectivement. Compte
tenu des barres d’erreur, les pHi/2 de la Ngb WT,, de la Ngb WT..q et de la Ngb C46G sont considérés
égaux. Ces résultats montrent que la réduction ou la suppression du pont disulfure ne modifient pas
les conditions de dissociation de ’heme de la protéine en fonction du pH. En revanche, ils semblent
indiquer que dans le cas de la Ngb C46G, I'équilibre atteint aux pH acides comprend une plus grande
guantité de Ngb avec de I’'heme partiellement dissocié. L'analyse de ces solutions une heure apres la
premiere mesure ne montre pas de changement dans |'absorbance. Un équilibre thermodynamique
semble donc étre atteint. Il a été montré que le remplacement de la cystéine par une glycine en
position 46 contribue a augmenter la mobilité de la boucle CD qui est corrélée a une meilleure
affinité de I'histidine distale (A. Bocahut et al., 2013). Cela pourrait constituer un facteur limitant a la
sortie de I’"héme expliquant la plus grande stabilité a pH 2,3 du variant C46G par rapport a la Ngb
WTreg.

3. Effet de la mutation Ngb H64Vx

Dans le cas de la Ngb H64V., I'hexacoordination est réalisée par une molécule d’eau en
condition acide (Uno et al., 2004). La molécule d’eau ayant une affinité plus faible pour I’'heme que
I’histidine distale H64, la stabilité de I’'héme en fonction du pH est susceptible d’étre modifiée.

L’évolution de I'allure des spectres UV-Visibles de la Ngb H64V. est trés comparable a celle
de la Ngb WT lorsque le pH est diminué. Elle comprend trois grandes étapes comme pour la Ngb
WTox. Cependant ces étapes se réalisent dans des zones de pH différentes de la Ngb WT.. L'allure
des spectres UV-Visibles se modifie a un pH plus élevé (Figure IV. 7). De pH 6,5 a 5,0, I'allure du
spectre est conservée. En-dessous de pH 5,0 I'intensité de la bande de Soret diminue et I'intensité de
la bande a 360 nm, associée a I’'hémine, augmente. Finalement a partir de pH 4,0, I'allure des
spectres correspond a I'état ou I’heme s’est dissocié de la protéine et demeure libre en solution.
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Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

Dans le cas de la Ngb H64V,y, la bande a 280 nm augmente en intensité entre pH 3,5 et pH
5,0 avec une valeur maximale atteinte a pH 4,5. Cette augmentation correspond a la formation d’un
précipité en solution. La ligne de base du spectre est aussi modifiée. Le point isoélectronique de la
Ngb WT. étant de 4,6, il y a une perte des répulsions ioniques créées par les chaines latérales des
acides aminés autour de ce pH. Cette zone de pH est donc propice a la formation d’agrégats de

protéine.

Si le pH est augmenté de 6,5 a 7,4, le spectre présente une diminution de l'intensité de la
bande de Soret. Sa longueur d’onde est déplacée de 407 nm a 410 nm. L’allure des bandes entre 500
nm et 700 nm se modifie également. Les deux bandes entre 500 nm et 600 nm sont plus intenses et
se rapprochent de I'allure des bandes de la Ngb WT. La bande a 630 nm diminue en intensité. Ces
modifications sont caractéristiques de I'apparition d’'une forme hexacoordinée avec un acide aminé
pour sixieme ligand. Ce ligand a été identifié comme étant la lysine 67 (Uno et al., 2004).
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Figure IV. 7- Spectres UV-Visibles de la Ngb H64V,, a pH 7,4 (noir), pH 6,5 (rouge), pH 5,5 (bleu), pH 4,5 (vert), pH 3,5

(rose) et pH 2,5 (kaki). Les mesures ont été réalisées dans du tampon phosphate + acide citrique au pH désiré, a 25 °C.

Ainsi I’évolution de I'absorbance de la bande de Soret de la Ngb H64V en fonction du pH est
présentée en Figure IV. 8 et montre deux sauts de pH distincts. Par comparaison, les nuages de
points obtenus pour la Mb WT et la Ngb WTox ont été ajoutés sur la figure. Le graphe de la Mb WT est
issu d’une seule expérience et I'allure obtenue est en accord avec la littérature (Picotti et al., 2009).
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Figure IV. 8- Evolution de I'absorbance de la bande de Soret en fonction du pH de la Ngb H64V,, (cyan), de la Mb WT

(gris) et de la Ngb WT,, (noir). Les graphes ont été normalisés a 1,0 a pH 7,4.

Le premier saut de pH, caractérisé par un pHi.; de 4,5, représente la dissociation de I’'heme
de la protéine. Le pHi; est plus élevé que dans le cas de la Ngb WTo. Il a la méme valeur que le pHiy;
de la Mb WT qui est hexacoordinée par une molécule d’eau (Uno et al., 2004). Cette hausse du pHi/;
traduit donc une déstabilisation accrue de la protéine dans le cas du variant Ngb H64V par rapport a
la Ngb WTox. L’héme se dissocie du reste de la protéine a un pH plus élevé.

Le deuxieme saut de pH représente la fixation de lysine 67 sur ’héme dans des conditions
alcalines (Uno et al., 2004). Il est caractérisé par un pHi/, de 7,5. Il faudrait faire des mesures a des
pH plus basiques pour mieux définir ce saut. En estimant qu’a pH 5,5, la protéine se trouve a 100 %
sous forme hexacoordinée avec une molécule d’eau comme ligand distal, il est possible d’estimer le
pourcentage de Ngb H64V hexacoordinée par la lysine 67 a différents pH. En particulier, a pH 7,4, qui
est le pH de référence pour nos études, le pourcentage de Ngb H64V.x hexacoordinée est de 88 % et
le pourcentage de Ngb H64V hexacoordinée avec la lysine 67 est de 12 %. Le pourcentage que nous
avons déterminé est assez éloigné de celui de 45% environ déterminé dans la littérature a pH 7,5
(Uno et al., 2004).

La mutation Ngb H64V. affecte donc la stabilité de la protéine en fonction du pH. Elle
contribue a augmenter son pHi,. L'effet de la réduction du pont disulfure sur le comportement de la
Ngb H64V en fonction du pH n’a pas été étudié a cause de la solution hétérogene obtenue dans le
cas de la Ngb H64V,eq (Chapitre lll, B.3).

4. Effet de la mutation Ngb A90P

La Ngb A90P est une autre mutation susceptible d’affecter directement la stabilité de la
protéine en influant sur la structure de I’'hélice F qui porte I'histidine proximale de I’'héme.
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Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

L’évolution de l'allure des spectres UV-Visibles de la Ngb A90P est tres comparable a celle
observée pour la Ngb WT. L'intensité de la bande de Soret commence a décroitre vers pH 4,0.
Cependant, au niveau de la bande a 280 nm, un effet similaire a la Ngb H64V est observé. L'intensité
de la bande augmente entre pH 3,5 et 5,0 avec la formation d’un précipité.

L’évolution de la bande de Soret en fonction du pH est comparée a la Ngb WT (Figure 1V. 9).
Un léger décalage dans le saut de pH entre la Ngb A90P et la Ngb WTox est observable. Le pHy/; de la
Ngb A90P.« et de la Ngb A90P,.q4 est a 3,25.
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Figure IV. 9- Evolution de 'absorbance de la bande de Soret en fonction du pH de la Ngb A90P,, (bleu), de la Ngb A90P,.4

(orange) et de la Ngb WT,y (noir). Les graphes ont été normalisés a 1,0 a pH 7,4.

Le variant A90P est donc légerement plus déstabilisé que la Ngb WT. L’alanine 90 a été
montrée comme étant un acide aminé facilitant la structuration en hélice a de I’hélice F de la Ngb
(Codutti et al., 2009). La mutation A90P, a I'inverse, défavorise cette structuration. L’hélice F, portant
I’histidine proximale, doit donc perdre sa structure plus facilement en faisant varier le pH chez le
variant A90P conduisant a une dissociation de I'héme a un pH plus élevé que la Ngb WT. Nos
résultats rejoignent les observations expérimentales menées sur le fragment d’acides aminés
correspondant a I’hélice F de la Ngb WT (Codutti et al., 2009).

5. Effet de la mutation Ngb F106L

Cette mutation n’affecte pas directement les histidines distales ou proximales de I’'heme, au
contraire des mutations Ngb H64V ou Ngb A90P.

L’évolution des spectres UV-Visibles est identique a celle de la Ngb WT. L’évolution de
I"'absorbance de la bande de Soret de la Ngb F106L.x et de la Ngb F106L..q a été comparée avec celle
de la Ngb WTo (Figure IV. 10).
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Figure IV. 10- Evolution de la bande de Soret en fonction du pH de la Ngb F106L,y (noir), de la Ngb F106L,.4 (rouge) et de

la Ngb WT,, (noir). Les graphes ont été normalisés a 1,0 a pH 7,4.

Le saut de pH pour la Ngb F106L. et la Ngb F106L.q4 est identique a celui de la Ngb WTqx
(pH1/2 = 2,9). La mutation F106L ne modifie pas la stabilité de la protéine en conditions acides.
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Chapitre IV : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

e Résumé

La stabilité de la protéine est notamment liée a sa capacité a fixer son héme dans des
conditions dénaturantes. La stabilité de la Ngb et de ses variants a été étudiée en fonction du pH par
UV-Visible. Notamment, les pHi/; ont pu étre déterminés a partir de I’évolution de I'absorbance de la
bande de Soret en fonction du pH. Ces valeurs de pHi; refletent le pH auquel la moitié des protéines
ont perdu leur héme. Les résultats obtenus (Tableau Ill. 6) mettent en évidence trois points
importants.

» La réduction du pont disulfure chez la Ngb WT ou chez les variants n’a pas d’effet sur le pHi.,
par rapport aux formes avec pont disulfure oxydé.

» Le pHin est légérement plus élevé pour la Ngb A90P. La mutation déstabilise donc
|légerement al structure du variant ASOP.

» La mutation de ’'H64 conduit a une augmentation significative du pHi». L'H64 est donc
directement impliquée dans la stabilité de la protéine grace a I’hexacoordination qu’elle
réalise avec le fer. Le pHi; observé chez le variant correspond a celui de la Mb WT qui est
similaire a la Ngb H64V au niveau de la coordination de I'"héme.

pHi.
Ngb WTox 2,9
Ngb WTeq 2,9
Ngb C46G 2,9
Ngb A90P.. | 3,25
Ngb A90P.es | 3,25
Ngb F106Lox | 2,9
Ngb F106Lres | 2,9
Ngb H64V 4,5
Tableau lll. 6- Valeurs de pHi/, chez la Ngb WT et les variants a 25 °C.

Ce phénomeéne de dissociation de I’heme en fonction du pH est principalement lié au pK, des
histidines distale et proximale. Le pK, de I'histidine 64 est probablement diminuée a cause de sa
liaison avec le fer (Picotti et al., 2009). Les modifications structurales, montrées au Chapitre Ill, C.2,
induites par la réduction du pont disulfure n’affecteraient donc pas les liaisons entre les histidines
distale et proximale et le fer au contraire des résultats mis en évidence par dynamique moléculaire
(A. Bocahut et al., 2013).

Dans cette partie, nous nous sommes concentrés principalement sur I|'évolution de
I’absorbance la bande de Soret. Nous avons voulu analyser dans le chapitre suivant par dichroisme
circulaire I'effet de ces mutations en fonction du pH sur la structure secondaire de la protéine.
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Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

B. Influence du pH sur la structure secondaire de la Ngb WT et
des variants

Dans cette étude, nous avons observé la variation de structure secondaire des protéines en
fonction du pH par DC. Les spectres de DC ont été déconvolués afin d’obtenir les proportions des
différents types de structure secondaire. La comparaison se fait a la fois entre les pourcentages des
structures obtenues a différents pH pour une méme protéine et entre les pourcentages des
structures obtenues pour les variants par rapport a la Ngb WT.

En raison de la longueur des acquisitions, les expériences ont été réalisées pour quatre pH
différents : pH 2,3, pH 4,5, pH 7,4 et pH 9,5. Le pH 2,3 a été choisi pour que la protéine se retrouve en
conditions acides, ou I’'héme est dissocié de la protéine. Le pH 4,5 a été choisi car il se situe juste
avant la zone de saut de pH d’apres les expériences en UV-Visible. C'est également dans cette zone
de pH qu’un précipité a pu étre observé chez certains variants. Le pH 9,5 a été ajouté a cette étude
afin de pouvoir observer et comparer des modifications structurales a pH basique, notamment dans
le cas de la Ngb H64V ou il est montré qu’un ligand distal, la lysine 67, vient se fixer (Uno et al.,
2004).

1. Structure secondaire de la Ngb WTox en fonction du pH

Le comportement de la Ngb WT. en fonction du pH a d’abord été étudié pour établir des
mesures de référence. Les spectres de DC de la Ngb WT a pH 2,3, pH 4,5, pH 7,4 et pH 9,5 ont été
comparés (Figure IV. 11).
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Figure IV. 11- Spectres de DC de la Ngb WT a pH 7,4 (carré), pH 2,3 (rond), pH 4,5 (triangle) et pH 9,5 (triangle inversé).
Les expériences ont été réalisées a 25 °C dans du tampon phosphate + acide citrique pour les pH 2,3 a 7,4 et dans du

tampon phosphate + borate pour le pH 9,5.
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Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

Les spectres a pH 7,4, 4,5 et 9,5 ont une allure trés similaire. Le spectre a pH 2,3 présente
une intensité plus faible de la bande a 192 nm et de la bande a 221 nm. La structure de la protéine ne
semble donc pas affectée au pH 4,5 et 9,5.

Les résultats de déconvolution (Figure IV. 12) montrent que les structures a ph 7,4, pH 4,5 et
pH 9,5 sont identiques. La diminution du pourcentage d’hélices a semble plus prononcée a pH 2,3,
avec une perte de 8 % en hélices a. Cependant I'écart type important, de 13% fait que le
pourcentage d’hélices a reste comparable a celui de la Ngb WT a pH 7,4. Le spectre UV-Visible a pH
2,3 indique que cette structure correspond a un état majoritaire de la protéine ol I'heme est
dissocié. Le mélange entre apo-Ngb et holo-Ngb peut étre a I'origine de I'écart type élevé de 13%,
obtenu.

90 |-

Pourcentage des structures (%)

Hélices Feuillets Boucles Désordonnées

Type de structure

Figure IV. 12- Pourcentage des différents types de structures secondaires pour la Ngb WT,, a pH 2,3 (bleu), pH 4,5 (rouge),
pH 7,4 (noir) et pH 9,5 (bleu-vert).

La structure secondaire de la Ngb WT est donc stable en fonction du pH. Les résultats sont en
accord avec les observations faites sur la forme apo-Ngb (Picotti et al., 2009). Il est montré que le
spectre de DC a pH 2,0 n’a que peu de différences avec le spectre a pH 7,0 de la forme apo. Le
pourcentage d’hélices a y est déterminé a 75 % a pH 7,4 et ne semble pas modifié a pH 2,0. La forme
apo-Ngb reste donc structurée quelque soit le pH. La forme apo-Mb montre au contraire un spectre
caractéristique d’une déstructuration majeure entre pH 2,0 et 7,0 (Picotti et al., 2009).

2. Effet des mutations

La structure de la Ngb est principalement constituée d’hélices a. Afin d’étudier I'effet des
mutations sur I'évolution de la structure secondaire en fonction du pH, nous allons dans la suite nous
concentrer sur I'évolution du pourcentage des hélices a chez les différents variants en fonction du pH
(Figure IV. 13). Les résultats des déconvolutions obtenues pour chaque type de structure secondaire
sont reportés en Annexe C.
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Figure IV. 13- Evolution du pourcentage d’hélices a pour la Ngb WT,, et différents variants a pH 2,3 (bleu), pH 4,5 (rouge),
pH 7,4 (noir) et pH 9,5 (bleu-vert).

La Ngb F106L. présente deux différences avec la Ngb WT,. Les pourcentages d’hélices a
obtenus a pH 4,5, pH 7,4 et pH 9,5 sont identiques, comme pour la Ngb WT. En revanche, le
pourcentage d’hélices a déterminé a pH 2,3, est de 71 % et est nettement inférieur, de 20 points
environ, a ceux calculés aux autres pH. Ceci n’est pas le cas chez la Ngb WT. ol le pourcentage
d’hélices a a pH 2,3 reste comparable a ceux des autres pH. Ensuite, les pourcentages d’hélice
obtenus a pH 4,5 et pH 9,5 sont plus élevés chez la Ngb F106L.«x que chez la Ngb WT,y, de 10 points
environ. La Ngb F106L.x est donc plus structurée en hélices a que la Ngb WT. dans la zone de pH 4,5
a 9,5. C'est la zone de pH ou la protéine possede son héme. En revanche, lorsque I'"heme s’est
dissocié de la protéine, a pH 2,3, la perte relative en hélices a est plus importante chez la Ngb F106L
que chez la Ngb WT.

Une évolution similaire du pourcentage d’hélices a en fonction du pH est observée pour la
Ngb A90P.. A pH 4,5 et 7,4, les pourcentages sont égaux comme pour la Ngb WT.. En revanche, a
pH 2,3, le pourcentage de 57 % obtenu est inférieur de 14 points a celui a pH 7,4. Ce résultat, comme
pour la Ngb F106L.y, est différent de la Ngb WT,. De plus, a pH 9,5, le pourcentage obtenu de 93 %
est supérieur de 22 points a celui a pH 7,4. Il est également supérieur a celui observé chez la Ngb
WTox a pH 9,5. La Ngb A90P,y est autant structurée en hélices a que la Ngb WT.x de pH 4,5 a 7,5.
Comme chez la Ngb F106L,y, la perte de ’'héme a pH 2,3 est associée a une perte en hélices a plus
marquée que chez la Ngb WT,. L'augmentation du pourcentage d’hélices a observée a pH 9,5 est
plus inattendue dans la mesure ou la proline joue un réle déstructurant pour les hélices.

La Ngb H64V est au final le variant qui présente le plus de similitudes avec la Ngb WToy. Les
pourcentages d’hélices calculés aux différents pH restent égaux a celui obtenu a pH 7,4 comme pour
la Ngb WT,.. La différence notable est que la Ngb H64V présente, quelque soit le pH, une structure
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Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

plus pauvre en hélices a que la Ngb WT, Une différence de 10 a 15 points en hélices entre la Ngb
H64V., et la Ngb WT,y est observée a chaque pH. La perte de I'histidine distale entraine donc une
déstructuration partielle des hélices a par rapport a la Ngb WTo. Mais cette mutation n’induit pas
d’effets supplémentaires en fonction du pH.

3. Effet du pont disulfure

Il a été mis en évidence que le pont disulfure avait un impact sur la structure de la protéine.
Par DC nous avons montré au Chapitre Ill que la suppression du pont disulfure par réduction avec du
DTT ou par mutation entraine une augmentation du pourcentage d’hélices o a pH 7,4 par rapport a la
Ngb WT,y. Il a donc été analysé si la réduction du pont disulfure entrainait des effets supplémentaires
en fonction du pH et en fonction des mutations. Comme dans la partie précédente, nous nous
sommes intéressés a |'évolution des pourcentages des hélices a en fonction du pH pour les
différentes protéines (Figure IV. 14).

Dans le cas de la Ngb C46G, variant sans pont disulfure, les expériences ont été réalisées
dans trois conditions de traitement différentes. La Ngb C46G apres traitement avec du FeCNg, apres
traitement avec du DTT et sans aucun traitement a été étudiée aux différents pH. L'allure des
spectres obtenue (Annexe F) et les déconvolutions sont comparables quel que soit le traitement,
indiquant qu’il n’y a pas d’effet imputable au traitement employé. Les résultats présentés (Figure IV.
14) sont ceux obtenus pour la Ngb C46G sans aucun traitement
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Figure IV. 14 - Evolution du pourcentage d’hélices a pour la Ngb WT et différents variants sans pont disulfure a pH 2,3

(bleu), pH 4,5 (rouge), pH 7,4 (noir) et pH 9,5 (violet).

Un résultat général est que la suppression du pont disulfure entraine un pourcentage
d’hélices a est plus élevé a pH 4,5, pH 7,4 et pH 9,5 que chez la Ngb WT, ou que chez les variants
avec pont disulfure (Figure IV. 13). De plus, les pourcentages obtenus, autour de 95 %, sont égaux
entre les pH 4,5, pH 7,4 et pH 9,5 chez toutes les protéines sans pont disulfure, ce qui n’est pas le cas
lorsque le pont disulfure est présent. La réduction du pont disulfure provoque donc une structuration

105



Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

plus importante en hélices pour les différentes protéines. Cette augmentation du pourcentage
d’hélices a se fait au détriment des structures de types boucle ou désordonnée (Annexe C). La
déstructuration de la Ngb A90P,q devient méme comparable a celle de la Ngb WTeq a pH 2,3, alors
que pour les formes avec pont disulfure, la déstructuration de la Ngb A90P., est plus importante au
méme pH.

Chez la Ngb WTeq, la diminution de pH 7,4 a pH 2,3 s"accompagne d’une diminution de 15
points du pourcentage d’hélices a par rapport au pH 7,4. Cette diminution n’est en revanche pas
observée chez la Ngb C46G. Une explication possible serait due a la différence des chaines latérales
des acides aminés. Chez la Ngb C46G, la glycine qui remplace la cystéine ne présente pas de chaine
latérale. En revanche, lorsque le pont disulfure est simplement réduit chez la Ngb WT, il y a donc
présence d’une chaine latérale avec un thiol au résidu 46. Cette chaine fait face a la chaine latérale
identique de la cystéine 55. Des interactions entre ces chaines latérales ou I'encombrement stérique
entrainé par ces chaines latérales peuvent contribuer a faciliter la déstructuration de la protéine en
conditions acides. Une perte du pourcentage d’hélices par rapport a pH 7,4, de I'ordre de 20 points,
est aussi observable chez la Ngb A90P,.s. La Ngb F106L:q ne subit pas de diminution significative en
tenant compte de I'écart type.
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e Résumé

L'étude de I'évolution de la structure secondaire en fonction du pH constitue un autre
indicateur de la stabilité de la protéine. Une attention particuliere a été portée a I'évolution du
pourcentage d’hélices a en fonction du pH pour les différentes protéines avec et sans pont disulfure.

» Pour la Ngb WTu il n’y a pas de différences significatives dans les pourcentages d’hélices a
aux différents pH étudiés. Sa structure secondaire demeure donc stable en fonction du pH,
malgré la perte de I’héme a partir de pH 3,7.

» Comme pour la Ngb WT,y, le pourcentage d’hélices a chez la Ngb H64V. reste stable en
fonction du pH. C’est un résultat différent de la Mb WT qui exprime une importante perte de
sa structure en hélices a a pH 2,0. Or la Ngb H64V. et la Mb WT présentent un
environnement de I'"héme similaire ce qui suggere que I'héxacoordination par I'histidine
distale n’est pas le seul facteur de stabilité en condition dénaturante.

» Les variants Ngb A90P, et Ngb F106L.x expriment une perte en hélices a significatives quand
le pH diminue. L’A90 et la F106 participent donc a la meilleure structuration en hélices de la
Ngb.

» Quand le pont disulfure est réduit, le pourcentage d’hélices o diminue quand le pH est
abaissé. Cela confirme que [I'état d’oxydation du pont disulfure a un effet
stabilisant/déstabilisant sur la structure de la protéine.

Méme lorsqu’une perte en hélices a est observée, que ce soit chez la Ngb WT ou chez les
variants, avec ou sans pont disulfure, la structure secondaire globale des protéines reste tout-de-
méme majoritairement en hélices. Etant donné cette conservation observée, nous nous sommes
intéressés au phénoméne de réversibilité d’entrée/sortie de I'héme provoqué par une
dénaturation/renaturation en milieu acide.
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C. Réversibilité d’entrée/sortie de I'heme chez la Ngb

Cette étude posséde plusieurs intéréts. D’'une part, elle permet de souligner la stabilité
accrue de la Ngb face a des conditions de dénaturation/renaturation. De plus, elle peut mettre en
évidence des mouvements mécanistiques propres a I’heme. Enfin, elle permet de se pencher sur
I’équilibre existant entre les deux formes isomeéres de I'heme. Cette étude a deux objectifs
principaux. Le premier est de tout d’abord déterminer si I’héme peut, aprés dénaturation, a nouveau
se fixer au sein de la protéine et plus particulierement au niveau de son site de fixation naturel. Le
second est d’étudier I’évolution du ratio des formes isomeres de I’héme.

Cette étude a été menée par RMN afin de pouvoir suivre I'évolution du ratio. Nous avons
tout d’abord étudié le phénomene dans le cas de la Ngb WToy. Puis nous nous sommes intéressés a
|’effet du pont disulfure et des mutations.

1. Phénomene d’entrée/sortie de 'héme chez la Ngb WTox

La réalisation de cette expérience comporte trois étapes. Un spectre RMN de référence est
d’abord réalisé a pH 7,4. Puis le pH de la solution est brutalement abaissé autour de pH 2,0 avec de
I'acide chlorhydrique concentré afin d’entrainer la dissociation de I’'heme. Un spectre RMN de la
solution a pH 2,0 est enregistré. Enfin le pH est augmenté autour de pH 7,4 avec de la soude
concentrée et un nouveau spectre RMN est enregistré. L'expérience a été réalisée deux fois afin de
s’assurer de sa reproductibilité.

Les signaux caractéristiques des formes isoméres de I’héme entre 34 ppm et 38 ppm ont été
suivis (Figure IV. 15). A pH 2,0, les deux bandes correspondant aux formes isoméres ont disparu.
L'absence de ces signaux confirme tout d’abord qu’en milieu trés acide, a pH 2,0, I’heme est dissocié
de la protéine. Lorsque le pH de la solution est de nouveau ajusté a pH 7,4, les deux bandes sont a
nouveau observables. Les déplacements chimiques des deux bandes sont identiques a ceux des
bandes du spectre initial. Le ratio des deux formes isoméres semble légérement modifié et ne plus
étre de 50/50. Cependant la différence est trop faible pour pouvoir interpréter un réel changement
dans les populations relatives des deux formes.
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Figure IV. 15- Spectres RMN de la Ngb WT (C = 100 uM) a 25 °C entre 34 ppm et 36 ppm a pH 7,4 (noir), pH 2,2 (bleu) et de

retour a pH 7,4 (vert). Les signaux ont été normalisés par rapport a la bande de gauche.

L’'ensemble des bandes pour les autres zones du spectre RMN confirme les résultats observés
(Figure IV. 16 et Figure IV. 17). En particulier, la présence des signaux entre 12 ppm et 24 ppm et
entre 0 ppm et -6 ppm, est typique de la présence de I’heme bas-spin lié a la protéine. A pH 2,0,
I'ensemble de ces bandes n’est plus présent. Le spectre RMN H (Figure IV. 16) est beaucoup plus
resserré qu‘a haut pH avec I’'ensemble des résonances présentes entre 0 et 10 ppm. Il apparait que
des signaux de protons amides sortent a des déplacements chimiques supérieurs a 8.5 ppm et des
signaux de méthyles en dessous de 0.5ppm. Cette dispersion spectrale signifie que la protéine garde
un volume bien défini dans I'espace. Deux signaux *HN sont présents dans la région caractéristique
des chaines latérales de tryptophane (vers 10ppm) : un pic fin et intense et plusieurs pics faibles et
larges. Il s’agit vraisemblablement d’un tryptophane trés dynamique et de plusieurs tryptophanes
dont le mouvement est limité par un environnement structuré. Enfin, les raies semblent également
assez larges. Ces éléments indiquent que la protéine n’est pas totalement désordonnée malgré la
perte de ’heme. Ceci confirme les données de DC qui suggére que la forme apo-Ngb conserve une
certaine structuration (Chapitre IV, B.1).
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Figure IV. 16- Spectre RMN H de la Ngb WT (C = 100 uM) a pH 2,0 a 25 °C.

En revanche, en retournant a pH 7,4, I'ensemble des bandes réapparait (Figure IV. 17). De
plus, les déplacements chimiques sont identiques avec le spectre de référence. L'allure des bandes
est également identique.
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Figure IV. 17- Spectres RMN de la Ngb WT (C = 100 uM). A gauche : entre 12 ppm et 24 ppm a pH 7,4 (noir), pH 2,2 (bleu)
et de retour a pH 7,4 (vert). A droite : entre 0 ppm et -6 ppm a pH 7,4 (noir), pH 2,2 (bleu) et de retour a pH 7,4 (vert). Les

spectres ont été réalisés a 25 °C.

Ces observations indiquent que le phénomene d’entrée et de sortie de I’'héme est réversible.
L'acidification de la solution conduit a la sortie de ’heme de la protéine. Lorsque le pH est ramené a
pH 7,4, I'ensemble des bandes est de nouveau observable. L’allure et les déplacements chimiques
sont identiques au spectre de référence. Cela indique que I'héme revient se placer a la méme
position au sein de la protéine. Par ailleurs, cela indique aussi que la protéine retrouve une structure
tridimensionnelle relativement identique a la structure initiale. Les interactions entre I’'heme et les
résidus a I'origine de ces bandes sont conservées.
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L'expérience a aussi été testée en conditions basiques. A pH 13,0 la dissociation totale de
I’'héme est observée comme pour le passage a pH 2,0. Les résultats obtenus aprés retour a pH 7,4
sont identiques a ceux observés pour une dissociation de I'héme en milieu acide. Les signaux
caractéristiques de la présence de I’héme bas-spin hexacoordiné par la protéine réapparaissent aux
mémes déplacements chimiques. Leurs intensités sont un peu plus faibles que celles des signaux
initiaux ce qui signifie néanmoins qu’une partie des protéines n’ont pas récupéré I’heme.

Nous avons aussi voulu voir si le pont disulfure avait aussi une influence sur ce phénomene.

2. Influence du pont disulfure sur le phénoméne de réversibilité
d’entrée/sortie de '’héme

L'expérience a été testée sur la Ngb WT.q4 et sur de la Ngb C46G. L'expérience a été
reproduite deux fois pour chaque protéine dans des conditions identiques a la Ngb WT,.

Les résultats obtenus indiquent un phénomeéne identique a celui de la Ngb WT. En particulier
I'observation de I’évolution des signaux caractéristiques de la présence de I'héme est similaire
(Figure IV. 18). Il n’y a pas de différences observées entre le comportement de la Ngb WT.q4 et de la
Ngb C46G. Comme pour la Ngb WT,, I'acidification a pH 2,0 provoque une sortie de '"héme de Ia
protéine. L'ensemble des bandes di a la présence de I’"héme disparait. Lorsque le pH est ramené a
pH 7,4, les bandes sont de nouveau observables. Le déplacement chimique et I'allure des bandes
dans les différentes zones du spectre sont identiques au spectre de référence. Comme pour la Ngb
WT,x, une modification du ratio des formes isomeres est visible entre le spectre de référence et le
spectre obtenu apres retour a pH 7,4. Le ratio obtenu aprés retour a pH 7,4 est de 50 :50. Le seul
effet notable est que l'intensité finale des signaux est légerement inférieure a l'intensité initiale,
signe que toutes les protéines n’ont pas récupéré leur heme.

A 1 A 1 A 1 A
37,0 36,5 36,0 35,5 35,0

Déplacement chimique 1H (ppm)

Figure IV. 18- Spectres RMN H de la Ngb WT,.q4 (C = 100 uM) a 25 °C entre 35 ppm et 37 ppm a pH 7,4 (noir), pH 2,2 (bleu)

et de retour a pH 7,4 (vert). Les signaux ont été normalisés par rapport a la bande de gauche.
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La réduction ou la suppression du pont disulfure ne semble donc pas affecter le phénomeéne
de réversibilité d’entrée/sortie de I’héme. Les mutations réalisées de la Ngb A90P et de la Ngb F106L
pourraient en revanche avoir un impact sur ce phénomeéne. La Ngb A90P affecte le pHi» de
dissociation de ’"héme. La Ngb F106L ayant potentiellement une interaction spécifique avec I'une des
formes isoméres de I’"héme, sa mutation pourrait modifier le ratio obtenu apres retour a pH 7,4.
Nous ne discuterons pas dans ce chapitre de la Ngb H64V dont les signaux caractéristiques de I'"heme
sont a priori tres déblindés et difficilement observables.

3. Effet de la mutation F106L

L'expérience a été testée sur la Ngb F106L.x et la Ngb F106L.q. Les résultats obtenus
indiquent un comportement similaire a celui de la Ngb WT, aussi bien pour la Ngb F106L et la Ngb
F106Leq (Figure IV. 19). A pH 2,0, 'ensemble des bandes dues a la présence de I’héme a disparu,
confirmant la sortie de I’"héme de la protéine. Aprés retour a pH 7,4, les bandes sont de nouveau
observables. Le déplacement chimique est identique au spectre de référence. En revanche le ratio
des formes A et B est trés différent.

37,0 36,5 36,0 35,5 35,0 34,5 34,0
Déplacement chimique 1H (ppm)

Figure IV. 19- Spectres RMN de la Ngb F106L,, (C = 100 uM ) a 25 °C entre 34 ppm et 37 ppm a pH 7,4 (noir), pH 2,2 (bleu)

et de retour a pH 7,4 (vert). Les signaux ont été normalisés par rapport a la bande de gauche.

Cependant, l'intensité des bandes, notamment entre 34 ppm et 37 ppm, obtenue aprés
retour a pH 7,4 est beaucoup plus faible que pour la Ngb WT.. Pour normaliser par rapport a la
bande de gauche, il a fallu multiplier par un facteur 5,3 I'intensité des bandes du spectre obtenu
apres retour a pH 7,4. Chez la Ngb WT, les bandes du spectre obtenu apres pH 7,4 ont pratiquement
la méme intensité que celles du spectre de référence. Cette intensité plus faible dans le cas de la Ngb
F106Lox pourrait indiquer que le phénomene de réversibilité s’effectue plus difficilement que dans le
cas de la Ngb WT.x. Cela pourrait aussi expliquer la différence de ratio importante constatée entre
I’état initial et I'état final. Cette différence est en faveur de la forme isomere A. Ceci indique qu’elle
rentrerait plus rapidement dans la cavité de I'héme. Une explication possible serait que
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I’'encombrement stérique entre les groupements latéraux de I'heme et les acides aminés de son
environnement n’est pas le méme en fonction de la forme isomére (A. Bocahut et al., 2013). |l serait
plus important pour la forme isomére B, ce qui génerait son insertion lorsque la structure de la
protéine est plus perturbée a cause de la mutation.

4, Effetdela mutation A90P

L'expérience a été réalisée sur de la Ngb A90P.« et la Ngb A90P,.4. Les expériences ont été
reproduites deux fois dans les mémes conditions que pour la Ngb WT.

Le comportement de la protéine est identique aux comportements de la Ngb WT (Figure IV.
20). A pH 2,0 les signaux caractéristiques de la présence de I’'héme disparaissent. lls sont de nouveau
observables apres retour a pH 7,4. L'intensité finale obtenue est inférieure a I'intensité initiale. Dans
le cas de la Ngb A90P..q, I'intensité finale obtenue est trés I'intensité initiale. Il faut un facteur 6 pour
normaliser par rapport au signal a 37 ppm (Annexe J).

37,0 36,5 36,0 35,5 35,0 34,5
Déplacement chimique 1H (ppm)

Figure IV. 20- Spectres RMN *H de la Ngb A90P,, (C = 100 uM) a 25 °Centre 34,5 ppm et 37 ppm a pH 7,4 (noir), pH 2,2

(bleu) et de retour a pH 7,4 (vert). Les signaux ont été normalisés par rapport a la bande de gauche.

Ainsi, comme pour le variant Ngb F106L, la réversibilité d’entrée/sortie de I'héme est
observable mais les quantités de protéine reformées sont beaucoup moins importantes que |'état
initial. La mutation entraine donc une perturbation structurale qui génerait I'entrée de I’"héme.

113



Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

e Résumé

L'étude du phénomeéne d’entrée/sortie de I'héme est intéressante pour déterminer les
facteurs structuraux influencant le positionnement de I'héme et régissant le ratio des formes
isomeres.

» La structure de la Ngb WT, et notamment I'environnement de I’'héme, ne semble pas
impactée par la sortie de I’"héme a pH acide. Les éléments controlant le positionnement de
I’'héme et le ratio des formes isomeres ne sont pas modifiés.

» Enrevanche, chez les variants Ngb A90P. et Ngb F106L.y, I'insertion de I’'héme aprés sortie a
pH 2,0 donne des signaux aux mémes déplacements chimiques mais d’intensités plus faibles.
Le positionnement de I’héme est donc identique lors de sa réinsertion mais les quantités
obtenues de protéines possédant un heme sont plus faibles. Il y a donc une limite
thermodynamique et/ou cinétique a I’équilibre final obtenu de formes avec héme et sans
héme. L’A90 et la F106 participeraient donc a favoriser I'insertion de I’"heme.

» De plus, la diminution des quantités de protéines avec héme obtenues lors de la réinsertion
de ’lhéme sont encore plus faibles lorsque le pont disulfure est réduit chez ces variants. ll y a
donc un effet corrélé entre I'état d’oxydation du pont disulfure et de la présence de I’A90 et
de la F106.
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D. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons dégagé trois axes importants. Les deux premiers sont centrés
autour de lI'influence des mutations sur la stabilité de I’héme au sein de la protéine et sur la structure
secondaire. Le troisieme concerne l'influence du pont disulfure sur la stabilité de la structure
secondaire de la protéine.

Il a été montré que les mutations affectant la stabilité de I’'héme sont les mutations touchant
directement ou indirectement les ligands distal et proximal de I’heme. En effet, lors de I'étude de
I’évolution de I'absorbance de la bande de Soret en fonction du pH, il a été observé que seules les
mutations de la Ngb H64V et de la Ngb A90P entrainent une modification du pHi/, de dissociation de
I’'héme (Tableau IIl. 7). Les mutations de la Ngb F106L et de la Ngb C46G, qui n’influent pas sur les
ligands distal et proximal, n’affectent pas le pHi/, de la protéine.

La mutation de la Ngb F106L ne semble pas affecter non plus I"évolution en fonction du pH
de la structure secondaire de la protéine. Au contraire, chez les variants Ngb A90P et Ngb H64V, une
diminution sensible du pourcentage d’hélices a est observable a tous les pH par rapport a la Ngb WT
(Tableau lll. 7). De plus, le couplage entre les analyses UV-Visibles et les analyses en DC montrent que
la dissociation de I’heme de la protéine provoque une diminution du pourcentage d’hélices a chez les
différentes protéines (Tableau Ill. 7). Ces deux points mis ensembles réveélent une corrélation entre la
stabilité de la structure secondaire de la protéine et la présence de I’heme au sein de la protéine.

La présence du pont disulfure ne semble en revanche pas influer sur la dissociation de I’heme
(Tableau Ill. 7). Cependant la réduction du pont disulfure provoque chez toutes les protéines une
augmentation du pourcentage d’hélices a quelque soit le pH. Le pont disulfure a donc un réle dans
la présence des structures de type boucles ou désordonnés.

Hélices a (%)
pH1/.2
pH 2,3 pH 7,4
Ngb WTox 2,9 72 80
Ngb WTreq 2,9 82 97
Ngb C46G 2,9 98 98
Ngb A90P« 3,25 58 71
Ngb A90P g 3,25 76 97
Ngb F106Lox 2,9 71 90
Ngb F106L;eq 2,9 82 93
Ngb H64Vx 4,5 61 67

Tableau lll. 7- Tableau récapitulatif des valeurs de pH;; et des pourcentages d’hélice a a pH 2,3 et 7,4 pour la Ngb WT et

ses variants a 25 °C.

Enfin, il est constatable que malgré les mutations ou la réduction du pont disulfure, la
protéine conserve une structure assez ordonnée avec une majorité d’hélices a. La conservation de
cette structure permet a la protéine de d’intégrer ’héme a nouveau aprées sa dissociation dans des
conditions dénaturantes. La structure obtenue semble assez similaire a la structure initiale. Cette
expérience a aussi permis de mettre en évidence qu’il n’existait pas de forme isomere de I'heme
privilégiée thermodynamiquement. Les populations relatives des deux formes sont d’environ 50/50
apres réassociation de ’heme au sein de la protéine.

115




Chapitre 1V : Etude du comportement de la Ngb WT et de ses variants en fonction du pH

Cependant, grace aux mutations, nous pouvons constater que le phénomeéne de réinsertion
de I'héme apres dénaturation a pH acide est dépendant de I'environnement de I’"héme. Dans le cas
des mutations A90P et F106L, une perte significative de protéine reformée est constaté lors du
retour a pH 7,4, comparée a la Ngb WT. Le positionnement de I’'heme est donc fortement dépendant
de son environnement. Un autre point intéressant que nous avons dégagé est qu’il y a un couplage
entre les mutations et la présence du pont disulfure. Lors de I'absence de mutation, la réduction du
pont disulfure n’entraine pas de perturbation significative dans le processus de réinsertion de
I’'héme. En revanche, lorsque la réduction du pont disulfure est couplée a une mutation, la réduction
des quantités de protéines reformées aprés retour a pH 7,4 est encore plus réduite que lors de la
mutation seule. Il semble donc que la position des acides aminés régulant le positionnement de
I’'héme dans la protéine soit en partie régulée par la présence du pont disulfure.

Le comportement de ’héme au sein de la protéine est donc notamment régulé par ses acides
aminés environnant. L'état d’oxydation du pont disulfure semble de plus étre un élément impliqué
dans cette régulation. L'effet de sa réduction est plus important en présence des variants. Nous
allons dégager en étudiant les cinétiques de fixation du cyanure sur la Ngb WT et ses variants le réle
potentiel que joue cette corrélation entre le positionnement de I’heme, son environnement et le
pont disulfure, sur la réactivité de la protéine.
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Il a été discuté en chapitre | que la fonction de la Ngb pourrait impliquer sa capacité a fixer
des ligands externes. Durant la theése, nous nous sommes alors intéressés a la capacité de la Ngb a
fixer le ligand cyanure en fonction des mutations présentées au Chapitre lll et de la présence du pont
disulfure. Le cyanure a été choisi car des études (A. Bocahut et al., 2013; Du et al., 2003) ont montré
qgue sa cinétique de fixation était suffisamment lente pour étre étudiée par RMN, technique qui
permet de distinguer les deux formes isomeres de I’heme. Aprés avoir établi les équations de
cinétiques pour les différentes techniques utilisées, le premier objectif a été de comparer les
résultats obtenus avec les différentes techniques de mesure afin de valider les équations de
cinétiques. Le but est notamment de mettre en évidence la dépendance des équations a la présence
des deux formes isomeres de I'héme en comparant la RMN et la spectrophotométrie UV-Visible
résolue en temps. Ensuite, I'effet des mutations et de la présence du pont disulfure a été analysé.
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A. Modele cinétique

Dans cette partie, les équations de cinétiques utilisées selon les techniques sont présentées.
L'objectif est de pouvoir corréler les résultats obtenus pour les différentes analyses.

1. Modele cinétique général de fixation du cyanure sur la Ngb

Les formules mathématiques ont été établies a partir du schéma réactionnel le plus général
(Figure V. 1), déja introduit au chapitre I. Ce modele est valable pour les deux formes isoméres de
I’'heéme. Il comprend deux étapes réversibles. La premiere est la dissociation de I'histidine distale pour
obtenir une forme pentacoordinée de I'héme, appelée Ngbpenta. Elle est caractérisée par deux
constantes d’association konnis €t de dissociation ket his. La deuxieme étape est la fixation du cyanure
sur la forme pentacoordinée. Elle est définie par deux constantes d’association koncy et de
dissociation Koff,cn.

koff,His
Ngbhexa —>| Ngbpenta

kon,His
kon,CN

Ngbpenta + CN —’l Ngb-CN
Koff,cn

Figure V. 1- Schéma réactionnel de la fixation du cyanure sur la Ngb WT.

L'exploitation mathématique de ce schéma réactionnel passe tout d’abord par la
considération de plusieurs hypothéses.

La premiere hypothese consiste a négliger la présence de la forme Ngbpenta €n solution par
rapport a la forme Ngbhexa. || @ été montré (S. Dewilde et al., 2001) que la constante Kkonnis, de I'ordre
de 2000 s est trés grande devant la constante kotuis, de 'ordre de 4,5 s. Ainsi la forme Ngbhexa
demeure majoritaire en solution.

En deuxiéme hypothése, il est postulé que la variation de la concentration en cyanure au
cours de la réaction est négligeable au regard de la variation de la concentration en Ngbhexa. En effet,
les expériences ont toutes été réalisées avec un exces de cyanure par rapport a la concentration en
Ngb.

Ces hypothéses permettent d’effectuer I'approximation de I’état quasi-stationnaire (AEQS)
sur la concentration en Ngbyenta. Ceci donne I'expression :

d[Ngbpenta] _
dt =0
= koff,His [Ngbhexa] + koff,CN [Ngb - CN] - kon,His [Ngbpenta] - kon,CN [CN] [Ngbpenta] Equation V. 1
k isLNgb +k Ngb—CN
[Ngbpenta] — Off,HlS[ 9bhexal off.cNINg ] Equation V. 2

kon,His"’ kon,CN [CN]
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L'expression de la variation de la concentration en Ngbhexa au cours du temps est :

d[Ngbnexa )
[ dth : = kon.HiS [Ngbpenta] - koff,His [Ngbhexa] Equation V. 3

Le principe de conservation de la matiére fait qu’a tout instant t, [Ngb];ot+ = [Ngbhexalo =
[Ngbpexalt + [Ngben]t en négligeant la concentration en Ngbpenta. En utilisant les équations V. 2 et V.
3 puis en intégrant, il est alors possible d’établir I'expression de I’évolution de la concentration en
Ngbhexa au cours du temps :

Koff.HiskKon,cNICNI+ Ko rf cNKon His
t
kon,His"' kon,CN[CN] +

[Ngb ] _ koff,Hiskon,CN[CN] [Ngbhexa]o
hexal —

koff,Hiskon,CN [CN]+ koff,CNkon,His
kogf.cNkonHis[NEbhexalo
koffHiskoncn [CN]+ kofr.cnkonHis
Equation V. 4

Le terme [Ngbpexalo représente la concentration initiale en Ngb. Pour simplifier cette
expression, les parameétres k; et k, ont été introduites telles que :

k isk [CN]
kl _ XoffHis®onCN Equation V. 5
kon,Hist+ kKon,cn[CN]
k cNkonHis
k, = off. . Equation V. 6
2 kon,His"’ kon,CN[CN]
L’équation V. 4 s’écrit alors :
k,[Ngb _ k,[Ngb
[Ngbpexal = KalVebhexalo e~Catka)t 4 £z [Nebhexalo Equation V. 7

ki+k, ki+k,

Par conséquent, comme a tout instant t : [Ngbcn ]t = [Ngbhexalo — [NEbpexalt, il Vient

[Ngb — CN] = w(l — e~ (Kitka)ty Equation V. 8
Ky +k,

Les équations V. 7 et V. 8 sont les formules générales de I'évolution des concentrations en
Ngbhexa €t Ngb-CN. Elles sont valables pour les deux formes isoméres de la Ngb. Afin de les
différencier par la suite, le couple de paramétres (k; 4, k; 4) se rapportera a la forme isomére A et le
couple (kq g, k, g) se rapportera a la forme isomeére B.

2. Expression des concentrations en fonction du temps en RMN

En RMN I'attribution des signaux permet de distinguer les deux formes isomeéres de I’'heme.
En particulier, dans la zone de 30 ppm a 40 ppm, il existe pour les différentes protéines, excepté la
Ngb H64V, deux signaux spécifiquement attribuables aux deux formes isoméres de I’héme
hexacoordiné avec I'histidine distale. L’évolution de I'intensité de ces deux signaux peut étre suivie
afin d’analyser la cinétique de fixation du cyanure (A. Bocahut et al., 2013).
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L'intensité de ces signaux est directement corrélée a la concentration en Ngbhexa pour chaque
forme isomeére de I’héme. Il est donc possible d’écrire la relation suivante :

— Kilo _—(ky+ky)t 4 Kelo .
I(t) = P e + Kt Equation V. 9

Dans cette expression, I(t) désigne I'intensité du signal a un moment t donné et o I'intensité
initiale du signal. Cette expression est valable pour les deux formes isomeres de I’heme. Pour
simplifier, les courbes obtenues ont été normalisées tel que lp= 1.

3. Expressions des concentrations en fonction du temps en UV-Visible

En spectrophotométrie UV-Visible résolue en temps, I'exploitation du modeéle cinétique est
plus complexe. En effet, I'étude de la fixation d’un ligand sur I’héme se fait en suivant I’évolution de
|’absorbance de la bande de Soret, qui est caractéristique des propriétés de I’'heme. Pour ce faire, les
analyses sont réalisées en se placant a la longueur d’onde ou I'absorbance de la bande de Soret est
maximale. Le premier probléme est que le spectre UV-Visible ne permet pas de différencier les deux
formes isomeres de I’'héme. L’absorbance de la bande de Soret est la résultante des absorbances des
deux formes isoméres. Le second probleme est que le déplacement en longueur d’onde entre les
formes de Ngb sans cyanure et de Ngb avec du cyanure fixé est faible (Figure V. 2). La forme Ngb
complexée avec le ligand participe donc a I'absorbance de la bande de Soret.

Absorbance

300 400 500 600 700 800

Longueur d'onde (nm)

Figure V. 2- Spectres UV-Vis de la Ngb WTo+ CN (0,5Mm) a t =0 (noir) et a t = 1330 min (rouge). La réaction a lieu dans du

tampon phosphate 65 mM pH 7,4. La température est contrélée a 25 °C par un bain thermostaté.

L’équation mathématique a établir dans le cadre des études en UV-Visible résolues en temps
doit donc tenir compte de la présence des deux formes isoméres de I’'heme et du mélange des
formes avec cyanure et sans cyanure. Elle ne tient en revanche pas compte de la concentration en
Ngb pentacoordinée qui est négligeable.
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En considérant une longueur de trajet optique de 1 cm, le signal d’absorbance a longueur
d’onde de la bande de Soret peut étre défini par :

ASoret(t) = El*[Ngbhexa]tot + EZ*[Ngb'CN]tot
= €1%[Ngbhexala + £2¥[Ngb-CN]a + €1*[Ngbhexals + €2%[Ngb-CN]s Equation V. 10

Les concentrations [Ngbrexa]a €t [Ngb-CN]a désignent respectivement les concentrations en
Ngb hexacoordinée sans cyanure et en Ngb avec cyanure de la forme isomere A. De méme,
[Ngbhexals €t [Ngb-CN]s désignent respectivement les concentrations en Ngb hexacoordinée sans
cyanure et en Ngb avec cyanure de la forme isomére B. Le coefficient d’extinction molaire €; est celui
de la forme Ngbrexa déterminé par la méthode de la pyridine hemochrome (Chapitre 1ll, B.4). Le
coefficient d’extinction molaire &; est celui de la forme Ngb-CN a 412 nm. C’est un parametre
inconnu.

En utilisant les équations V. 7, V. 8 et V. 10, il vient :

k1 A[Ngbhexalo,a o-(Kiatkoa)t 4 (81 X kpa + € X K1 2)[Ngbnexaloa

Asorec(£) = (&1 — &)

kia+Kkaa kKya+Kkaoa
+ (e —¢ )kl,B[Ngbhexa]O,B o~(kuptkop)t | (21 X ko + &2 X k1 8)[Ngbhexalos
Y kg tkog kig +Kkyp

Equation V. 11
Il n"est pas possible d’estimer en UV-Visible les concentrations [Ngbpexaloa €t [Ngbpexalon
mais elles sont définissables comme un ratio rode la concentration totale en Ngbhexa [Ngbpexaltot-

[Ngbhexa]O,A = ro[Ngbpexaltot Equation V. 12

[Ngbhexa]O,B = (1- I'0)[Ngbhexa]tot Equation V. 13

En utilisant les équations V. 12 et V. 13 dans I'équation V. 11, il est possible de déterminer :

kl,A _ g1 X kZ,A + & X kl,A
Asoret(t) = [Ngbpexaltot lro ((51 — &) e (ki atka)e +

kia+Kkoa kia+Kkoa
le €1XkZB+€2Xle
1-— —e)— B (ki ptkyp)t ) )
A=) ((81 &) Kip+Kap * kig+kp

Equation V. 14

Cette expression est simplifiable en une équation de type bi-exponentielle classique :

ASoret (t) = [Ngbhexa]tot[aAe_kAt + aBe_kBt + 3’0] Equation V. 15

Les expressions des différents parameétres intervenant dans cette équation sont les

suivantes :
_ k1A .
ap =1o(e — &) Kiatkon Equation V. 16
ag = (1 K1 ;
g=(1—-1)(e — &) Kiptkon Equation V. 17
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kp = k1,A + k2,A Equation V. 18

kg = kl,B + kZ,B Equation V. 19
g1 XKy A+eyxk g1 XKk, gt Xk

Yo=To LATLA (1—r1p) 2B 2 1B Equation V. 20

kiatkza kip+ka B

Les parametres a,, ag et y, ainsi exprimés sont assimilables a des coefficients d’extinction
molaire et ont pour unité le M*.cm™. Les paramétres k, et kg sont des constantes cinétiques d’unité
sl. Les paramétres ainsi déterminés ne sont pas indépendants les uns des autres. Cependant
I’équation ainsi réduite permet de limiter les problemes de paramétrisation rencontrés dans

I'utilisation de modéles mathématiques pour déterminer les équations des courbes.

Les équations mathématiques ainsi construites ne sont pas exactement identiques entre les
techniques utilisées. Cependant, I'ensemble des parametres dans les différentes équations est
dépendant de la concentration en cyanure. L'un des objectifs des expériences est donc de comparer
les résultats obtenus pour les différentes techniques afin de valider les valeurs des parameétres
déterminées.

B. Cinétique de fixation du cyanure sur la Ngb WTox

Ce chapitre comporte deux objectifs. La fixation du cyanure sur la Ngb WT a déja été étudiée
aussi bien en RMN (A. Bocahut et al., 2013; Du et al., 2003) gu’en spectrophotométrie UV-Visible
résolue en temps (Herold et al., 2004). Aussi, nous nous sommes intéressés a comparer nos résultats
avec ceux de la littérature pour valider les méthodes de mesure et pour vérifier si le protocole de
purification optimisé n’a aucune influence sur les expériences. De plus, nous nous sommes servis des
mesures sur la Ngb WT pour déterminer les corrélations entre les modeles mathématiques des
différentes méthodes de mesure.

1. Corrélation RMN et UV-Visible a une concentration de 0,5 mM en
cyanure

La concentration de 0,5 Mm en cyanure est notre concentration de référence. A cette
concentration la cinétique de fixation est suffisamment lente pour étre suivie en RMN. Des mesures
en RMN et en spectrophotométrie UV-Visible au cours du temps ont été réalisées a cette
concentration en cyanure pour pouvoir comparer les résultats.

i. Résultats en RMN

Des expériences de cinétique de fixation du cyanure ont été réalisées avec des échantillons
issus du protocole de purification avant et aprés son optimisation. Les courbes obtenues (Figure V. 3)
pour les deux formes isomeres sont semblables. La purification n’influe donc pas sur le
comportement de la protéine.
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Figure V. 3- Courbes d’évolution de l'intensité du signal RMN en fonction du temps de la réaction de la forme isomére A
de la Ngb WT,, avec du cyanure a 0,5 mM avant (carré noir) et aprés (carré rouge) optimisation du protocole de
purification et de la forme isomeére B de la Ngb WT,, avec du cyanure a 0,5 mM avant (rond noir) et apreés (rond rouge)

optimisation du protocole de purification.

L'équation V. 9 déterminée en V.A.2 a été utilisée pour déterminer les valeurs des
parametres k; et k, pour les différents nuages de points (Tableau V. 1). Les parameétres k; et k,
serviront par la suite a déterminer le coefficient d’extinction molaire €, de la forme Ngb-CN.

La somme des parametres ket k, a été effectuée et a été convertie en minutes pour
pouvoir étre comparée a la littérature (A. Bocahut et al., 2013). Les valeurs obtenues de 92 minutes
et 23 minutes respectivement pour les formes isomeres B et A sont en accord avec les valeurs déja
déterminées de 97 minutes et 19 minutes respectivement.

ky(s?) ky(s™) ky+kj (s7)
Ngb WTox-Isomére B (1,5+0,2).10* (3,3+0,6).10° (1,8+0,2).10*
Ngb WTox-Isomére A (6,7 +0,8).10* (5,9 +£0,8).10° (7,3+0,8).10*

Tableau V. 1- Résultats des paramétres kq et k, donnés avec les écarts types pour les deux formes isoméres de la Ngb

WT,x dans la réaction avec du cyanure a 0,5 mM.

Ces résultats mettent en évidence une différence de réactivité pour les deux formes
isomeres vis-a-vis de la fixation du cyanure. La forme isomeére A est plus efficace pour fixer ce ligand
gue la forme isomere B.

ii. Comparaison des résultats en RMN et en UV-Visible

La cinétique de fixation du cyanure a une concentration de 0,5 mM a également été
effectuée en spectrophotométrie UV-Visible résolue en temps (Figure V. 4). En comparant avec les
résultats de RMN, I'objectif est de valider I’équation mathématique ajustée a I’'UV-Visible du modeéle
cinétique de fixation du cyanure. La particularité de cette équation est qu’elle prend en compte la
présence des deux formes isomeéres de I’'heme.

125



Chapitre V : Etude de la fixation du cyanure

1,04

1,02 -

1,00 -

0,98 |-

0,96 |-

Absorbance

094 |

0,92 -

0,90 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
0 20000 40000 60000 80000 100000

Temps (s)

Figure V. 4- Courbe de I’évolution de I'absorbance d’une solution de Ngb WT.x (7 M) en présence de cyanure a 0,5 mM
en fonction du temps. La cinétique est réalisée dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 25 °C. La courbe représente
I’évolution de I’absorbance de la bande de Soret a 412 nm. Le tracé de la courbe de tendance issue de 'Equation V. 15 est

représenté en rouge.

La comparaison entre les modeles RMN et UV-Visible montre que les constantes k, et kg
déterminées par le modéle UV-Visible devraient respectivement correspondre aux sommes des
constantes k; o + K, o (Equation V. 18) de la forme isomeére A et k; g + k, g (Equation V. 19) de la

forme isomere B.

Les résultats mesurés en UV-Visible sont indiqués dans le Tableau V. 2. En considérant |'écart
type, les valeurs obtenues pour la forme isomére A sont identiques. Il y a un petit écart entre les
mesures pour la RMN et pour la spectrophotométrie UV-Visible résolue en temps pour la forme
isomere B. Cependant, en considérant les différences de caractéristiques entre les deux techniques
et le traitement appliqué aux courbes, il n’est pas aberrant de constater une légere différence.

RMN (k; + k,) (s) UV-Vis (k) (s)
Isomére A (7,3+0,8).10* (6,3+0,5).10*
Isomére B (1,8+0,2).10* (1,0 £0,2).10*

Tableau V. 2- Comparaison des constantes de temps avec leurs écarts types entre RMN et spectrophotométrie UV-visible
pour la cinétique de fixation du cyanure a 0,5 mM sur la Ngb WT,,.

Les résultats pour les constantes de temps entre la RMN et la spectrophotométrie UV-Visible
sont donc comparables. Il est possible d’aller plus loin dans I'analyse en s’intéressant aux autres

paramétres. Notamment, en utilisant les équations V. 16 a V. 20 et les constantes kjet k,
déterminées en RMN, les constantes ro, correspondant a la proportion de I'isomére A par rapport a la

126



Chapitre V : Etude de la fixation du cyanure

concentration totale en Ngb, et €, coefficient d’extinction molaire de la forme Ngb-CN, peuvent étre
déterminées.

e Estimation du coefficient d’extinction molaire €, de Ngh-CN

La valeur g, peut étre déterminée a partir des équations V. 16 et V. 17 en utilisant les valeurs
des parameétres k; et k, déterminés par la RMN d’aprés la relation suivante :

_ aaxky apXkp

&1 — & = Equation V. 21

k1,4 ki,p

Avec:

&, = 132000 M.cm™, coefficient d’extinction molaire de la Ngb WTo (Chapitre 1lI, B.4)
ay, ky, ap, kg : parametres déterminés par I'ajustement du signal UV-Visible

k1 4, kq1 p : parameétres déterminés par I'ajustement du signal RMN

La valeur calculée avec écart type est de 116000 + 4000 M™.cm™. Cette valeur correspond
bien a une diminution de I'absorbance de la bande de Soret lorsque le cyanure vient se fixer sur
I’'heéme (Figure V. 2). Il est intéressant de comparer cette valeur a la valeur de yo. En effet, d’apres
I’équation V. 15, a un temps infini, I'équation devient :

Agoret(t = ) = yo X [Ngbpexaltot Equation V. 22

Ainsi cette constante yo est assimilable a un coefficient d’extinction molaire. La valeur
moyenne obtenue par I'ajustement du signal UV-Visible est de 116000 + 2500 M™t.cm™. Les valeurs
de €, et yo sont donc identiques. Cela va dans le sens d’une réaction totale. A temps trés long, le
coefficient d’extinction molaire de I'espéce en solution responsable de I'absorbance de la bande de
Soret est égal a celui de la forme Ngb-CN. Dans le cas contraire, une valeur de yo supérieure a celle de
€, devrait étre trouvée.

e Estimation de la proportion rode I'isomeére A

La valeur de rg est calculée en utilisant la relation suivante :

apXka

= Equation V. 23
k1ax(e1—&2) q

To

La valeur de ro est de 0,47 + 0,08. Ceci indique qu’il y a un ratio moyen de 47 % de forme
isomere A en solution. En RMN, la valeur moyenne déterminée sur I'ensemble des cinétiques de la
Ngb WT.x est de 0,48 + 0,04 de forme isomere A. Les proportions sont donc comparables entre les
deux techniques, alors que la concentration en protéine est environ 15 fois supérieure en RMN. La
concentration en protéine ne semble donc pas influer sur le ratio des deux formes isomeres.

Grace a la comparaison entre les résultats de RMN et de spectrophotométrie UV-Visible
résolue en temps, il a été possible de valider un modeéle cinétique en bi-exponentielle pour la
spectrophotométrie UV-Visible car les résultats obtenus sont identiques. Chaque exponentielle est
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donc attribuable a une forme isomere de ’"héme. La comparaison des modéles RMN et UV-Visibles
permet également de déterminer différentes grandeurs propres au systeme étudié. Ainsi le
coefficient d’extinction molaire de la Ngb-CN a été calculé a 116000 Mt.cm™ & 412 nm. C’est une
valeur plus élevée que celle de 96000 M*.cm™ déterminée par Herold et al. (Herold et al., 2004) mais
nous ne sommes pas exactement a la méme longueur d’onde. Cependant elle reste inférieure au
coefficient d’extinction molaire de la Ngb WT,y. La proportion de chaque forme isomeére a également
pu étre évaluée. Elle est d’environ 50/50 et est comparable entre les deux techniques, malgré une
large différence en concentration. Enfin la valeur obtenue pour y, indique que la réaction a un
caractére total a 0,5 mM en cyanure. La validation du modele cinétique en UV-Visible permet de
réaliser des cinétiques en faisant varier la concentration en cyanure sur une large gamme. Ceci n’est
pas possible en RMN car les cinétiques deviennent, au-dela d’une concentration de 0,5 mM en
cyanure, trop rapides pour étre suivie correctement.

2. Influence de la concentration en cyanure sur la cinétique de fixation
du cyanure

i. Spectrophotométrie UV-Visible résolue en temps

Des expériences ont d’abord été réalisées en spectrophotométrie UV-Visible résolue en
temps a I'aide d’un spectrophotomeétre UV-Visible classique. Le but est d’établir des mesures pour
des concentrations en cyanure aux cinétiques trop rapides pour étre suivie en RMN mais trop lentes
pour étre suivies avec un montage de stopped-flow. Les expériences ont été réalisées pour des
concentrations de 7 mM, 12 mM et 25 mM en cyanure.

L’évolution des constantes cinétiques k, et kg en fonction de [CN] ont été reportées en
Figure V. 5. Les résultats déterminés pour une concentration de 0,5 mM en cyanure ont aussi été
ajoutés. Les évolutions de k4 et kg peuvent étre modélisées par une droite.
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Figure V. 5- Evolution des constantes cinétiques k, (carré noir a gauche) et kg (rond noir a droite) en fonction de la

concentration en cyanure. Les droites des régressions linaires sont représentées

L'écart type devient plus important lorsque la concentration en cyanure augmente,
notamment pour k. A 12 mM et 25 mM en cyanure, ce sont les limites de performance, au niveau
du nombre de points acquis par unité de temps, du spectrophotometre classique qui sont a 'origine
des barres d’erreur plus grandes. Il faut donc utiliser un montage de stopped-flow pour les
concentrations plus élevées.
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ii. Utilisation d'un montage stopped-flow

Il a d’abord fallu s’assurer que les résultats obtenus en stopped-flow soient comparables
avec les mesures faites avec le spectrophotomeétre classique. Pour cela, les résultats pour une
concentration de 25 mM en cyanure ont été comparés entre les mesures effectuées en
spectrophotométrie UV-Visible résolue en temps avec un spectrophotometre classique et avec un
montage de stopped-flow. Les valeurs obtenues sont légerement différentes (Tableau V. 3). Mais
elles sont du méme ordre grandeur. Compte tenu des limitations techniques du spectrophotometre
classique, il a été considéré que les mesures entre les deux techniques correspondaient.

ka (s7) kg (s7)
[CN] .= 25 mM - spectrophotomeétre 0,013 + 0,004 0,0025 + 0,0003
classique
[CN] = 25 mM - stopped-flow 0,023 + 0,003 0,0042 +0,0004

Tableau V. 3- Comparaison des résultats obtenus, avec leurs écarts types, pour k, et kg a une concentration de 25 mM

en cyanure avec un spectrophotométre classique et un montage de stopped-flow.

Des mesures ont été effectuées pour des concentrations de 25 mM, 175 mM, 300 mM et 415
mM en cyanure. En tenant compte du facteur de dilution intrinséque au montage de stopped-flow,
I’évolution des constantes k, et kg a été ajoutée a celles déterminées avec le spectrophotomeétre
classique. L’allure obtenue correspond a une évolution linéaire (Figure V. 6).

0 50 100 150 200 250 300 350 400
[CN] (mM)

Figure V. 6- Evolution des constantes cinétiques k, (carré noir) et kg(rond noir) en fonction de la concentration en

cyanure. Les droites des droites des régressions linéaires de ks et ks sont représentées.
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D’aprés les équations V. 5, V. 6, V. 18 et V. 19, les constantes k, et kg ne sont normalement
pas linéairement dépendantes de la concentration en cyanure. En effet leur expression générale est
de la forme :

k _ koff,Hiskon,CN[CN]+ koff,CNkon,His
kon,His"’ kon,CN[CN]

Equation V. 24

La linéarité ne s’obtient que si la condition suivante est respectée : k., pis > Kkoncn[CN] ce
qui signifie que la fixation du cyanure est I’étape limitante. L'expression générale, pour chaque forme
isomere des constantes k4 et kg devient alors de la forme :

k isk [cN]
k= —ofJ HIs JomCNL - + koff CN Equation V. 25
kon His !

La constante de second ordre, extraite par régression linéaire a partir des courbes
présentées en Figure V. 6 de k, et kg est définie par :

koff,Hiskon,CN

p= Equation V. 26

kon,His
Les constantes de second ordre calculées pour les isoméres A et B respectivement ont les

valeurs suivantes présentées avec écart type :
pa= 1,48 +0,09 M1.s?
ps=0,16 £+ 0,01 M1s?

Ces deux valeurs sont proches de celles de la littérature de 1,65 M*.s' et 0,37 M1.s? (Herold
et al., 2004).

L'équation V. 25 indique de plus que l'ordonnée a l'origine de la régression linéaire
correspond a la valeur de kot cn. Les valeurs déterminées avec écart type pour chaque forme isomere
sont :

Kofiena= (7£ 15) .10% 2
Kofreng = (-8 + 15).103 51

La valeur négative n’a pas de sens physique réel. Mais avec I'écart type, il est possible
d’approximer que la valeur de kofrcn g est inférieure & 103 s au total. Ces valeurs de kost.cn proches de
0 confirment que la réaction de fixation du cyanure est une réaction totale.

Une valeur moyenne de yo peut étre calculée a partir des ajustements réalisés pour chaque
concentration en cyanure. La valeur moyenne déterminée est constante sur I'ensemble de la gamme
de concentrations en cyanure et vaut 116000 + 4000 M™.cm™. Cette valeur est donc identique au
€2 =116000 Mt.cm’ déterminé a la concentration de 0,5 mM en cyanure, ce qui va aussi dans le sens
d’une réaction totale.

A partir des parameétres d’ajustement aa, as, kp, kg il est possible de déterminer les valeurs
de k; 5 et k; g a chaque concentration en cyanure. Les parametres ro et €, sont considérés constants

130



Chapitre V : Etude de la fixation du cyanure

et ont pour valeur 0,5 et 116000 M1.cm™ respectivement. Pour chaque concentration en cyanure,
en utilisant les équations V. 15, V. 16, V. 17 et V. 18, il vient alors :

_ aAXkA )
kia= ro(e;—¢;) Equation V. 27

ag XkB

k = Equation V. 28
LB~ (1-10)(e,—22) d

[CN] (Mm) Ky (s7) ka (s7) kyp(s?) kg (s7)

0,5 (6£4).10° (6,3%0,5).10° (1,1%0,6) .10° (1,0£0,2) .10°

7 (2+1).10° (1,6 +0,4) .10° (5+3).10" (6,7 +0,9) .10*
12 (9+5).10° (1,0 £ 0,2) .102 (32).10° (1,6 +0,2) .10°
21 (2£2).107 (1,8%0,8) .102 (4£2).10° (3,4£0,1).10°
85 (1,1£0,6) .10™ (7,4£0,7) .102 (8%5).10° (1,2£0,2) .102
150 (4£2).107 (2,7£0,2) 10" (2£1).107 (3,2%0,4) .102
256 (5+3).10" (3,9+0,1).10" (1+1).102 (4,3+0,3).102
355 (6+3).10" (5,2 +0,3) .10" (2+1).102 (5,5 +0,2) .102

Tableau V. 4- Comparaison des paramétres k1 4, k4, k1 g, kg avec leurs écarts types en fonction de la concentration en

cyanure.

Les résultats des calculs pour k; o et ky g ont été comparés respectivement a k, et kg
(Tableau V. 4). Il ressort que pour chaque concentration en cyanure et chaque isomere, la constante
k; a la méme valeur que la constante k malgré un écart type élevé pour k;. Cela implique que la
constante cinétique k, est proche de 0 pour chaque forme isomére. Or |'expression de la constante
k, (Equation V. 6) en tenant compte de I'hypothese kg, is > kon cn[CN] peut étre approximée a
kotr.cn. Ces résultats sont donc cohérents avec les valeurs de kofrcn déterminées d’apres les valeurs de
I'ordonnée a I'origine des courbes en Figure V. 6.
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e Résumé

La fixation du ligand CN sur la Ngb WT.x a été étudiée par spectrophotométrie UV-Visible et
par RMN. Les équations cinétiques ont été établies pour les deux techniques.

> Les parameétres cinétiques obtenus avec les deux techniques sont concordants. Ainsi les deux
composantes du signal obtenu en UV-Visible correspondent a la fixation du CN sur les deux
formes isomeres de ’heme.

> Le ratio des deux formes isoméres A et B est identique pour des concentrations de 7 uM et
100 puM. La concentration de la protéine n’a donc pas d’influence sur les proportions des
formes isomeres.

» Les constantes cinétiques sont plus élevées pour la forme isomeére A, qui fixe donc le CN plus
rapidement que la forme isomeére B.

Les modéles cinétiques étant déterminés, nous allons pouvoir nous intéresser a I'effet des
mutations en comparant les résultats obtenus pour les variants avec ceux de la Ngb WTx.
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C. Effet des mutations sur la fixation du cyanure

Dans cette partie, les résultats de la cinétique de fixation du cyanure, pour différentes
concentrations en cyanure, sont présentés pour la Ngb A90P., Ngb F106L., et la Ngb H64V.
L’objectif est de déterminer 'effet de ces mutations sur la cinétique de fixation de ligands en
comparant les résultats obtenus a ceux de la Ngb WT. Nous allons tout d’abord discuter des résultats
obtenus en RMN pour une concentration de 0,5 mM en cyanure. Comme il a été introduit pour la
Ngb WT,, cette technique présente I'avantage d’analyser séparément la réactivité des deux formes
isomeéres de I’'heme. L'influence de la concentration en cyanure sera ensuite analysée au travers des
expériences réalisées en UV-Visible.

1. Effet des mutations A90P et F106L

Dans cette partie, les résultats obtenus pour les cinétiques de fixation du cyanure sur les
variants Ngb AS0P et Ngb F106L sont présentés. En raison d’une réactivité tres différente, les
résultats obtenus pour la Ngb H64V seront présentés ultérieurement.

i. Etude par RMN

Les courbes de I'évolution de l'intensité en fonction du temps pour chaque forme isomere
présentent la méme allure générale (Figure V. 7). Dans le cas de la forme isomeére A, les courbes de la
Ngb WTox et de la Ngb A90P.« semble avoir la méme allure. La courbe de la Ngb F106L.x présente une
décroissance plus lente. L'intensité finale est également plus élevée pour la Ngb F106L.. Pour la
forme isomere B, la Ngb WTox présente une décroissance un peu plus rapide que la Ngb A90P et la
Ngb F106L.x. La Ngb A90P.« semble ensuite présenter une décroissance légerement plus rapide que
la Ngb F106L.x. De méme que pour la forme isomere A, la valeur de I'intensité finale est plus élevée
pour la Ngb F106Lox.

12+ 10F ¢
o
1,0 L .
. 08f @
] 3
0,8 ; °
- 0,6 L)
2 06} - 2 ‘3'
(72} (2}
5 " 5 v
£ 04} . . 2 04 %
=3 .l. -'.‘ : .. - .¢ ~. ° os ® -
Y e L A Py 02] NP oo
’:.f- - f--ﬂ [ o -df.. ’ *° 0.‘ \Q \. (] é""o
0ol Sty o TR T -F_f | ePee wpe NP T3
- . ot 0,0}
-0,2 L L L = L L L L L L
0 20000 40000 60000 80000 0 20000 40000 60000 80000
Temps (s) Temps (s)

Figure V. 7- Courbes d’évolution de lintensité en fonction du temps de la réaction de fixation du cyanure a 0,5 mM. A
gauche : forme isomére A de la Ngb WT,, (carré noir), de la Ngb A90P, (carré rouge) et de la Ngb F106L,, (carré bleu). A
droite : forme isomeére B de la Ngb WT,, (rond noire), de la Ngb A90P, (rond rouge) et de la Ngb F106L.x (rond bleu). Les

expériences sont réalisées avec 100 uM de protéine dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a 25 °C.

Les résultats des constantes k; o + k; 4 et ky g + k1, entre la Ngb WToy, la Ngb A90P et la
Ngb F106Lox ont aussi été comparés (Tableau V. 5). Pour la forme isomeére A, la Ngb WT.« posséde la
constante de fixation la plus élevée. La Ngb A90P.« posséde une constante plus faible d’un facteur 2
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environ et laNgb F106L.,x d’un facteur 6 environ. En revanche pour la forme isomeére B, les
constantes de fixation des trois protéines ne présentent pas de différences significatives en tenant
compte des écarts types. La Ngb WTox présente également I'écart le plus important entre les
réactivités des formes isomeres A et B avec une forme isomere A environ 4 fois plus réactive. La
forme isomere A de la Ngb A90P. est seulement 2,5 fois plus réactive environ que la forme isomere
B. La Ngb F106L.x n’a pas de différence de réactivité entre ses deux formes isomeéres.

kia+kpa(s?) kipg+kyp(s?)

Ngb WTox (7,3+0,8).10% (1,8+0,2).10%
Ngb A90P (3,8 0,3).10"4 (1,5 + 0,2).10'4
Ngb F106Loy (1,2 +0,4).10% (1,3 +0,4).10%

Tableau V. 5- Constantes de fixation du cyanure (C = 0,5 mM) et leurs écarts types déterminées en RMN pour les formes

isomeres A et B de la Ngb WT,,, la Ngb A90P,, et la Ngb F106L,y.

Les résultats de RMN donnent un premier apercu des effets des mutations. lls permettent de
dégager deux effets.

D’un point de vue impact sur la réactivité de chaque forme isomére, il apparait que la forme
isomere A subit plus I'effet des mutations que la forme isomére B. Les deux mutations entrainent
une diminution de la réactivité de la forme isomere A, avec un effet plus marqué pour la Ngb F106Lx
que pour la Ngb A90P,. En revanche la forme isomeére B n’est pas sensible aux mutations.

Par suite, la différence de réactivité entre les deux formes est également modifiée. La forme
isomere A présente une réactivité plus élevée chez la Ngb WTo que la forme isomére B. Cette
réactivité devient presque aussi réactive que la forme isomére B chez la Ngb A90P, et aussi réactive
chez la Ngb F106L,x.

Les analyses UV-Visible de I'évolution des constantes cinétiques en fonction de la
concentration en cyanure, vont permettre de compléter I'effet des mutations par rapport a la Ngb
WTox.

ii. Influence de la concentration en cyanure

Comme pour la Ngb WT.y, nous nous sommes d’abord intéressés a la comparaison entre les
résultats obtenus en RMN et UV-Visible a 0,5 mM en cyanure. Cependant, pour les deux variants,
I'utilisation du modeéle en bi-exponentielle (Equation V. 15) pour déterminer la courbe d’ajustement
donne des résultats possédant de grands écarts types qui semblent indiquer que le modéle
mathématique n’est pas adapté. L’analyse des résultats en RMN montre que pour les deux variants,
les valeurs des constantes cinétiques sont relativement proches. De plus, d’apres les spectres RMN
des variants, le ratio des populations de chaque forme isomére est quasiment de 50/50. Il est donc
possible que le logiciel présente un probleme d’ajustement des courbes en n’arrivant pas a distinguer
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la part des deux formes isomeres. Afin de vérifier cette hypothése, un modéle mathématique en
mono-exponentielle (Equation V. 29) a été testé pour les analyses a 0,5 mM en cyanure. Ce modeéle
représente un schéma réactionnel ol la protéine présente deux formes isomeres de réactivités et de
populations égales.

Asoret () = [Ngbhexa]tot[ae_kt + yO] Equation V. 29

Les expressions des différents parameétres intervenant dans cette équation sont les

suivantes :

- kq .
a=(& —&) K4k, Equation V. 30
k=k; +k; Equation V. 31

g1 XKy +e5 Xk
Yo = 21— Equation V. 32

A;+Cy

Les analyses des courbes avec le modéle en mono-exponentielle donnent des résultats
valides avec des valeurs moyennes du coefficient de détermination R? supérieures 0,99. Par
comparaison, les analyses avec le méme modele sur les courbes de la Ngb WTox donnent en moyenne
un R? de 0,9781. Les résultats pour la Ngb WTox montrent donc clairement que le modéle en mono-
exponentielle n’est pas adapté pour analyser les courbes UV-Visibles. Les valeurs obtenues pour la
Ngb A90P.x et la Ngb F106L.x a 0,5 mM en UV-Visible avec le modele en mono-exponentielle sont
comparables aux constantes obtenues en RMN (Annexe K).

Par suite, avec I'augmentation de la concentration en cyanure, I’écart entre les constantes ka
et ks du modeéle en bi-exponentielle augmente. Le logiciel parvient donc a distinguer la part des deux
formes isoméres pour I'ajustement des courbes. Les évolutions des constantes cinétiques pour
chaque forme isomeére pour les différents variants sont reportées ci-dessous (Figure V. 8).

Les évolutions de ka et ks pour la Ngb A90P, sont linéaires. En revanche, pour la Ngb F106L,
deux phases linéaires distinctes sont observables aussi bien pour ka que pour ke. Elles se rejoignent a
une concentration critique de cyanure d’environ 150 mM.
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Figure V. 8- Evolution des constantes cinétiques k, (a gauche) et kg (a droite) en fonction de la concentration en cyanure

pour la Ngb WTox (en noir), la Ngb A90Pox (en rouge) et la Ngb F106Lox (en bleu).
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La comparaison des évolutions des parameétres ka et ks de la Ngb AS0P.« et de la Ngb F106L.
avec la Ngb WTo permet de dégager quelques tendances. Pour la constante ka, la Ngb WTo possede
I’évolution la plus forte en fonction de la concentration en cyanure. Par comparaison, les valeurs des
constantes ka de la Ngb A90P. et de la Ngb F106Lox sont plus faibles en tout point que les valeurs de
ka de la Ngb WT. Cependant, la pente de la deuxieme phase de la cinétique de fixation de la Ngb
F106L, comprise entre 150 mM et 400 mM en cyanure, semble quasiment paralléle a la pente de Ia
Ngb WTo« dans la méme zone de concentration. Pour la constante kg, les trois protéines ont des
évolutions de kg plus proches en fonction de la concentration en cyanure. Enfin, pour les trois
protéines, I’évolution de la constante ka en fonction de la concentration est plus forte que I’évolution
de la constante ks.

Les valeurs de pa et ps des coefficients directeurs des droites des différentes constantes en
fonction de la concentration en cyanure sont comparées (Tableau V. 6). Les résultats concordent
avec les observations faites pour les courbes. Pour la forme isomeére A, la Ngb WT. posséde le
coefficient directeur le plus élevé. Par comparaison, le coefficient directeur de la Ngb A90P. est
environ 3 fois plus faible. La Ngb F106L.x a un coefficient directeur nettement plus faible, d’un
facteur 8,7 environ, sur la gamme de concentration de 0 mM a 150 mM en cyanure. En revanche, au-
dela de 150 mM en cyanure, la valeur du coefficient directeur de la forme isomére A est proche de
celle de la Ngb WT,y. Une observation similaire peut étre faite pour la forme isomere B. Sur la gamme
de concentration en cyanure de 0 mM a 150 mM, le coefficient directeur de la Ngb F106L.x est
environ 8 fois plus faible que celui de la Ngb WT,y. Par contre, au-dela de 150 mM en cyanure, il
devient quasiment égal a celui de la Ngb WT,. D’une fagon générale, les trois protéines présentent
des valeurs proches les unes des autres pour ps.

pa (M*s?) pe (M*.s7)
Ngb WTox 1,48 +0,09 0,16 £ 0,01
Ngb A90P 0,53 +0,06 0,12 +£0,01

p1a=0,17 £ 0,04 | p1s = 0,020 + 0,004

Ngb F106Lox P2 = 1’12 + 0'11 P2 = 0,10 + 0,03

Tableau V. 6- Comparaison des constantes p, et pg avec leurs écarts types de la Ngb WT,,, de la Ngb A90P,, et de la Ngb
F106L,y.

Le premier point important mis en évidence avec ces observations en UV-Visible est la
confirmation que les mutations A90P., et F106L.x affectent peu la réactivité de la forme isomeére B. La
Ngb A90P. sur I’'ensemble des concentrations et la Ngb F106L.x, pour des concentrations en cyanure
supérieures a 150 mM, présentent un coefficient directeur pg proche de celui de la Ngb WT,,
compris entre 0,10 et 0,16 M1.s%,

La mutation A90P affecte en revanche la réactivité de la forme isomére A, comme cela avait
été avancé avec les résultats de RMN. La mutation semble révéler un mécanisme particulier pour la
réactivité de la forme isomere A de I’'heme. En 2004, Vallone et al. (Vallone, Nienhaus, Matthes, et
al., 2004) ont montré sur une structure cristallographique de la Ngb de murine avec un CO fixé a
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I’'héme que lors de la fixation d’un ligand, ’héme opeére un glissement vers l'intérieur de la protéine
pour se retrouver dans une géométrie de fixation optimale. Ces résultats ont aussi été confirmés par
des simulations sur la réactivité de la Ngb humaine avec différents ligands (A. Bocahut et al., 2009).
Le mouvement de glissement de I’héme est accompagné d’un déplacement de I'histidine proximale
qui par conséquence provoque un réarrangement dans |'espace de I’hélice F et plus globalement un
réarrangement de I'espace formé par les hélices F et G et la boucle FG (A. Bocahut et al., 2009; Xu,
Yin, & Du, 2011; Xu et al., 2010). Le remplacement de I'alanine 90 (F2) peut contribuer a perturber ce
déplacement. Cela impliquerait que le déplacement de I'héme est un mouvement structural
s’opérant de facon plus importante pour la forme isomére A que pour la forme isomére B. Les études
par simulation (A. Bocahut et al., 2009; Nadra et al., 2008) ont aussi montré qu’a I'état hexacoordiné,
les cavités principales dans lesquelles un ligand externe peut pénétrer se trouvent dans la partie
proximale de I’heme ou se situe I’hélice F. Lorsque I’héme passe d’un état hexacoordiné a un état
pentacoordiné et opere son glissement pour fixer le ligand, les cavités migrent dans la partie distale
de I'héme. Le remplacement de l'alanine, petit résidu apolaire par une proline, résidu apolaire
légérement plus grand, peut aussi contribuer a géner la migration des ligands externes vers les
cavités distales.

Chez la Ngb F106L de souris, il a été montré par dynamique moléculaire que la mutation
entraine une augmentation globale de la taille des cavités et notamment de la cavité distale formée
lors du glissement de ’héme (Xu et al., 2010). Aussi cette mutation est peu susceptible d’affecter la
migration des ligands au sein de la Ngb. Le résidu F106 est 'un des deux résidus, avec I'histidine
proximale 96, les plus impliqués dans le glissement de I’'heme lors de la fixation d’un ligand. Chez la
Ngb de souris, sa chaine latérale réalise un déplacement de 3,83 A (Vallone, Nienhaus, Matthes, et
al., 2004). Avella et al. (Avella et al., 2014), réalisant une mutation en tryptophane du résidu F106,
ont également constaté une réduction de la cinétique de fixation du CO sur la Ngb. Ils ont alors
proposé que la taille de ce résidu module I'espace de la cavité proximale interne ol I’'heme glisse lors
de la fixation d’un ligand. Ainsi un résidu de chaine latérale plus importante, comme le tryptophane,
réduit I'espace de cette cavité et par conséquent gene le glissement de I’'heme. Cependant, dans le
cas de la mutation Ngb F106L, la chaine latérale de la leucine n’occupe pas un espace plus important
que la phénylalanine et ne peut donc pas provoquer d’encombrement stérigue comme le
tryptophane. Le déplacement de la F106 doit donc participer au basculement de I’heme dans une
géométrie optimale pour la fixation de ligands. Cette participation se fait soit par le biais
d’interactions directes avec ’heme (n-m stacking entre le cycle aromatique de la F106 et le cycle
porphyrique de I’héme) soit par le biais de mouvements structuraux initiés par une coordination des
mouvements de I’héme et de la F106. Xu et al. (Xu et al., 2010) soulévent deux points allant dans ce
sens. Par dynamique moléculaire sur des variants de la F106 de Ngb de souris avec du CO fixé a
I’'heme, ils montrent que la mutation de la F106 en leucine entraine un affaiblissement de
I'interaction entre ’héme et les résidus avoisinant, ce qui diminuerait son maintien dans une position
stable pour la fixation du CO. Il est aussi indiqué, pour le variant F106L.y, que lors de la fixation du
CO, la rotation de I'histidine distale hors de sa position de fixation a I’'héme est moins rapide que par
rapport a la Ngb WT. La mobilité de I'ensemble formé par les hélices C et D et la boucle CD, corrélée
a la rotation de I'histidine distale, est également réduite dans le cas du variant Ngb F106L.. Or il a
été montré que la mobilité de cette région participe au glissement de I’héme (Anselmi et al., 2007,
Anselmi, Brunori, Vallone, & Di Nola, 2008; Xu et al., 2011; Xu et al., 2010). La mutation de la F106
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chez la Ngb humaine montre que ce résidu est visiblement impliqué dans les mouvements
structuraux liés a la mobilité de I’'heme lors de la fixation de ligands externes.

Ces interprétations corroborent la double phase cinétique observée pour ka et ks. En, effet,
pour rappel I'équation V. 22 qui définit I’expression de la constante k en fonction de la concentration
en cyanure dans le cas d’'une évolution linéaire de la constante en fonction de la concentration en
cyanure s’exprime ainsi :

k isk CN
k: of f,His on,CN[ ]+koff’CN

konHis
Cette équation est introduite en émettant I'hypothése que Koy, pis » koncn[CN]. Cette
approximation représente le fait que la fixation du CN est I'étape limitante de la cinétique car elle est
plus lente que le phénomeéne d’association/dissociation de I'histidine distale. Cette étape de fixation
du cyanure est régie par un ensemble de facteurs : déprotonation du cyanure, migration dans la
protéine pour atteindre la cavité distale, accés au fer de I’héme. Dans I’"hypothése ol la mutation
affecte le glissement de I’héme pour atteindre sa position optimale de fixation de ligand, la constante
koncn est vraisemblablement impactée et diminuée. Ce phénomeéne contribue a obtenir une
cinétique globalement plus lente, ce qui correspond aux phases lentes observées pour ka et ks. Le fait
que les deux formes isomeéres soient impliquées montre qu’elles sont toutes les deux soumises au
mécanisme de glissement de I’heme, mais dans des proportions différentes. Cela rejoint I'étude
cristallographique de Ngb de murine (Vallone, Nienhaus, Matthes, et al., 2004) dans laquelle le
glissement de I’"héme est montré sur la forme isomeére B.

Au-dela de 150 mM en cyanure, la réactivité équivalente de la Ngb F106L a celle de la Ngb
WT peut s’expliquer par un phénomene de saturation de la protéine. Les ligands externes saturant la
protéine ont directement acces au site distal de I’'heme sans que celui n’ait a opérer de basculement.
Cet acces est facilité par une augmentation de la taille des cavités internes a cause de la mutation (Xu
et al., 2010). La fixation peut donc s’opérer sans que I'héme ne se retrouve dans une position
optimale. Ainsi I'effet de la mutation ne se fait plus ressentir.

Un dernier point concernant la mutation F106L. est que I'effet, bien que présent pour les
deux formes isomeres de ’héme, possede, comme pour la Ngb A90P,« un impact plus important sur
la forme isomere A. La constante pia est 6,6 fois plus petite que la constante p,a alors que la
constante p1s est 5 fois plus petite que la constante p,,s. Cela confirme que la réactivité de la forme
isomere A est plus sensible aux mouvements structuraux de la protéine.

Ces expériences montrent qu’une part importante du mécanisme de fixation d’un ligand
externe inclut la dissociation de I'histidine distale pour que I’héme puisse basculer. Nous allons
traiter dans la suite I'effet de la mutation de la Ngb H64V,,. La présentation de cette mutation a été
séparée des autres variants Ngb A90P,x et Ngb F106L.x a cause des différences au niveau du schéma
réactionnel et des équations de la Ngb H64V.
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2. Effet de la mutation Ngb H64Vox
i. Modele cinétique

Dans le cas du variant Ngb H64V.,y, I'histidine distale a été remplacée par une valine. La valine
ne peut constituer un ligand distal. L’héme se trouve alors dans un état haut spin hexacoordiné par
une molécule d’eau dans des conditions acides (Uno et al., 2004). Dans des conditions plus basiques,
il y a un mélange entre deux formes hexacoordinées. L'une des formes est celle ou I’"héme est
hexacoordiné par une molécule d’eau. L'autre forme correspond a la fixation de la lysine 67 et
I’'heme (Uno et al.,, 2004). Il a été montré au Chapitre IV,A.3 que le pourcentage de forme
hexacoordinée par la lysine 67 a pH 7,4 était de 12 %.

Le mélange en solution des différentes formes de la Ngb H64V rend I'analyse des courbes
de cinétiques de fixation du cyanure plus difficile a réaliser. Différents modeéles cinétiques, en faisant
varier le nombre d’exponentielles dans I'’équation ont été testés. Les modeles en mono-exponentielle
ou bi-exponentielle donnent des résultats peu satisfaisants, du point de vue du coefficient de
détermination R? et des graphes résiduels, pour I'analyse des courbes. Les modeéles en tri-
exponentielle et quadri-exponentielle fournissent des résultats plus acceptables. Cependant, pour
une concentration donnée, le modele en quadri-exponentielles montre des écarts types plus
importants entre les mesures des différentes expériences que le modéle en tri-exponentielle. Aussi le
modele en tri-exponentielle a été retenu (Equation V. 33).

Asorec () = [Ngbhexa]tot[ale_klt + aze_kzt + 333_k3t + }’0] Equation V. 33

Ce modele correspond a deux schémas réactionnels possibles. Dans le premier cas (Figure V.
9), deux formes réactives, a I'origine de deux des trois exponentielles de I'équation V. 33, sont
associées aux deux formes isoméres de la Ngb H64V hexacoordinée par la lysine 67. La Ngb H64V
hexacoordinée par une molécule d’eau ne serait a I'origine que d’une seule exponentielle car les
deux formes isomeres de ’héme ne pourraient étre distinguées. Cette hypothése se base sur des
expériences réalisées dans le cas de Mb WT recombinée (Aojula, Wilson, & Morrison, 1987; Light,
Rohlfs, Palmer, & Olson, 1987). Il a été montré que la Mb WT recombinée, c’est-a-dire formée a
partir d’apo-myoglobine dans laquelle 'heme a été inséré, présente également deux formes
isomeres de I’'héme contrairement a la Mb native (La Mar, Anderson, et al., 1981; La Mar, Burns, et
al., 1981; La Mar, Smith, Gersonde, Sick, & Overkamp, 1980). Cependant les cinétiques de fixations
de ligands réalisées sur ces Mb WT recombinées ne montrent pas deux comportements différents
dus a la présence de deux formes isoméres de I'heme. Du fait de I'analogie entre la Ngb H64V
hexacoordinée par une molécule d’eau et la Mb WT, il est possible de postuler que cette forme de
Ngb H64V ne montrera pas deux réactivités différentes vis-a-vis de la fixation du cyanure. Ce modele
est en accord avec des mesures de la fixation du CO effectuées sur les variants H64V et K67T de la
Ngb (Uno et al., 2004).
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koff,Lys,A kon,CN, 1

Ngb H64V'Ly567isoméreA 4— Ngb H64Vpenta, isomere A+ CN +— Ngb H64Visomere A-CN
kon,Lys,A koff,CN, 1
koff,Lys,B kon,CN, 2

Ngb H64V'Ly567isoméreB — Ngb H64Vpenta, isomere 8+ CN — Ngb H64Visomere 8-CN
kon,Lys,B koff,CN, 2
koff,HZO kon,CN, 3

Ngb H64V-H:0 e——> Ngb H64Vpena + CN + H:0 e———> Ngb H64V -CN

kon,HZO koff,CN, 3

Figure V. 9- Schéma réactionnel de la fixation du cyanure sur la Ngb H64V,,. Cas 1.

Le deuxieéme cas de figure prévoit une réactivité différente pour les deux formes isoméres de
I’'héme hexacoordiné par une molécule d’eau (Figure V. 10). La troisieme exponentielle serait due a la
réaction de la Ngb H64V hexacoordinée par la lysine 67 ol les deux formes isomeéres ne pourraient
pas étre distinguées. Cela s’expliquerait par le faible pourcentage, 12 %, de Ngb H64V hexacoordinée
par la lysine 67 a pH 7,4 par rapport a la Ngb H64V hexacoordinée avec de I'eau. Les concentrations
respectives des deux formes seraient alors trop faibles pour donner deux réactivités distinctes.

koff,Lys kon,CN, 1
Ngb H64V-lys67 <«——>  NgbH64Veena+ CN  e——> Ngb H64V-CN

kon,Lys koff,CN, 1
koff,HZO, A kon,CN, 2

Ngb H64Visomere A-H20 <+——— Ngb H64Vpenta, s+ CN + H;0 ——— Ngb H64Visomere a -CN
kon,HZO, A koff,CN, 2
koff,HZO, B kon,CN, 3

Ngb H64Visomere 5-H20 <«——— Ngb H64Vpenta, 5+ CN + H;0 «——— Ngb H64Visomeres -CN
kon,HZO, B koff,CN, 3

Figure V. 10- Schéma réactionnel de la fixation du cyanure sur la Ngb H64V,,. Cas 2.

Nous allons dans la suite essayer de corréler I'analyse des courbes avec l'un des deux

schémas réactionnels proposés.
ii. Cinétique de fixation du cyanure

Chez la Ngb H64V, I'ensemble des expériences aux différentes concentrations ont été
réalisées avec le montage stopped-flow a cause de la rapidité des réactions méme a basse

concentration en cyanure.

Les courbes obtenues de I'évolution des constantes ki, k» et ks en fonction de la
concentration en cyanure sont comparées ci-dessous (Figure V. 11). L’évolution de ks en fonction de
la concentration en cyanure est linéaire et présente un coefficient directeur plus élevé que pour les
constantes kj et k. La valeur mesurée pour ce coefficient directeur est 250 + 10 M1.s%. La constante
ki présente une évolution parabolique qui tend vers une asymptote de valeur 2,25 s, Le coefficient
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directeur de la partie linéaire, entre 0 mM et 50 mM en cyanure est 68 + 2 ML.sL, La constante k; est
linéaire et son coefficient directeur est 1,5 +0,1 Mt.s™,
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Figure V. 11- Evolution des constantes cinétiques k, (carré noir), k, (rond rouge) et kz(triangle bleu) en fonction de la

concentration en cyanure pour la Ngb H64V,,.

Ces observations sont plus en accord avec le premier schéma réactionnel évoqué dans la
partie précédente (Figure V. 9). La constante ks, dont I’évolution est la plus forte, est alors associée a
la réactivité de la Ngb H64V hexacoordinée par de I'eau et les constantes ki et k; a la réactivité des
formes isoméres de la Ngb H64V hexacoordinée par la lysine 67. Comme évoqué précédemment
(C.2.i), la Ngb H64V hexacoordinée par une molécule d’eau est analogue a la Mb WT. Les constantes
cinétiques du second ordre reportées dans la littérature pour la fixation du cyanure sur la Mb WT de
différentes espéces varient autour de 200 M1.st 3 350 M.s? (Aojula et al., 1987; Brancaccio et al.,
1994; Ver Ploeg & Alberty, 1968). La constante déterminée pour la Ngb H64V hexacoordinée par une
molécule d’eau est donc du méme ordre de grandeur que celles déterminées pour la Mb WT. Un
autre point confirmant la validité du premier schéma réactionnel est la comparaison des valeurs des
amplitudes a1, a; et as. Comme indiqué en partie A.3, ces valeurs peuvent étre assimilées aux ratios
des différentes formes dans le cas de réaction totale comme ici. Le ratio de a3 sur la somme aj+a,+as,
qui représente le pourcentage de Ngb H64V, hexacoordinée par une molécule d’eau, donne une
valeur de 84 + 8 %. Cette valeur est identique a la valeur de 87 % déterminée en UV-Visible pour la
forme Ngb H64V hexacoordinée par une molécule d’eau.

Avant de discuter de I'allure obtenue pour ki, nous allons exposer I'attribution des
constantes k; et k, aux formes isomeres A et B. La Ngb H64V présente le désavantage de ne pas
montrer de signaux caractéristiques de I’'heme aisément observables en RMN. Or ce sont les
cinétiques de fixation du cyanure étudiées a partir de ces signaux qui sont utilisées chez la Ngb WT et
les autres variants pour attribuer, par comparaison, I’évolution des constantes ka et ks aux formes
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isomeéres A et B en UV-Visible. Néanmoins, il est récurrent chez la Ngb WT et chez les autres variants
qgue la forme isomére A possede une meilleure réactivité que la forme isomere B. Et par conséquent
ka est supérieur a kg aux différentes concentrations en cyanure analysées. Dans le cas de la Ngb H64V
hexacoordinée par la lysine 67, ki est supérieure a k, pour les différentes concentrations en cyanure
analysées. Nous allons donc émettre pour la suite le postulat que ki est associée a la forme isomeére
A etk; a la forme isomeére B de la Ngb H64V hexacoordinée par la lysine 67.

L'allure de I’évolution de k; en fonction de la concentration en cyanure n’a pas été observée
chez la Ngb WT ou d’autres variants précédemment étudiés. Elle peut néanmoins s’expliquer grace a
|’équation de k; (Equation V. 34). Bien que le schéma réactionnel de la Ngb H64V soit différent des
autres Ngb étudiées, le mécanisme associé a chaque espéce réactive reste identique. C’est un
mécanisme en deux étapes avec tout d’abord la dissociation du ligand distal suivie de la fixation du
cyanure. Dans le cas de la constante ki, le ligand distal est la lysine 67. En se basant sur les équations
V.4,V.5,V.6,V.15, V. 18 et V. 19 déterminées pour la Ngb WT., I'expression de ki peut donc
s’écrire sous la forme :

k k [CN]+ Kk k
ky = offLysAKon,CN,1 off.CN.1¥on Lys.A Equation V. 34
kon,Lys,at Kon,cn,1[CN]
Il est alors possible d’émettre les hypothéses suivantes a partir d’une certaine concentration
en cyanure: koprysa < konceni[CN] et korreniKoniysa < Koncen1[CN] car la réaction est

totale. A partir d’une certaine concentration en cyanure, la constante k; prend alors la valeur de :
ky = koff,Lys,A Equation V. 35

Ainsi, la valeur de k,ff 154 Serait de 2,25 s™. La valeur reportée dans la littérature pour la
constante de dissociation de I'histidine distale de la Ngb WT,y, sans distinction des formes isomeres,
est de 7,0 s (D. Hamdane et al., 2003). Ces deux valeurs sont du méme ordre de grandeur.

Les résultats obtenus avec la Ngb H64V4 sont comparés a ceux de la Ngb WT, dans la partie
suivante afin de dégager les effets de cette mutation.

iii. Comparaison Ngb WT,, et Ngb H64V

Il a été exposé que la solution de Ngb H64V,, et donc son schéma réactionnel, résultait d’'un
mélange de plusieurs espéces. Structuralement parlant, ce sont les deux formes isomeres de la Ngb
H64V.x hexacoordinées par la lysine 67 qui se rapprochent le plus de la structure de la Ngb WTox. En
effet ’'héme y est hexacoordiné par un ligand distal protéique comme la Ngb WTo.. Les résultats
obtenus pour ces deux formes sont comparés a ceux de la Ngb WT (Tableau V. 7). Il apparait que la
réactivité des deux formes isomeres est plus élevée chez la Ngb H64V hexacoordinée par la lysine 67
qgue chez la Ngb WT,. La réactivité de la forme isomere B de la Ngb H64V, est environ 9,5 fois plus
grande que celle de la Ngb WTo et la réactivité de la forme isomere A est environ 46 fois plus grande.
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pa (M's?) | pgp (M's?)

Ngb WTox | 1,48 £0,09 | 0,16 £ 0,01

Ngb H64Vox 68+2 1,5+0,1

Tableau V. 7- Comparaison des constantes p, (isomére A) et pg (isomére B) avec leurs écarts types de la Ngb WT,, et de

la Ngb H64V,, hexacoordinée par la lysine 67.

La lysine 67 est un ligand reconnu pour avoir des interactions avec les groupements
propionates de I’"héme chez la Ngb WT (Guimaraes et al., 2014; Vallone, Nienhaus, Matthes, et al.,
2004; Xu et al., 2011). Comme pour I'histidine distale, le glissement de I’héme entraine une rupture
de ces interactions (Anselmi et al., 2007, 2008; Vallone, Nienhaus, Matthes, et al., 2004). Ainsi, chez
la Ngb H64V,« hexacoordinée par la lysine 67, un mouvement de glissement de I’heme peut aussi
expliquer le comportement observé en conduisant a une rupture de la liaison entre la lysine 67 et le
fer de I’'héme. Ce mouvement a été observé par dynamique moléculaire lors de la fixation du CO sur
la Ngb H64V de souris (Xu et al., 2011). Apres fixation du CO, trois positions de I’héme sont obtenues.
La position correspondant a la population la plus abondante correspond a une forme ou I’héme
occupe une position similaire a celle de ’"héme chez la Ngb WT.. Les deux positions correspondantes
aux plus faibles populations sont équivalentes a la position de I’héme obtenue apres fixation du CO
sur la Ngb WTo. La réactivité plus élevée, par rapport a la Ngb WT,, des deux formes isomeéres de la
Ngb H64V hexacoordinée par la lysine 67 peut s’expliquer par deux facteurs. Tout d’abord I'affinité
de la lysine 67 pour le fer peut étre plus faible que celle de I'histidine distale chez la Ngb WToy. En
effet la distance entre le fer et la lysine 67 est probablement plus élevée que la distance entre
I’histidine distale et le fer. Chez la Ngb WT.y, la distance entre le fer et I'histidine distale est de 2,11 A
et la distance entre la lysine 67 et le plus proche propionate de 'héme est de 2,7 A, ce qui signifie
que la lysine 67 est a une distance supérieure a 2,7 A du fer. Méme si chez le variant, la distance
entre lysine 67 et le fer doit étre réduite pour que la coordination s’effectue, il est probable qu’elle
reste plus élevée que 2,11 A. Le second point est que I’héme coordiné a la lysine 67 se retrouve
initialement dans une position plus favorable vis-a-vis de la fixation de ligand que lorsque qu’il est
fixé a I'histidine distale. En effet la lysine 67 est un résidu frontiére de la poche distale de I’'heme
(Orlowski & Nowak, 2008). Elle se trouve a coté de la valine 68 qui est un résidu frontiére de la cavité
distale formée lorsque I’'héme opere son basculement lors de la fixation de ligands (A. Bocahut et al.,
2009). Ainsi de par sa coordination avec la lysine 67, I'héme se retrouve mieux placé vis-a-vis de cette
poche distale que dans le cas de I'histidine 64.

Comme indiqué précédemment, I’heme occupe trois positions distinctes apres la fixation du
CO chez la Ngb H64V de souris (Xu et al., 2011). La position correspondant a la population la plus
élevée est similaire a celle de I’'heme chez la Ngb WT.. Cela signifie que la fixation du CO s’est opérée
sans basculement de I’'héme pour cette forme. Par déduction du paragraphe précédent, cette forme
correspond ici a la Ngb H64V, avec du cyanure fixé a I’'heme issue de la forme Ngb H64V
hexacoordinée par une molécule d’eau. La meilleure réactivité de la Ngb H64V.x hexacoordinée par
une molécule d’eau a également été observée pour la fixation d’autres ligands (L. Astudillo et al.,
2012; S. Dewilde et al., 2001; Uno et al., 2004; Van Doorslaer et al., 2003). Comme indiqué en C.2.ii,
la constante obtenue est comparable a la constante de fixation du cyanure chez différentes espéces
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de Mb. Chez la myoglobine, il a été montré que la fixation de ligands externes est notamment
régulée par I'histidine E7 via un mécanisme de « his-gate » (Bolognesi et al., 1982; Johnson, Olson, &
Phillips, 1989; Perutz, 1989; Ringe, Petsko, Kerr, & Ortiz de Montellano, 1984). Dans ce mécanisme,
I’histidine opere une torsion qui permet I'acces a I’heme au ligand externe en ouvrant un canal entre
le solvant et la poche distale. Il a aussi été montré qu’une mutation de I'histidine E7 chez la Mb, par
un résidu apolaire plus petit, comme une leucine ou une valine, contribue a augmenter la cinétique
de fixation de ligands externes en supprimant le pont hydrogene qui se forme entre I'histidine et le
ligand et en diminuant la taille de la chaine latérale ce qui facilite la rotation du résidu (Brucker,
Olson, lkeda-Saito, & Phillips, 1998; Eich, 1997). Une torsion de I'histidine distale avec un angle
comparable a celui de I'histidine de la Mb est également observable chez la Ngb WT de souris
hexacoordinée par du CO (Anselmi et al., 2007, 2008; Xu et al., 2010). Cependant, du fait du
mécanisme de glissement de I’'héme, il a été déduit que chez la Ngb WT, cette rotation de I'histidine
n’agit pas en tant que « his-gate » mais participe a la mobilité de I’'heme. Chez la Ngb H64V,
hexacoordinée par une molécule d’eau, I’heme n’étant plus fixé a la protéine par un ligand distal, il
n’y a plus a opérer de glissement pour rompre cette liaison. La rotation de la valine, pour cette
forme, doit seulement contribuer a rendre I’heme plus accessible au ligand externe. Bien que Xu et
al. (Xu et al., 2011), dans leur simulation sur la Ngb H64V de souris, ont montré que la mutation H64V
rend I'héme moins directement accessible au solvant, il reste possible d’assimiler I'effet de la
mutation au mécanisme « his gate ». En effet, la mutation entraine I'augmentation de la cavité
Phantom 1 qui passe de 19 A chez la Ngb WT de souris a 136 A chez la Ngb H64V. Un réarrangement
des cavités avec une augmentation de la taille de la cavité Phantom 1 est aussi observable chez la
Ngb WT humaine (A. Bocahut et al., 2009). Cette cavité, dont la taille aussi importante est propre a la
Ngb H64V,,, peut constituer un tunnel d’accés comparable a celui créé par le mécanisme « his gate »
chez la Mb.
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e Résumé

L'étude de la cinétique de fixation du cyanure chez différents variants nous fournit une
premiere approche in vitro du mécanisme structural a I'origine de la réactivité de la Ngb.

» Pour la Ngb A90P,,, un comportement en bi-exponentielle comparable a la Ngb WTo est
observé. La valeur de la constante pa est cependant plus faible que celle mesurée pour la Ngb
WT,x alors que la constante pg n’est pas modifiée. Seule la forme isomere A est impactée par
la mutation A90P.

» Pour la Ngb F106Lox, un comportement en bi-exponentielle est aussi observé. L’évolution de
chaque exponentielle en fonction de la concentration en CN est caractérisée par deux pentes
distinctes. Les pentes faibles de chaque exponentielle sont associées a des constantes
cinétiqgues moins élevées que les constantes cinétiques de la Ngb WT.. En revanche les
constantes cinétiques des pentes élevées sont quasiment identiques aux constantes
cinétiques de la Ngb WT,. Les processus de fixation du cyanure ne sont donc pas les mémes
en fonction de la concentration en cyanure.

> Pour la Ngb H64V.,, la cinétique suit un modele en tri-exponentielle. La phase cinétique la
plus rapide est attribuée a la réactivité de la Ngb H64V hexacoordinée par une molécule
d’eau, sans distinction des formes isoméres de I'heme. Les deux phases plus lentes
correspondent aux réactions des formes isoméres de la Ngb H64V hexacoordinée par la
lysine 67.

» L'ensemble des résultats montre que, quelle que soit la mutation, la forme isomeére A est
plus impactée par la mutation que par la forme isomeére B. La plus grande réactivité de la
forme isomére A chez la Ngb WTo s’explique donc par une meilleure efficacité du
mécanisme structural permettant au cyanure de se fixer sur I’"héme.

> Pour la forme Ngb H64V hexacoordinée par une molécule d’eau, la constante obtenue de
250 + 10 Mt.s? est comparable a celle de la Mb WT. La réactivité de la protéine serait alors
différente de celle de la Ngb WT,y. Elle serait due a un processus similaire de I’ « histidine-
gate » de la Mb WT. Lhistidine 64 est donc I'un des acides aminés déclencheurs du
mécanisme structural régissant la fixation et la diffusion de ligands chez la Ngb WTox.

Ces observations concordent avec un mécanisme de glissement de I’heme, permis par la
dissociation de I'histidine, qui serait nécessaire pour une fixation plus rapide du ligand (Vallone,
Nienhaus, Matthes, et al., 2004). Plusieurs études soulignent une corrélation entre le mouvement de
torsion de I'histidine distale et un mouvement de I'’ensemble formé par les hélices C, D et la boucle
CD (Anselmi et al., 2007, 2008; Xu et al., 2011; Xu et al., 2010). Le mouvement de cette partie de la
protéine participe également au glissement de I’heme. Aussi, nous allons voir dans la partie suivante
I'effet de I'absence de pont disulfure chez la Ngb ainsi que chez les variants. Le cas de la Ngb H64V
sans pont disulfure ne sera cependant pas étudié a cause de limpossibilité d’identifier les
constituants de la solution (Chapitre lll, B.2).
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D. Effet du pont disulfure

Dans cette partie, les résultats de la cinétique de fixation du cyanure, pour différentes
concentrations en cyanures, sont présentés pour la Ngb WTq et les variants avec le pont disulfure
réduit. L'objectif est de déterminer I'effet de la réduction du pont disulfure sur la Ngb WT et de
mettre en évidence des couplages structuraux entre certains acides aminés et le pont disulfure via
les mutations réalisées.

1. Cinétiques de fixation du cyanure chez la Ngb WTreq et la C46G

Nous allons tout d’abord nous intéresser a I'effet du pont disulfure sur la cinétique de
fixation du cyanure chez la Ngb WT. Pour cela, les cinétiques de fixation du cyanure sur la Ngb WTeq
et sur la Ngb C46G ou le pont disulfure a été supprimé sont analysées.

i. Comparaison des résultats en RMN

Les réactivités de la Ngb WT,.q et de la Ngb C46G ont d’abord été étudiées en RMN afin
d’avoir un apercu du comportement de chaque forme isomére. Les décroissances des signaux de
chaque forme isomeére en fonction du temps sont comparées a celles de la Ngb WTo pour une
réaction avec 0,5 Mm en cyanure (Figure V. 12).

La comparaison avec la Ngb WT, fait ressortir plusieurs points. Les courbes des protéines
sans pont disulfure présentent des pentes plus faibles que pour la Ngb WTu. La réduction ou la
suppression du pont disulfure entraine donc une baisse de la réactivité des formes isoméres A et B
vis-a-vis de la fixation du cyanure. De plus la valeur d’intensité finale de ces courbes n’est plus autour
de zéro. La réaction n’est donc pas totale chez ces différentes formes. Les courbes des formes
isomeres A et B de la Ngb WTrq ont quasiment la méme allure. La réactivité de ces deux formes
semble donc plus homogéne lorsque le pont disulfure est réduit. En revanche, chez la Ngb C46G, la
courbe de la forme isomere B possede une allure différente que celle de la forme isomere A qui est
au méme niveau que les courbes des formes isomeres A et B de la Ngb WTq. La mutation de la
cystéine a donc un effet légérement différent de la réduction du pont disulfure.
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Figure V. 12- Courbes d’évolution de l'intensité en fonction du temps de la réaction de fixation du cyanure a 0,5 mM de la
Ngb WT,, - isomeére A (carré plein noir), de la Ngb WT,, - isomére B (rond plein noir), de la Ngb WT,, - isomére A (carré
vide vert), de la Ngb WT,.4 - isomére B (rond vide vert), de la Ngb C46G - isomére A (carré vide rose) et de la Ngb C46G -
isomeére B (rond vide rose). Les expériences sont réalisées avec 100 uM de protéine dans du tampon phosphate 65 mM

pH 7,46 25 °C.

Les résultats des parameétres d’ajustement de ces courbes sont également comparés a ceux
de la Ngb WT. (Tableau V. 8). Les constantes obtenues pour la Ngb WT..q4 et la Ngb C46G sont égales
ou quasiment égales en tenant compte des écarts types pour les deux formes isomeéres. Elles sont
plus faibles que les constantes de la Ngb WTox aussi bien pour la forme isomeére A que pour la forme

isomere B.

k1,A+ kZ,A (S-l) kl,B+ kZ,B (5—1)

Ngb WTox | (7,3%0,8).10% | (1,8 +0,2).10*

Ngb WT,eq | (1,2+0,1).10% | (0,6 £0,2).10%

Ngb C46G | (0,96 0,1).10% | (0,7 +0,1).10°%

Tableau V. 8- Constantes de fixation du cyanure (C = 0,5 mM) et leurs écarts types déterminées en RMN pour les formes

isoméres A (kia+ k2,4) et B (ki,s+ k2,5) de la Ngb WT,,, de la Ngb WT,q4 et de la Ngb C46G.

Deux effets majeurs de la réduction ou suppression du pont disulfure sont mis en évidence
avec ces résultats. Tout d’abord, la perte du pont disulfure entraine une baisse de réactivité des deux
formes isoméres. Cette baisse est beaucoup plus importante chez la forme isomeére A, dont la
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réactivité diminue d’un facteur 7 environ. Pour la forme isomeére B, la diminution est seulement d’un
facteur 3 environ. La réactivité de la forme isomére A est donc plus impactée par I'absence de pont
disulfure. De plus, la réactivité des deux formes isoméres tend a devenir identique. Le pont disulfure
est donc impliqué dans la différence de réactivité des deux formes isoméres.

Un point particulier est a noter concernant la réactivité de la forme isomere B de la Ngb
C46G. En effet l'allure des courbes obtenues pour les différentes expériences montre une valeur
d’intensité finale plus élevée (Figure V. 12) que pour les autres protéines. Pourtant la constante
cinétique obtenue est identique aux autres formes. Cela signifie qu’a I'état final, il reste plus de
Ngbnhexa €N solution que chez les autres protéines.

Les résultats obtenus sont en accord avec les expériences menées sur la Ngb WT.q de
Anthony Bocahut et al. (A. Bocahut et al., 2013). Nous allons étudier dans la suite I'effet de la
concentration en cyanure lorsque le pont disulfure est absent de la Ngb.

ii. Comparaison des résultats en UV-Visible

Comme pour la Ngb WT, les expériences ont d’abord été réalisées a 0,5 Mm en cyanure afin
de comparer avec la RMN. Il a été constaté que comme pour les variants Ngb A90P et Ngb F106L, les
courbes expérimentales ne peuvent étre ajustées par un modele en bi-exponentielle. En revanche le
modele en mono-exponentielle donne des résultats valides. L'explication est la méme que pour les
variants. En raison de la réactivité proche des deux formes isomeéres a cette concentration, I'analyse
par le logiciel ne parvient pas a les distinguer en UV-Visible.

En revanche, lorsque la concentration en cyanure augmente, le comportement observé est a
nouveau de type bi-exponentiel. L’évolution des constantes ka et kg peut donc étre suivie en fonction
de la concentration en cyanure (Figure V. 13). La pente des droites des formes isoméres A de la Ngb
WT,q et de la Ngb C46G est plus faible que celle de la Ngb WT,. La réactivité des formes isomeres A
de la Ngb WTq4 et de la Ngb C46G est donc plus faible. De plus, elles présentent pratiquement la
méme pente ce qui signifie que les formes isomeres A de la Ngb WT.q et de la Ngb C46G ont la
méme réactivité. En revanche, les droites des formes isomeéres B des trois protéines sont comprises
dans la méme zone. Les formes isomeres B des trois protéines semblent dont avoir la méme
réactivité. Seule la forme isomere A est donc impactée par la réduction du pont disulfure méme si
elle reste plus réactive que la forme isomére B.
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Figure V. 13- Evolution des constantes cinétiques k, et kg en fonction de la concentration en cyanure pour la Ngb WT,,
(ka : carré plein noir, kg : rond plein noir) la Ngb WT,.q4 (ka : carré vide vert, kg : rond vide vert) et la Ngb C46G (ka : carré
vide rose, kg : rond vide rose). Les droites de régression linéaires ont été tracées pour la Ngb WT, (noir) la Ngb WT,.4

(vert) et la Ngb C46G (rose).

Les coefficients directeurs des différentes droites ont été reportés dans le tableau ci-dessous
(Tableau V. 9). Les constantes cinétiques pa, associées a la forme isomére A de la Ngb WTq et de la
Ngb C46G sont égales et environ deux fois moins élevées que celle de la Ngb WT,. Elles restent
cependant environ 3 fois plus élevées que les constantes cinétiques ps. Les constantes pg associées a
la forme isomeére B de la Ngb WTeq, de la Ngb C46G et de la Ngb WT.x sont par ailleurs identiques.

pa (M1s?) | ps(M*s?)
Ngb WTex | 1,5+0,1 | 0,16 +0,01
Ngb WTrea | 0,63+0,1 | 0,18 0,05
Ngb C46G | 0,73 + 0,04 | 0,23 +0,01

Tableau V. 9- Comparaison des constantes cinétiques p, et pg avec leurs écarts types de la Ngb WT,,, la Ngb WT,.q et la

Ngb C46G.

Le principal effet dégagé par ces résultats est que seule la réactivité de la forme isomére A
est impactée par la perte du pont disulfure. Lorsque le pont disulfure est absent, la forme isomére A
devient moins réactive que chez la Ngb WTx.
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La région formée par les hélices C, D et la boucle CD est I'une des régions impliquées dans le
mécanisme de mouvement de I’heme (Anselmi et al., 2007, 2008; Xu et al., 2011; Xu et al., 2010).
Plusieurs études montrent notamment une corrélation entre la dissociation de I'histidine distale et
un mouvement opéré par cette région (Anselmi et al., 2007, 2008; Xu et al., 2011). Les études
cristallographiques de la Ngb WT humaine (Guimaraes et al., 2014) et sur la Ngb humaine ayant ses
trois cystéines mutées (A. Pesce et al., 2003) révelent que la boucle CD posséde une grande mobilité.
La réduction du pont disulfure rend la flexibilité de cette région encore plus importante (A. Bocahut
et al., 2013; Guimaraes et al., 2014). Il est démontré que la flexibilité de la boucle CD participe a
améliorer la stabilité de la liaison de I'histidine distale avec le fer de I’'heme. Une premiére approche
de la différence de réactivité entre les protéines sans pont disulfure avec la Ngb WT serait donc une
stabilité accrue de la liaison histidine-fer dans le cas de la forme isomére A. L’histidine étant plus
difficile a se dissocier, la réactivité serait ralentie. La structure cristallographique de la Ngb WT
humaine (Guimaraes et al., 2014) montre que la boucle CD occupe au minimum deux positions dans
I’espace. Dans la premiéere position, I'oxygene du groupement phénol de la tyrosine 44 se trouve a 4
A du groupement propionate de I’'héme et dans la seconde position la chaine latérale de la tyrosine
est orientée vers |'extérieur de la protéine. Par comparaison, la structure cristallographique de
carboxyneuroglobine de murine révele que la tyrosine 44 interagit avec un groupement propionate
de I’héme via une liaison hydrogene. Le rapprochement de la boucle CD avec I’héme est confirmé par
des études en dynamique moléculaire qui montrent que lors de la fixation de ligand, la rotation de
I’histidine distale dans une position ouverte entraine un mouvement de la boucle CD vers I'héme
(Anselmi et al., 2007, 2008). Il y aurait alors un effet de propagation structurale, initié par le
mouvement de la boucle CD et aidant a la dynamique de I’heme. Un tel effet a été notamment décri
dans le cas de la Mb (Bourgeois et al., 2006). La réduction du pont disulfure peut alors contribuer a
restreindre cet effet notamment a cause d’une flexibilité trop grande de la boucle CD. La encore, il
s’agirait surtout d’'un mécanisme affectant la réactivité de la forme isomére A.

Nous avons vu dans le chapitre Ill que les mutations Ngb A90P et Ngb F106L contribuent
également a ralentir la cinétique de fixation du cyanure. Ces deux mutations participent
potentiellement a géner la dynamique de ’héme, nécessaire pour une bonne fixation du ligand. Dans
la partie suivante, le pont disulfure est réduit chez ces deux variants afin d’étudier de possibles
corrélations entre |'effet du pont disulfure et certains acides aminés.

2. Cinétiques de fixation du cyanure chez les variants Ngb A90Preq et Ngb
F106Lred

i. Comparaison des résultats en RMN

Comme précédemment, la réactivité des variants sans pont disulfure a d’abord été évaluée
en RMN pour une concentration de 0,5 mM en cyanure afin d’avoir une aper¢u distinct du
comportement de chaque forme isomere. Les résultats des paramétres d’ajustement sont comparés
aux valeurs obtenues pour les variants avec pont disulfure (Tableau V. 10).

Chez les deux variants, la réduction du pont disulfure s’accompagne d’une diminution de la
valeur des constantes pour les deux formes isoméres de I’'heme. La diminution est cependant plus
marquée chez la forme isomere A de la Ngb A90P..4 qui est environ 4,5 fois plus faible que lorsque le
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pont disulfure est présente. Dans les autres cas la diminution est seulement d’un facteur 2 environ.
La réactivité des variants est donc plus faible lorsque le pont disulfure est réduit. De plus, chez les
deux variants, les constantes des formes isomeres A et B sont égales lorsque le pont disulfure est
réduit. La Ngb F106L.x présente également ce phénomene mais ce n’est pas le cas de la Ngb A90P,.
Le pont disulfure contribue donc a la différence de réactivité entre les deux formes isomeres.

kia+kya(s?)

kig+kyp(s?)

Ngb WTox (7,3£0,8).10% (1,840,2).10%
Ngb WTeq (1,2+0,1).10% (0,6 £0,2).10%
Ngb A90Pox (3,8+0,3).10" (1,5+0,2).10*
Ngb A90Pres (0,83+0,2).10* (0,44 +0,16).10"

Ngb F106Lox

(1,2 £0,4).10"

(1,3+0,4).10%

Ngb F106Lreq

(0,67 £ 0,05).10*

(0,58 £ 0,03).10*

Tableau V. 10- Constantes de fixation du cyanure (C = 0,5 mM) et leurs écarts types déterminées en RMN pour les formes
isomeéres A (ky 4+ k;4) et B (kg + k;p,) de la Ngb WT,,, Ngb WT,.q, Ngb A90P,,, Ngb A90P,.s, Ngb F106L.x et Ngb
F106L,¢q.

Par comparaison avec la Ngb WTq, les constantes obtenues pour les différentes formes
isomeres des variants sans pont disulfure sont égales a la constante obtenue pour la forme isomere B
de la Ngb WT,q. L'impact de la réduction du pont disulfure est donc indépendant de la mutation
effectuée pour la forme isomére B. En revanche, pour la forme isomere A, il y a un couplage entre
I'effet de la mutation et la réduction du pont disulfure, qui contribuent tous deux a diminuer la
réactivité de la forme isomére A.

ii. Influence de la concentration en cyanure

Les expériences en UV-Visible ont d’abord été réalisées a 0,5 mM en cyanure. Comme dans
les parties précédentes, il n’a été possible que d’ajuster les courbes expérimentales obtenues avec
un modele en mono-exponentielle. Cela s’explique par la réactivité égale des deux formes isomeres
observées a 0,5 mM en RMN pour les deux variants. En revanche, contrairement aux variants avec
pont disulfure, le comportement des deux formes isomeres de I’'heme ne se distingue pas plus avec
I"augmentation de la concentration en cyanure. Méme a des concentrations élevées en cyanure, les
courbes expérimentales ont été ajustées avec un modele en mono-exponentielle (Figure V. 14).
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Chapitre V : Etude de la fixation du cyanure

Les évolutions des constantes k du modele cinétique en mono-exponentielle pour la Ngb
A90P,.4 et la Ngb F106L.q sont linéaires. Les coefficients directeurs calculés sont :
p(Ngb A90P,eq) = 0,18 + 0,04 M1.s?
p(Ngb F106Leq) = 0,08 £ 0,01 M1.s?

La constant p de la Ngb A90P,q est similaire a la constante ps (0,12 + 0,01 M.s?) de la forme
isomére B de la Ngb A90P.«. De méme la constante p de la Ngb F106L.q est identique a la constante
P2 (0,10 + 0,03 M1.s?) de la forme isomére B de la Ngb F106Loy.
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Figure V. 14- Evolution des constantes cinétiques k4 et kg en fonction de la concentration en cyanure pour la Ngb A90P
(ka : carré bleu et kg : rond bleu), la Ngb A90P,., (hexagone orange), la Ngb F106L,, (ka : carré rouge et kg : rond rouge) et
la Ngb F106L..q4 (pentagone violet). Les droites des régressions linéaires de la la Ngb A90P., (bleu), et de la Ngb A90P,.4

(orange) ont été tracées.

Le fait que I'ajustement des courbes, quelque soit la concentration en cyanure, ne soit
possible que par une mono-exponentielle peut avoir deux origines. La premiéere hypotheése serait que
I'une des deux formes n’est plus assez réactive pour étre détectée par le logiciel. Le coefficient
directeur p de I’évolution du parametre k en fonction de la concentration en cyanure deviendrait
donc trop faible. Cependant, les résultats des cinétiques en fonction de la concentration en cyanure
obtenus sur les autres variants et les résultats de RMN pour la Ngb A90P.q4 et la Ngb F106L:eq
indiquent d’une part que la réactivité de la forme isomeére B n’est en général pas impactée par les
mutations ou la réduction du pont disulfure et d’autre part que la réactivité de la forme isomére A
diminue et tend vers la réactivité de la forme isomére B.

La deuxieme hypothése possible, que nous retiendrons, est que dans le cas des variants Ngb
A90P,.4 et Ngb F106L.q les formes isoméres A et B ont un comportement identique, comme en RMN,
qguelque soit la concentration en cyanure. Ainsi la forme isomere B des deux variants n’est pas
sensible a la réduction du pont disulfure car les constantes p sont égales. La réactivité de la forme
isomere A est en revanche trés diminuée ce qui indique un cumul des effets de la mutation et de la
réduction du pont disulfure.

La comparaison des droites de |’évolution des constantes ka et ks en fonction de Ia
concentration en cyanure pour les différentes espéces sans pont disulfure soulignent I'impact de la
perte du pont disulfure lorsqu’elle est couplée a une mutation sur la forme isomere A (Figure V. 15).
La forme isomeére A de la Ngb WT..q et de la Ngb C46G ont une pente intermédiaire entre la forme

152



Chapitre V : Etude de la fixation du cyanure

isomére A de la Ngb WT et les formes isoméres B. Dés que la perte du pont disulfure est couplée a
une mutation, les pentes des formes isomeres A sont encore plus faibles et deviennent identiques a
celles des formes isomeres B.
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Figure V. 15- Evolution des constantes cinétiques k, et kg en fonction de la concentration en cyanure pour la Ngb WT,,
(ka : carré plein noir, kg : rond plein noir) la Ngb WT,.q (ka : carré vide vert, kg : rond vide vert) et la Ngb C46G (ka : carré
vide rose, kg : rond vide rose), la Ngb A90P,., (hexagone orange), et la Ngb F106L,.q (pentagone violet). Les droites des
régressions linéaires de la Ngb WT, (noir), de la Ngb WT,.q (vert), de la Ngb C46G (rose), de la Ngb A90P,.q (orange), et

de la Ngb F106L,.q(violet) ont été tracées.

Ces résultats mettent en évidence que la réactivité de la forme isomere A est trés
dépendante de la présence du pont disulfure et de la structure de la protéine, au contraire de la
forme isomére B.

Chez la Ngb A90P., il a été montré en partie C.1.ii que la mutation peut influer sur le
mouvement de glissement de I’'heme car celui-ci impligue un mouvement de I’hélice F oU se situe
I'alanine 90 (A. Bocahut et al.,, 2009; Xu et al.,, 2011; Xu et al.,, 2010). L'ajout d’un autre facteur
potentiellement limitant vis-a-vis de la dynamique de I’héme, a savoir la réduction du pont disulfure,
entraine une totale perte de réactivité de la forme isomere A, qui devient aussi peu réactive que la
forme isomére B.

Dans le cas de la Ngb F106L, il a été souligné en partie C.1.ii que cette mutation entraine une
réduction de la mobilité de la boucle CD couplée a une diminution de I'histidine distale (Xu et al.,
2010). C'est donc un effet contraire a 'augmentation de la flexibilité de la boucle CD observée avec la
réduction du pont disulfure (A. Bocahut et al., 2013; Guimaraes et al., 2014). La perte de réactivité de
la forme isomeére A peut alors s’expliquer soit par le fait que I'effet de la mutation sur la mobilité de
la boucle CD est négligeable par rapport a la réduction du pont disulfure soit parce que I'effet de la
mutation concerne une autre partie de la protéine. Notamment, comme il a été montré en partie
C.1.ii, la mutation influe sur les acides aminés environnant I’héme lorsque celui-ci bascule, pouvant
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contribuer a géner ce mouvement. Ainsi, comme dans le cas de la Ngb A90P.4, un cumul d’effets
limitant le mouvement de 'héme semble a I'origine de la perte de réactivité de la forme isomeére A.
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e Résumé

Les cinétiques réalisées avec le pont disulfure réduit ont permis de mettre en évidence le
role du pont disulfure dans le mécanisme de fixation du cyanure.

» La réduction du pont disulfure chez la Ngb WT (Ngb WT.q4 et Ngb C46G) entraine une
diminution de la constante cinétique associée a la forme isomére A. La constante cinétique
associée a la forme B n’est pas affectée. Le pont disulfure participe donc au mécanisme
structural permettant la meilleure réactivité de la forme isomere A.

» L'effet est encore plus marqué lorsque la réduction du pont disulfure est couplée a une
mutation. La constante cinétique associée a la forme isomére A devient similaire a la
constante cinétique de la forme isomére B. La constante cinétique de la forme isomeére B est
en revanche peu impactée. Il y a donc un effet coopératif entre le pont disulfure et les acides
aminés de I'environnement de I'"héme qui participe a la meilleure réactivité de la forme
isomere A.
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E. Conclusion

Dans cette partie, nous avons étudié les cinétiques de fixation du cyanure sur la Ngb WT et
ses variants. Deux principaux objectifs ont été abordés. Les modeéles et les paramétres cinétiques ont
été mesurés par deux techniques différentes. Au travers des mutations et de la réduction du pont
disulfure, les mécanismes a I'origine de la réactivité de la Ngb WT ont été analysés.

Nous avons montré que les parametres cinétiques mesurés en RMN et UV-Visibles sont
comparables pour une concentration de 0,5 mM en cyanure. Nous avons ainsi montré que le
comportement en bi-exponentielle du signal observé lors d’expériences en de spectrophotométrie
UV-Visible est d( a la présence des deux formes isoméres de ’"héme.

Ces deux formes n’ont pas la méme réactivité. La forme isomére A est plus réactive que la
forme isomere B. La réactivité de la forme isomére A est régie par un mécanisme structural
permettant un positionnement optimal de I’heme pour fixer un ligand. Il implique plusieurs facteurs.
Il s’opere lorsque I’'héme est hexacoordiné, que ce soit par I'histidine 64 ou la lysine 67. En revanche,
pour la Ngb H64V hexacoordinée par une molécule d’eau, la fixation du cyanure semble se réaliser
via un mécanisme comparable a celui classique d’ « histidine-gate ». La présence de I'H64 chez la Ngb
WTox est donc un élément nécessaire, voir déclenchant, du mécanisme de fixation de ligands.

De plus, ce mécanisme implique la participation de différentes parties structurales de la
protéine. La réduction du pont disulfure, couplée a une mutation entraine une perte significative de
la réactivité de la forme isomére A. Un effet coopératif entre le pont disulfure et les acides aminés au
voisinage de I’héme est donc mis en jeu pour que la fixation du cyanure se déroule de fagon efficace.

Les mutations H64V et F106L affectent également la réactivité de la forme isomére B. Elle
est aussi dirigée par ce mécanisme mais de fagon moins efficace. Notamment, la constante cinétique
associée a la fixation du CN sur de la forme isomére B dans le cas de la Ngb A90P ou dans les cas de la
Ngb WT.q et Ngb C46G n’est pas impactée. Ces éléments structuraux qui participent a la réactivité de
la forme isomére A n’ont donc pas d’effet sur la réactivité de la forme isomére B.
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Ce projet de theése s’inscrit dans le cadre d’une étude structurale de la neuroglobine
humaine, une protéine principalement située dans le cerveau et la rétine et dont le role demeure
encore inconnu (Burmester et al., 2000). Elle posséde une séquence en acides aminés particulieres
vis-a-vis des autres globines. Plusieurs spécificités structurales sont associées a cette séquence
(Chapitre ). Cependant les relations entre ces spécificités et les fonctions de la Ngb sont encore mal
déterminées. L'objectif de cette these a alors été de montrer I'influence d’éléments structuraux sur
les propriétés et la réactivité de la Ngb. Pour ce faire, les mutations A90P, C46G, F106L et H64V
situées au niveau de positions et de roles particuliers au sein de la Ngb ont été réalisées (Chapitre ).
Au travers des expériences, nous avons alors pu montrer que différents facteurs régulaient la
structure secondaire de la Ngb. Cela permet a la Ngb de mettre en jeu un mécanisme structural
particulier lors de la fixation de ligands. Le pont disulfure et I’hexacoordination réalisée par I’histidine
distale y ont un role primordial. Ce mécanisme structural rend une forme isomere de I'"heme plus
efficace lors de la fixation de ligands, ce qui pose la question de I'existence in vivo de ces deux formes
isomeres.

e Une structure secondaire fagonnée par différents acides aminés

Malgré une séquence en acides aminés peu identique aux autres globines, la Ngb WT
conserve une structure tridimensionnelle relativement superposable a celles de la Mb WT et de I'Hb
WT. La Ngb WT posséde donc des acides aminés particuliers qui influent sur sa structure, la faisant
correspondre aux autres globines.

Un premier élément important que nous avons mis en évidence dans la structuration de la
Ngb est la présence du pont disulfure. Les caractérisations que nous avons effectuées, notamment
en DC, montrent que lorsque le pont disulfure est réduit, que ce soit chez la Ngb WT..q ou chez les
variants, il y a une diminution des structures de type boucle et désordonné au profit d'une structure
en hélice a. Les résultats de RMN chez les différentes protéines indiquent a chaque fois une
perturbation de la structure de I’environnement de I’heme.

L’histidine 64 est un autre élément structurant d’importance. Sa mutation entraine une perte
de la stabilité de la protéine, avec un pHi/; de dissociation de ’heme de 4,5 au lieu de 2,9 pour la Ngb
WTox. Une perte de la structure en hélices a a également été observée a différents pH chez la Ngb
H64V. L’hexacoordination avec I’"héme participerait donc au maintien de la structure secondaire en
hélices de la protéine.

Dans le cas de la Ngb A90P., les caractérisations spectroscopiques que nous avons
effectuées montrent quelques différences avec la Ngb WT... Le spectre de DC montre une perte en
hélices a a pH 7,4. Ce résultat est en accord avec des observations faites sur I'effet d’'une proline a
cet emplacement sur des fragments d’acides aminés correspondant a I’hélice F chez la Mb ou chez la
Ngb (Codutti et al., 2009; Picotti et al., 2004). L’alanine 90 de la Ngb WT. a donc un effet structurant
sur les hélices de la protéine. Elle semble aussi participer a la structuration du voisinage de ’héme et
a son positionnement. Le spectre RMN de la Ngb A90P. révéle un léger réarrangement de ’heme et
de ses acides aminés environnants au sein de la protéine. De plus, lorsque cette mutation est
couplée a la réduction du pont disulfure, la capacité de la protéine a fixer ’'heme apres dénaturation
a pH acide est drastiquement diminuée au contraire de la Ngb WTox.
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Un fait remarquable que nous avons mis en évidence est que les différentes
mutations, hormis la Ngb H64V, n’affectent pas ou peu les propriétés du site actif. Ni la réduction du
pont disulfure, ni les mutations A90P et F106L ne provoquent de changements dans I'allure du
spectre UV-Visible. Les propriétés de dissociation de I'héme vis-a-vis du pH sont d’ailleurs bien
conservées. Seuls les coefficients d’extinction molaire sont modifiés. lls traduisent une perturbation
de I'environnement électronique de I'heme résultante, comme nos observations précédentes, de
modifications structurales de la protéine.

Le rbole des acides aminés A90 et F106 ainsi que du pont disulfure semble donc
majoritairement intervenir sur la structure plutot que sur les propriétés de 'héme. Nous allons
d’ailleurs étudier dans la suite leurs influences dans le mécanisme structural a I'origine de la
réactivité de la Ngb.

e Un mécanisme structural régissant la fixation de ligands

Il a été mis en évidence grace a I’étude cristallographique de la Ngb-CO de murine et par des
simulations en dynamique moléculaire que la fixation de ligands s’accompagnait d’un glissement de
I’'héme au sein de la cavité distale (Anselmi et al., 2007, 2008; A. Bocahut et al., 2009; Nadra et al.,
2008; Vallone, Nienhaus, Matthes, et al., 2004; Xu et al., 2011; Xu et al., 2010). Ce glissement est
accompagné de mouvements structuraux des hélices C a G ainsi qu’'une modification des cavités en
fonction de I'état coordination de I’héme. Il permettrait un positionnement optimal de I'héme par
rapport a une nouvelle cavité distale, formée lors de son glissement par association et déplacement
de cavités au préalable en contact avec le solvant.

Les études de cinétiques réalisées pendant la thése ont permis de fournir pour la premiere
fois plusieurs preuves de la présence d’un tel mécanisme in vitro lors de la fixation d’un ligand, le
cyanure, chez la Ngb humaine en solution.

En effet les cinétiques de fixation du cyanure sur la Ngb A90P et la Ngb F106L montrent que
ces deux acides aminés sont impliqués dans la réactivité de la Ngb WT.. Les mutations de ces deux
acides aminés perturbent la réactivité de la cinétique, contribuant a rendre la fixation du cyanure, qui
est I'étape cinétique limitante, moins efficace.

La mutation A90P affecte la structure secondaire en hélices, notamment en déstabilisant
I’'hélice F. Or le glissement de I'héme s’accompagne d’'un mouvement important de [’histidine
proximale F8 et par voie de conséquence de I'ensemble formé par les hélices F et G et la boucle FG
(A. Bocahut et al., 2009; Xu et al., 2011; Xu et al., 2010). Cette mutation fait alors ressortir
I'importance structurale de I’hélice F dans ce mécanisme. La présence d’une alanine en position 90
permettrait d’assurer la structure nécessaire a I'hélice F pour effectuer son mouvement
accompagnant le glissement de I’"héme.

La présence inhabituelle, comparée a la Mb, de la F106 en position G5, n’induit pas de
modifications structurales a pH physiologique qui pourraient expliquer la baisse de réactivité
observée. Le role de cet acide aminé dans la cinétique de fixation de ligands est donc directement lié

160



Chapitre VI : Discussion et conclusion

au mécanisme de fixation en lui-méme. Les études de cristallographie de la Ngh-CO de murine et de
dynamique moléculaire de la Ngb humaine (Vallone, Nienhaus, Matthes, et al., 2004; Xu et al., 2010)
montrent que la position de cet acide aminé est grandement affectée par le glissement de I’'heme.
Pour que I’héme bascule, il faut que la chaine latérale de la F106 pivote hors de la zone proximale
gu’elle occupe. Il y a donc une vraie corrélation entre les deux effets ce que corrobore le
remplacement de la F106 par une leucine. En supprimant le groupement aromatique de la chaine
latérale, I'effet de la rotation de cette derniére serait perturbé, voire supprimé. Le mouvement
intrinseque de la structure, et donc de I’heéme, en serait réduit. L’étape de fixation du ligand en serait
affectée, contribuant, a basse concentration en cyanure, a I'apparition d’'une phase cinétique plus
lente que celle observée pour la Ngb WTo aussi bien pour la forme isomere A que pour la forme
isomere B.

L'A90 et la F106 interviennent donc dans les mouvements structuraux de la partie proximale
de I’'héme de la Ngb lors de la fixation de ligands. L’étude de la réduction du pont disulfure chez la
Ngb WT et les variants nous a fourni une approche des mouvements structuraux de la partie distale
de la protéine.

e L’état d’oxydation du pont disulfure comme régulateur du
mécanisme de la cinétique de fixation de ligand

La participation de la boucle CD, comprenant le pont disulfure, a déja été évoquée grace a
des études cristallographiques sur la Ngb humaine et la Ngb triplement mutée au niveau de ces trois
cystéines (Guimaraes et al., 2014; A. Pesce et al., 2003) et a des études de dynamique moléculaire
chez ’humain et la murine (Anselmi et al., 2007, 2008; A. Bocahut et al., 2009; Xu et al., 2011; Xu et
al., 2010). Le premier point important ayant été montré est que lorsque I'histidine distale effectue
une rotation en se dissociant, cela provoque un rapprochement de la boucle CD vers I’heme. Elle
pourrait alors interagir avec ce dernier, via notamment la tyrosine 44 et participer a son mouvement
de bascule en le poussant vers l'intérieur de la protéine. Un deuxieme point abordé est que la boucle
CD est structurée par la présence du pont disulfure entre les cystéines 46 et 55. La réduction du pont
disulfure entraine notamment une flexibilité accrue de la boucle CD et une meilleure affinité de
I’histidine 64 pour I’heme, ce qui empécherait sa dissociation.

Nous avons étudié pendant la these I'effet in vitro de la réduction du pont disulfure sur les
cinétiques de fixation du cyanure chez la Ngb WTrq et chez les différents variants. Nous avons
également analysé la réactivité du variant Ngb C46G ol le pont disulfure est absent afin de servir de
comparaison.

Nos résultats montrent que la réduction du pont disulfure contribue a diminuer la réactivité
de la cinétique de fixation du cyanure chez la Ngb WT ou chez les variants. Ces observations
semblent confirmer I'implication de la boucle CD, structurée par le pont disulfure, dans le mécanisme
structural a l'origine du glissement de I’heme. La boucle CD, lorsque le pont disulfure est réduit,
perdrait donc sa structure native ce qui peut diminuer ses interactions avec I’héme, notamment celle
de la tyrosine 44 avec les groupements propionates. Ainsi, le mécanisme de glissement de I’'héme en
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partie assuré par l'interaction de la boucle CD avec ce dernier lorsque I’histidine distale se dissocie
serait perturbé par la modification de la boucle CD.

Le mécanisme de glissement de I’heme est donc la résultante d’un effet coopératif entre le
mouvement de la boucle CD et les mouvements d’acides aminés voisins de I'heme (Figure VI. 1). La
boucle CD participerait a pousser I’héme vers l'intérieur de la protéine. Le mouvement de la chaine
latérale de la F106, repoussée par le glissement de I’héme, permettrait alors d’ouvrir la cavité
proximale. Enfin le mouvement de I’heme serait facilité par la structure de I’hélice F portant
I’histidine proximale.

Figure VI. 1- Structure de la Ngb avec ’héme (bleu foncé), les histidines distale et proximales (bleu clair), la tyrosine 44
(vert), les cystéines 46 et 55 formant le pont disulfure (jaune) et la phénylalanine 106 (violet). L’éclair illustre la

dissociation de I’histidine distale. Les fléches indiquent les mouvements mis en jeu.

Dans ce mécanisme structural, la dissociation de I’histidine distale représenterait une étape
clé pour initier le mouvement de I’"heme.

e L|’héxacoordination de [I'histidine distale serait un facteur
déterminant de ce mécanisme ... peut-étre déclenchant ?
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Les résultats de la cinétique de fixation du cyanure sur différentes globines sont reportés ci-
dessous (Tableau VI. 1). La réactivité des deux formes isomeres A et B de la Ngb WT.x est beaucoup
plus faible, d’un facteur 100 et 1000 respectivement, que celles mesurées pour d’autres globines.

Afin de comparer, la fixation du cyanure a aussi été étudiée chez la Ngb H64V,. Dans le cas
de ce variant, nous avons déterminé trois constantes cinétiques. Nous avons pu attribuer deux de ces
constantes, ka et kg, a la réaction du cyanure sur les formes isomeres de I’héme hexacoordiné par la
lysine 67. La troisieme constante, k, représente la fixation du cyanure sur ’héme hexacoordiné par
une molécule d’eau de la Ngb H64V.. Il s’agit de la forme majoritaire en solution. La valeur
déterminée pour cette constante est comparable a celles des autres globines.

La Ngb H64V avec I'heme hexacoordiné par une molécule d’eau est la forme qui se
rapproche le plus, d’'un point de vue coordination de I’'héme, de la Mb. La réactivité de la forme
majoritaire de la Ngb H64V,,, comparable a la réactivité de la Mb WT, pourrait donc s’expliquer par
un mécanisme d’ « histidine gate » semblable a celui de la Mb. Ce mécanisme consiste en la rotation
de I'histidine E7 ouvrant la cavité distale au ligand externe (Bolognesi et al., 1982; Johnson et al.,
1989; Ringe et al., 1984).

k(M?ts?) | ka(Mts?) | ks (M™s?)

Ngb WTox (humaine) 1,5+0,1 | 0,16 £0,01

Ngb H64V., (humaine) 250+ 10 68 £2 15 0,1
Mb WT (humaine)* 230
Mb H64V (humaine)* 28
Mb WT (grand cachalot)* 320
Mb H64V (grand cachalot)* 21
Hb tétramere (humaine)** 110
Hb chaine-a (humaine)*** 170
Hb chaine-B (humaine)*** 160

*(Dou et al., 1996), pH 7,0, 20 °C
**(Gibson, Parkhurst, & Geraci, 1969), pH 7,0, 20 °C
***(Gibson et al., 1969), pH 6,05, 20 °C

Tableau VI. 1- Constantes cinétiques de fixation du cyanure sur différentes globines. La constante k désigne les constantes
cinétiques dans les cas ou la différence de réactivité des deux formes isoméres n’est pas distinguable. Les constantes ka
et kg désigne les réactivités des formes isomeéres A et B respectivement. Les conditions expérimentales pour la Ngb WT,y

et la Ngb H64Vox sont pH 7,4, 25 °C.

Dans le cas de la Ngb H64V.x nous avons montré par DC que la perte de la structuration en
hélices a se fait au profit de structures de type boucle ou désordonné, plus labiles que les hélices a.
Ces observations peuvent étre associées a la création de cavités particulieres au variant, et plus
généralement a une meilleure exposition a des ligands externes de I’'heme de la protéine. Il a
notamment été montré lors de simulations chez la Ngb H64V de souris (Xu et al., 2011), que la
mutation entraine une augmentation importante en taille de la cavité Phantom 1 située au-dessus de
la partie distale de I’'heme.

L'approche du ligand chez la Ngb H64V se ferait donc potentiellement via la cavité Phantom
1 ouverte grace a la mutation. Il s’agit d’une voie d’accés différente de celle mise en jeu chez la Mb
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(Figure). Chez la Mb, le remplacement de I’histidine par une valine diminue la réactivité de fixation
du cyanure d’un facteur 10 environ (Tableau VI. ). Il a été montré que c’était di a une augmentation
du caractere apolaire de la cavité d’acces a I’héme a cause de la chaine latérale de la valine qui se
situe dans cette cavité (Gibson et al.,, 1969). Dans le cas de la Ngb H64V., la réactivité étant
identique a celle de la Mb WT, cela signifie que la cavité d’acces ne comprend pas la chaine latérale

de la valine. La cavité Phantom 1 pourrait correspondre.

Figure VI. 2- A gauche : Schéma représentatif de la direction d’approche d’un ligand externe chez la Mb WT (fleche rouge)
et de la potentielle direction d’approche d’un ligand externe chez la Ngb H64V. (fleche bleue). La structure
tridimensionnelle représentée est celle de la Ngb WT avec ’héme (bleu foncé) et les histidines distale et proximale (bleu
clair). A droite : Structure de la Ngb WT,, dans sa forme pentacoordinée (H64 dissociée) obtenue par dynamique
moléculaire. Les cavités représentées sont la cavité distale (DP), les cavités xénon 1 (Xel), xénon 2 (Xe2) et xénon 4 (Xe4)

et la cavité Phantom (Ph1) (A. Bocahut et al., 2009).

Ainsi la Ngb H64V., et la Ngb WT, possederaient des réactivités différentes a cause de la
nature du mécanisme régulant la fixation de ligands. L’élément déclenchant pour I'exécution d’'un
mécanisme plutdt que I'autre serait alors la présence d’un ligand distal endogéne. Sa dissociation
requerrait un mécanisme particulier, propre a la Ngb.

Les résultats obtenus pour les cinétiques de fixation du cyanure sur la Ngb H64V
hexacoordinée par la lysine 67 vont dans ce sens. Ce cas est comparable au schéma réactionnel de la
Ngb WTox dans la mesure ou I’héme y est également hexacoordiné par un ligand endogene. Les
valeurs des constantes cinétiques pour chaque forme isomére ont été déterminées (Tableau VI. 1). La
réactivité est meilleure que pour la Ngb WT.« mais reste inférieure a la réactivité de la Ngb H64V
hexacoordinée par une molécule d’eau.

La lysine 67 se situe au niveau des résidus frontiéres de la cavité distale formée lors du
glissement de I’'heme (A. Bocahut et al., 2009; Orlowski & Nowak, 2008). Ainsi I'heme hexacoordiné
par la lysine 67 demeure dans une position déja partiellement orientée vers la position finale qu’il
occupe lors du glissement. Ceci explique potentiellement la meilleure réactivité obtenue pour les
deux formes isomeres.
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Il faut néanmoins souligner I'intervention d’autres facteurs possibles. Tout d’abord I'affinité
de la lysine 67 pour I’héme est probablement plus faible que celle de I'histidine 64 ce qui fait qu’elle
peut se dissocier plus facilement. Enfin nous avons discuté dans le point précédent de la création
d’une cavité facilitant I'acheminement du ligand vers I’'héme par rapport a la Ngb WT ce qui pourrait
aussi expliquer une meilleure réactivité.

Le mécanisme expliquant la réactivité de la Ngb WT serait donc dd a un effet coopératif de
différents éléments structuraux sur le positionnement de I’héme. Cet effet serait intié par la rupture
de la liaison du ligand distal endogéene. L’'héme est alors dirigé vers l'intérieur de la protéine, dans
une position plus optimale pour la fixation de ligands. Cependant, ce mécanisme semble dépendant
de la forme isomére de I'héme.

e Une forme isomeére A plus réactive

L'heme de la Ngb existe sous deux formes isoméres obtenues par une rotation de 180°
autour de I'axe a-y de I’'héme (Du et al., 2003; Xu et al., 2009). Des études en RMN (A. Bocahut et al.,
2013) ont également permis de mettre en évidence des cinétiques de fixation du cyanure différentes
en fonction de la forme isomere de I'heme en suivant I'évolution dans le temps de signaux
caractéristiques de chaque forme isomeére. Les analyses de cinétiques de fixation de ligands avec des
techniques exploitant les domaines de I'UV-Visible ou de la fluorescence présentent la difficulté de
ne pas posséder des signaux propres a chaque forme isomere. L'influence des deux formes isomeres
sur les résultats a été avancée parmi d’autres facteurs sans étre formellement établie (S. Dewilde et
al.,, 2001; A. Fago, Mathews, A. J., Dewilde, S., Moens, L., Brittain, T., 2006; Herold et al., 2004;
Smagghe et al., 2006).

Nous avons établi durant la these des modeles cinétiques correspondant a chaque technique
employée. La comparaison entre les résultats a une méme concentration en cyanure pour la RMN et
la spectrophotométrie UV-Visible résolue en temps nous a permis de valider un modele cinétique en
bi-exponentielle reflétant la réactivité de chaque forme isomére pour la spectrophotométrie UV-
Visible résolue en temps. Les résultats des constantes cinétiques de I'évolution obtenus pour la Ngb
WTo confirment la réactivité différente des deux formes isomeres observées en RMN. La forme
isomere A est plus réactive que la forme isomere B. Les constantes cinétiques de la fixation du
cyanure déterminées pour les formes isoméres A et B sont respectivement 1,5 + 0,1 M1s? et
0,16 +0,01 Mts™,

La Ngb est la premiére globine a avoir été identifiée avec une forte proportion des deux
formes isomeéres (A. Bocahut et al., 2013; Du et al., 2003; Xu et al., 2009). Chez I'Hb ou la Mb
humaines, la présence des deux formes isomeéres a aussi été identifiée a I'état sauvage (Gerd N. La
Mar, 1984; Ishikawa, Takahashi, Ishimori, & Morishima, 2004; Jue & La Mar, 1984; La Mar,
Yamamoto, Jue, Smith, & Pandey, 1985). Cependant a I’équilibre, les proportions sont nettement en
faveur de la forme isomére A présente de 90 % a 98 % en fonction des espéces. Des proportions
identiques a celles trouvées pour la Ngb sont trouvées dans le cas de globines recombinées, c’est-a-
dire formées par insertion de I’héme dans la forme apo-globine (Docherty & Brown, 1982; Jue & La

165



Chapitre VI : Discussion et conclusion

Mar, 1984; La Mar et al., 1978; Shulman et al., 1969; Yee & Peyton, 1991). Néanmoins, ni les formes
de Hb ou Mb sauvages, ni les protéines recombinées ne montrent de réactivités différentes en
fonction des formes isomeres (Aojula et al., 1987; Light et al., 1987; Rwere, Mak, & Kincaid, 2008).

La différence de réactivité entre les deux formes isomeres semble étre attribuable au
mécanisme de glissement de I'héme. En effet, lorsqu’un élément structural intervenant dans ce
mécanisme est modifié, la réactivité de la forme isomere A est a chaque fois la plus perturbée.
Notamment la réduction du pont disulfure entraine une diminution de la réactivité de la forme
isomere A alors que la forme isomére B ne semble pas affectée. Lorsque la réduction du pont
disulfure est de plus couplée a la mutation F106L ou A90P, la réactivité de la forme isomere A devient
équivalente a celle de la forme isomeére B alors que la réactivité de la forme isomeére B n’est toujours
pas affectée.

La forme isomere A est donc plus dépendante du glissement de I’heme que la forme isomere
B. La forme isomere B semble tout de méme régie par ce mécanisme puisque les mutations F106L et
H64V ont un impact sur sa réactivité. Le mécanisme régulant la fixation de ligand serait donc plus
efficace pour la forme isomere A que pour la forme isomeére B.

Cette différence d’efficacité peut potentiellement s’expliquer par des interactions différentes
entre les chaines latérales de I’"heme et les acides aminés environnant. Les études en RMN sur les
formes isoméres de la Ngb WTo (Anthony Bocahut, 2011; Du et al., 2003; Xu et al., 2009) montrent
gue l'interaction de I’héme avec les acides aminés dans le proche voisinage (F42, F106, G93, V101 et
W148) dépend de I'emplacement des groupements méthyles, vinyles et propionates latéraux de
I’'heme et donc de la forme isomere concernée. Les études de ces interactions apres fixation du
cyanure révelent que pour la forme isomeére A, la plupart des interactions entre I’'heme et les acides
aminés voisins sont rompues alors que pour la forme isomére B la plupart de ces interactions sont
conservées. Il semble donc que le mouvement de glissement de la forme isomeéere A soit plus
conséquent que pour la forme isomere B. Une étude en dynamique moléculaire vient appuyer ces
observations (A. Bocahut et al., 2013). Il y est décrit que I'encombrement stérique des chaines
latérales de I’héme de la forme isomeére B est plus important au niveau de la cavité ou I’heme bascule
qgue pour la forme isomere A, ce qui génerait donc son basculement.

La Ngb WT, possederait donc un mécanisme régulant la fixation de ligands unique.
L’efficacité de ce mécanisme dépendant de la forme isomére de ’heme, I'existence des deux formes
in vivo est une piste a explorer quant a ses potentielles fonctions.

e Implications in vivo
Existence des deux formes isomeéres de I’héme

L’existence in vivo de Ngb présentant deux formes isoméres de I’"héme avec une réactivité
différente est d’un intérét biologique significatif. Il a déja été montré chez I’'Hb que la présence de
deux formes isomeres de I’héme pouvait induire une modification du taux d’auto-oxydation de
I’'héme ainsi qu’une modification de I'affinité de certains ligands (Yamamoto & La Mar, 1986).
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Cependant, comme nous l'avons présenté au point précédent, la Mb et I'Hb expriment a
I’équilibre une forme largement majoritaire, a plus de 90 %, qui correspond a la forme isomere A de
la Ngb. Les expériences menées sur des globines recombinées exprimant un taux plus élevé de forme
isomere B montrent que les proportions tendent vers I’équilibre ou la forme A prédomine en I'espace
de 24 heures (La Mar et al., 1985; Yamamoto & La Mar, 1986).

Par analogie, il serait tentant de postuler que la Ngb peut également atteindre un état
d’équilibre ou la forme A, qui est la forme la plus réactive et dépendante du mécanisme structural
particulier de glissement de I’'héme, se retrouve en proportion largement majoritaire. Cependant Du
et al. (Du et al., 2003) ont montré lors de leur étude par RMN que la proportion des deux formes
isomeres demeure stable sur plusieurs mois. Une étude sur de la Mb recombinée mutée en 1107 (G8)
(Ishikawa et al., 2004) a permis de mettre en évidence que le mécanisme de conversion de la forme
isomere B en forme isomere A se produit a I'intérieur de la protéine. lls ont également montré que la
mutation 1107F bloque le mécanisme de retour a I'équilibre. La taille importante de la cavité de
I’'héme de la Ngb (Du et al., 2003; A. Pesce et al., 2003; Vallone, Nienhaus, Brunori, et al., 2004) est
I'un des facteurs supposé du manque de sélectivité des formes isomeres. Elle pourrait étre
également un facteur permettant un déplacement de I'équilibre des proportions des deux formes
isomeres. Cependant, I’hexacoordination de I'histidine distale 64 et la présence de la F106 (G5) sont
probablement deux facteurs stériques empéchant un tel déplacement d’équilibre de se produire in
vitro. Il serait intéressant d’observer chez les variants H64V et F106L si une modification des
proportions des deux formes isoméres survient au cours du temps.

Nous avons testé durant la thése si la réversibilité du phénoméne d’entrée/sortie de I’lhéme
par dénaturation/renaturation en condition acide affectait les proportions des formes isoméres de
I’'héme. Le phénomene est pratiquement réversible dans le cas de la Ngb WT avec ou sans pont
disulfure. Les proportions obtenues sont identiques aux proportions initiales. En revanche, dans le
cas des mutations A90P et F106L, les proportions finales obtenues sont différentes. Cependant
I'intensité finale des signaux étant également plus faible que les intensités initiales, des facteurs
cinétiques et thermodynamiques sont a prendre en compte. Le processus de réinsertion de I’'heme
au sein de I'apo-Ngb est incomplet. Ces résultats indiqguent néanmoins clairement que ces acides
aminés, situés au proche voisinage de I’"héme, participent a I'équilibre des formes isoméres A et B
observé chez la Ngb WT.

Les proportions des deux formes isomeres ont été comparées entre de I'Hb produite par des
globules rouges humains et de I'Hb produite par de la levure (Mathews & Brittain, 2001). Leurs
résultats montrent qu’a I’état initial, les proportions des deux formes isomeres chez de I'Hb extraite
des globules rouges sont différentes de celles d’"Hb extraite a partir de la levure. lls suggérent donc
que lors de la production d’Hb in vivo, lI'insertion de I'heme dans I'apo-Hb est régie par un
mécanisme stéréochimique. Un tel mécanisme pourrait aussi survenir in vivo pour la production de la
Ngb, permettant la production préférentielle d’'une forme isomére.

Stabilité de la Ngb

Un point intéressant soulevé par Mathews et al. (Mathews & Brittain, 2001) est que
I’exposition de I’'Hb a un milieu de stress oxydant peut accélérer la réaction de retour a I’équilibre des
proportions des formes isoméres. Dans I'hypothése ol un tel comportement fonctionnerait aussi
pour la Ngb, cela exige qu’elle soit suffisamment stable dans des conditions oxydantes. Il a été
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montré que la mutation de I'histidine distale en leucine entraine une perte de la stabilité de la
protéine vis-a-vis du stress oxydant (Ezhevskaya, Trandafir, Moens, Dewilde, & Van Doorslaer, 2011).
La stabilité de la Ngb serait donc due en particulier a la présence de I'histidine distale.

Nous pouvons établir un paralléle avec les études de stabilité en fonction du pH qui ont été
réalisées durant la these. Il a été mis en évidence que les acides aminés H64 et A90 participent a
abaisser le pHi/, de dissociation de I’héme de la Ngb ainsi qu’a maintenir sa structure secondaire en
hélices a dans des conditions acides. Alors que la Ngb partage une structure tridimensionnelle
semblable aux autres globines, elle voit donc sa stabilité accrue vis-a-vis des autres globines, comme
la Mb humaine (Picotti et al., 2009).

L’hexacoordination réalisée par I'histidine distale est le facteur majeur impliqué dans la
stabilité de la protéine comme le montre nos études en fonction du pH ainsi que d’autres études en
fonction de la température et du pH (D. Hamdane et al., 2005; Picotti et al., 2009). Un autre effet
coopératif a été mis en évidence (A. Bocahut et al., 2013). Il implique le pont disulfure et I'histidine
distale dont I'affinité a ’lhéme est renforcée par la réduction du pont disulfure. Un fait intéressant est
gue le remplacement par ingénierie moléculaire (Boron et al., 2015; Wu et al., 2016) de la boucle CD
chez la Mb humaine pour recréer un pont disulfure comme chez la Ngb permet d’obtenir une Mb
partiellement hexacoordinée, a la stabilité accrue. En revanche, le remplacement de la boucle CD
chez la Ngb par celle de la Mb n’affecte pas I'état de coordination de I’'héme de la Ngb, qui reste donc
hexacoordiné. Cependant, les études de cinétique de fixation du CO sur la Ngb modifiée montrent
gue la constante de dissociation de I'histidine distale est plus élevée. L’affinité de I’histidine distale y
est donc plus faible. La comparaison avec les résultats de Bocahut et al. (A. Bocahut et al., 2013)
montre que le pont disulfure n’est pas le seul élément de la boucle CD a étre impliqué dans
I’équilibre des formes hexacoordinée/pentacoordinée de I’"héme. Cela va dans le sens de I'implication
de résidus comme la tyrosine 44 dans le mouvement de glissement de I’héme (Xu et al., 2010).

Controle oxydant in vivo du pont disulfure

Nos résultats montrent toutefois que I'état d’oxydation du pont disulfure joue un réle
essentiel dans le mécanisme de fixation de ligands, notamment en contribuant a rendre la forme
isomere A plus réactive.

Le pont disulfure pourrait donc étre impliqué dans un systeme d’oxydoréduction régulateur.
En fonction des conditions oxydantes du milieu ou en fonction de la présence d’un partenaire
d’oxydoréduction, la capacité de la Ngb a interagir avec des ligands serait affectée. Une telle
approche a été suggérée pour des travaux in vitro sur la capacité de la protéine a fixer I'anion
superoxyde (Yamashita et al.,, 2014). Il est montré que la Ngb n’est capable de fixer I'anion
superoxyde seulement lorsque le pont disulfure est formé. lls postulent alors qu’en condition
physiologique normale, la protéine demeure a un état réduit aussi bien pour le fer que pour le pont
disulfure. En cas d’augmentation des conditions oxydantes, la protéine passerait a un état Fe3* avec
pont disulfure capable de fixer I’anion superoxyde.

Le maintien de la protéine dans un état réduit pour le fer et le pont disulfure nécessite la
présence d’'un partenaire d’oxydoréduction. Un tel partenaire n’a pas encore été identifié in vivo.
Cependant il a été montré que de la Ngb ferrique incubée dans le cytosol de cellules neuronales
(Brittain & Skommer, 2012; A. Liu & Brittain, 2015) et aussi dans E.Coli (Moschetti et al., 2009) est
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réduite efficacement en Ngb ferreuse. Une autre étude in vitro a montré que le systéme (Giuffre,
2008) d’oxydoréductase NADH : flavurobredoxine pouvait également réduire efficacement la Ngb.

e Perspectives

BN

Deux points essentiels seraient donc intéressants a vérifier lors d’études in vivo. Tout
d’abord, nous venons de discuter de I'importance du pont disulfure et de son état d’oxydation. La
recherche d’un partenaire in vivo capable de controler le pont disulfure de la protéine peut s’avérer
essentiel pour déterminer le role potentiel de la Ngb dans son interaction avec des ligands.

De plus, comme nous en avons discuté plus haut, I'existence in vitro de deux formes
isomeres aux réactivités différentes chez la Ngb reléve d’une particularité propre a la protéine. La
démonstration de I'existence de ces deux formes isomeres ou seulement d’une forme isomére
particuliére pourrait donner plus d’indications sur les fonctions potentielles de la Ngb. En effet, si
contrairement a I’'Hb ou la Mb, la Ngb demeurait en solution avec des proportions significatives des
deux formes isomeres, cela suggérerait que la Ngb est impliqguée dans un mécanisme nécessitant une
réactivité en deux étapes ou alors que son réle n’est pas de fixer des ligands. Grace a la RMN et les
signaux caractéristiques fortement déblindés de la Ngb, 'existence des formes isoméres de la Ngb
sur des extraits cellulaires in vivo pourrait étre vérifiée.

Enfin, nos résultats soulignent I'importance potentielle de plusieurs autres acides aminés.
Notamment la tyrosine 44, sur la boucle CD, jouerait un réle capital dans le mécanisme de glissement
de I’'heme en aidant a diriger I'héme vers l'intérieur de la protéine. De nouvelles études de
caractérisation et de cinétiques de fixation de ligands sur le comportement de variants de ces acides
aminés pourraient venir confirmer le mécanisme avancé.
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Annexe A : Protocole d’utilisation de la colonne de Ni-

Nta

Mettre la solution en contact avec la résine Nickel (environ 20 mL) dans une bouteille de 100 mL.

Agiter pendant 1h a 4°C en chambre froide.

En chambre froide, déposer la solution dans la colonne.

Laver avec un tampon Tris HCI (10 mM) + Imidazole (5mM, pH7,5) jusqu'a ce que I'absorbance a
280nm soit inférieur a 0,1.
Laisser reposer la colonne pour la nuit puis le lendemain reprendre le lavage jusqu’a ce que

I’absorbance a 280nm soit de nouveau inférieur a 0,1.

Eluer avec du tampon Tris HCI (50 mM) + 300 mM imidazole pH8,5.

Récupérer les fractions et évaluer le rapport Asoret/A2so

Mélanger ensemble les fractions les plus pures, c’est-a-dire un rapport compris entre 2 et 3 et qui

sont les plus concentrées.

Exemple d’une purification de Ngb WT.

Fraction

2

3

10

11

Dilution

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

ASoret

0,025

0,17

0,23

0,21

0,53

0,60

0,55

0,52

0,45

0,45

0,098

Aago

0,077

0,1

0,09

0,23

0,28

0,25

0,21

0,16

0,21

0,029

Rapport
Asoret/Azgo

2,16

2,33

2,35

2,32

2,13

2,17

2,46

2,80

2,72

Fraction retenues : Fraction 5, 8 et 9.

Absorbance

0,65
0,60
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Figure A. 1- Profile d’élution de la Ngb WT sur colonne de Ni-NTA. De bas en haut : Spectres des fraction 1, fraction 11,

fraction 2, fraction 4, fraction 3, fraction 10, fraction 9, fraction 8, fraction 5, fraction 7, fraction 6.
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Annexe B : Protocole de vérification par spectromeétrie
de masse de la présence ou de l'absence du pont
disulfure chez la Ngb

Une solution de Ngb (ici de la Ngb WTo) a 500 uM (environ) dans du tampon d’acétate
d’ammonium pH 7,8 8 50 mM est injectée par electrospray grace a une seringue de débit 3 pL.min?
dans un spectromeétre de masse de type Bruker Apex Qe. Les protéines sont alors ionisées a
différents états de charge z par protonations successives. Le spectre obtenu (Figure B. 1 spectre vert)
présente ainsi différents signaux ayant pour valeur le rapport de la masse m de la protéine sur la
charge z d’un état ionisé. Pour remonter a la charge z d’un signal donné, il est possible a partir du
spectre d’accéder pour ce signal a son profil isotopique. Une fois la charge z déduite du profil
isotopique, il est faisable d’obtenir la masse m en multipliant la valeur du signal m/z par la charge z.
La masse théorique pour la Ngb WT avec le pont disulfure est de 16928,2 Da. Sur le spectre la charge
du pic X a été déterminée a z=1. La valeur m/z du pic correspond donc directement a la masse de la
protéine injectée. La masse obtenue est de 16927,8 Da, ce qui correspond a la valeur théorique a
I'incertitude de mesure prét. Cela confirme la bonne formation de la protéine. Il n’y a pas de pics de
masses proportionnelles supérieures qui apparaissent. Il n’y a donc pas de polymeres.

Ab
aerus | Ngb WTox sans DTNB

Ngb WT,« avec DTNB

3.5e+06

B73.3761

3 0e+0E 4 2.99e+08

2.5e+06

2 0e+06

1.5e+06

1 De+06

Pic X

5.0e+05
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y T
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Figure B. 1- Spectres de masse de la Ngb WT sans DTNB (vert) et avec DTNB (orange). L’écart entre un pic vert et un pic
orange consécutifs a été mesuré a m/z =197. L’échantillon injecté a une concentration en Ngb WT de 533 uM dans du

tampon d’acétate d’ammonium pH 7,8 a 50 mM .
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Pour identifier I'oxydation ou la réduction du pont disulfure, de I'acide 5,5’-dithiobis-2-
nitrobenzoique, DTNB (ou encore réactif d’Ellman) est ajouté. Il s’agit d’'une molécule réagissant
spécifiguement avec les thiols. Plus précisément, la réaction d’'une molécule de DTNB avec un thiol
conduit a la formation d’un pont disulfure entre le soufre du thiol et un TNB et a la libération d’un
NTB? en solution. Sur la Figure B. 1 sont comparés les spectres de masse de la Ngb WTo avec
(spectre orange) et sans DTNB (spectre vert). Il est observable que pour le spectre obtenu en
présence de DTNB, tous les pics sont décalés d’'une masse m/z d’environ 197, ce qui correspond a la
masse d’un TNB (198 g.mol™) moins la masse de I'atome d’hydrogéne que perd le thiol pour former
le pont disulfure. Il n’y a pas de pics correspondant a I'addition de deux NTBs ou plus sur la protéine.
Cela tend a prouve que deux des cystéines sont liées par un pont disulfure et que seule la cystéine
restante peut réagir avec le DTNB. Dans le cas de la Ngb WT., la cystéine 120 est le résidu qui est
libre et les deux autres cystéines en position 46 et 55 forment un pont disulfure.

Dans le cas de la Ngb WT,q, les spectres de masse analysés présentent un écart entre le
spectre avec et sans DTNB de m = 588 m/z. Cela correspond a la fixation de trois DTNB moins les trois
atomes d’hydrogéne perdus par les thiols pour former les ponts disulfures. Les trois cystéines sont
donc bien libres. Le spectre de masse ne présente pas de pics correspondant a la fixation d’un seul
thiol. Il n’y a donc pas de possibilité d’avoir de la Ngb WTo.
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Annexe C: Résultats des déconvolutions des spectres
de DC obtenues pour chaque type de structure
secondaire en fonction du pH pour la Ngb WT et ses
variants.

Les résultats sont présentés avec les écarts types.

Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb WTox - pH 2,3 72 +13 22 11+3 15+9
Ngb WTox - pH 4,5 77 +5 22 9+4 13+ 10
Ngb WTox - pH 7,4 80+3 242 5+5 1345
Ngb WToy - pH 9,5 77 +4 22 912 14 +3

Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb F106Loc-pH2,3| 718 2+1 12+2 15+5
Ngb F106Lox-pH 4,5 | 949 0+0 3:4 35
Ngb F106Loc-pH7,4 | 908 1+1 5+3 4t6
Ngb F106Loc-pH9,5 | 918 1+1 66 23

Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb A90Pox-pH 2,2 58+1 4+1 16+3 23+3
Ngb A90P.x -pH 4,5 80+2 3+1 12+2 6+4
Ngb A90P. -pH 7,4 71+5 2+1 11+3 16+2
Ngb A90P.x -pH 9,5 93+2 1+0 5+1 0+1

Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb H64Vo - pH 2,2 61+3 3+2 13+2 23+2
Ngb H64Vo - pH 4,5 61+11 4+2 13+2 22+11
Ngb H64Vo - pH 7,4 67 %5 3+2 12+3 18+3
Ngb H64Vo - pH 9,5 68 +2 2+2 11+3 19+3
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Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb WTreq - pH 2,3 82+6 0£0 9+1 93+6
Ngb WTreq - pH 4,5 98 +2 0t1 1+1 0+0
Ngb WTreq - pH 7,4 97+3 0t1 1+2 1%2
Ngb WTeq - pH 9,5 97+3 0£0 3+2 0t1

Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb C46G - pH 2,3 98 +1 0+0 1+1 1+1
Ngb C46G - pH 4,5 98 +2 0+0 1+1 1+2
Ngb C46G - pH 7,4 98 +2 0t1 242 0+0
Ngb C46G - pH 9,5 99+3 0£0 0£0 1+1

Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb F106Leq-pH 2,2 82+11 0+1 0+1 8+11
Ngb F106L;eq -pH 4,5 86+3 2+1 4+4 9+7
Ngb F106Leq -pH 7,4 93+3 00 64 00
Ngb F106L;eq -pH 9,5 96 +4 0+1 3+4 0+1

Hélices (%)

Feuillets (%)

Boucles (%)

Désordonnées (%)

Ngb A90P;eq - pH 2,2 76+8 0+0 10+2 13+7
Ngb A90P;eq - pH 4,5 89+5 1+1 6+3 4+6
Ngb AS0P;eq - pH 7,4 97+3 0+0 2+2 1+2
Ngb A90P;eq - pH 9,5 97 +4 0+0 2+3 1+2
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Annexe D: Spectres RMN 1H des variants A90P,.q et
F106Lred
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Figure D. 1- Spectres RMN H de la Ngb A90P,, (vert) et de la Ngb A90P,.4 (bleu) entre 31 et 38 ppm. Les concentrations

des protéines sont de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a T = 25 °C.
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Figure D. 2- Spectres RMN H de la Ngb A90P, (vert) et de la Ngb A90P,.4 (bleu) entre 10 et 24 ppm. Les concentrations

des protéines sont de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4a T = 25 °C.
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Figure D. 3- Spectres RMN *H de la Ngb A90P,, (vert) et de la Ngb A90P,.q (bleu) entre -6 et 10 ppm. Les concentrations

des protéines sont de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4 a T = 25 °C.
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Figure D. 4- Spectres RMN H de la Ngb F106L., (vert) et de la Ngb F106L..4 (bleu) entre 32 et 38 ppm. Les concentrations

des protéines sont de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4a T = 25 °C.
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Figure D. 5- Spectres RMN H de la Ngb F106L., (vert) et de la Ngb F106L..4 (bleu) entre 10 et 24 ppm. Les concentrations

des protéines sont de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4a T =25 °C
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Figure D. 6- Spectres RMN 1H de la Ngb A90P,, (vert) et de la Ngb A90P,.q (bleu) entre -6 et 10 ppm. Les concentrations

des protéines sont de 100 uM dans du tampon phosphate 65 mM pH 7,4a T = 25 °C.
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Annexe E: Evolution de 1'absorbance de la bande de
Soret en fonction du pH pour la Ngb C46G
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Figure E. 1- Evolution de la bande de Soret (A = 411 nm) pour la Ngb C46G (carré noir), la Ngb C46G .y (triangle bleu), la
Ngb C46G,.q (rond rouge) en fonction du Ph. Les nuages de points ont été normalisés par rapport a 1,0 a pH 7,4. La

concentration des protéines est de 8 uM dans du tampon phosphate + acide citrique au pH désiré a T = 25 °C.
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Annexe F: Spectres de DC des variants en fonction du
pH
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Figure F. 1- Spectres de DC de la Ngb H64V (C =8 uM) a 25 °C a pH 2,3 (carré noir), pH 4,5 (rond rouge), pH 7,4 (pyramide
bleue) et 9,5 (triangle vert).
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Figure F. 2- Spectres de DC de la Ngb A90P,, (C = 8 uM) a 25 °C a pH 2,3 (carré noir), pH 4,5 (rond rouge), pH 7,4
(pyramide bleue) et 9,5 (triangle vert).
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Ellipticité molaire par résidu (deg.cmz.mol'1)

100000

N
80000 k  a
!V"va
) v
60000 - "o god
l:-- Va
40000 | %
ll. VA
v
20000 | . 2
[ ] V.
0r veo
L] : PY .a“d
Ao u
-20000 |- ..vq [ ...'-' 3o
@,
"uiy - S T
-40000 |- 844X RYHEE
-60000 L L L L
190 200 210 220 230

Longueur d'onde (nm)

240

Figure F. 3- Spectres de DC de la Ngb A90P,e, (C = 8 uM) a 25 °C pH 2,3 (carré noir), pH 4,5 (rond rouge), pH 7,4 (pyramide

bleue) et 9,5 (triangle vert).
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Figure F. 4- Spectres de DC de la Ngb F106L. (C = 8 uM) a 25 °C a pH 2,3 (carré noir), pH 4,5 (rond rouge), pH 7,4

(pyramide bleue) et 9,5 (triangle vert).
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Figure F. 5- Spectres de DC de la Ngb F106L,.q (C = 8 uM) a 25 °C a pH 2,3 (carré noir), pH 4,5 (rond rouge), pH 7,4

(pyramide bleue) et 9,5 (triangle vert).
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Figure F. 6- Spectres de DC de la Ngb WT,.q (C =8 uM) a 25 °C a pH 2,3 (carré noir), pH 4,5 (rond rouge), pH 7,4 (pyramide

bleue) et 9,5 (triangle vert).
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Figure F. 7- Spectres de DC de la Ngb C46G (C =8 uM) a 25 °C a pH 2,3 (carré noir), pH 4,5 (rond rouge), pH 7,4 (pyramide
bleue) et 9,5 (triangle vert).
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Annexe G: Tableaux des valeurs moyennes des
parametres d’ajustement pour les cinétiques de
fixation du cyanure de la Ngb WT et des variants en

fonction des concentrations en cyanure

[CN] (mM) | yo (Mt.cm™) an (MLem?) | ks (103s7) | ag (ML.cm™?) | kg (103 s72)
0,5 | 115810+ 2477 | 7244 +2920 | 0,6 + 0,05 | 8910+1342 | 0,1 +£0,02
7| 118416 +867 | 5777 +1411 | 2,1+0,2 | 7824+2279 | 0,8+0,05
12 | 110209+143 | 6670+430 | 9,6+1,7 | 15115369 | 1,6+0,2
21 | 115593 £+ 1580 | 7972 £ 3312 233 8361+1564 | 45+0,4
85 | 116038 £ 2127 | 10626 + 678 746 5140+ 1715 12+£2
150 | 114572 +863 | 11329+414 | 268 £ 22 5584 + 577 324
256 | 119803 £ 1949 | 9979+ 1447 | 34175 3073 £162 44 +3
355 | 121106 £ 1304 | 8435752 524 + 27 2890 £ 426 56+ 16

Figure G. 1- Valeurs moyennes des paramétres d’ajustement de la Ngb WT,, pour les expériences en UV-Visible de la

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.

[CN] (mM) | yo(Mlcm?) | aa(MLecm?) | ka(103s?) | ag(Mtecm?) | ks (103 s?)
0,5 173729+2181 | 18047 +861 | 0,11+0,03 | 18047 +861 | 0,11+ 0,03
43 172870 £ 355 15073 + 292 42 + 0,08 5443 + 161 55%0,2
128 172037 £ 2803 | 12482 + 5598 557 9037 £ 2249 15+£2
256 167814 £+ 2335 | 9037 £ 2939 136 £52 17461 + 6059 416
363 173118 £ 598 | 16520+ 1719 174 £ 17 4748 £ 1077 349
402 166633 £ 561 | 12390 £ 2322 307 £42 15083 + 2113 96+12

Figure G. 2- Valeurs moyennes des paramétres d’ajustement de la Ngb WT,.q pour les expériences en UV-Visible de la

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.

[CN] (mM) | yo(Mlcm?) | aa(MLecm?) | ka(103s?) | ag(Mtem?) | ke (103 s?)
0,5 169019 + 3623 | 13039 £+ 3686 | 0,09 +0,01 | 13039 +3686 | 0,09 +0,01
25 164610 + 19 15019 + 126 3,1 £0,1 3153 +63 0,18 £ 0,01
64 156278 £+ 347 | 4339+ 1269 21 £6 22411 £ 960 6+0,2
128 156437 + 450 | 19548 + 1507 65 +3 7785 + 1290 24+5
256 160752 + 3823 | 8331 +1281 170 £22 | 14308 + 3785 54+7
376 160559 +4282 | 17190 £ 3403 | 270 +69 8351 +4974 83+43

Figure G. 3- Valeurs moyennes des parametres d’ajustement de la Ngb C46G pour les expériences en UV-Visible de la

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.




[CN] (mM) | yo(Mlem?) | aa(MLecm?) | ka(103s?) | ag(Mtem?) | ks (103 s?)
0,5 143190 £ 4739 1157 £ 273 0,32+0,08 | 7364 +£4430 | 0,06 £0,02
43 132552 £ 245 8886 + 2197 9+2 10373 +2110 | 3,4+0,3
145 131835 +315 | 13513 £1273 463 6526 + 1166 14+3
325 138662 + 402 6866 + 948 169 + 20 7295 + 717 395

Figure G. 4- Valeurs moyennes des parametres d’ajustement de la Ngb A90P,, pour les expériences en UV-Visible de la

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.

Figure G. 5- Valeurs moyennes des paramétres d’ajustement de la Ngb A90P,.4 pour les expériences en UV-Visible de la

[CN] (mM) | yo (Mtcm?) | aa (Mt.cm™) k (103 s?)
0,5 140619+ 192 | 11389+378 | 0,081 + 0,001
1 137517 +8 13788 +26 | 0,1142 +0,0004
7 135740+ 22 | 15326 £ 186 1,41 £0,03
85 131622 £+ 374 | 19555 £ 261 5904
145 131680 £ 204 | 19204 £ 180 30+0,8

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.

[CN] (mM) | yo(MLem?) | aa(Mlem?) | ko (103s?) | ag (ML.ecm?) | ks (103 s?)
0,5 130202 +£1338 | 11168 +1136 | 0,13 +0,01 | 11168 +1136 | 0,13 +£0,01
7 124990 + 1817 | 11249 £+ 315 1,6 £0,2 4959 £ 226 0,23+0,01
25 126590 + 3266 | 10480 4042 31 3256+1936 | 0,31+0,1
64 125832 + 2378 | 10800 * 987 17 +6 5087 + 228 2,0 £0,6
128 125920+ 3276 | 8268 + 2287 21 t4 6189 + 3634 2,4 £0,3
256 127095 + 232 11826 + 370 142 +5 3096 + 223 94 £0,5
372 126179 £ 398 11530 + 484 293 £43 3871+417 27 £8

Figure G. 6- Valeurs moyennes des paramétres d’ajustement de la Ngb F106L., pour les expériences en UV-Visible de la

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.




[CN] (mM) | yo(Mlem?) | aa(Mtlcm?) k (103 s?)

0,5 146501 £ 92 6612 + 315 0,090 £ 0,003
7 132831+ 1060 | 19699 £ 895 0,32 +£0,05

25 133441 £ 2097 | 19498 + 2170 1,2 £0,2
50 139061+ 14 14138 + 60 2,90 £0,02
100 123635+ 15 29346 + 93 83 0,1
141 132303 + 213 19413 +214 14 £0,3
256 133518 + 1673 | 18198 + 1685 23 +4
376 135164 + 4836 | 16194 £ 5184 27 7

Figure G. 7- Valeurs moyennes des paramétres d’ajustement de la Ngb F106L,.4 pour les expériences en UV-Visible de la

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.

[CN] (mM) | yo(MLcem?) | a;(Mtl.em?) ki(s?) a; (Mt.ecm?) ka (s)
0,4 84057 £ 448 | 8645 +3725 | 0,08 £0,02 | 2658 £261 | 0,015 £ 0,002
4 88358 £+ 1515 | 4437 +550 | 0,34 £0,04 | 203345 0,029 £ 0,002
13 87332 +£5122 | 4495+573 | 0,88 +0,21 | 1800+119 | 0,059 £0,015
21 87929 +£4182 | 4977+1305| 1,51 £0,41 | 1664 +141 | 0,118 +0,020
64 103047 +£7037 | 4153+334 | 1,06 +£0,16 | 1011 +357 | 0,136 +0,043
128 90763 £3554 | 2799+268 | 2,01 +0,18 | 1786+ 118 | 0,250 + 0,009
256 1105595 +£972 | 2601 +154 | 2,24 +£0,21 1799+46 | 0,415 £0,020

[CN] (mM) | yo(Mt.cm®) as (Mt.cm?) ks (s)

0,4 84057 £ 448 24146 £4591 | 0,17 £0,02

4 88358 £+ 1515 | 30834 +3739 | 1,40 £0,04

13 87332 £5122 | 43544 +17873 | 5,85 0,50

21 87929 +4182 | 35872 +£12533 | 10,7 £0,7

64 103047 £ 7037 | 38731 + 28400 22 £4

128 90763 £ 3554 | 40225 £ 7088 30 £1

256 1105595 +972 | 11001 + 8793 68 £17

Figure G. 8- Valeurs moyennes des paramétres d’ajustement de la Ngb H64V,, pour les expériences en UV-Visible de la

cinétique de fixation du cyanure. Les paramétres sont présentés avec leurs écarts types.
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Résumé : La neuroglobine humaine (Ngb) est
une globine découverte en 2000 dont la fonction
principale demeure encore inconnue. La Ngb
posséde une séquence en acides aminés
particuliere. Il en résulte des caractéristiques
structurales propres a la Ngb. L’héme, qui
constitue le site actif de la Ngb, est hexacoordiné
par D’histidine distale 64 et existe sous deux
formes isoméres A et B. La Ngb comprend
également un pont disulfure Cys46-Cys55
intramoléculaire.

La relation entre ces spécificités et d’éventuelles
fonctions de la Ngb demeure cependant assez mal
explorée. Notre objectif durant la thése, était de
mettre en évidence in vitro Iinfluence de
différents éléments structuraux sur les propriétés
et la réactivité de la Ngb. Pour ce faire, les
mutations H64V, F106L, A90P et C46G ont été
réalisées. Des études expérimentales a ’aide de
spectrophotométrie UV-visible, de dichroisme
circulaire et de RMN, ont été effectuées pour

caractériser les mutants synthétisés, tester leur
stabilitt en fonction du pH et évaluer leur
réactivité vis-a-vis de la fixation du ligand CN.

Nous avons ainsi montré que la structure
de la Ngb était influencée par la présence de
I’histidine distale, du pont disulfure et de
I’environnement de I’héme. L’étude, pour la
premiére fois, des coefficients d’extinction
molaire des protéines mutées a permis de
souligner I’impact des acides aminés au voisinage
de I’héme mais aussi du pont disulfure sur
I’environnement électronique de 1’héme. Nous
avons aussi mis en évidence que le pont disulfure
et les acides aminés mutés influaient sur la
capacité de la forme isomére A de la Ngb a fixer
le cyanure. La forme isomére B est en revanche
peu impactée par ces deux parametres. Cela
souleve la question de D’existence et de la
fonction des deux formes isomeéres de 1’héme in
vivo.

Title : Study of the influence of structural modifications in the human Neuroglobin

Mots clés : Neuroglobin, Site-directed mutagenesis, Ligand binding kinetics

Résumé : The physiological function of Human
Neuroglobin (Ngb), discovered in 2000, is still
unknown. Ngb has some structural specificities.
Its haem, which is its reactive centre, is
hexacoordinated by distal histidine 64 and exists
under two isomer forms A and B. Moreover, Ngb
possesses an intramolecular disulfide bridge
between two cysteines 46 and 55.

The relationship  between its  structural
characteristics and its functions in vivo does not
remain well-understood. The goal of this thesis
was to underline the impact of some structural
features on the Ngb properties and reactivity in
vitro. Thus Ngb variants H64V, F106L, A90P and
C46G were produced. Experimental studies were
performed by UV-Visible spectrophotometry,
circular dichroism and NMR. Variants were

characterized : their stability as a function of pH
were tested and their reactivity trough the CN
binding reaction were evaluated.

We have shown that the Ngb structure was
strongly dependant on the presence of the distal
histidine, the disulfide bridge and the haem
environment. The first and unique determination
of wvariants’ molar absorption coefficients
underlined the influence of the haem vicinity and
disulfide bridge on the electronic haem
environment. We have brought some evidence
that the disulfide bridge and the mutated amino
acids have an impact on the isomer A Ngb ability
to bind the cyanide whereas isomer B is poorly
affected by those two parameters. This
phenomenon raises the issue of the existence and
function of the two isomer forms in vivo.
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