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P, Pro, proline 
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Les aldéhyde déshydrogénases (ALDH) sont des enzymes ubiquitaires qui oxydent les 
--

aldéhydes en leurs acides carboxyliques correspondants avec réduction des cofacteurs à 

nucléotide tel~ que le NAD et le NADP (Croteau et al., 1996). Les ALDH possèdent un très 

large spectre de substrats. L'étude de leur structure, nécessaire à l'interprétation des résultats 

enzymatiques, a débuté au début des années 90 (Rose et al., 1990, Hurley & Weiner, 1992, 

Baker et al., 1994). La première structure d'une ALDH ne sera résolue qu'en 1997 (Liu et al., 

1997). Actuellement les structures de huit ALDH sont disponibles dans la Protein Data Bank 

(Liu et al., 1997; Steinmetz et al., 1997; Johansson et al., 1998; Moore et al., 1998; Lamb & 

Newcomer, 1999; Cobessi et al., 1999; Zhang et al., 1999; Ni et al., 1999). Parmi ces huit 

structures, deux sont dimériques et six sont tétramériques. Ces enzymes diffèrent par leur 

spécificité de substrat et de cofacteur, leur organisation oligomérique, ainsi que par certaines 

particularités structurales, telles que l'addition de boucles pour certaines ALDH. Des 

particularités cristallographiques sont également observées, telles que des densités 

électroniques mal définies au niveau du cofacteur ou au niveau de certains acides aminés 

essentiels à la catalyse. 

L'investigation du mécanisme enzymatique des ALDH a débuté en 1949 (Racker, 

1949). TI n'a été résolu que très récemment. Participent à celui-ci deux résidus essentiels: une 

cystéine et un glutamate (Védadi & Meighen, 1997). Comme la réaction catalytique se 

déroule en deux étapes, une acylation suivie d'une déacylation, il est nécessaire que la 
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cystéine soit accessible et activée afin de former l'espèce thiolate qui attaquera la fonction 

aldéhydique portée par le substrat. L'étape de déacylation est due à l'attaque d'une molécule 

d'eau sur le thioacylenzyme. La molécule d'eau est activée et positionnée par le glutamate 

(Marchal et al., 2000). La variation des pKas de ces deux résidus peut être expliquée par 

l'étude des différentes structures de l' ALD H de Streptococcus mutans. En effet, des 

changements d'environnement protéique pour ces deux acides aminés sont observables pour 

l'holoenzyme de type sauvage en comparaison avec l'apoenzyme mais aussi au sein de 

différents mutants. 

La structure de l' ALDH NADP dépendante de S. mutans constitue la première 

structure d'une ALDH tétramérique NADP dépendante (Cobessi et al., 1999). Elle est 

également la première structure d'une GAPDH NADP dépendante non phosphorylante. 

Actuellement, les structures de la GAPDH NAD dépendante phosphorylante (eubactérie ou 

eucaryote) (Moras et al., 1975; Skarzynsky et al., 1988), de la GAPDH NADP dépendante 

phosphorylante d'archaebactérie (Isupov et al., 1999, Charron et al., 1999), et enfin de la 

GAPDH NADP dépendante non phosphorylante sont connues. Récemment, des cristaux de la 

GAPDH NADP dépendante phosphorylante du chloroplaste, ont été décrits (Sabatino et al., 

1999). 

L'ensemble des résultats structuraux obtenus sur l'ALDH de S. mutans (Sm-ALDH) 

en association avec quelques résultats de l'enzymologie permettant la compréhension du 

mécanisme enzymatique des ALDH sont présentés dans ce manuscrit. 

Le premier chapitre, constitué d'une étude bibliographique, décrit quelques activités 

aldéhyde déshydrogénase, puis quelques structures d'ALDH présentées selon l'ordre 

chronologique de leur résolution. TI résume également l'ensemble des mécanismes 

catalytiques proposés pour les ALDH. Cette première partie s'achève par la présentation de 

l'ALDH de S. mutans. 

Les deuxième, troisième, quatrième et cinquième parties de ce mémoire présentent les 

méthodes cristallographiques utilisées, les essais de cristallisation, les enregistrements et les 

traitements de données ainsi que les résultats préliminaires obtenus sur Sm-ALDH. La 

sixième partie est consacrée à l'analyse structurale de l'ALDH de S. mutans et est constituée 

de résultats cristallographiques et de discussions non publiés dans l'article «Apo and holo 

crystal structures of an NADP-dependent aldehyde dehydrogenase from Streptococcus 
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mutans ». Ce premier article, publié dans Journal of Molecular Biology en 1999, est consacré 

à l'analyse cristallographique des structures de rapo et de rholoenzyme de Sm-ALDH. il est 

inclus dans le manuscrit à la fm du sixième chapitre. 

Une septième partie présente le mécanisme catalytique des ALDH en tenant compte 

des résultats de la cristallographie et de l'enzymologie. Elle inclut l'article « Structural and 

biochemical investigations of the catalytic mechanism of an NADP-dependent aldehyde 

dehydrogenase from Streptococcus mutans » accepté à Journal of Molecular Biology. Ce 

second article rassemble différents résultats enzymatiques et cristallographiques obtenus sur 

Sm-ALDH et montre de légers changements conformationnels pouvant intervenir au cours de 

l'acte catalytique. il met également en évidence deux facteurs structuraux probablement 

responsables du nouveau mode de fixation du NAD(P) au domaine de Rossmann. 

Enfm, une dernière partie intitulée conclusion et perspectives achève ce manuscrit. 

S.O.D. ~ U.H.P. NANCY 1 
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Les aldéhyde déshydrogénases 

Les ALDH constituent une grande famille d'enzymes dont les premières études ont 

débuté en 1949 (Racker, 1949). L'évolution des techniques de génie génétique a permis de 

caractériser leur présence dans un grand nombre d'organismes et de séquencer de très 

nombreux gènes les exprimant (Hsu et al., 1985; Hempel et al., 1985; Johansson et al., 1988; 

Jones et al., 1988; Farrès et al., 1989; Hsu & Chang, 1991; Miyauchi et al., 1991; Hsu et al., 

1992; Kedishvili et al., 1992; Kurys et al., 1993). Les différentes études biochimiques ont 

montré que les ALDH catalysent l'oxydation des aldéhydes en acides carboxyliques avec 

réduction des cofacteurs NAD ou NADP associés à ces réactions. Récemment, un alignement 

de 145 séquences d'ALDH a été réalisé dans le cadre d'un projet intitulé: Structure 

Function Relationships Among Aldehyde Dehydrogenases (perozich et al., 1999). Une 

soixantaine d'autres séquences seront prochainement additionnées à cet alignement. La 

réduction de l'alignement à un alignement de 16 séquences en regroupant les 145 premières 

par classes d'enzymes a permis de mettre en évidence un certain nombre d'acides aminés plus 

ou moins conservés dont les acides aminés catalytiques (cystéine et glutamate) et d'autres 

importants dans la stabilisation du cofacteur (glutamate, lysine) ou supposés comme tels pour 

la stabilisation d'un intermédiaire catalytique (asparagine). Plusieurs de ces résidus seront 

mentionnés dans les paragraphes suivants. Enfin, certains résidus (proline et glycine) sont 

conservés en raison de leur participation à l'élaboration des structures secondaires. 

L'alignement fait apparaître l'existence d'au moins 14 classes d'ALDH (Perozich et al., 

1999). Compte tenu du nombre de séquences d'ALDH déterminées, la présentation suivante 
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ne se veut pas exhaustive. Elle est constituée de différents paragraphes résumant différents 

rôles des ALDH et décrivant quelques structures. Les exemples les illustrant ont été 

sélectionnés en rapport avec l'étude structurale de l'ALDH de S. mutans. 

1- Aperçu des fonctions enzymatiques des ALDH 

A- Les ALDH chez les mammifères 

Les ALDH chez les mammifères sont réparties en différentes classes en fonction des 

pourcentages d'identité de séquences entre elles et en fonction de leur localisation cellulaire 

(Hempel et al., 1989; Yoshida et al., 1998). Le tableau 1.1 présente les douze classes 

d'ALDH répertoriées chez l'être humain, ainsi que leur localisation cellulaire et leur substrat 

principal (Yoshida et al., 1998). Certaines de ces protéines font l'objet d'études enzymatiques 

très importantes en raison de leur implication dans certains processus et pathologies 

cellulaires tels que: le métabolisme de l'éthanol et l'alcoolisme, le syndrome de Sjogren­

Larsson (Yoshida et al., 1998), la différenciation cellulaire. 

1- L'aldéhyde déshydrogénase mitochondriale ou ALDH2 

L'ALDH2, enzyme tétramérique NAD dépendante d'environ 210 kDa, est responsable 

de l'oxydation de l'acétaldéhyde produit lors du métabolisme de l'éthanol, par l'alcool 

déshydrogénase (ADH), selon la réaction: 

/H ALDH2 /OH 
CH3 - C~ +NAD++ H20 • CH3 - C~ + NADH + W 

~O ~O 
Acétaldéhyde Acide acétique 

Son étude est importante en raison de son implication dans le métabolisme de 

l'éthanol. Sa caractérisation biochimique a permis de révéler l'importance d'une mutation du 

résidu Glu487 en lysine associée à une intolérance vis-à-vis de l'éthanol dans 50 % de la 

population asiatique (Steinmetz et al., 1997). Cette mutation rendant inactive l'enzyme serait 
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à l'origine de l'accroissement du taux d'acétaldéhyde dans le sang entraînant alors une 

intolérance pour l'éthanol. La détermination récente de la structure tridimensionnelle de ses 

formes apo et holoenzyme a permis de mieux caractériser le mécanisme catalytique auquel 

participe une cystéine (Cys302), un glutamate (Glu268), et une molécule d'eau (Steinmetz et 

al., 1997). Ces deux derniers points seront abordés dans un prochain paragraphe. Les ALDH2 

partagent entre elles plus de 90 % d'identité de séquences et environ 70 % avec les ALDH 

cytosoliques ou ALDHls (Hempel et al., 1989). Ce type d'ALDH est codé par l'ADN 

nucléaire. Son transport dans la mitochondrie est assuré par un peptide signal que la mutation 

Leu2 -+ Val abolit (Hammen et al., 1999). Ainsi, l'exportation de la protéine vers la 

mitochondrie serait essentiellement due au caractère hydrophobe de la séquence leader 

(Hammen et al., 1999). 

2- L'aldéhyde déshydrogénase cytosolique ou ALDHI 

Tétramère de 210 kDa et NAD dépendante, elle participe au développement et à la 

différenciation cellulaire par l'oxydation du rétinal en acide rétinoïque (Moore et al., 1998). 

Rétinal 

l ALDHI 

+ NADH + Ir 

Acide rétinoïque 
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Gène Enzyme Tissus et Substrat Séquence Taille de la Code de la 
(symbole) localisation cellulaire principal codante sous unité GenBank 

(acides (acides 
aminés) aminés) 

aldhl ALDHI foie, estomac ... rétinal 501 500 J04748 
(cytosol) 

aldh2 ALDH2 foie, estomac ... acétaldéhyde 517 500 M20444 
(mitochondrie) 

aldh3 ALDH3 estomac, poumons ... aldéhydes gras et 453 452 M77477 
(cytosol) aromatiques 

aldh4 ALDH4 foie, reins glutamate 563 539? U24266 
(mitochondrie) y-semialdéhyde 

aldh5 ALDH5 testicules, foie propionaldéhyde 517 500 M63967 
(mitochondrie) 

aldh6 ALDH6 glandes salivaires, aldéhyde aliphatique, 512 511 U07919 
estomac, reins (cytosol) rétinal 

aldh7 ALDH7 reins, poumons aldéhydes aliphatiques 468 467 U10868 
(microsome) et aromatiques 

aldh8 ALDH8 parotides (microsome) inconnu 451 450 U37519 
aldh9 ALDH9 foie, reins, muscles aldéhyde aminé 493 492 U34252 

(cytosol) 
aldhlO ALDHIO foie, coeur, muscles aldéhydes gras et 485 484 U46689 

(microsome) aliphatiques 
ssdh SSDH coeur, foie semialdéhyde inconnue 488 L34821 

(mitochondrie) succénique 
mmsdh MMSDH reins, foie, coeur méthylmalonate 535 503 M93405 

(mitochondrie) semialdéhyde 
--- ---- -------- -- ----

Tableau 1.1: classification des ALDH humaines d'après Yoshida et al. (1998). 
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L'ALDHI catalyse également l'oxydation de l'acétaldéhyde en acide acétique avec cependant 

un KM plus élevé pour ce substrat par rapport à celui mesuré avec le trans ou le cis rétinal 

(Moore et al., 1998). 

Leur caractérisation montre les mêmes résidus que ceux cités précédemment impliqués 

dans la catalyse (Glu268 et Cys302). Les rétinaldéhyde déshydrogénases peuvent être divisées 

en trois groupes en fonction de leur séquence et de leur pl (Moore et al., 1998). La 

détermination récente de la structure tridimensionnelle de deux des trois types d'ALDHI a 

permis d'émettre de nouvelles hypothèses sur un possible changement local de conformation 

lors de la catalyse (Moore et al., 1998; Lamb & Newcommer, 1999). 

3- L'aldéhyde déshydrogénase de la classe 3 ou ALDH3 

L'ALDH3 est dimérique et possède moins de 30 % d'homologie de séquences avec les 

deux classes précédentes (Rose et al., 1990). Ce fut la première structure tridimensionnelle 

d'une ALDH résolue. Un glutamate et une cystéine participent également à la réaction 

catalytique. L'ALDH3 est inductible par des agents carcinogènes (Jones et al., 1988). 

B- Les ALDH chez les végétaux 

Deux exemples sont présentés dans ce paragraphe: la bétaine aldéhyde 

déshydrogénase et la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase NADP dépendante non 

phosphorylante. 

1- La bétaine aldéhyde déshydrogénase ou BADH 

La BADH est un dimère de 60-63 kDa par monomère qui synthétise la bétaine par 

oxydation de la bétaine aldéhyde (Weretilnyk & Hanson, 1990). Elle est localisée dans le 

stroma du chloroplaste. Le gène l'exprimant est nucléaire ce qui suggère donc la présence 

d'un peptide signal permettant son exportation du cytosol vers le chloroplaste. La synthèse de 

bétaine est une réponse au stress hydrique chez les végétaux (Legaria et al., 1998). La bétaine 

agit comme un osmolyte cytoplasmique permettant un fonctionnement normal du 

métabolisme cellulaire (Weretilnyk & Hanson, 1990). Ces protéines sont classées dans la 
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famille des ALDH sur la base des alignements de séquences. Ces alignements montrent non 

seulement la conservation de la cystéine essentielle à la catalyse (Cys302, ALDH2) mais aussi 

la conservation de dix résidus situés entre le domaine catalytique et celui du cofacteur dont le 

glutamate (Glu268, ALDH2) qui aurait un rôle de base durant la réaction catalytique 

(Weretilnyk & Hanson, 1990). Les pourcentages d'identité de séquences entre les BADHs et 

diverses ALDH s'étendent de 30 % à 40 %. 

CH3 

1 /H 
CH3- N+-- CH2-~ + NAD+ + H20 

0 
CH3 1 BADH 

Bétaine aldéhyde 

CH3 

1 /OH 

CH3- N+- CH2-~ + NADH + W 

1 0 
CH3 

Bétaine 

2- La GAPDH NADP dépendante non phosphorylante 

H 0 
,~ 

C 
1 

H-C - OH + NADP+ + H20 

1 0 Hf Il 
'0- P-O-

G3P b-

HO 0 , ~ 
C 

GAPDH 1 
H-C -OH + NAD(P)H + H + 

H~ W 
'O-P-O-

3-PGA 6-



Les aldéhyde déshydrogénases 23 

Elle catalyse l'oxydation irréversible du glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P) en 3-

phosphoglycérate (3-PGA) en réduisant son cofacteur le NADP en NADPH (Crow & 

Wittenberger, 1979). 

Le prbduit de la réaction est transféré vers le stroma du choloroplaste où il est utilisé 

dans le cycle de Calvin-Benson pour la production de 1,3-diphosphoglycérate (1,3-dPG) qui 

sera utilisé pour produire du glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P) dont une partie est mobilisée 

pour la synthèse de polysaccharides. 

Cycle de 
CALVIN 

3-PGA r ADP 

~~ATP 

1,3 dPG 

G3P 

Stroma du chloroplaste 

Membrane 

3-PGA 

~ATP 2 

~ ADP 

1,3 dPG 

G3P 

Glycolyse 

Cytosol 

Saccharose 

Figure 1.1: Compartimentalisation etfonction biologique de différentes GAPDH (Habenicht 

et al., 1994). Seules les réactions principales in vivo sont indiquées. 1, GAPDH NAD 

dépendante phosphorylante (GAPC); 2, Phosphoglycérate kinase (PGK); 3, GAPDH NADP 

dépendante non phosphorylante (GAPN); 4, GAPDH NADP dépendante phosphorylante 

(GAPA/GAPB). 

Cette enzyme d'environ 200 kDa a été classée dans la famille des ALDH sur la base des 

alignements de séquences (Habenicht et al., 1994). Elle ne possède aucune similarité de 

séquences avec les GAPDH NAD(P) dépendantes phosphorylantes d'environ 145 kDa qui 
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convertissent de façon réversible le G3P, non pas en 3-PGA, mais en 1,3-dPG lors de la 

glycolyse par phosphorylation oxydative. La GAPDH NADP dépendante non phosphorylante 

est également présente chez Streptococcus mutans (Boyd et al., 1995), streptocoque déficient 

dans une voie de biosynthèse du NADPH. Mais elle a surtout été étudiée chez de nombreux 

organismes photosynthétiques tels que l'épinard (Iglesias et al., 1988), Chlorella fusca 

(Serrano et al., 1991), Chlamydomonas reinhardtii (Iglesias et al., 1987) ... 

C-Le domaine ALDH: cas de la FTHFDH 

La 10-formyltétrahydrofolate déshydrogénase (FTHFDH, EC 1.5.1.6), protéine 

tétramérique de plus de 900 résidus, catalyse l'oxydation du 10-formyltétrahydrofolate en 

tétrahydrofolate mais également 1 'hydrolyse de ce même composé en formate et en 

tétrahydrofolate (Krupenko et al., 1995). La première oxydation est NADP dépendante alors 

que la seconde requiert également du CO2• L'analyse des alignements de séquences montre 

que la FTHFDH peut être décomposée en deux domaines. Cette enzyme possède deux sites 

catalytiques distincts: l'un pour l'activité hydrolase et l'autre pour l'activité déshydrogénase. 

Le second site se situe dans la partie C-terminale de la protéine qui possède 46 % d'identité de 

séquences avec différentes ALDH (Krupenko et al., 1995). L'activité correspondante met en 

jeu la cystéine Cys707 qui correspond à la cystéine impliquée dans la catalyse et conservée 

chez les ALDH. Le glutamate catalytique est aussi retrouvé dans l'alignement de séquences. 

D- Les ALDH structurales 

La présence d'aldéhyde déshydrogénases dans l'œil des vertébrés et des invertébrés a 

également été rapportée (Tomarev et al., 1991; Zinoviev a et al., 1993; Graham et al., 1996). 

Dans ce cas, les ALDH n'ont plus de rôle catalytique mais un rôle structural ce qui laisse 

penser à un type de régulation particulier ou bien à la présence de mutations empêchant cette 

activité. Par exemple, dans le cas de l'n-cristalline, rapportée comme étant une ALDH1, la 

cystéine catalytique est mutée en arginine. 
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E- Les ALDH chez les bactéries 

Diverses ALDH bactériennes sont étudiées: la lactaldéhyde déshydrogénase, la 

benzaldéhyde déshydrogénase (Perozich et al., 1999), la glycéraldéhyde-3-phosphate 

déshydrogénase NADP dépendante non phosphorylante, une ALDH dimérique de Vibrio 

harveyi spécifique des aldéhydes à longue chaîne carbonée (Zhang et al., 1999) ... 

Actuellement, quelques séquences d'ALDH d'archae sont également connues comme 

celles des GAPDH NAD(P) dépendantes non phosphorylantes de Thermoproteus tenax 

(Brunner et al., 1998), Methanobacterium thermoautotrophicum (Smith et al., 1997) et de 

Methanococcus jannaschii (Bult et al., 1996). 

11- Les structures de quelques ALDH 

A- L'ALDH de la classe 3 (Liu et al., 1997) 

Cette première structure d'ALDH (ALDH3 du rat) a été résolue, sous sa forme 

holoenzyme en complexe avec le NAD, en 1997 par la méthode SIRAS (single isomorphous 

replacement with anomalous scattering) (Liu et al., 1997). La structure de l'ALDH3 peut se 

décomposer en deux monomères reliés par une symétrie non cristallographique d'ordre 2 

(Figure 1.2). Son monomère peut être divisé en trois domaines: 

- le domaine de fixation du cofacteur 

- le domaine d'oligomérisation 

- le domaine catalytique 

Le monomère débute par un groupement de 4 hélices a suivi d'un domaine, composé 

de 5 brins ~ parallèles ceinturés de part et d'autre de 2 hélices a: le repliement de Rossmann 

(Rossmann et al., 1974). Bien que le groupement N-terminal de 4 hélices a soit proche du 

domaine de Rossmann dans l'espace, il en est séparé dans la séquence par le premier brin ~ et 

la longue boucle du domaine d'oligomérisation, le second brin de ce domaine étant composé 

des acides aminés de la partie C-terminale. En vis-à-vis du domaine de Rossmann se trouve le 

domaine catalytique composé de brins ~ et d'hélices a. 



26 Les aldéhyde déshydrogénases 

Figure 1.2: représentation en rubans 

et flèches du dimère de l'ALDH3 (Liu 

et al., 1997). Dessin effectué à l'aide 

des logiciels Molscript (Kraulis, 1991) 

et Raster3D (Meritt & Murphy, 1994). 

L'analyse de la structure a permis de montrer un nouveau mode de fixation d'un 

cofacteur à nucléotide au domaine de Rossmann (Figure 1.3). L'interaction entre le cofacteur 

et le domaine de Rossmann est différente de celle observée couramment chez les 

déshydrogénases possédant un repliement de Rossmann (Figure 1.4). Chez ces 

déshydrogénases, les nucléosides du cofacteur sont situés de part et d'autre du feuillet ~ du ­

domaine de Rossmann et le groupement pyrophosphate du cofacteur est en général en 

interaction avec la boucle GXGXXG, empreinte du domaine de Rossmatm, qui se situe entre 

la première hélice ex et le premier brin ~ de ce domaine (Wierenga et al., 1986). La 

stabilisation du groupement pyrophosphate est assurée par le dipôle de la première hélice ex du 

domaine de Rossmann. Chez les ALDH, le cofacteur enjambe le domaine de Rossmann dont 

l'empreinte GX4G se situe dans une boucle reliant le quatrième brin P à la quatrième et 

dernière hélice ex. Il n'y a aucune stabilisation du groupement pyrophosphate par le dipôle 

d'une hélice ex ou par des résidus chargés positivement. 
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Figure 1.3: vue stéréoscopique du domaine de Rossmann de l'ALDH3 en interaction 

avec le NAD dans un nouveau mode de fixation. 

Figure 1.4: vue stéréoscopique du domaine de Rossmann de la GAPDH NAD dépendante 

de Bacillus stearothermophilus en interaction dans le mode classique avec le NAD. 
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L'analyse de la structure du monomère révèle les positions de la cystéine et du 

glutamate, acides aminés impliqués dans la réaction catalytique. Le glutamate (Glu209) se 

situe à 7 A de la cystéine (Cys243). Cependant, cette analyse n'a pas conduit les auteurs à 

émettre des hypothèses quant à la réaction catalytique. 

L'étude de cette structure montre une orientation syn adoptée par le nicotinamide en 

relation avec un transfert d'hydrure de type pro-S alors que le résultat des études RMN optait 
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pour un transfert de type pro-R et donc laissait envisager une conformation de type anti du 

nicotinamide mononuc1éoside (Jones et al., 1987). 

B- L'ALDH de la classe 2 (Steinmetz et al., 1997) 

La structure de l'ALDH mitochondriale bovine a été résolue en même temps que celle 

de l'ALDH3 mais par la méthode MIR (multiple isomorphous replacement). Elle a été tout 

d'abord résolue sous la forme holoenzyme puis sous une forme apoenzyme par élimination du 

NAD présent dans les cristaux (Steinrnetz et al., 1997). Le mode de fixation du NAD est 

semblable à celui décrit précédemment. Sa stabilisation diffère par la présence du dipôle de la 

dernière hélice a du domaine de Rossmann qui stabilise le groupement pyrophosphate. Par 

contre, la conformation du nicotinamide mononuc1éoside (anti) est différente de celle 

observée chez l'ALDH3. Comme la soustraction du NAD au cristal se produit sans 

perturbation du réseau cristallin, il est possible qu'aucun changement conformationnel 

important n'intervienne lors de la fixation du cofacteur à l'enzyme. 

La première structure d'une ALDH tétramérique est décrite comme une association de 

dimères présentant une symétrie non cristallographique 222 (Figure 1.5). Le monomère a été 

divisé en trois domaines comparables à ceux décrits précédemment. Une différence existe 

cependant entre les monomères de ces deux enzymes: l'ALDH2 possède en N-terminal quatre 

brins ~ de plus que l'ALDH3 et son domaine d'oligomérisation est un feuillet ~ antiparallèle à 

3 brins. 

L'analyse du site catalytique a permis aux auteurs d'émettre une hypothèse concernant 

le schéma réactionnel. Dans la structure de l'holoenzyme de l'ALDH2, une molécule d'eau 

est située entre le glutamate Glu268 et la cystéine catalytique Cys302. Le groupement 

carboxylate du glutamate est situé à 6,8 A de la cystéine et ne peut donc activer la cystéine à 

une telle distance. Par contre, un relais par l'intermédiaire de la molécule d'eau, couplé à un 

mouvement du NAD, est postulé. Le glutamate activerait la molécule d'eau et celle-ci 

déprotonerait la cystéine afin de permettre l'étape d'acylation. Cependant, il est également 

proposé que l'activation de la cystéine soit due à la présence des groupements NH de la 

chaîne principale appartenant à la cystéine et à l'acide aminé suivant non conservé chez les 

ALDH, et à la charge positive portée par le nicotinamide car l'orientation de la chaîne latérale 

de la cystéine ne varie pas sous l'effet de la soustraction du cofacteur aux cristaux. Lors de la 
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réaction, les intermédiaires tétraédriques chargés négativement et thioacylenzyme pourraient 

être stabilisés par des interactions, entre autres, avec un site oxyanion composé du 

groupement NH de Cys302 et du groupement NH2 de la fonction amide de l'asparagine 

conservée Asn 169. La déacylation de l'enzyme est assurée par une seconde molécule d'eau 

puisqu'il y a oxydation du substrat aldéhydique en acide carboxylique. La seconde molécule 

d'eau serait activée par le glutamate. En raison de la présence du cofacteur, les auteurs 

proposent également l'existence de mouvements du nicotinamide afin que les étapes 

d'acylation et de déacylation se produisent. Cette hypothèse sera renforcée par l'étude 

structurale de l'ALDHI. 

Figure 1.5: tétramère de l'ALDH2 représenté en rubans etflèches (Steinmetz 

et al., 1997). Le cofacteur est représenté en sphère de Van der Waals. 

Les études enzymatiques récentes (Mann & Weiner, 1999) montrent que l'étape 

limitante de la réaction serait différente entre les ALDH de la classe 2 et les ALDH de la 

classe 3. Pour un grand nombre d'ALDH2, l'étape limitante est l'étape de déacylation, et plus 
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précisément l'hydrolyse du thioacylenzyme (Wang & Weiner, 1995). Pour l'ALDH3 

humaine, le transfert d'hydrure est l'étape limitante (Malil & Weiner, 1999). Les études de 

mutagenèse dirigée montrent également que le glutamate catalytique serait Glu333 pour l' 

ALDH3 humaine. La mutation du glutamate correspondant de l'ALDH2 (Glu399), qui 

interagit avec les groupements hydroxyle du ribose du nicotinamide, entraîne un changement 

de l'étape limitante qui devient le transfert d'hydrure. Ainsi, des résidus conservés dans les 

alignements de séquences et dans leur position dans la structure tridimensionnelle auraient des 

rôles différents dans l'acte catalytique (Mann & Weiner, 1999). 

c- L'ALDH de la classe 9 (Johansson et al., 1998) 

La structure de la bétaine aldéhyde déshydrogénase du foie de morue a été résolue peu 

de temps après celle de la classe 2 par remplacement moléculaire à l'aide du modèle de 

l'ALDH mitochondriale. Son analyse sous ces formes apo et holoenzyme a permis de 

soulever une différence importante au niveau de la conformation du cofacteur entre les 

ALDH2, 9, et l'ALDH3 (Johansson et al., 1998). Comme dans le cas de l'ALDH2, aucun 

changement conformationnel global n'intervient lors de la fixation du cofacteur à la protéine 

(Steimnetz et al., 1997). Selon les auteurs, l'absence de changement de conformation résulte 

de la présence de très nombreux contacts entre le domaine catalytique et le domaine de 

fixation du cofacteur. Cette protéine présente 37 % d'identité de séquences avec l'ALDH2 et 

21 % avec l'ALDH3 (Johansson et al., 1998). Les faibles valeurs l'ms calculées entre les 

différentes structures d'ALDH montrent que celles-ci sont très similaires dans le repliement, 

dans l'association des dimères, et dans l'organisation dimérique (Johansson et al., 1998). 

La conformation anti du nicotinamide mononucléoside dans la structure de l' ALDH9 

a été discutée dans cet article en comparaison avec l'orientation syn adoptée par le 

nicotinamide dans la structure de l' ALD H3. Dans la structure de l' ALD H2, l'orientation anti 

du nicotinamide est également observée. Si des conformations différentes du cofacteur 

existaient chez les ALDH (Figure 1.6), alors le transfert d'hydrure serait différent en fonction 

de la classe à laquelle chaque enzyme appartient. Il serait Pro-R chez les ALDH des classes 2 

et 9 et Pro-S pour les ALDH de la classe 3. Or, le transfert d'hydrure est de type pro-R pour 
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plusieurs ALDH (Jones et al., 1987). Donc, un changement de conformation du cofacteur doit 

se produire avant le transfert d'hydrure dans le cas des ALDH de la classe 3. 

Figure 1.6 : vue stéréoscopique des cofacteurs de l'ALDH9 (rouge) et 

de l'ALDH3 (vert) après superposition des domaines de Rossmann. 

D- L'ALDH de la classe 1 (Moore et al., 1998) 

La structure de l'ALDH cytosolique du foie de mouton a été résolue par remplacement 

moléculaire à l'aide de la structure de l'ALDH2. Son analyse apporte des informations sur un 

probable réarrangement conformationnel de la structure au cours de la réaction catalytique 

(Moore et al., 1998). Ce point avait déjà été évoqué lors de l'étude structurale de l'ALDH2. Il 

était alors proposé une possible différence de conformation entre le NADH et le NAD 

conformément aux résultats de mutagenèse puisque certaines mutations affectent seulement la 

fixation du NAD et non celle du NADH (Steinmetz et al., 1997). L'analyse de la structure de 

l'ALDHI fournit également des éléments de réponse supplémentaires sur la spécificité de 

substrat. Pour ce type d'ALDH, l'étape limitante de la réaction est associée au relargage du 

cofacteur réduit donc à l'étape de déacylation (Wang & Weiner, 1995). 

Dans cette structure, la partie nicotinamide mononucléotide du NAD présente deux 

conformations différentes déduites de l'observation de la carte de densité électronique. La 

partie nicotinamide mononucléotide est donc affectée de taux d'occupation différents en 

fonction de sa conformation. Le taux d'occupation le plus faible correspond à la position que 
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le cofacteur occupe dans les structures de l'ALDH2 et de l'ALDH9, c'est-à-dire une position 

où le carbone C4 acceptant l 'hydrure se trouve à environ 3 Â de la cystéine. Le taux 

d'occupation le plus élevé correspond à une position du cofacteur où le C4 du nicotinamide se 

situe à 7,3 Â de la cystéine. Les valeurs élevées des facteurs d'agitation thermique des atomes 

de la chaîne latérale du glutamate jouant le rôle de base générale au cours de la réaction, 

associées à une densité électronique très faible sur la chaîne, suggèrent sa possible flexibilité. 

L'association de ces deux phénomènes serait nécessaire à la fonction enzymatique. La 

flexibilité du NAD serait due à son mode particulier de fixation au domaine de Rossmann. 

L'absence d'interaction entre le pyrophosphate, le dipôle d'une hélice a et des charges 

positives, comme observées dans le mode classique de fixation du NAD à ce domaine, et la 

présence d'un potentiel négatif à proximité du pyrophosphate faciliteraient cette flexibilité. 

L'analyse de la structure de l'ALDHI révèle la spécificité de substrat pour le rétinal en 

comparaison avec celle pour l'acétaldéhyde, substrat de l'ALDH2. La spécificité de substrat 

serait due, selon les auteurs, à la taille et la forme des sites catalytiques plutôt qu'à leur 

caractère plus ou moins hydrophobe. Ainsi, l'entrée du site catalytique de l'ALDHI est plus 

large que celui de l'ALDH2 ce qui lui permettrait de mieux fixer le rétinal (Moore et al., 

1998). 

L'analyse de la structure de l'ALDHI a aussi conduit les auteurs à imaginer une 

possible interaction entre l'ALDHI et une protéine (CRBP II) fixant le rétinal ou des 

protéines fixant l'acide rétinoïque en raison des nombreuses boucles, structures secondaires 

flexibles, entourant le site catalytique de l' ALDHI. Ces différentes interactions permettraient 

un passage du rétinal de CRBP II à l'ALDHI et ensuite de l'ALDHI aux protéines fixant 

l'acide rétinoïque. 

111- Le mécanisme catalytique proposé pour les ALDH 

hors Sm-ALDH 

La résolution des structures d'ALDH et les différentes études d'enzymologie ont 

permis de proposer un mécanisme catalytique général des ALDH pour lesquelles la 

déacylation est l'étape limitante de la réaction. Il était déjà acquis que les principaux acteurs 

de la réaction étaient un glutamate, une cystéine, le cofacteur et le substrat (Wang & Weiner, 
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1995; Farrès et al., 1995). Le glutamate (Glu268, ALDH1/2) jouerait le rôle de base générale 

permettant la déacylation de l'enzyme. L'étape d'acylation et donc d'activation de la cystéine 

pourrait être due à différents mécanismes: implication d'une molécule d'eau et de Glu268, ou 

effet des dipôles de la chaîne principale et de la charge positive du nicotinamide sur le pKa de 

la cystéine, les études de RMN montrant que le transfert d'hydrure est de type pro-R chez les 

ALDH (Jones et al., 1987). Ce schéma a été complété par les observations de la structure de 

l'ALDHl. Lors de la réaction, le mouvement du cofacteur serait couplé à celui du glutamate. 

Ainsi, au cours de la seconde étape, le cofacteur serait partiellement relargué de l'enzyme, 

permettant à une molécule d'eau qui serait activée par le glutamate de prendre place pour 

l'étape de déacylation (Moore et al., 1998). Au cours de la réaction, la charge négative portée 

par l'intermédiaire tétraédrique pourrait être stabilisée par un site oxyanion composé du 

groupement amide d'une asparagine hautement conservée chez les ALDH et du groupement 

NH de la cystéine catalytique. 

En plus de leur implication dans l'oxydation des aldéhydes, les ALDH, comme les 

protéases, et la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, possèdent une seconde activité: 

l'activité estérase. 

IV-Cas de l'ALDH de S. mutans (EC 1.2.1.9) 

L'ALDH présentée dans ce manuscrit est une enzyme tétramérique d'environ 200 kDa 

qui catalyse l'oxydation irréversible du glycéraldéhyde-3-phopshate (G3P) en 3-

phosphoglycérate (3-PGA). Au cours de cette réaction, elle réduit son cofacteur, le NADP en 

NADPH1
• Elle permet la production de NADPH nécessaire pour une croissance correcte de la 

bactérie. Cependant, une mutation dans le gène gapN codant cette protéine n'empêche pas la 

croissance de la bactérie mais la ralentit (Boyd et al., 1995). Ainsi les streptocoques déficients 

dans les enzymes de connexion de la voie des hexoses monophosphate à celle des pentoses 

phosphate (glucose-6-phosphate déshydrogénase et 6-phosphogluconate déshydrogénase) 

(Figure 1.7) et dans le gène codant cette ALDH possèdent d'autres enzymes qui permettent de 

pallier ces déficiences (Crow & Wittenberger, 1979). 

1 Les formules développées du substrat et du cofacteur de l' ALDH de S. mutans sont présentées dans la partie 
annexe. 
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Comme cette ALDH oxyde de façon irréversible son substrat le G3P en réduisant le 

cofacteur NADP, elle est appelée glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase NADP 

dépendante non phosphorylante (EC 1.2.1.9). Sur la base des alignements de séquences, elle 

est classée dans la famille des ALDH (Habenicht et al., 1994). Elle ne possède aucune 

similarité de séquences avec les GAPDH NAD(P) dépendantes phosphorylantes qui 

catalysent l'oxydation réversible du même substrat mais en 1,3-diphosphoglycérate (1,3 dPG) 

(EC 1.2.1.12). Ce type de réaction requiert la présence d'un phosphate inorganique. 
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Figure 1.7: cycle des pentoses phosphate (Weil, 4° édition, 1983). 

Ainsi, les GAPDH et les ALDH constituent deux familles de protéines distinctes sur la 

base des alignements de séquences, de la structure tridimensionnelle et du mécanisme 

réactionnel. Chez les GAPDH, il fait également intervenir une cystéine, comme la plupart des 

protéases à cystéine, et une base, une histidine, comme la plupart des protéases à sérine et à 

cystéine. Le transfert d'hydrure est pro-S contrairement aux ALDH. Enfin, l'alignement 

réalisé entre la séquence de l'ALDH de S. mutans et celle de la GAPDH de B. 

stearothermophilus montre une vingtaine d'acides aminés similaires entre les parties C­

terminale et N-terminale respectivement. Cependant, le substrat des deux enzymes est un 

aldéhyde et le produit un acide, reflétant ainsi pour ces deux types d'enzymes une 

caractéristique commune, l'oxydation des aldéhydes, l'une étant de nature réversible et 

phosphorylante, l'autre étant irréversible et non phosphorylante. 
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Une cystéine, Cys284 (Cys302, ALDH1I2), et un glutamate, Glu250 (Glu268, 

ALDH1I2), participent au mécanisme réactionnel de l'ALDH de S. mutans. Cette enzyme 

présentent environ 30 % d'identité de séquences avec les autres ALDH et 50 % d'identité de 

séquences avec les GAPDH NADP dépendantes non phosphorylantes du pois et du maïs 

(Boyd et al., 1995). Si les ALDH possèdent des repliements similaires, il est fort probable que 

la structure de cette ALDH soit plus proche de celle des ALDH NAD(P) dépendantes oxydant 

de façon irréversible le G3P chez les organismes photo synthétiques et chez certaines 

bactéries. Un alignement de 74 séquences d'ALDH réalisé avec le programme Clustal W 

(Thompson et al., 1994) est présenté en annexe. 

La résolution de plusieurs structures de la GAPDH NADP dépendante non 

phosphorylante de Streptococcus mutans, décrite dans ce manuscrit, permet de retrouver des 

caractéristiques mentionnées dans les autres structures, mais aussi d'observer une distance 

plus faible entre Glu250 et Cys284 ainsi que des changements locaux de conformation de la 

protéine dus à la fixation du NADP (mouvement de la chaîne principale et rotation de la 

chaîne latérale de Cys284). Ces deux points, en relation avec des résultats de l'enzymologie, 

ont permis de compléter le schéma de la réaction catalysée par les ALDH (proposé 

paragraphe III). Les analyses structurales mettent également en évidence toute une série de 

résidus conservés chez les GAPDH NADP dépendantes non phosphorylantes pouvant être 

impliqués dans la fixation du substrat. La comparaison des différentes structures d' ALD H 

révèle le rôle de certains résidus, conservés dans les alignements de séquences, dans la 

détermination de la spécificité de cofacteur. Elle révèle également le rôle d'autres acides 

aminés dans la détermination de l'état oligomérique. L'analyse du site catalytique de cette 

ALDH permet de modéliser la fixation du substrat et de montrer l'importance de certains 

résidus dans sa fixation. 

Cette dernière observation est confirmée par l'étude structurale du complexe ternaire 

G3P-NADP-enzyme (mutant C284S). L'analyse des différentes structures résolues, en 

association avec certains résultats de l'enzymologie, permet de proposer un modèle de la 

réaction catalysée par les ALDH qui ne nécessite pas l'intervention d'une molécule d'eau lors 

de l'étape d'acylation et s'accompagne de réarrangements locaux de la structure et du 

cofacteur. 
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Le schéma suivant résume les différentes étapes du mécanisme réactionnel décrites 

dans les paragraphes précédents. Les valeurs de pKa indiquées sont celles mesurées pour 

l'ALDH de S. mutans (Marchal & Branlant, 1999; Marchal et al., 2000). L'étape limitante de 

la réaction pour Sm-ALDH est l 'hydrolyse du thioacylenzyme comme dans le cas des ALDH 

de la classe 2. 

- Activation de la cystéine lors de l'étape d'acylation 

Enzyme-SH 

pKa Cys essentielle: 
8,5 

r 
1/NAD(Pt 
2/RCHO 

Enzyme-S- + NAD(Pt + RCHO 

pKa Cys essentielle: 6,1: influence des groupements 

NH de la chaîne principale (dipôles) et de la charge 

positive du cycle du nicotinamide. Ou intervention 

d'une molécule d'eau activée par le glutamate. 

Enzyme-S-(R)CHO- + NAD(Pt 

Stabilisation de l'intermédiaire tétraédrique par le 

site oxyanion. 

- Activation de la molécule d'eau par un résidu glutamate, étape de déacylation 

Enzyme-S-(R)CO + H20 + NAD(P)H --.. Enzyme-SH + NAD(P)H + RCOOH 

Thioacylenzyme stabilisé entre autres par 

des interactions avec le site oxyanion. 
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La détennination de la structure tridimensionnelle d'une macromolécule par 

diffraction des rayons X se déroule en plusieurs étapes allant de l'obtention des cristaux à 

l'affinement de la structure de la molécule en passant par l'analyse de la diffraction du 

rayonnement X. 

Toute détennination d'une structure de protéine nécessite une certaine quantité de 

matériel biologique avec un haut degré de pureté. Le point de départ de la résolution d'une 

structure consiste à réaliser des études de cristallogenèse en vue de l'obtention de cristaux de 

qualité à partir d'une solution de macromolécule ayant un haut degré de pureté. La 

cristallisation utilise différents composés très purs permettant l'in solubilisation de la molécule 

étudiée. 

Après analyses préliminaires des caractéristiques cristallines, des jeux de données de 

diffraction X sont enregistrés sur un ou plusieurs cristaux. L'analyse des intensités diffractées 

Ihld permet d'obtenir la structure de l'objet diffractant, et donc la densité électronique de celui­

ci qui s'exprime par la relation: 
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Dans cette relation, V représente le volume de la maille, hkl sont les indices des nœuds 

du réseau réciproque et donc des réflexions, et le vecteur F est le facteur de structure. L'accès 

à cette quantité n'est possible que si la valeur de la phase de l'onde qu'il représente est 

connue, l'expérience ne permettant d'obtenir que le module du vecteur par la relation: 

La solution du problème de la phase ne sera obtenue qu'à l'instant où un ou plusieurs 

atomes seront positionnés dans la maille. Ces atomes peuvent être des atomes lourds 

facilement localisables en raison de leur facteur de diffusion élevé ou les atomes d'une 

molécule dont la structure est proche de celle recherchée. Ces méthodes de phasage sont le 

phasage par le remplacement isomorphe ou le remplacement moléculaire. 

Une fois le modèle mol~~ulaire construit dans la carte de densité électronique calculée 

à partir de la position des atomes lourds ou de la position du modèle de remplacement 

moléculaire, la dernière étape de la résolution de la structure débute. TI s'agit de l'affinement, 

qui consiste à corriger les erreurs introduites dans la structure au cours de sa construction. 

Cette procédure permet d'affmer les paramètres structuraux par rapport à des paramètres 

standards afin d'obtenir une structure avec une faible énergie libre. 

Ensuite, la structure validée sur le plan géométrique à l'aide de différents programmes 

est étudiée sur le plan structural, biochimique et biologique (évolution par exemple) et ses 

coordonnées sont déposées dans la Protein Data Bank: (Bernstein et al., 1977). 

II - Cristallisation de macromolécules 

La détermination de la structure tridimensionnelle d'une protéine par 

radiocristallographie nécessite l'obtention de cristaux permettant l'enregistrement des 

données de diffraction. La cristallisation des macromolécules biologiques est l'une des étapes 
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limitantes à l'étude de leur structure et les processus régissant la cristallisation de telles 

molécules sont très étudiés. 

Un cristal est constitué par la répétition périodique du même motif à travers l'espace. 

L'association de ces motifs est assurée par l'existence de forces intermoléculaires diverses 

(liaisons hydrogène, interactions électrostatiques, de Van der Waals et hydrophobes). Le 

pourcentage de solvant à l'intérieur du cristal peut atteindre des valeurs proches de 80 %, ce 

contenu ayant une moyenne de l'ordre de 50 %. 

La cristallisation d'une protéine ou d'autres macromolécules (ADN, ARN) est obtenue 

en augmentant progressivement la concentration d'une solution protéique diluée en présence 

d'une solution précipitante amenant la protéine dans un état de sursaturation. Ceci conduit à 

l'apparition de deux phases en équilibre: une phase liquide saturée en protéine et une phase 

solide représentée par les cristaux ou/et un précipité amorphe. L'état de sursaturation est créé 

par la présence de sels qui entraîne une diminution de l'activité de l'eau autour de la protéine. 

Les molécules d'eau hydratent les électrolytes ce qui entraîne une insolubilisation de la 

protéine et donc l'apparition d'agrégats. Dans l'état de sursaturation, la concentration de la 

protéine en solution est supérieure à sa solubilité. La solubilité représente la concentration 

résiduelle de macromolécules en solution en équilibre avec la phase cristalline. L'état de 

sursaturation permet d'initier l'étape de la nuc1éation nécessaire à l'apparition de germes 

cristallins, qui grandiront ensuite jusqu'à ce que l'équilibre soit atteint. 

Ce phénomène dépend d'un grand nombre de paramètres tels que le pH, la 

température, la nature des sels, du tampon et des agents précipitants utilisés, la présence 

d'additifs et dépend bien sûr de l'état de la protéine et de sa nature. L'intégrité structurale et 

fonctionnelle de la protéine associée à une grande pureté sont des éléments déterminants pour 

la cristallisation de telles molécules dans la plupart des cas. De même, la concentration des 

solutions protéiques et salines a un rôle sur la qualité des cristaux, qualité qui peut également 

être affectée par leur vitesse de croissance. 

Afm d'obtenir les premières conditions de cristallisation, une étude de cristallogenèse 

est réalisée. Compte tenu de la faible quantité de matériel disponible et du nombre important 

de conditions préalables pouvant être testées, différentes microtechniques de cristallisation 

ont été développées, dont la méthode de la diffusion de vapeur en goutte suspendue 

(McPherson, 1990) (Figure 2.1). 
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Figure 2.1: cristallisation par la méthode de la goutte suspendue. 

Quelques microlitres de solution protéique sont mélangés à quelques microlitres de solution 

tamponnée, en présence d'agents précipitants et/ou d'additifs sur une lamelle en verre 

préalablement silanisée. La lamelle est alors retournée en vis-à-vis d'un réservoir dont la 

concentration en agents précipitants et/ou en additifs est supérieure à celle contenue dans la 

goutte. Par évaporation du solvant de la goutte vers le puits, la concentration de la protéine 

dans la goutte augmentera progressivement au cours du temps. Si les conditions de 

cristallisation sont correctement ajustées, quelques cristaux de qualité suffisante pour une 

étude cristallographique pourront être obtenus. Cette technique a été utilisée pour la 

cristallisation de l'ALDH de S. mutans. 

La première caractérisation des cristaux de protéine peut être réalisée grâce à la 

diffusion d'un colorant à l'intérieur du cristal en utilisant les canaux de solvant qui le 

traversent. Contrairement aux cristaux de molécules inorganiques, les cristaux de protéine 

contiennent une grande proportion de solvant. Ce fort pourcentage de solvant peut être utilisé 

pour faire diffuser différents composés tels que des atomes lourds, les cofacteurs, les substrats 

ou encore des colorants. La coloration des cristaux permet dans un premier temps de vérifier 

que ceux-ci sont probablement des cristaux de protéine et non de sels. 

Cependant, les meilleures caractérisations des cristaux de protéine demeurent les 

caractérisations biochimiques et physiques. 

Ill- Enregistrement des données de diffraction 
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Après avoir obtenu des cristaux de protéine, il est nécessaire de les caractériser par 

différentes méthodes, biochimiques, par exemple dissolution du cristal et dépôt sur gel, ou 

physiques telle que la diffraction des rayons X. La diffraction des rayons X par des objets 

macroscopiques permet de trouver la structure atomique présente à l'intérieur du cristal grâce 

à l'intensité diffractée. Le jeu de données est composé par l'ensemble des intensités 

diffractées appelées Ihld. 

A-Les sources de rayons X 

Différentes sources de rayons X peuvent être utilisées pour des études de diffraction 

par des cristaux de protéine. Les principales sources utilisées sont les anodes tournantes et le 

rayonnement synchrotron. L'utilisation de tubes scellés devient marginale en raison de la 

faible intensité du rayonnement émis par rapport aux sources précédentes. 

La production de rayons X par les anodes tournantes est obtenue par application d'une 

différence de potentiel entre une anode et une cathode constituée par un f:ù.arnent. L'anode la 

plus fréquemment utilisée en biocristallographie est une anode en cuivre, le f:ù.arnent étant en 

tungstène. La différence de potentiel existant entre l'anode et le f:ù.arnent arrache des électrons 

au f:ù.arnent qui vont, sous cette accélération, entrer en collision avec l'anode. Le freinage 

brutal des électrons permet la conversion de leur énergie cinétique en rayonnement continu. 

Le spectre est constitué d'un fond continu auquel s'ajoutent principalement les raies Ka et K~ 

caractéristiques de l'élément constituant l'anode. L'utilisation de monochromateurs en 

graphite ou de miroirs associés à un f:ù.tre de nickel permet de sélectionner la longueur d'onde 

désirée. 

L'autre source de rayonnement utilisée est le rayonnement synchrotron. Des électrons 

ou des positrons, soumis à une accélération dans un anneau appelé « booster» sont injectés 

dans un anneau de stockage. Sous l'action de charnps magnétiques produits par des aimants 

de courbure courbant leur trajectoire, ces particules subissent une décélération qui se traduit 

par l'émission du rayonnement synchrotron capté en différentes parties de l'anneau appelées 

lignes de lumière. L'intensité du rayonnement émis est beaucoup plus élevée que celle fournie 
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par des anodes tournantes, ce qui permet d'obtenir des taches de diffraction d'intensités plus 

élevées et donc des jeux de données à plus haute résolution. 

B- La diffraction des rayons X 

Un cristal est caractérisé par la répétition périodique du même motif à travers 

l'espace. Ainsi lorsqu'il y a interaction entre le rayonnement incident et le cristal avec une 

orientation des plans réticulaires du cristal satisfaisant la loi de Bragg, le rayonnement est 

diffracté dans une certaine direction de l'espace. La loi de Bragg est donnée par la relation : 

2 X dhkl x sine = n x Îv dhkl : distance interréticulaire 

La diffraction se caractérise par l'apparition de taches de diffraction ou réflexions sur 

le détecteur. Elles résultent de la traversée de la sphère d'Ewald par les nœuds hkl du réseau 

réciproque, chaque nœud correspondant à une famille de plans hkl du réseau direct en position 

de diffraction. Chaque réflexion est caractérisée par ses indices hkl et par son intensité Ihkl. 

L'intensité diffractée par un cristal est décrite par la relation suivante (relation de Darwin): 

L'intensité diffractée Ihkl dépend donc de: 

- V c le volume du cristal irradié 

- Vm le volume de la maille 

- Cl) la vitesse angulaire, c'est-à-dire la vitesse de rotation du cristal 

- 10 l'intensité incidente 

- Ahklle facteur d'absorption 

- Phkl le facteur de polarisation qui dépend de l'angle e 

- Lhklle facteur de Lorentz, caractéristique du temps de traversée de la sphère d'Ewald 

par un nœud du réseau réciproque 

- Â.la longueur d'onde 

- IIF wll module du facteur de structure 
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La mesure précise de Ihld pennettra de déterminer IlFhklll, le module du facteur de 

structure. L'enregistrement de la totalité de l'espace réciproque indépendant est nécessaire 

pour la détennination complète de l'unité asymétrique. La connaissance de cette unité en 

association avec celle du groupe d'espace pennet de définir la maille. Le nombre de 

réflexions à enregistrer dans le cas des cristaux de macromolécules est très élevé en raison de 

la dimension des paramètres de maille qui peuvent atteindre plus de 500 Â, par exemple pour 

les cristaux de virus ou de ribosomes. Le nombre théorique de réflexions enregistrées à la 

résolution d est donné par la relation : 

Nt = 4/3 x 1t x lId3 x Vm x lin 

- Nt: nombre théorique de taches de diffraction enregistrées à la résolution d 

- d: résolution désirée en Â 

- n: valeur dépendant du mode de réseau (1: réseau primitif) 

Le nombre théorique de réflexions indépendantes est alors donné par la relation: 

Ni=Ntlm 

où m représente la multiplicité de la classe de Laue. 

Le nombre de taches de diffraction indépendantes pour les cristaux d'apoenzyme de 

l'ALDH de S. mutans s'élève à plus de 215000 à une résolution de 1,8 Â. Le nombre de 

réflexions enregistrées avant la moyennation des données s'élève à 676000. Ainsi, il est 

possible d'introduire la notion de redondance qui représente le nombre de fois qu'une 

réflexion ou une de ses équivalentes par la symétrie de la classe de Laue a été mesurée. 

La loi de Friedel montre qu'à toute réflexion hkl correspond une réflexion équivalente 

-h-k-l. L'égalité par la loi de Friedel n'existe plus dès lors qu'un atome ayant une forte 

contribution anomale à la diffraction est présent dans l'unité asymétrique. Cette propriété est 

très utile pour la détermination des structures de protéine par les méthodes MAD 

(multiwavelength anomalous diffusion) ou SIRAS (single isomorphous replacement with 

anomalous scattering). Notons également que l'introduction de tels atomes dans le solvant a 

permis le développement d'une nouvelle méthode de résolution des structures appelée 

méthode MASC (multiwavelength anomalous with solvent contrast). 
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Ainsi, si le nombre de réflexions à enregistrer est élevé, il faut que le matériel soit 

adapté et permette à la fois d'enregistrer tout l'espace réciproque indépendant tout en 

optimisant le temps de collecte. 

c- Les détecteurs de rayons X 

Si Perutz avait à déterminer aujourd'hui la structure tridimensionnelle de 

l'hémoglobine, l'acquisition des données représenterait une étape banale de la résolution de la 

structure. En effet, l'utilisation des fIlms photographiques a été remplacée par l'utilisation de 

détecteurs bidimensionnels type image plate ou CCD (charge-coupled device). 

Les détecteurs ponctuels, c'est-à-dire mesurant les réflexions les unes après les autres, 

ne sont quasiment plus utilisés en biocristallographie. En effet, l'utilisation de ce type de 

détecteur rend la collecte de données excessivement longue. 

L'apparition des plaques images et des détecteurs à fils a permis de diminuer le temps 

de collecte des données. En effet, elles permettent d'enregistrer simultanément de nombreuses 

réflexions dans deux directions de l'espace (plus de 2000 par plaque dans le cas de l'ALDH 

de S. mutans jusqu'à 1,8 A de résolution). Leur association avec les anodes tournantes permet 

d'enregistrer l'espace indépendant en quelques jours voire une journée en fonction du pouvoir 

diffractant du cristal et de sa classe de Laue. Si l'intensité du rayonnement incident est 

augmentée, comme dans le cas du rayonnement synchrotron, alors une collecte de données 

peut être ramenée à quelques heures. 

Un nouveau type de détecteur est apparu récemment: le CCD (charge-coupled device). 

Ce type de détecteur permet en quelques secondes, contrairement aux plaques images, d'avoir 

accès au cliché de diffraction. De plus sa sensibilité est supérieure à celle des plaques images. 

Cependant, le faible diamètre de ce type de détecteur, dû à son coût de fabrication et à divers 

problèmes technologiques, oblige à diviser les collectes en plusieurs parties notamment 

lorsque les cristaux utilisés diffractent à haute résolution. 
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D- Stratégie d'enregistrement 

Avant de débuter tout enregistrement, il est nécessaire de déterminer les paramètres de 

maille du cristal ainsi que son réseau de Bravais. Un certain nombre de réflexions doivent être 

mesurées pour y parvenir. Une oscillation du cristal autour d'un axe perpendiculaire aux 

rayons X incidents permet d'obtenir ce nombre suffisant. 

La rotation du cristal dans le flux de rayons X amène plusieurs plans du réseau direct 

en position de diffraction et donc autant de nœuds du réseau réciproque à traverser la sphère 

d'Ewald. Ainsi, un grand nombre de taches de diffraction peut être collecté sur une plaque 

image. Le nombre de réflexions enregistrées dépendra des paramètres demaille.de 

l'orientation du détecteur, de la longueur d'onde et du pouvoir diffusant du cristal. Pour des 

cristaux possédant de petits paramètres de maille comme les cristaux de molécules 

inorganiques, une rotation de plusieurs degrés peut être nécessaire pour cette étape. En ce qui 

concerne les cristaux de protéine, une rotation de 1 degré permet d'obtenir suffisamment de 

réflexions. Si cette rotation est trop importante, alors les taches de diffraction seront en 

recouvrement sur la plaque image. Or, il est important pour la qualité des mesures de bien 

séparer les taches de diffraction sur le détecteur dont le recouvrement dépend 

Le recouvrement des taches de diffraction existe dans un autre cas. La distance dans 

l'espace réciproque est l'inverse de celle existant dans l'espace direct. Ce recouvrement des 

taches de diffraction dépend des paramètres de maille, de la longueur d'onde utilisée, de la 

distance cristal détecteur et de la mosaïcité. 

Une fois les paramètres de maille déterminés, une stratégie d'enregistrement doit être 

définie. La distance cristal détecteur doit rendre possible l'enregistrement d'un espace 

complet de diffraction à une certaine résolution tout en ne conduisant à aucun recouvrement. 

TI est également nécessaire de tenir compte d'un autre facteur qui est la résistance du 

cristal à l'irradiation. En effet, l'absorption du rayonnement par les cristaux de protéine 

conduit à des dégradations par réactions radicalaires et par effet thermique (Burmeister, 2000; 

Ravelli & McSweeney, 2000). Ce type de dégradations nécessite de changer de cristal pour la 

collecte des données dans de nombreux cas et le recours à la cryogénie devient alors une 

nécessité (Rodgers, 1994). De cette façon, il sera possible d'exposer plus longtemps le cristal 
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aux rayons X. De ce fait, une meilleure résolution pourra être atteinte. Cependant, si la faible 

intensité des taches de diffraction à haute résolution est augmentée en prolongeant 

l'exposition du cristal, le bruit accumulé à la surface du détecteur le sera aussi. Ainsi, le temps 

d'exposition doit être optimisé pour obtenir le meilleur rapport entre le signal et le bruit. 

Malgré l'utilisation de la cryogénie, des dégradations peuvent encore se produire (Burmeister, 

2000; Ravelli & McSweeney, 2000) 

La limite de résolution de l'enregistrement ne dépend pas seulement de l'intensité 

incidente, du temps d'exposition du cristal, de sa taille ou de la longueur d'onde utilisée. Cette 

limite dépendra également de l'angle qu'il est possible de choisir entre le cristal et le 

détecteur, compte tenu du dispositif expérimental. 

IV - Le traitement des données de diffraction 

Comme la formule de Darwin le décrit (page 40), l'intensité enregistrée dépend de 

plusieurs facteurs. Traiter des données revient donc à estimer la contribution de chacun de ces 

facteurs à l'intensité diffractée. Le bruit collecté à la surface des détecteurs sera retranché à 

l'intensité de chaque réflexion hkl. 

Les deux logiciels utilisés pour le traitement des données enregistrées sur les cristaux 

de l'ALDH de S. mutans sont DENZO (Otwinowski & Minor, 1997), et XDS (Kabsch, 1988). 

Comme le logiciel DENZO a majoritairement été utilisé lors du traitement des données des 

différents enregistrements de cristaux de l'ALDH de S. mutans, les points suivants traiteront 

de son utilisation. 

A- Recherche des paramètres de maille et indexation du 

cliché de diffraction 

1- Recherche des paramètres de maille 
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A partir des réflexions de plus forte intensité sur le cliché, le calcul des paramètres de 

maille débute. Le logiciel recherche le plus petit trièdre irréductible permettant de passer 

d'une réflexion à l'autre, donc les plus petits vecteurs linéairement indépendants. Lors de 

cette étape, le logiciel ne prend pas en compte la rotation du cristal. Il considère que tous les 

nœuds du réseau réciproque ont traversé la sphère d'Ewald au même instant, donc à une 

valeur de rotation du cristal correspondant à la moitié de l'angle d'oscillation. Mm que cette 

approximation reste valable, l'amplitude de l'oscillation doit demeurer faible mais être 

suffisante afin qu'un nombre suffisant de réflexions soit mesuré. 

La liste des 14 réseaux de Bravais est alors proposée avec les paramètres de maille 

correspondant à chacun, associé à un facteur d'accord. Le plus faible facteur d'accord est 

toujours obtenu pour le système triclinique puisque ce dernier n'impose aucune contrainte sur 

les paramètres de maille. Le choix du système cristallin et donc des paramètres de maille étant 

réalisé, il est nécessaire de procéder à sa vérification et donc de passer à l'étape suivante qui 

est l'indexation du cliché de diffraction. 

2- Indexation du cliché de diffraction 

L'indexation du cliché de diffraction amène le logiciel à prédire la position des taches 

de diffraction sur le cliché. Des facteurs d'accord sont calculés entre les positions des taches 

prédites et celles observées. Les prédictions se rapprochent de l'observation si les différents 

paramètres de l'enregistrement (longueur d'onde, distance cristal-détecteur, centre de la 

plaque ... ) ainsi que les paramètres liés au cristal (maille, réseau de Bravais et mosaïcité) ont 

été correctement définis. Il est donc nécessaire au début de chaque expérience de préciser au 

mieux ces paramètres afin d'obtenir les meilleurs paramètres cristallins pour l'affinement des 

paramètres expérimentaux. 

Le terme de mosaïcité utilisé précédemment concerne les petits blocs désorientés les 

uns par rapport aux autres qui constituent le cristal. Cette désorientation entraîne alors un 

élargissement des profils de raies puisque le nœud correspondant proviendra de plans 

équivalents en position de diffraction dans des directions très peu différentes. Cette 

désorientation entre les blocs est appelée mosaïcité. Cependant, son estimation reste délicate, 

en raison de la divergence du faisceau de rayons X et de la taille du cristal, mais nécessaire 
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pour estimer au mieux la position prédite des taches de diffraction pour calculer l'intensité de 

chaque réflexion. 

B- Intégration des données 

Pour chaque tache de diffraction, le calcul de l'intensité sera décomposé en deux 

étapes. 

1- Méthode de la «shoe box» 

Le bruit est calculé à l'intérieur d'une boîte entourant la tache de diffraction. La 

surface de la boîte doit être suffisamment large afin d'estimer au mieux le bruit. Généralement 

la surface de cette boîte correspond au double de la surface de la tache. Le bruit est soustrait à 

l'intensité mesurée. 

2- Méthode du « pronle ntting » 

Des réflexions faibles ou fortes, proches sur un cliché de diffraction, possèdent en 

général le même profil de raie (Diamond, 1969). TI est donc possible de calculer des profils 

moyens dans différentes parties du cliché et de les appliquer alors aux taches présentes dans 

ces régions en centrant ce pic sur la tache, d'où la nécessité d'une estimation correcte de la 

mosaïcité afin de déterminer au mieux ce centre. Ainsi, le profil de chaque tache de 

diffraction est obtenu. 

c- Mise à l'échelle des données 

Le jeu de données est constitué de plusieurs clichés de diffraction. Etant donné que les 

deux plaques images utilisées au service commun de diffraction X sur monocristaux (SCDX) 

pour la collecte peuvent être légèrement différentes, que l'intensité incidente peut diminuer au 

cours de la collecte, que le cristal peut se dégrader au cours de l'enregistrement, que 

l'absorption est différente en fonction de l'orientation du cristal, il est nécessaire de mettre à 
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l'échelle les différents clichés avant de moyenner les intensités afin de ne conserver qu'un 

ensemble de réflexions indépendantes. 

Le jeu de données est caractérisé par différents paramètres: 

-la redondance, qui caractérise le nombre de fois qu'une même réflexion ou l'une de 

ses équivalentes a été mesurée. 

- le Rsym: ce facteur permet de juger de la déviation des différentes intensités 

équivalentes par rapport à leur moyenne. Le Rsym est donné par la formule: 

Rsym = l:IIr <1> 1 / L( <1> ) 

où Ij représente la lme mesure de la réflexion hkl et <1> la valeur moyenne. 

- la complétude ou «completeness»: cette valeur représente la portion de l'espace 

indépendant mesuré. La complétude est le rapport Nm/Ni où Nm représente le nombre de 

réflexions indépendantes mesurées et Ni le nombre théoriquement mesurable de réflexions 

indépendantes à la résolution atteinte lors de l'enregistrement. 

- le rapport I/cr(I): ce facteur représente le rapport entre l'intensité mesurée et l'erreur 

estimée sur cette mesure. 

- les extinctions: pour certaines combinaisons des indices hkl, le facteur de structure 

Fhkl et donc l'intensité associée sont égales à zéro. Ces combinaisons de hkl sont spécifiques 

du groupe d'espace du cristal, c'est-à-dire de la présence d'éléments de symétrie hélicoïdaux 

et/ou de la présence d'un mode de réseau ou de miroirs avec translation (n'existant pas dans 

les cristaux de protéine). Compte tenu du caractère asymétrique des protéines dû à leur stricte 

composition en acides aminés L, seuls les deux premiers opérateurs de symétrie peuvent se 

rencontrer dans les cristaux de protéine. De ce fait, l'analyse des extinctions permet de 

déterminer le groupe d'espace du cristal. Cependant des ambiguïtés demeurent quant à la 

translation le long de certains axes hélicoïdaux. Elles ne pourront être levées que par la 

détermination de la structure, donc par le phasage. 

v -Détermination de la structure 

La détermination de la structure tridimensionnelle d'une protéine consiste tout d'abord 

à résoudre le problème des phases. Trois méthodes de résolution des structures de protéine 

sont majoritairement utilisées: 

- le remplacement moléculaire 
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- le remplacement isomorphe multiple 

- l'utilisation de la diffusion anomale 

Cependant, des études préliminaires visant à déterminer le nombre de molécules dans 

l'unité asymétrique et les symétries les reliant doivent être réalisées. 

A -Détermination de la symétrie non cristallographique 

La symétrie cristallographique permet de générer le cristal par son application à l'unité 

asymétrique. Pour les macromolécules biologiques, elle peut être un axe de rotation, une 

translation due au mode de réseau, ou un axe hélicoïdal associant la rotation à une translation, 

ou toute autre combinaison de plusieurs de ces éléments. 

Contrairement à la symétrie cristallographique, la symétrie non cristallographique ne 

peut s'appliquer qu'à l'intérieur de l'unité asymétrique. Elle permet de relier les molécules les 

unes aux autres dans cette unité ou bien de relier entre elles les sous unités d'une 

macromolécule (monomères d'un oligomère). La symétrie non cristallographique peut être 

une rotation ou une translation. Elle est décrite comme propre s'il s'agit d'une rotation pure 

ou impropre lorsque la rotation est associée à une translation. 

La connaissance exacte de cette symétrie est importante pour l'amélioration des 

phases lorsque les méthodes de modification de densité sont utilisées et pour faciliter la 

reconstruction du modèle dans la densité électronique (Kleywegt & Read, 1997). La 

recherche et l'orientation des éléments de symétrie non cristallographique s'effectuent par le 

calcul des fonctions d'autocorrélation (Rossmann & Blow, 1962) et éventuellement des 

fonctions de Patterson natives. Leur interprétation sera facilitée si au préalable le nombre de 

molécules dans l'unité asymétrique a été évaluée par le calcul du taux moyen de solvant 

(Matthews, 1968). 

1- La fonction de Patterson 
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La fonction de Patterson correspond au produit de convolution de la densité 

électronique. Cette fonction est centrosymétrique et donne naissance aux 24 groupes de 

Patterson. Elle est donnée par la formule: 

P(U) = Iv p(X)p(X+U)dX, avec X = (x, y , z) et U = (u, v, w) 

Cette fonction contient des pics situés à l'extrémité des vecteurs interatomiques et dont 

l'intensité (la hauteur) correspond au produit des poids atomiques de chaque atome, que ces 

vecteurs soient intra ou intermoléculaires. Calculée à partir du cliché de diffraction donc à 

partir des modules des facteurs de structure, la fonction de Patterson correspond à la 

transformée de Fourrier du module du facteur de structure au carré. 

2- La fonction d' autocorrélation 

La fonction d'autocorrélation permet de superposer les vecteurs interatomiques d'une 

molécule à ceux de la molécule avec laquelle elle est reliée par la symétrie non 

cristallographique en appliquant une rotation à l'un des deux jeux de vecteurs. Ces vecteurs 

sont représentés cristallographiquement par la fonction de Patterson. Donc, une fonction 

d'autocorrélation superpose les vecteurs de Patterson d'une macromolécule avec ceux tournés 

de la molécule qui lui est symétrique. 

Le calcul de la fonction d'autocorrélation est effectué dans une sphère dont le rayon 

est choisi de sorte à ne prendre en compte que les vecteurs interatomiques intramoléculaires 

ou au sein de la même sous-unité. Au niveau des données, une coupure sur la haute résolution 

est effectuée car l'identité entre les molécules ou leurs sous-unités n'est qu'une 

approximation. En effet, des disparités peuvent exister à haute résolution. L'orientation de 

l'axe de rotation ainsi que la nature de la rotation sont données par 3 angles, par exemple les 

angles polaires <p,'I',lC. Dans ce cas, les deux premiers angles définissent l'orientation de l'axe 

de rotation dans l'espace, le dernier la valeur de la rotation autour de l'axe. 

3- La fonction de Patterson native 

Cette fonction permet de trouver la position d'un axe de rotation non 

cristallographique orienté particulièrement par rapport aux axes de la maille. Les pics de la 
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fonction de Patterson ont leur maximum d'intensité lorsqu'ils relient des atomes en positions 

équivalentes. Ces pics apparaissent alors dans les sections remarquables de Harker. Ainsi, si 

un axe de symétrie non cristallographique parallèle à un axe de symétrie cristallographique 

existe, un pic intense apparaîtra dans une section perpendiculaire à l'axe de symétrie non 

cristallographique. 

B- Le remplacement moléculaire 

La recherche des phases permet de convertir le module du facteur de structure IIFhkllI, 
racine carrée de l'intensité diffractée, en facteur de structure FhkI. Le remplacement 

moléculaire consiste à orienter puis à positionner un modèle moléculaire proche de celui 

étudié dans la maille de la structure inconnue. Le positionnement de ce modèle permet alors le 

calcul d'un premier jeu de phases à partir de la position des atomes, et celui des premières 

cartes de densité électronique. 

L'utilisation du remplacement moléculaire suppose qu'une structure proche de celle 

étudiée soit disponible. La recherche de cette structure peut être entreprise par l'étude des 

alignements de séquences. Un pourcentage d'identité de séquences supérieur à 30 % ou un 

pourcentage élevé d'homologie de séquences doit attirer l'attention du cristallographe, 

d'autant plus que le nombre de structures disponibles dans la PDB est en constante 

augmentation. Ainsi cette méthode est de plus en plus utilisée. Même lorsque le pourcentage 

d'identité de séquences ou d'homologie est élevé, il est nécessaire de déterminer une certaine 

gamme de résolution dans laquelle la recherche des phases sera effectuée. Une troncature du 

jeu de données à très basse et vers la haute résolution doit être réalisée. En effet, d'une part le 

modèle utilisé ne contient pas de molécules d'eau alors que leur contribution est importante 

dans les réflexions à basse résolution, et d'autre part deux modèles proches en première 

approximation peuvent présenter à haute résolution de grandes différences qui masqueraient 

alors une similitude apparente à moyenne résolution. La connaissance de l'état oligomérique 

de la protéine ainsi que le nombre de molécules dans l'unité asymétrique sont impératifs afm 

d'utiliser le nombre exact de modèles à positionner dans l'unité asymétrique. La connaissance 

de la symétrie non cristallographique pourra aider à déterminer ce nombre. 
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1- La fonction de rotation croisée 

Le calcul de cette fonction est sensiblement le même que celui employé pour le calcul 

de la fonction d'autocorrélation. La différence provient des fonctions de Patterson. La 

fonction d'autocorrélation consiste à superposer la fonction de Patterson de la macromolécule 

avec elle-même. La fonction de rotation croisée superpose la fonction de Patterson du modèle 

à la fonction de Patterson de la molécule dont la structure est inconnue. Un maximum de cette 

fonction est obtenue lorsque les deux fonctions de Patterson se superposent au mieux. La 

fonction de rotation croisée est donnée par la formule : 

Rc(8l, 82, 83) = IlUl<d PM x PlC(U)dU 

où U=(u,v,w) et peU) représente la fonction de Patterson du cristal, PlCM, celle du modèle 

tournée par l'opérateur de rotation C défini par les angles d'Euler (81,82,83). 

La corrélation est calculée sur un volume, généralement une sphère, choisi de façon à 

sélectionner les vecteurs U de module inférieur au diamètre de la protéine. En effet, si la 

rotation de la molécule n'affecte pas la distribution des vecteurs intramoléculaires, il n'en est 

rien en ce qui concerne la distribution des vecteurs intermoléculaires. Le rayon de la sphère 

doit donc être choisi de façon à exclure les vecteurs interatomiques intermoléculaires. Ce 

rayon ne sera qu'approximatif en raison de l'absence d'information structurale concernant la 

protéine étudiée et donc proche de celui de la molécule servant de modèle. 

2- La fonction de translation 

Le modèle orienté est translaté dans la maille du cristal. Pour une position correcte du 

modèle, il apparaît un maximum de corrélation entre la fonction de Patterson du cristal et 

celle du modèle déplacé dans la maille. A ce maximum, il correspondra un vecteur 

intermoléculaire entre deux molécules du modèle superposable à un vecteur intermoléculaire 

entre deux molécules du cristal. La fonction de translation est donnée par la relation: 

T(t) = Iv P01(U,t) x P(U)dU 

où peU) représente la fonction de Patterson observée pour le cristal, et Pol(U,t) la 

fonction de Patterson calculée à partir de la molécule référence, située à une distance t d'un 
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opérateur de symétrie (cristallographique ou non), et de la molécule qui lui est équivalente par 

cet axe de symétrie. Le calcul est effectué sur le volume v de la maille. 

Cette fonction prend en compte les vecteurs interatomiques entre deux molécules 

reliées par la symétrie non cristallographique mais également entre deux molécules reliées par 

la symétrie cristallographique. Dans ce dernier cas, étant donné que seule la translation du 

modèle perpendiculairement à l'axe de symétrie cristallographique affecte la répartition des 

vecteurs intermoléculaires, une recherche du maximum de corrélation entre ces deux 

fonctions est effectuée dans les sections de Harker. En rejetant les vecteurs intramoléculaires, 

le rapport signal sur bruit peut être amélioré. 

La recherche de la solution correcte de cette seconde étape peut également être trouvée 

en suivant l'évolution du facteur d'accord R donné par la relation: 

R = ~ hklllFobsl- klFcalcll / I: hkllFobsl 

Ce facteur correspond à une comparaison entre les facteurs de structure observés et les 

facteurs de structure calculés à partir de la position du modèle. 

Enfm, la visualisation graphique des différentes solutions issues de l'étape de la 

translation, permet de sélectionner la ou les solutions possibles du remplacement moléculaire 

en rejetant les positions conduisant à des recouvrements entre les différentes molécules dans 

la maille. 

Ainsi, il est possible de calculer un premier jeu de phases à l'aide du modèle orienté et 

positionné dans la maille puis une première carte de densité électronique à partir de ces phases 

et des facteurs de structure calculés à partir du jeu de données. Alors la construction de la 

macromolécule peut débuter. Cependant, il est possible qu'elle soit rapidement stoppée en 

raison de la piètre qualité des phases calculées, due à un modèle trop éloigné de la structure 

recherchée. Alors, il est nécessaire de procéder à une amélioration des phases par 

modification de la densité et, le cas échéant, à la recherche d'un ou de plusieurs atomes 

lourds. 
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c- Le remplacement isomorphe 

Si aucun modèle suffisamment proche de la structure étudiée n'est disponible pour 

résoudre le problème des phases, alors il faut recourir à des méthodes faisant intervenir des 

diffuseurs en général absents naturellement des protéines: les atomes lourds (Hg, Pt, Eu, 

Sm ... ). Les méthodes utilisables sont les méthodes de phasage SIR, MIR, SIRAS, MAD, 

MIRAS, ou MASC. L'utilisation de la méthode MAD connaît actuellement un essor 

notamment grâce à l'incorporation par génie génétique de séléno-méthionines dans les 

protéines (Yang et al., 1990; Smith & Thompson, 1998). 

La localisation d'un ou de plusieurs site(s) d'atomes lourds dans le cristal permet de 

déterminer les phases et ainsi de résoudre la structure de la protéine étudiée. L'incorporation 

des atomes lourds au sein de la protéine par interactions électrostatiques ou covalentes, doit 

s'effectuer sans distorsion des paramètres de maille. Elle est réalisée par diffusion de ces 

composés dans le cristal ou obtenue par cocristallisation de la protéine en leur présence 

(Blundell & Johnson, 1976). 

Si l'enregistrement des données sur un cristal natif (sans atome lourd) permet 

d'accéder au module du facteur de structure IIFpll, celui effectué sur un dérivé (en présence 

d'atomes lourds) donne accès au module du facteur de structure IIFpHIl. La fonction de 

Patterson différence, permettant d'interpréter les pics correspondant à des vecteurs 

interatomiques entre atomes lourds, est donnée par la relation: 

P(x,y,z) = (lN) l:hl:kl:lIMfhkl exp -21ti(hx+ky+lz) 

et 1.:lF12hkl = (IIFpHIl-IIFplI)2 

L'étude de ces pics conduira à la position des atomes lourds et ainsi à deux valeurs possibles 

de la phase pour les facteurs de structure de la protéine. L'utilisation d'un second dérivé 

permettra de lever cette ambiguïté. 

L'interprétation de la densité électronique est souvent difficile en raison de la piètre 

qualité des phases, parfois même après affmement de la position des atomes lourds. n est 

alors nécessaire d'améliorer la qualité des phases par modification de la densité électronique. 
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Cette étape peut également être réalisée après un phasage par remplacement moléculaire si 

l'interprétation de la densité électronique est délicate. 

D- Modification de la densité électronique 

La densité électronique calculée à partir des paramètres expérimentaux (Fobs, <Pcalc ou 

«>MIR) doit être en accord avec les caractéristiques théoriques de la densité électronique, à 

savoir: sa positivité, sa constance dans les zones de solvant, son identité entre les molécules 

reliées par la symétrie non cristallographique. Les différences existant entre l'expérience et la 

théorie proviennent d'erreurs sur le calcul des phases (donc sur la position des atomes lourds 

ou du modèle utilisé lors du remplacement moléculaire) et sur l'estimation du facteur de 

structure, l'erreur la plus importante étant réalisée sur le calcul de la phase. 

Par modification de la densité électronique, il est possible d'améliorer 

progressivement les phases. Cette amélioration conduit alors à une meilleure interprétation de 

la densité électronique permettant ainsi la construction ou un positionnement plus précis du 

modèle dans la densité électronique, à partir duquel sont calculées les phases. Ce processus 

est répété jusqu'à convergence de différents critères comme le coefficient de corrélation entre 

la densité électronique calculée à un cycle de modification et la densité au cycle suivant, ou 

encore le facteur R entre les facteurs de structures observés et calculés. 

1- Nivellement du solvant 

Cette méthode suppose que l'enveloppe moléculaire soit déterminée afin de 

différencier la densité électronique de la protéine de celle du solvant. Elle repose sur le fait 

qu'à l'intérieur de la protéine, de fortes fluctuations de la densité existent contrairement aux 

zones de solvant où la densité est estimée constante du fait du mouvement statistique 

important des molécules. Ainsi, il est possible de délimiter zone de solvant et de protéine. Une 

carte de densité lissée est calculée en associant à chaque point la densité électronique 

moyenne calculée sur les valeurs de densité en ce point, et en ceux l'environnant situés dans 

une sphère de rayon donné. La connaissance de la proportion approximative de solvant 

permet alors de définir sur cette carte un contour séparant zone de protéine et de solvant. Une 

fois ce masque connu, il est alors possible d'aplanir la densité électronique dans les zones de 
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solvant sans modifier celle de la protéine. Les facteurs de structure sont recalculés sur cette 

carte idéale et les phases correspondantes sont combinées aux phases expérimentales. Ce 

processus cyclique est répété jusqu'à sa convergence. 

2- Positivité 

Il est possible que la densité électronique en certains points de la carte soit négative, ce 

qui n'a aucun sens physique. Ce phénomène est dû à une erreur sur le calcul de la phase. 

Simultanément au nivellement de solvant et/ou à la moyennation de la densité, ces valeurs 

sont éliminées. 

3- Moyennation de la densité 

Si la molécule étudiée présente des sous-unités identiques ou plusieurs copies dans 

l'unité asymétrique, alors la densité électronique entre les différentes sous-unités ou copies est 

supposée identique jusqu'à une certaine résolution. Cette situation permet d'imposer une 

contrainte à la densité électronique: la valeur de la densité électronique pour les points reliés 

par la symétrie non cristallographique sera calculée comme étant leur moyenne. Ainsi, la 

symétrie non cristallographique doit être connue avec précision afin de moyenner des points 

réellement équivalents. Si une telle symétrie existe, différentes enveloppes moléculaires ou 

masques doivent être déterminés pour la procédure de moyennation généralement réalisée 

dans le même temps que le nivellement de solvant. 

Après un ou plusieurs cycles de modification de densité, l'amélioration de la densité 

permet la reconstruction du modèle, ou son meilleur positionnement dans la carte de densité, 

et donc le calcul de phases plus précises. Alors peut débuter la dernière partie de la résolution 

d'une structure: son affinement. 

VI- Aff"mement de la structure 

Cette dernière étape permet de corriger les erreurs introduites dans la structure pendant 

la reconstruction. En effet, l'étape de reconstruction graphique introduit des erreurs 
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géomètriques dans la structure tel que: la longueur des liaisons, les angles de valence 

(cp, "', X). D'autres erreurs comme la connectivité entre les structures secondaires, 

l'orientation d'une chaîne latérale, le non respect de la séquence, les distances aberrantes entre 

atomes non liés... sont également corrigées automatiquement ou visualisées et corrigées 

manuellement lors de l'examen de la carte de densité électronique. En fait, les deux étapes 

d'affinement et de reconstruction sont menées de façon alternative, jusqu'à obtenir les plus 

faibles valeurs possibles pour les facteurs d'accord appelés Rcnst et Rrree (Brünger, 1992). 

L'affinement de la structure est la recherche d'un minimum énergétique obtenu en minimisant 

l'écart entre les paramètres de la structure et les valeurs moyennes d'angles, de longueurs de 

liaisons, de distances interatomiques .... connues grâce aux structures de petites molécules. La 

recherche du minimum énergétique se fait par minimisation d'énergie ou bien, en faisant 

varier ces paramètres par dynamique moléculaire autour de la valeur provenant d'une 

minimisation d'énergie ou d'une étape de reconstruction. Cette combinaison affinement -

reconstruction permet une amélioration des phases très perceptible par l'amélioration de la 

carte de densité. En effet, l'information structurale augmentant et s'affmant au cours de ces 

différents cycles, les phases peuvent être calculées plus précisément. 

L'évolution de l'affinement est suivi par le calcul de deux facteurs d'accord: le Rcnst et 

le Rfree. L'expression du Rcnst consiste à comparer les facteurs de structure observés Fobs et 

ceux calculés Feale. Le Rcnst est donné par la relation: 

Le Rrree s'exprime par la même relation mais son calcul est réalisé sur 10 % des réflexions 

préalablement exclues de l'affmement (Brünger, 1992). 

D'un point de vue énergétique, la fonction à minimiser est: 

Cette fonction correspond à l'addition de l'énergie chimique du système aux contraintes 

cristallographiques pondérées par le facteur W A représentant le poids qui leur est attribué. 

Eehim est donnée par la relation: 
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EChim = ~liaisons1/2 X ~ X (ri - ro)2 

+ ~gles1/2 X ~ X (9i -90)2 

+ Ltorsion1/2 X ~ X (Çi - çO)2 

+ ~dièdres 1/2 Ka X (1 + cos(n<j>i - ô)) 

+ ~~ électrostatiques qiqj41ŒoErrij 

+ ~~ Leonard-Jones (Aijrij -12 - Bijfij -6) 

longueurs des liaisons 

angles de valence 

dièdres impropres 

dièdres propres 
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interactions électrostatiques 

atomes non liés 

D'autres termes peuvent être ajoutés au calcul de l'énergie chimique comme: la symétrie non 

cristallographique, les interactions par la symétrie cristallographique, les interactions par 

liaisons hydrogène. 

ERX est donnée par: 

Les paragraphes suivants traiteront des procédures utilisées pour affiner différentes 

structures de l'ALDH de S. mutans. Une différence dans ces procédures d'affinement est 

l'absence d'une contrainte de symétrie non cristallographique lors de la résolution de la 

structure de l' apoenzyme appelée Apo 1. Pour toutes les autres structures décrites dans ce 

manuscrit, une contrainte sur la symétrie non cristallographique a été appliquée lors de 

l'affmement. Cette contrainte restreint l'amplitude du déplacement des atomes reliés par la 

symétrie non cristallographique lors de l'affinement. 

A-Affinement par corps rigide 

Cet affinement consiste à considérer la molécule comme une entité rigide. TI est 

appliqué après le remplacement moléculaire pour ajuster la position du tétramère d'ALDH 

dans l'unité asymétrique par rotations et translations. Une fois positionné, le tétramère est 

divisé en quatre monomères et la procédure est répétée tout en augmentant progressivement la 

résolution. Cette procédure a été appliquée jusqu'à une résolution de 4 Â pour l'apoenzyme 

résolue à 1,8 Â (Apol), et 3 Â pour les autres structures avec un affinement par corps rigide 

uniquement effectué sur le tétramère et les monomères. 
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Pour l'apoenzyme (Apol), une dernière division a été réalisée en accord avec l'alignement de 

séquences par rapport au modèle utilisé. Les monomères ont été divisés en autant de 

domaines qu'il existait de lacunes dans l'alignement de séquences. 

B- Minimisation d'énergie 

Durant cette étape, les atomes sont déplacés de façon à diminuer l'énergie potentielle 

Epot. Le déplacement des atomes s'effectue dans le sens opposé du gradient d'énergie dont le 

calcul est donné par la relation: 

où rh r2 ... , ri ... , rn représentent les positions des atomes. 

L'inconvénient de ce mode d'affinement est l'existence de minima locaux auxquels il 

est possible d'aboutir alors que le minimum énergétique recherché est le minimum profond. 

La minimisation d'énergie ne permettant pas de sortir des minima locaux, des étapes de 

reconstruction graphique associées à des cycles de minimisation sont nécessaires pour en 

sortir. Ce long processus itératif de reconstruction - affmement peut être accéléré par 

l'utilisation de la dynamique moléculaire. 

c- La dynamique moléculaire 

Une autre méthode utilisée pour sortir des minima locaux consiste à fournir au système 

l'énergie nécessaire au franchissement des barrières énergétiques (Figure 2.2). Une vitesse 

aléatoire est attribuée à chaque atome. L'énergie cinétique fournie permet alors au système de 

franchir des barrières d'énergie de l'ordre de kBT (kB: constante de Boltzmann). 

Pendant l'évolution du système, chaque atome est soumis à une force fiCt) 

correspondant à l'opposé du gradient de l'énergie potentielle. TI est donc soumis à une 

accélération donnée par la loi de Newton: 
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où ri représente les coordonnées de l'atome i à un instant t et mi sa masse. 

Energie 

Etat initial 

Minimum 
local 

5 

9 

Minimum profond 

Evolution de la structure 
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Figure 2.2: représentation schématique des étapes de la dynamique moléculaire. Les étapes 

1 et 9 représentent la minimisation d'énergie permettant d'atteindre des minima locaux et 

profond. Le recuit simulé commence en 2 par l'augmentation de la température suivie 

d'une diminution de celle-ci (étapes 4,6 et 8) et de l'évolution du système entre ces 

différentes baisses (étapes 3, 5 et 7). 

La procédure de dynamique moléculaire implantée dans X-PLOR (Brünger, 1990) 

utilise le recuit simulé qui consiste à fournir de l'énergie au système par augmentation de la 

température jusqu'à des valeurs supérieures à 3000 K. Cette augmentation se traduit par une 

augmentation de l'énergie cinétique nécessaire au franchissement des barrières énergétiques. 

Partant d'une valeur de 3000 K, la température est abaissée progressivement à 300 K durant la 
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simulation, avec une diminution de 25 K de la température toutes les 25 fs ce qui amène cette 

simulation à couvrir environ 3 picosecondes. Cette étape s'achève par une minimisation 

d'énergie. 

Si cette procédure permet un gain considérable en temps lors de la reconstruction, un 

examen graphique de la structure est nécessaire après chaque étape utilisant la dynamique 

moléculaire. En effet, cette méthode puissante peut déplacer un fragment de la chaîne 

polypeptidique dans un modèle incomplet vers une zone de densité inoccupée. La puissance 

de la dynamique permet aussi par exemple de déplacer des chaînes latérales de quelques 

angstroms ou de changer la stéréochimie des liaisons peptidiques. 

D- Affinement des facteurs de température 

Le désordre structural existant dans une molécule peut être modélisé par le facteur 

d'agitation thermique Bi de chaque atome qui représente son déplacement autour d'une 

position moyenne. L'ajustement des paramètres Bi est effectué en fin d'affinement afin que 

les erreurs de positionnement des atomes dans la structure durant les premières phases de 

l'affmement ne soient pas cumulées dans la valeur des paramètres d'agitation thermique. Au 

début de l'affinement, ces facteurs sont affectés d'une valeur de 15 A2 représentant une valeur 

moyenne des facteurs d'agitation rencontrés dans les protéines. Des contraintes peuvent être 

introduites durant leur affmement. Par exemple, deux atomes liés doivent avoir des facteurs 

d'agitation thermique voisins. L'énergie de restriction est donnée par la relation: 

De même, l'application de la symétrie non cristallographique lors de cette étape 

introduit une restriction sur le calcul des facteurs d'agitation, en limitant leur variation autour 

d'une valeur moyenne calculée entre les atomes reliés par la symétrie non cristallographique. 

E- Introduction des molécules d'eau et des ions 
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Les protéines contiennent dans leur structure et à leur surface des molécules d'eau plus 

ou moins ordonnées et donc plus ou moins visibles dans des cartes de densité électronique. 

Ces différentes molécules sont introduites de façon automatique ou manuellement dans la 

structure en fm d'affinement, donc à des valeurs raisonnables du Rcnst et du Rfree, du moment 

où les densités sont interprétables. L'introduction des molécules d'eau se traduit par une 

diminution des facteurs d'accord. Les ions présents dans les protéines, qu'ils soient 

catalytiques, structuraux, ou en interaction avec celles-ci en raison des conditions de 

purification ou de cristallisation, sont également introduits en fm d'affinement, lorsque la 

carte de densité permet clairement de les identifier. 

Dans le cas de l'ALDH de S. mutans, les facteurs d'agitation thermique de ces 

molécules sont affinés sans restriction sur leur calcul. 

F - Validation de la structure 

Bien que les facteurs d'accord soient faibles en fm d'affinement, des erreurs peuvent 

encore être présentes dans la structure, notamment des erreurs de géométrie du modèle et/ou 

de positionnement des molécules d'eau. Toute molécule d'eau doit être reliée par liaison 

hydrogène à au moins un groupement donneur ou accepteur de la protéine ou à une autre 

molécule d'eau en interaction avec la protéine. En ce qui concerne la géométrie, les valeurs 

des angles et des longueurs de liaisons covalentes doivent appartenir à des intervalles défmis 

par la connaissance de la structure de certaines protéines à haute résolution. La recherche de 

telles erreurs est facilitée par l'utilisation des logiciels X-PLOR, PROCHECK (Laskowsky et 

al., 1993) et WHAT_CHECK (Hooft et al., 1996). Une fois corrigées des dernières erreurs, 

les coordonnées de la structure étudiée sont déposées dans la Protein Data Bank. 

G- Conclusion 

Ainsi, s'il fallait plusieurs années de travail pour déterminer la structure d'une 

macromolécule dans les années 60, jusqu'au début des années 80 dans la majeure partie des 

cas, il n'en est rien aujourd'hui en raison de l'évolution rapide des moyens informatiques, des 
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appareils de diffraction X, et des connaissances acquises tout au long de ces différentes 

années. Actuellement, les étapes limitantes de la résolution d'une structure de macromolécule 

restent la mise au point des conditions de purification, de cristallisation et la recherche de 

dérivés lourds. Ces différentes étapes font que la détermination tridimensionnelle de telles 

molécules peut encore parfois prendre plusieurs années. 
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Cristallisations 

L'ALDH de S. mutans a été produite par génie génétique et purifiée au laboratoire de 

Maturation des ARN et d'Enzymologie Moléculaire (M.A.E.M.) dirigé par le Docteur C. 

Branlant dans le groupe du Professeur G. Branlant. 

1- Apoenzyme de type 1 (Apol)l et holoenzyme 

La protéine, précipitée au sulfate d'ammonium en tampon phosphate de potassium 50 

mM, pH 6,4, 5 mM ~-mercaptoéthanol, est dialysée contre ce même tampon en présence de 

DTT à une concentration de 1 mM. En fin de dialyse, la mesure de la DO à 280 nm permet 

d'estimer la concentration de la protéine (E280: 204000 M-Icm-I). 

La recherche des conditions de cristallisation de l'ALDH de S. mutans a été abordée 

de différentes façons, toujours en diffusion de vapeur en goutte suspendue (McPherson, 

1990). Tout d'abord, étant donné que l'enzyme est précipitée au sulfate d'ammonium en fin 

de purification, les premières études de cristallogenèse ont débuté en utilisant ce sel comme 

1 Le tenne d'apoenzyme de type 1 est utilisé pour désigner la première stmcture résolue d'apoenzyme de Sm-ALDH. Elle se différencie 

d'une seconde stmcture par la présence d'un seul ion sulfate dans le site catalytique. Pour la seconde stmcture d'apoenzyme de type sauvage, 

le tem1e Apo2 sera utilisé. 
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agent de cristallisation en présence d'un tampon phosphate de potassium 50 mM, pH 6,4. En 

parallèle, une matrice d'échantillonnage contenant 50 solutions ayant permis de cristalliser 

plusieurs protéines a été utilisée (Jancarick & Kim, 1991). L'ensemble de ces essais a conduit 

à l'obtention de plusieurs conditions de cristallisation. Tous les essais de cristallisation ont été 

réalisés à 20°C. 

Une condition de cristallisation a été retenue pour l'étude cristallographique de l' Apo 1 

et de 1 'holoenzyme. 

Composition du milieu de cristallisation (puits): - sulfate d'ammonium: 1,9 à 2,0 M '. 

- tampon HEPES: 0,1 M, pH 7,5 

- PEG 400: 2 % 

L'ajout du sulfate d'ammonium à une concentration de 1,9 M ou 2,0 M à la solution 

d'HEPES tamponnée par NaOH pour atteindre un pH de 7,5, s'accompagne d'une 

augmentation du pH de la solution qui atteint des valeurs proches de 8,0 en raison de la 

formation d'ammoniaque. 

Composition des gouttes: - 2 à 3 !lI de protéine à 40 mg/ml 

- 2 à 6 !lI de solution précipitante 

Figure 3.1: cristaux d'apoenzyme de ,'ALDH de 

S mutans. 1 graduation représente 0.02 mm. 

Ce mélange porte la concentration initiale de la protéine dans la goutte à 10 mg/ml 

pour un mélange de 2 !lI de protéine et 6 !lI de solution précipitante. Lors de la contraction de 
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la goutte, la concentration de la protéine va progressivement augmenter pour atteindre 20 

mg/ml. A l'état final, cette forte concentration de protéine associée aux agents précipitants 

permet l'obtention de cristaux de taille satisfaisante pour une étude cristallographique, 

atteignant parfois plus d'un millimètre de coté dans une direction de l'espace avec des 

dimensions de l'ordre de quelques centaines de microns pour les deux autres directions. 

Les essais préalables de cristallisation ont été réalisés en mélangeant 4 III de protéine à 

une concentration estimée de 5 mg/ml et 1 III de solution précipitante, ce qui amenait la 

concentration finale de la protéine à 20 mg/ml avec un nombre plus important de cristaux 

dans la goutte. Ainsi, l'affinement de la condition de cristallisation, par variation de la 

cinétique d'équilibre, a permis d'arriver au même état final avec une cinétique plus lente et un 

taux de nucléation diminué. L'augmentation de la taille des cristaux est due à l'augmentation 

de la quantité de matériel protéique disponible. En effet celle-ci devient plus importante du 

fait de la diminution du nombre de cristaux en croissance dans la goutte. 

Grâce à l'obtention de cristaux de taille satisfaisante, des données cristallographiques à 

haute résolution pour la forme Apo 1 de l' ALDH de S. mutans ont été enregistrées. 

L'holoenzyme a été préparée par addition d'un large excès de NADP (environ 16 mM 

final) à la solution protéique dans les mêmes conditions de tampon que l' Apo 1. La solution de 

cristallisation et la concentration en protéine demeurent identiques. Des cristaux de la même 

forme que ceux d'Apo1 ont été obtenus. 

Figure 3.2 : cristal d'holoenzyme 

obtenu en présence de sulfate 

d'ammonium. 1 graduation représente 

0,02 mm. 
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Une seconde forme cristalline de 1 'holoenzyme est également obtenue en présence 

uniquement de sulfate d'ammonium à une concentration de 2,0 M ou en association avec un 

tampon phosphate de potassium 50mM, pH 6,4 (Figure 3.2). La concentration initiale en 

protéine est estimée à 40 mg/ml. Ces cristaux apparaissent après précipitation de la protéine. 

Les gouttes contiennent 2 fll de protéine et 6 fll de solution précipitante. 

11- L'apoenzyme de type 2 ou Apo2 

Deux conditions de cristallisation différentes ont été utilisées pour l'étude de cette 

forme enzymatique. Les essais sont effectués à 20°C par la méthode de la goutte suspendue en 

phase vapeur (McPherson, 1990). La première condition de cristallisation est: 

- sulfate d'ammonium 2,0 M 

- tampon HEPES 0,1 M pH 7,5 

- PEG 400,2 % 

- concentration en protéine: 5 mg/ml 

- composition de la goutte: 2-6 fll de protéine et 1-2 fll de solution précipitante. 

Comme les séquences des GAPDH NADP dépendantes non phosphorylantes du pois et du 

maïs présentent 50 % d'identité avec celle de S. mutans (Boyd et al., 1995) et que leur 

purification utilise, en plus du sulfate d'ammonium, l'acétone (Habenicht et al, 1994), alors le 

PEG est substitué par de l'acétone dans les essais de cristallisation. Cependant cette condition 

s'est avérée peu reproductible car sensible au lot d'acétone. 

111- Etude du complexe ternaire 

A- Les différentes approches 

Afin d'obtenir un cristal dans lequel la densité électronique du substrat fixé à la 

protéine puisse être visualisée, il est nécessaire de disposer soit: 
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- d'un mutant inactif ou faiblement actif 

- d'un substrat synthétique et d'une réaction dont le déclenchement peut se faire sous 

l'action d'une impulsion lumineuse, impliquant l'utilisation de la technique de Laue 

(Johnson, 1992). 

L'étude du complexe ternaire a été réalisée en utilisant des mutants faiblement actifs ou 

inactifs. 

B- Le choix des mutations 

Trois mutants pou vent raisonnablement être utilisés pour cette étude: E250A, C284A 

et C284S. 

TI est probable que travailler avec le mutant E250A permette de mimer beaucoup 

mieux la réalité puisque dans ce cas, la cystéine catalytique est présente. Cependant, ce 

mutant possède encore une activité catalytique. En effet, la constante de vitesse de la réaction 

kcat est de 0,01 S-l. Le choix des deux autres mutants se révélera par la suite plus judicieux 

d'un point de vue structural pour l'étude du mécanisme réactionnel. 

L'utilisation des deux autres mutants, C284S et C284A, semble plus appropriée pour 

cette étude. En particulier, le mutant C284S (kcat de 0,001 S-l) mime bien le groupement 

sulthydryle de la cystéine par la présence du groupement hydroxyle de la sérine. Quant au 

mutant C284A totalement inactif, il ne nécessite aucune précaution particulière dans le 

contrôle du temps de diffusion du substrat dans le cristal. 

c- Les conditions de cristallisation 

Trois conditions de cristallisation ont été retenues. Les deux premières correspondent à 

celles citées pour cristalliser l'Apol et l'holoenzyme et sont utilisées pour la cristallisation 

des mutants C284A et C284S: 
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Puits: - sulfate d'ammonium: 1,9 à 2,0 M 

- tampon HEPES: 0,1 M, pH 7,5 

-PEG400:2% 

ou 2,0 M sulfate d'ammonium 

Goutte : - 2 à 3 J.Ù de protéine à 40 mg/ml 

- 2 à 6 J.Ù de solution précipitante 

Cristallisations 

Les conditions de cristallisation et de dialyse pour le mutant E250A sont différentes de celles 

de l'Apo1 par la valeur du pH (pH 6,4), en raison de la réactivité et de la déacylation de la 

cystéine favorisées à un pH basique. Un pH de 7 est imposé aux solutions de dialyse et de 

cristallisation. De cette façon, l'étape de déacylation est ralentie. Ainsi, il serait possible 

d'obtenir le thioacylenzyme. Dans tous les cas, les mutants sont cristallisés sous leur forme 

holoenzyme à une concentration estimée de 40 mg/ml. 

S.C.D. - U.H.P. NANCY 1 
8mUOnli~OUE DU") ~)CIENCES 

Flue du ,Iardi" C3otaniqu8 
54600 VILlEHSlESN/\NCY 



Enregistrements et traitements des données de diffraction 

S.C.D. - U.H.P. NANCY 1 
BIBUOTHÈOUE Des SCIENCES 

RUG du Jardin 8c:>tài!iqu0 

54600 ViLU::.HS LE~) N;\NCY 

71 

Enregistrements et traitements des données de 

diffraction 

1- L'Apol et l'holoenzyme 

A-Recherche des conditions de cryogénie 

Les données de diffraction ne pouvant être enregistrées à température ambiante en 

raison de la dégradation des cristaux sous l'influence du rayonnement, des conditions de 

cryogénie ont été recherchées (Rodgers, 1994). TI s'agit d'empêcher la formation d'un réseau 

de glace autour et dans le cristal ce qui perturberait la diffraction. La présence de glace se 

caractérise par un aspect opaque de la solution de cryogénie lors de la congélation et/ou, si ce 

n'est pas le cas, par l'apparition d'anneaux sur le cliché de diffraction du fait de la diffraction 

des RX par la glace. Ces anneaux résultent de l'orientation multiple des cristaux de glace à 

l'intérieur et à l'extérieur du cristal de protéine et sont identiques à ceux observés sur les 

clichés de poudre où une sphère et non plus un nœud traverse la sphère d'Ewald. 

Pour pallier ce problème, des tests sont réalisés sur des solutions cryogéniques 

contenant non seulement le cryoprotecteur mais aussi la solution saline dans laquelle le cristal 

s'est développé. Une condition utilisant de l'éthylène glycol à une concentration de 17,5 % a 

été retenue. Cependant le trempage direct des cristaux dans une solution à haute concentration 
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en éthylène glycol entraîne leur dégradation. Leur transfert dans une solution concentrée n'est 

possible que s'ils sont au préalable trempés dans des solutions de concentrations en éthylène 

glycol croissantes par pas de 5 %. 

B- Collecte des données 

Ce sont en tout quatre jeux de données qui ont été enregistrés pour déterminer la 

structure de ces deux formes enzymatiques. 

1- L'apoenzyme 

Un premier jeu de données a été enregistré à 2,2 Â au laboratoire sur un cristal d'une 

taille d'environ 0,2 x 0,2 x 1,0 mm3 à une température de 100 K. Les données sur ce même 

cristal ont été enregistrées à une résolution de 1,8 Â au LURE sur la ligne W32. Pour cela, le 

cristal est récupéré sur le diffractomètre dans de l'éthane liquide. L'ensemble est ensuite 

plongé dans l'azote liquide. 

2- L'holoenzyme 

Le premier jeu de données a été collecté à 2,8 Â sur la ligne de lumière D2AM à 

l'ESRF sur un cristal obtenu en tampon phosphate de potassium 50 mM, pH 6,4, 2,0 M 

sulfate d'ammonium. L'analyse des données montrait la présence d'un paramètre de maille de 

280,9 Â obligeant à éloigner le détecteur pour éviter le recouvrement des taches de 

diffraction. 

Le second jeu de données de cette forme protéique a été enregistré au laboratoire à 2,6 

Â à 100 K sur des cristaux différents (groupe d'espace P21212) des premiers (groupe d'espace 

P3221), obtenus dans les mêmes conditions de cristallisation que ceux d'apoenzyme. 

C- Analyse des jeux de données 
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Les données ont été traitées en utilisant le logiciel DENZO (Otwinowsky & Minor, 

1997) pour déterminer et affiner les paramètres cristallins, et le programme SCALEP ACK 

(Otwinowsky & Minor, 1997) pour la mise à l'échelle des données lors de leur réunion. 

1- L'apoenzyme 

Les statistiques de l'enregistrement de données au laboratoire et au LURE sont 

résumées dans le tableau 4.1: 

Jeu de données W32LURE Laboratoire (SDXM) 

Résolution (À) 1,8 (Â.= 0,96 Â) 2,2 (Â.= 1,5418 Â) 

Température (K) 100 100 

Groupe d'espace P21212 P21212 

Paramètres de maille (À) a= 144,4; b= 154,7; c= 114,0 a= 144,3; b= 154,6; c= 114,3 

Réflexions uniques 215812 127097 

Rsym (%) 6,1 8,3 

Complétude (%) 94,9 97,9 

Multiplicité 3,5 3,6 

Moyenne 1/G(I) 11,7 -

Tableau 4.1: statistiques des enregistrements de données sur un cristal 

d'apoenzyme de l'AWH de S. mutans. 

La valeur élevée de la redondance, comprise entre 3 et 4 pour les deux jeux de 

données, associée à une complétude supérieure ou égale à 95 % et à une valeur raisonnable du 

Rsym permettent d'affirmer que ces jeux de données sont de bonne qualité. La différence de 

Rsym entre ces deux jeux de données provenant du même cristal ne peut résulter que de 

différences sur les paramètres expérimentaux utilisés durant le traitement des données. Le 

dispositif influence en effet l'intensité des taches qui dépend de la puissance du flux de RX 

(les taches de plus faible intensité mesurées sur une anode tournante voient leurs intensités 

augmentées au synchrotron), la valeur donnée à la mosaïcité (augmentée de la divergence du 

faisceau) et de fait, la taille des boîtes à utiliser durant le traitement des données .... 
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2- L'holoenzyme 

Le premier jeu de données enregistré à l'ESRF, traité avec XDS (Kabsch, 1988), fait 

apparaître une valeur de Rsym légèrement supérieure à 10 % et une faible redondance 

(comprise entre 1 et 2). En raison de ces statistiques médiocres, ce jeu ne sera jamais utilisé 

pour étudier la structure de 1 'holoenzyme. Les données de cette forme cristalline (obtenue en 

sulfate d'ammonium seul ou en présence d'un tampon phosphate) seront enregistrées au 

LURE sur la ligne D41 à 2,9 Â de résolution. Les données sont traitées jusqu'à 3,0 Â en 

raison de la valeur élevée du Rsym au-delà de cette résolution. Les statistiques de 

l'enregistrement sont résumées dans le tableau 4.2. 

Jeu de données D41LURE 

Résolution (A) 3 Â (Â= 1,375 Â) 

Température (K) 100 

Groupe d'espace P3221 

Paramètres de maille (À) a= 156,3; b= 156,3; c= 280,9 

Réflexions uniques 76372 

Rsym (%) 8,3 

Complétude (%) 95,6 

Multiplicité 3-4 

Moyenne 1Icr(1) 10,9 

Tableau 4.2: statistiques d'un enregistrement de données à 3 A sur un cristal 

de laforme trigonale de l'holoenzyme de l'ALDH de S. mutans. 

Un autre jeu de données enregistré au laboratoire sur une forme cristalline 

orthorhombique (cristaux obtenu dans les mêmes conditions que ceux de l' Apo 1) ne montre 

pas des valeurs plus encourageantes de ces statistiques pour une étude structurale (Tableau 

4.3). Le Rsym de 8,3 % associé a une faible complétude (80 %) et à une redondance comprise 

entre 1 et 2 caractérise un jeu de données de piètre qualité. La valeur élevée du Rsym provient 

d'une mauvaise qualité cristalline observée lors de l'étape de trempage des cristaux dans la 

solution de cryogénie. Durant cette étape, les cristaux avaient tendance à se détériorer. 
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Jeu de données (SDXM) Holoenzyme 

Résolution (À) 2,6 (Â= 1,5418 À) 

Température (K) 100 

Groupe d'espace P21212 

Paramètres de maille (À) a= 144,8; b= 154,8; c= 114,3 

Réflexions uniques 65491 

Rsym (%) 8,7 

Complétude (%) 82,6 

Multiplicité 1,5 

Moyenne lIo(I) 7 

Tableau 4.3: statistiques de l'enregistrement de données à 2,6 A sur un cristal 

de laforme orthorhombique de l'holoenzyme de l'AWH de S. mutans. 

75 

Les faibles valeurs de la complétude et de la redondance résultent du nombre de 

données exclues lors du traitement en raison de très médiocres facteurs d'accord. Compte tenu 

de la meilleure résolution, la forme cristalline orthorhombique a été utilisée pour résoudre la 

structure de l'holoenzyme. 

11- L'Apo2 

Les enregistrements des données ont également été réalisés à 100 K mais avec des 

cryoprotecteurs différents de celui utilisé pour l'Apol et l'holoenzyme (Tableau 4.4). La 

valeur élevée du Rsym pour les cristaux obtenus en présence d'acétone peut être expliquée par 

leur détérioration lors du trempage dans la solution cryoprotectrice. Une solution de glucose à 

20 % a été utilisée alors qu'une solution de glycérol à 15 % a été employée pour les cristaux 

obtenus en présence de PEG. La différence de paramètres de maille observée entre les 

cristaux d'apoenzyme de types 1 et 2 résulte probablement de la différence des 

cryoprotecteurs utilisés. En effet, en fonction du type de cryoprotecteur, de sa concentration, 

et de la durée du trempage, l'effet sera différent sur le cristal selon qu'il y pénètre plus ou 

moins. 
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Apo2 Apo2 

(cristallisée en présence (cristallisée en présence 

de PEG400) (SDXM) d'acétone) (SDXM) 

Résolution (À) 2,5 (À;: 1,5418 Â) 3,0 (À;: 1,5418 Â) 

Groupe d'espace P21212 P21212 

Paramètres de maille (A) a= 140,8; b= 157,5; c= 110,3 a= 139,6; b= 154,1; c= 109,3 

Réflexions uniques 81795 46364 

Rsym (%) 5,9 8,2 

Complétude (%) 96 98,4 

Redondance 4,5 5,5 

Tableau 4.4: statistiques des enregistrements de données de l'Apo2 

dans deux conditions différentes de cristallisation. 

Ill- Le complexe ternaire 

L'obtention d'un complexe ternaire nécessite la présence simultanée dans la protéine 

du substrat et du cofacteur par cocristallisation ou par diffusion du substrat dans des cristaux 

d'holoenzyme. 

A- Les essais de diffusion: cas du mutant E250A 

Compte tenu de la constante de vitesse de la réaction kca1 (0,01 S-I), la diffusion du 

substrat dans le cristal s'effectue au moment où le cristal est plongé dans la dernière solution 

de cryogénie. Ceci permet à la fois de faire diffuser le cryoprotecteur, ici l'éthylène glycol, et 

le G3P. Le dernier trempage dans la solution d'éthylène glycol permet d'amener sa 

concentration à 17,5 % et d'introduire le G3P. Après 80 à 90 secondes, le cristal est extrait et 

soumis à un flux d'azote à lOOK. Différentes concentrations de G3P ont été testées en raison 

de la diffraction anisotrope observée lors des essais. La diffusion du substrat dans les cristaux 

orthorhombiques du mutant E250A entraîne un désordre tel que la diffraction s'en trouve 

perturbée. Aucun jeu de données ne sera enregistré sur ces cristaux. Pour cette raison, le 
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mutant E250A a été abandonné au profit du mutant C284S cristallisé dans deux conditions 

différentes. 

B- Les essais de diffusion: cas des cristaux orthorhombiques 

du mutant C284S 

En raison de la faible activité catalytique de ce mutant, le trempage est réalisé dans la 

goutte où les cristaux ont grandi. Diverses concentrations de G3P sont testées jusqu'à une 

concentration avoisinant le KM (46 J.1M; Marchal et al., 2000) en raison de la diffusion 

anisotrope persistante comparable à celle observée dans le cas du mutant E250A. Le temps 

maximal de trempage réalisé est de 16 minutes pour le mutant C284S. L'absence de 

diffraction anisotrope permet alors d'enregistrer les données. Les statistiques de 

l'enregistrement à 2,2 Â de résolution sont résumées dans le tableau 4.5. La résolution de 

cette structure montrera que le G3P n'est pas présent dans le site catalytique de l'enzyme. 

C284S (SDXM) 

Résolution (À) 2,2 (Â= 1,5418 Â) 

Groupe d'espace P21212 

Paramètres de maille (À) a= 144,8; b= 154,8; c= 114,6 

Réflexions uniques 124052 

Rsym (%) 7,9 

Complétude (%) 93,8 

Redondance 5,3 

1/0(1) 9,9 

Tableau 4.5: statistiques de l'enregistrement de données 

sur le mutant C284S (système orthorhombique). 

La réunion des résultats expérimentaux permet d'avancer l'hypothèse d'un problème 

d'empilement cristallin pour les cristaux de la forme orthorhombique. En effet, plus celui-ci 

est compact, et plus les molécules diffusent difficilement dans le cristal en entraînant 
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probablement des ruptures au niveau des contacts intermoléculaires qui en assurent la 

cohésion. 

En raison de ces problèmes de diffraction, la forme cristalline trigonale sera utilisée. 

Dans ce cas, les cristaux obtenus en sulfate d'ammonium 2,0 M possèdent un très grand 

pourcentage de solvant comparé à la forme orthorhombique (75 % contre 60 %). 

C- Les essais de diffusion: cas des cristaux trigonaux du 

mutant C284S 

Ce type de cristaux a déjà été obtenu pour l'enzyme sauvage en présence de cofacteur. 

Leur taux de solvant est d'environ 75 %. Dans ce cas, un trempage d'une minute environ dans 

17,5 % d'éthylène glycol suffit pour enregistrer à 100 K les données de diffraction alors que 

les cristaux orthorhombiques nécessitaient un trempage plus doux avec des concentrations 

croissantes en éthylène glycol. Le D-G3P est ajouté à la goutte contenant le cristal de façon à 

obtenir une concentration finale de 2,5 mM. Au préalable, les données ont été enregistrées sur 

un cristal du mutant sous sa forme holoenzyme obtenu dans les mêmes conditions. Les 

statistiques des jeux de données sont consignées dans le tableau 4.6. 

C284S (SDXM) C284S ternaire (SDXM) 

Résolution (A) 3,15 (Â= 1,5418 A) 3 (À=: 1,5418 A) 

Groupe d'espace P3221 P3221 

Paramètres de maille (A) a= 157,7; b= 157,7; c= 280,9 a= 158,5; b= 158,5; c= 282,8 

Réflexions uniques 63894 65980 

Rsym (%) 12,7 9,7 

Complétude (%) 91,5 80,3 

Redondance 1,6 1-2 

Ila(l) 5,4 7,3 

Tableau 4.6: statistiques des enregistrements de données sur le mutant 

C284S et le complexe ternaire (système trigonal). 
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Résolution des structures et affinements 

1- Résolution de la structure de l'Apol et de l'holoenzyme 

A-L'Apol 

Les premiers essais de remplacement moléculaire sont réalisés à l'aide de la structure 

dimérique de l'ALDH3 (Liu et al., 1997), première structure disponible, puis par l'utilisation 

de la structure tétramérique de l'ALDH2 (Steinmetz et al., 1997) dès sa parution. Dans ces 

deux cas, les chaînes latérales des acides aminés non conservés dans l'alignement de 

séquences sont remplacées par des alanines, puisque le remplacement moléculaire utilise la 

similitude de repliement ainsi que le poids électronique de chaque atome lors de la 

comparaison des fonctions de Patterson. Donc le remplacement des résidus non conservés par 

des alanines devrait globalement diminuer tous les signaux des différentes fonctions utilisées 

en remplacement moléculaire, le signal de la solution étant néanmoins plus facilement 

décelable en raisçm d'un niveau de bruit nettement abaissé. 

1- Etudes préliminaires 

- Lafonction d'autocorréIation 
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Son calcul à l'aide du programme GLRF (Tong & Rossmann, 1990) pennet de 

confmner la présence d'un seul tétramère dans l'unité asymétrique, comme le suggérait le 

résultat du calcul de la proportion de solvant (60 %) (Matthews, 1968). 

c* 

:' : 

.... 

.. . b 

Figure 5.1: section 1C= 180° de la fonction d' autocorrélation calculée 

entre 10 et 5 A sur le jeu de données de l' apoenzyme. 

La fonction d' autocorrélation révèle l'orientation des deux axes 2 reliant les 

monomères dans le plan (a,c) de la maille. Ils se situent l'un et l'autre à 33° et 123° (ou à 57° 

et 147°) de l'axe a (Figure 5.1). Si deux axes sont perpendiculaires l'un à l'autre, il existe un 

troisième axe d'ordre 2 qui leur est perpendiculaire. Le troisième axe 2 est alors dirigé selon b 

dans ce cas. 

- La Patterson native 
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Figure 5.2: section de Barker v= 0,5. Lafonction de Patterson native a été calculée 

entre 10 et 5 A sur le jeu de données de l' apoenzyme. 

La fonction de Patterson native est calculée en utilisant le programme FFr (Eyck, 

1973) de la chaîne de programmes CCP4 (Collaborative Computational Project, Number 4, 

1994). La recherche de l'axe 2 non cristallographique parallèle à b est effectuée dans la 

section de Harker v= 0,5. Dans cette section, u= 2x-1I2 et w= 2z. Le pic dû à la symétrie non 

cristallographique se situe en u= 0,37 et w= 0,5 et donc l'axe 2 non cristallographique 

parallèle à b est sécant au plan (a,c) en x= 0,9365 ou 0,4365 et z= 0,25 ou 0,75 (Figure 5.2). 

Le nombre de molécules présentes dans l'unité asymétrique, quatre, implique comme 

modèle pour le remplacement moléculaire l'association de deux dimères d'ALDH3 ou 

l'utilisation du tétramère de l'ALDH2 ou de l'ALDH9 (Johansson et al., 1998). 



82 Résolution des structures et affmements 

x 
1 

.- z 

~~+ ~ 

5&+ .. 

.... 

~- ~ 

~ ~-
~ 

1/4 1/4 1/4 

Figure 5.3: représentation schématique de la position des axes 2 non cristallographiques 

reliant les monomères des tétramères de l'ALDH dans la maille orthorhombique 

déduite de lafonction d'autocorrélation et de lafonction de Patterson native. 

2- Remplacement moléculaire avec l'ALDH3 

Tous les essais de remplacement moléculaire, quels que soient les modèles utilisés, 

sont réalisés en utilisant le logiciel AMoRe (Navaza, 1994). La première structure utilisée 

comme modèle est celle de l' ALDH3 (dimérique) résolue en 1997. Sa séquence présente 27,3 

% d'identité avec celle de l'ALDH de S. mutans. La partie N-terminale de la structure 

comporte une quarantaine de résidus de moins que celle de l'ALDH de S. mutans. Toutes les 

tentatives de remplacement moléculaire avec ce modèle en faisant varier différents paramètres 

comme la résolution, les facteurs d'agitation thermique, la division des dimères en 

monomères, ont échoué. Les essais de remplacement moléculaire à l'aide de ce modèle furent 

stoppés dès que les coordonnées de l'ALDH2, ALDH tétramérique (Steinmetz et al., 1997), 

furent disponibles dans la Protein Data Bank. 

L'échec de la résolution de la structure par remplacement moléculaire à l'aide du 

modèle de l'ALDH3 est probablement dû à la faible identité de séquences entre les deux 

protéines (27,3 %) et au nombre d'acides aminés en N-terminal manquant dans cette 
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structure, associés à l'agencement des monomères en dimère (voir analyses structurales et 

discussion, paragraphe F) (Cobessi et al., 1999). 

3- Remplacement moléculaire avec l'ALDH2 

Le remplacement moléculaire est réalisé à partir d'un tétramère en utilisant les 

coordonnées atomiques de l'ALDH mitochondriale ou ALDH2. La séquence du monomère de 

l'ALDH2 possède 30,7 % d'identité avec celle du monomère de l'ALDH de S. mutans. De 

nouveau, les résidus non conservés sont remplacés par des alanines. Une solution de la 

fonction de rotation très contrastée par rapport aux autres proposées est obtenue pour une 

gamme de résolution comprise entre 9 et 6 Â. Après l'étape de translation, les valeurs du 

coefficient de corrélation et du facteur d'accord cristallographique sont respectivement de 

47,6 % et 47,8 %. Les matrices de rotation et de translation sont appliquées aux coordonnées 

du modèle pour débuter les étapes d'affinement et de reconstruction de la structure. 

- Reconstruction et affinement 

Le modèle orienté et positionné dans la maille orthorhombique est soumis aux 

différentes étapes de l'affinement par corps rigide. Le tétramère puis les monomères et enfin 

les différents domaines créés en fonction des lacunes de l'alignement de séquences sont 

translatés et tournés dans l'unité asymétrique avec une extension de la gamme de résolution 

au cours des différentes étapes. Ceci se traduit par une baisse des facteurs d'accord Rcryst et 

Rfree. 

A des valeurs stables du Rcryst et du Rfree, un affinement par minimisation d'énergie est 

réalisé en utilisant le logiciel X-PLOR (Brünger, 1990). Puis une carte de densité électronique 

est calculée. Le modèle d'un monomère est reconstruit en utilisant TURBO-FRODO (Roussel 

& Cambillau, 1991) très partiellement en raison du faible nombre de chaînes latérales 

apparaissant dans les cartes de densité électronique. Le tétramère est régénéré par application 

de la symétrie non cristallographique. Les matrices de rotation et de translation la décrivant 

sont calculées par le programme Lsq (Kleywegt & Jones, 1994). Elle est déterminée à partir 

du modèle dont la position et l'orientation ont été affinées par corps rigide et minimisation 

d'énergie dans la maille après le remplacement moléculaire. 
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Cette seconde étape de la reconstruction a été interrompue en raison d'une divergence 

des facteurs d'accord révélant des calculs de phase trop imprécis. Le modèle utilisé 

comportait moins de 50 % des atomes de la structure finale. De plus, de nombreuses parties 

du modèle étaient dépourvues de densité électronique sur la chaîne principale. Le manque 

d'information structurale était sans doute responsable de ces erreurs de calcul des phases et 

donc d'une qualité médiocre de la carte de densité. TI a donc été nécessaire de modifier la 

densité électronique afin de mieux repositionner le modèle pour améliorer le calcul des 

phases. 

- Nivellement de solvant et moyennation 

Cette procédure est menée en utilisant la chaîne de programmes CCP4. Le calcul des 

facteurs de structure, à partir du modèle repositionné après affinement par corps rigide sur les 

domaines créés en fonction de l'alignement de séquences, est réalisé par le programme 

SFALL (Argawal, 1978). Une mise à l'échelle en utilisant RSTATS est réalisée entre les 

facteurs de structure observés Fobs et les facteurs de structure calculés Feale, puis les figures de 

mérite pour la phase de chaque réflexion sont calculées par le programme SrGMAA (Read, 

1986). Le nivellement de solvant et la moyennation de densité sont effectués par le 

programme DM (Cowtan, 1994). Les masques correspondant à chaque monomère sont 

calculés par les programmes MAMA (Kleygwet & Jones, 1993) et NCSMASK de CCP4. 

Après le nivellement de solvant, une carte de densité est calculée, et examinée pour replacer 

des chaînes latérales et repositionner la chaîne principale. Cette procédure cyclique a été de 

nouveau interrompue puisqu'aucune densité nouvelle n'apparaissait. 

- Le logiciel 0 (Jones & Kjeldgaard, 1990) 

La carte de densité électronique est différente selon les monomères. Or, si une 

symétrie non cristallographique est présente, les densités électroniques entre les différents 

monomères devraient être identiques jusqu'à une certaine résolution. Ainsi se justifie la 

superposition des cartes de densité électronique après amélioration des phases jusqu'à une 

résolution de 4 Â. 

La procédure de nivellement et moyennation est couplée à ce nouveau type de 

reconstruction et les phases sont calculées sur un modèle en polyalanine. Le modèle 

polyalanine est reconstruit dans une carte de densité électronique correspondant à la 
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superposition de 4 cartes. Les matrices correspondant à la symétrie non cristallographique 

sont calculées par le logiciel 0 à l'aide duquel s'effectue cette reconstruction. Après chaque 

étape de reconstruction - modification de la densité, le facteur d'accord R calculé par le 

programme DM (Cowtan, 1994) diminue. Les corrélations entre les monomères ainsi que les 

figures de mérite augmentent également. La gamme de résolution comprise entre 17 et 4 A 
pour ces calculs est étendue jusqu'à 3,5 A. 

Malgré cette amélioration, le positionnement des chaînes latérales demeure impossible 

et un nouveau passage dans X-PLOR (Brünger, 1990) pour un ultime affinement par corps 

rigide et minimisation d'énergie montre une évolution divergente des facteurs d'accord Rcrist 

et Rfree. 

- Conclusion 

n est fort probable que l'utilisation d'un modèle très incomplet, en raison des lacunes 

de l'alignement de séquences et de la structure de la polyalanine utilisée, bien que très proche 

en repliement de la protéine étudiée, explique ce problème de phasage. L'utilisation d'un 

modèle élaboré sur la base d'une nouvelle matrice de score (blosum62 au lieu de pileuppep) 

aurait probablement permis de résoudre la structure. Ainsi, un mauvais alignement de 

séquences entre les structures primaires de l'ALDH de S. mutans et de l'ALDH2 a entraîné 

l'utilisation d'un modèle très incomplet qui a été responsable de l'échec du phasage. Les 

alignements de séquences réalisés avec deux matrices de scores par le programme GCG 

(Wisconsin Package, 1996) sont représentés pages 84 et 85. Le premier correspond à 

l'utilisation de la matrice pileuppep et le second à blosum62. Ceci montre qu'un alignement 

de séquences est fortement sensible à la matrice utilisée; dans la mesure du possible, il doit 

être optimisé sur la base des superpositions de structures. 
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Alignement des séquences de l'AWH2 et de Sm-AmH en utilisant 

la matrice blosum62 et le programme GCG (Wisconsin Package, 1996). 



88 Résolution des structures et affmements 

4- Remplacement moléculaire avec l'ALDH9 

L'alignement des séquences de Sm-ALDH et de l'ALDH9 du foie de morue (30 % 

d'identité) par le programme GCG (Wisconsin Package, 1996) en utilisant la matrice de score 

blosum62 permet de créer un tétramère modèle dans lequel plus de 330 résidus sont 

remplacés par des alanines. Le remplacement moléculaire fait apparaître une seule solution de 

la fonction de rotation et de translation. Le coefficient de corrélation s'élève à 53,7 % et le 

factor d'accord R à 46,5 % au lieu respectivement de 47,6 % et 47,8 % dans le cas du modèle 

issu de l'ALDH2. La procédure de reconstruction - affmement est alors amorcée sur le 

modèle positionné dans la maille par application des matrices de rotation et translation issues 

du remplacement moléculaire. 

5- Reconstruction et afimement . 

Cette étape de la résolution d'une structure alterne les reconstructions du modèle dans 

la densité électronique et donc dans l'espace direct avec des affinements de la structure dans 

l'espace réciproque. Les étapes de reconstruction sont effectuées à l'aide des logiciels 0 

(Jones & Kjeldgaard, 1990) pour la plupart et TURBO-PRODO (Roussel & Cambillau, 1991) 

pour quelques unes. Les monomères sont décomposés en 6 domaines conformément à 

l'alignement de séquences. Le modèle est reconstruit dans des cartes de densité électronique 

Fobs-Fcalc et 3Fobs-2Fca1c. Le premier type de carte permet de faire apparaître les parties fausses 

du modèle ou bien des zones incomplètes du modèle, car le calcul revient à retrancher la 

densité calculée Pca1c de la densité observée pobs. Les pics de densité correspondant à des 

parties manquantes dans le modèle (densité positive) seront encore plus prononcés par le 

calcul de synthèses de Fourier 2Fobs-Fcalc ou 3Fobs-2Fca1c. Les affinements sont réalisés en 

utilisant le logiciel X-PLOR (Brünger, 1990). 

- Stratégie 

La structure est reconstruite en utilisant le jeu de données enregistré au laboratoire à 

2,2 Â puisque les facteurs d'accord calculés lors du remplacement moléculaire et lors des 

premières étapes de l'affmement étaient meilleurs avec ce jeu qu'avec celui enregistré au 

LURE à 1,8 Â de résolution. La symétrie non cristallographique est maintenue durant la 
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totalité de la reconstruction de la chaîne polypeptidique, c'est-à-dire qu'un seul monomère sur 

les quatre est reconstruit, les 3 autres étant générés par le calcul. Cette contrainte sera relâchée 

lorsque les facteurs d'accord se stabiliseront. Après affinement à 2,2 A de résolution avec une 

troncature sur les données à 2cr et introduction des premières molécules d'eau, l'ensemble du 

jeu de données du LURE est utilisé pour mener l'affinement jusqu'à 1,8 A de résolution sans 

troncature en cr. Les dernières molécules d'eau et les ions sont placés. La reconstruction a 

nécessité plusieurs étapes intermédiaires de minimisation d'énergie, en raison du nombre 

important de chaînes latérales à positionner, entrecoupées de quelques étapes d'affinement 

des facteurs d'agitation thermique et de dynamique moléculaire à 3000 K. 

- Quelques remarques sur le suivi de l'affinement. 

La qualité de l'affinement et du positionnement des acides aminés et de leurs chaînes 

latérales dans la carte de densité est évaluée par l'analyse des cartes de densité électronique et 

des facteurs d'accord Rcrist et Rfree dont les variations au cours de l'affinement sont 

représentées sur le graphique 5.1. 
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Graphique 5.1: évolution des facteurs d'accord au cours de l 'affinement de la 

structure de l'apoenzyme (Apo1) à 1,8 A de résolution. 
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Figure 5.4: tétramère de 

l'ALDH de S. mutans en 

association avec les ions 

sulfate. 

Au cours de l'affinement, un repositionnement du modèle dans la maille est effectué 

au moyen d'un affinement par corps rigide. Les chaînes latérales, pour lesquelles aucune 

densité n'apparaissait, sont orientées par rapport à leur environnement. Les erreurs sur les 

angles <p et 'If de la structure sont corrigées après analyse des cartes de Ramachandran. Ces 

légères corrections ont permis une diminution des facteurs d'accord. Puis, les molécules d'eau 

sont introduites, tout d'abord par l'utilisation du programme Arp (Lamzin & Wilson, 1993) 

puis par analyse de la carte de densité Fo-Fc à 2,2 Â puis à 1,8 Â. Dix ions sulfate sont 

introduits après examen de l'environnement électrostatique des sites présentant une densité 

tétraédrique pouvant être interprétée soit comme un ion sulfate, soit comme un ion phosphate 

(Figure 5.5). Compte tenu de la concentration des ions sulfate présents dans le milieu de 

cristallisation (2,0 M), ces ions sont choisis au lieu d'ions phosphate présents dans la solution 

de dialyse (50 mM). L'introduction des ions sulfate et des molécules d'eau a permis une 

amélioration des cartes de densité électronique et une diminution sensible des facteurs Rerist et 

Rfree qui en fin de reconstruction ont des valeurs respectives de 22,1 % et 25,6 % sur 

l'ensemble des dOlmées comprises entre 8 Â et 1,8 A. La structure a été déposée dans la 

Prote in Data Bank sous le code 1 EUH. 
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Figure 5.5: vue stéréoscopique d'un ion sulfate dans sa densité 

électronique. Carte 3Fo-2Fc contourée à 1,2 0' 

et calculée à 1,8 A de résolution. 

B- L'holoenzyme 

1- Remplacement moléculaire 

91 

Le modèle utilisé pour résoudre la structure de l'holoenzyme est celui de l'apoenzyme 

sans molécule d'eau, ni ion sulfate. Les calculs sont effectués entre 9 et 6 A. Le programme 

AMoRe (Navaza, 1994) trouve une solution unique présentant un très fort coefficient de 

corrélation et un faible facteur d'accord puisque les deux structures possèdent des repliements 

similaires. 

2- Reconstruction et affinement 

La stratégie de l'affinement et de la reconstruction de la structure dans sa densité 

électronique suit la procédure décrite précédemment. 

L'analyse de la densité électronique montre qu'aucun changement conformationnel 

global n'intervient lors de la fixation du NADP et révèle dans tous les monomères la présence 

d'une densité inoccupée dans le domaine de fixation du cofacteur correspondant au NADP 

(Figure 5.6). Le cofacteur y est placé et les premiers cycles de reconstruction - affinement 

débutent avec l'application de la symétrie non cristallographique. Si aucun changement global 
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de la protéine n'est observé, il n'en est pas de même en ce qui concerne des réarrangements 

locaux intervenant lors de la fixation du cofacteur. Le plus important concerne une zone de la 

chaîne principale du domaine de Rossmann qui connecte le troisième brin ~ à la troisième 

hélice Œ. La réorientation de cette zone se traduit par une amplification de la courbure de l'axe 

d'une l'hélice a pour la stabilisation du 2'-phosphate du ribose de l'adénosine du NADP 

(Cobessi et al., 1999). 

Figure 5.6: vue stéréoscopique de la densité électronique du NADP. 

Carte 3Fo-2Fc calculée à 2,6 A et contourée à 1,2 (J. 

Au cours de la reconstruction, la symétrie non cristallographique n'a pas été relâchée. 

Les molécules d'eau et cinq ions sulfate sont introduits en fin d'affinement, le monomère A 

ne possédant aucun ion sulfate. Les valeurs respectives du Rcrist et du Rfree sont 23,5 % et 28,8 

% sur toutes les données entre 8 et 2,6 A de résolution. Cette structure a été déposée sous le 

code 2EUH dans la Protein Data Ban1e Les valeurs du Rcrist et du Rfree sont respectivement de 

25 % et 28,2 % pour la forme trigonale de 1 'holoenzyme dont les données ont été enregistrées 

à 3 A de résolution au LURE. 
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c- Qualité des structures de l'Apol et de l'holoenzyme 

La qualité géométrique des structures est évaluée par comparaIson des paramètres 

structuraux de la molécule avec les paramètres standards des protéines. Cette évaluation est 

réalisée en utilisant les programmes GEOMANAL de X-PLOR et PROC~EK (Laskowsky et 

al., 1993) de la chaîne de programmes CCP4. 

90 

~ 
r/) 

Q) 
Q) 

45 ..... 
bl} 
Q) 

a "0 
'--" 
'éj) 
p.., 0 

Phi (degrees) 

Residues in most favoured reg ions [A,B,L] 
Residues in additional allowed regions [a ,b,l,p] 
Residues in generously allowed regions [-a,-b,-I,-p] 
Residues in disallowed regions 

Number of non-glycine and non-proline residues 

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 

Number of glycine residlles (shown as triangles) 
Number of proline residlles 

Total number of residues 

1514 92.1% 
124 7.5% 

6 0.4% 
0 0.0% 

1644 100.0% 

8 

168 
76 

1896 

Figure 5.7 : carte de Ramachandran de l 'Apo 1. 
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Apol Holoenzyme 
Ecarts TInS sur la longueur des liaisons (À) 0,006 0,008 

Ecarts rms sur la valeur des angles de liaisons (0) 1,31 2,44 
Angles dièdres impropres (0) 1,23 0,95 

Angles dièdres (0) 23,30 25,40 

Tableau 5.2: écarts rms sur différents paramètres structuraux 

pour les structures de l'ApoI et de l'holoenzyme. 

L'analyse des angles <1> et \jf définis sur la chaîne principale de la protéine par le 

programme PROCHEK montre qu'aucun résidu n'est présent dans une zone non autorisée de 
" 

la carte de Ramachandran à l'exception des glycines représentées par des triangles. 
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Figure 5,8: carte de Ramachandran de l'holoenzyme (forme orthorhombique), 
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D- L'empilement cristallin 

Comme la structure de l 'holoenzyme est résolue dans deux systèmes cristallins 

différents, l'empilement des tétramères dans les deux mailles est analysé. Les contacts 

intermoléculaires calculés à l'aide du programme GEOMANAL de X-PLOR sont présentés 

dans le tableau 5.3 pour la forme orthorhombique et 5.4 pour la forme trigonale. Les figures 

5.9 et 5.1 0 montrent des vues stéréoscopiques de l'empilement cristallin de l 'holoenzyme 

respectivement dans les systèmes Olihorhombique et trigonal. 

Figure 5.9: vue stéréoscopique de l'empilement cristallin 

des tétramères d'ALDH dans la maille orthorhombique. 

Figure 5.10: vue stéréoscopique de l'empilement cristallin des 

tétramères d 'ALDH dans la maille trigonale. 
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Le nombre des contacts intelmoléculaires assurant la cohésion cristalline est très 

inférieur dans la forme trigonale, ce qui est en accord avec le taux de solvant (75 %) qui y est 

plus élevé que dans la forme orthorhombique (60 %). De plus, la taille des canaux de solvant 

est plus importante dans le cas du système trigonal que dans le cas du système 

orthorhombique. L'analyse des interactions et du taux de solvant permet alors d'expliquer la 

stratégie des expériences de cryogénie lors de l'étape de trempage des cristaux dans la 

solution de cryoprotecteur. Un trempage doux pour la forme orthorhombique permet à 

l'éthylène glycol de diffuser doucement dans le cristal sans perturber, ou peu, le réseau 

cristallin. Dans le cas du système trigonal, où les canaux de solvant sont plus volumineux par 

rapport au système orthorhombique, un trempage brusque dans une solution d'éthylène glycol 

à 17,5 % n'entraîne aucune perturbation du réseau cristallin puisque le cryoprotecteur peut y 

diffuser très facilement. 

Les interactions intermoléculaires assurant la cohésion cristalline sont résumées dans 

les tableaux suivants. Le premier répertorie les interactions intermoléculaires entre tétramères 

de l'holoenzyme dans le système orthorhombique, et le second dans le système trigonal. 

Monomères et résidus Monomères et résidus Distances (A) 

MONA 77 -ARG -NE MONC 317 -GLU -CB 3.57 
MONA 77 -ARG -NE MONC 317 -GLU -CG 3.86 
MONA 77 -ARG -cz MONC 317 -GLU -CB 3.80 
MONA 77 -ARG -cz MONC 317 -GLU -CG 3.94 
MONA 77 -ARG -NH2 MONC 317 -GLU -CG 3.66 
MONA 77 -ARG -0 MONC 88 -LYS -NZ 3.55 
MONA 78 -ASP -CG MONC 317 -GLU -OE2 3.79 
MONA 78 -ASP -OD1 MONC 317 -GLU -CG 3.51 
MONA 78 -ASP -OD1 MONC 317 -GLU -CD 3.57 
MONA 78 -ASP -OD1 MONC 317 -GLU -OE2 3.31 
MONA 80 -GLU -CB MONC 27 -SER -~G 3.95 
MONA 80 -GLU -CB MONC 29 -ALA -CB 3.66 
MONA 80 -GLU -CG MONC 29 -ALA -CB 2.89 
MONA 80 -GLU -CD MONC 29 -ALA -CB 3.55 
MONA 80 -GLU -OE2 MONC 29 -ALA -CB 3.79 
MONA 81 -LYS -CD MONC 315 -ASN -OD1 3.55 
MONA 81 -LYS -CD MONC 317 -GLU -OE2 3.45 
MONC 77 -ARG -CG MONC 77 -ARG -CG 3.51 
MONC 77 -ARG -CG MONC 77 -ARG -CD 3.57 
MONC 77 -ARG -CD MONC 77 -ARG -CD 3.18 
MONC 77 -ARG -CD MONC 77 -ARG -NE 3.22 
MONC 77 -ARG -CD MONC 77 -ARG -CZ 3.98 
MONC 77 -ARG -CD MONC 78 -ASP -OD1 3.99 
MONC 77 -ARG -NE MONC 77 -ARG -NE 3.30 
MONC 77 -ARG -NE MONC 77 -ARG -CZ 3.64 
MONC 77 -ARG -NE MONC 77 -ARG -NH1 3.86 
MONC 77 -ARG -CZ MONC 77 -ARG -CZ 3.53 
MONC 77 -ARG -CZ MONC 77 -ARG -NH1 3.68 
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MONC 77 -ARG -CZ 
MONC 77 -ARG -NHl 
MONC 80 -GLU -CB 
MONO 80 -GLU -OEl 
MONO 317 -GLU -OE2 
MONA 302 -GLU -CG 
MONA 302 -GLU -CD 
MONA 302 -GLU -CD 
MONA 302 -GLU -CD 
MONA 302 -GLU -OEl 
MONA 302 -GLU -OE2 
MONA 302 -GLU -OE2 
MONA 302 -GLU -OE2 
MONA 305 -ARG -NHl 
MONA 306 -GLU -CG 
MONA 306 -GLU -CD 
MONA 306 -GLU -CD 
MONA 306 -GLU -CD 
MONA 306 -GLU -OEl 
MONA 306 -GLU -OEl 
MONA 306 -GLU -OE2 
MONA 306 -GLU -OE2 
MONA 306 -GLU -OE2 
MONA 342 -ASN -ODl 
MONA 342 -ASN -0 
MONA 342 -ASN -0 
MONA 343 -ASP -CA 
MONA 343 -ASP -CG 
MONA 343 -ASP -ODl 
MONA 343 -ASP -ODl 
MONA 343 -ASP -ODl 
MONA 343 -ASP -C 
MONA 343 -ASP -0 
MONA 343 -ASP -0 
MONA 343 -ASP -0 
MONA 343 -ASP -0 
MONA 348 -ALA -0 
MONA 349 -LEU -CA 
MONA 349 -LEU -CA 
MONA 349 -LEU -C 
MONA 349 -LEU -C 
MONA 349 -LEU -0 
MONA 349 -LEU -0 
MONA 349 -LEU -0 
MONA 351 -GLU -CA 
MONA 351 -GLU -CB 
MONA 351 -GLU -CG 
MONA 351 -GLU -CD 
MONA 351 -GLU -OE2 
MONA 351 -GLU -OE2 
MONA 351 -GLU -C 
MONA 352 -ILE -N 
MONA 352 -ILE -CA 
MONA 352 -ILE -CB 
MONA 352 -ILE -CGl 
MONA 352 -ILE -0 
MaNE 211 -SER -CB 
MaNE 211 -SER -CB 
MaNE 211 -SER -QG 
MaNE 211 -SER -OG 
MaNE 211 -SER -QG 

MONC 77 -ARG -NH2 
MONC 77 -ARG -NH2 
MONO 81 -LYS -CG 
MONO 81 -LYS -CD 
MONO 317 -GLU -OE2 
MONO 211 -SER -0 
MONO 211 -SER -CB 
MONO 211 -SER -OG 
MONO 211 -SER -0 
MONO 211 -SER -CB 
MONO 211 -SER -CB 
MONO 211 -SER -OG 
MONO 211 -SER -0 
MONO 211 -SER -OG 
MONO 212 -GLU -OE2 
MONO 212 -GLU -CG 
MONO 212 -GLU -CD 
MONO 212 -GLU -OE2 
MONO 212 -GLU -CD 
MONO 212 -GLU -OE2 
MONO 212 -GLU -CG 
MONO 212 -GLU -CD 
MONO 212 -GLU -OE2 
MONO 332 -ASP -0 
MONO 372 -ARG -CZ 
MONO 372 -ARG -NHl 
MONO 372 -ARG -NHl 
MONO 339 -ASN -CB 
MONO 336 -GLY -CA 
MONO 336 -GLY -0 
MONO 339 -ASN -CB 
MONO 372 -ARG -NHl 
MONO 340 -ASP -CB 
MONO 340 -ASP -OD2 
MONO 372 -ARG -CD 
MONO 372 -ARG -NHl 
MONO 329 -LYS -CE 
MONO 329 -LYS -CE 
MONO 329 -LYS -NZ 
MONO 329 -LYS -CE 
MONO 329 -LYS -NZ 
MONO 329 -LYS -CD 
MONO 329 -LYS -CE 
MONO 329 -LYS -NZ 
MONO 332 -ASP -OD2 
MONO 328 -THR -CG2 
MONO 328 -THR -CG2 
MONO 328 -THR -CG2 
MONO 328 -THR -CB 
MONO 328 -THR -CG2 
MONO 332 -ASP -OD2 
MONO 332 -ASP -OD2 
MONO 332 -ASP -OD2 
MONO 332 -ASP -OD2 
MONO 332 -ASP -OD2 
MONO 332 -ASP -OD2 
MONC 302 -GLU -OE2 
MONC 305 -ARG -NHl 
MONC 302 -GLU -OE2 
MONC 305 -ARG -CZ 
MONC 305 -ARG -NHl 

3.99 
3.71 
3.82 
3.72 
3.75 
3.46 
3.73 
3.58 
3.66 
3.85 
3.52 
2.90 
3.56 
3.38 
3.91 
3.92 
3.75 
3.31 
3.80 
3.46 
3.20 
3.52 
3.39 
3.63 
3.85 
3.13 
3.71 
3.97 
3.72 
3.84 
3.50 
3.62 
3.93 
3.83 
3.32 
3.28 
3.89 
3.93 
3.89 
3.73 
3.70 
3.83 
3.55 
3.15 
3.90 
3.65 
3.44 
3.57 
3.88 
3.17 
3.90 
2.96 
3.73 
3.57 
3.94 
3.71 
3.87 
3.83 
3.50 
3.84 
3.27 
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MONE 211 -SER -C 
MONE 211 -SER -0 
MONE 211 -SER -0 
MONE 211 -SER -0 
MONE 212 -GLU -CG 
MONE 328 -THR -CG2 
MONE 329 -LYS -CE 
MONE 329 -LYS -NZ 
MONE 329 -LYS -NZ 
MONE 332 -ASP -OD2 
MONE 332 -ASP -OD2 
MONE 332 -ASP -0 
MONE 336 -GLY -CA 
MONE 336 -GLY -0 
MONE 339 -ASN -CB 
MONE 340 -ASP -CB 
MONE 372 -ARG -CD 
MONE 372 -ARG -NE 
MONE 372 -ARG -NE 
MONE 372 -ARG -CZ 
MONE 372 -ARG -CZ 
MONE 372 -ARG -CZ 
MONE 372 -ARG -CZ 
MONE 372 -ARG -NHl 
MONE 372 -ARG -NHl 
MONE 372 -ARG -NHl 
MONE 372 -ARG -NHl 
MONE 372 -ARG -NHl 

MONC 302 -GLU -OE2 
MONC 302 -GLU -CG 
MONC 302 -GLU -CD 
MONC 302 -GLU -OE2 
MONC 306 -GLU -OE2 
MONC 351 -GLU -OE2 
MONC 348 -ALA -0 
MONC 349 -LEU -C 
MONC 349 -LEU -0 
MONC 352 -ILE -CB 
MONC 352 -ILE -0 
MONC 342 -ASN -ODl 
MONC 343 -ASP -ODl 
MONC 343 -ASP -ODl 
MONC 343 -ASP -ODl 
MONC 343 -ASP -0 
MONC 343 -ASP -0 
MONC 343 -ASP -0 
MONC 345 -GLY -CA 
MONC 342 -ASN -0 
MONC 343 -ASP -0 
MONC 345 -GLY -N 
MONC 345 -GLY -CA 
MONC 342 -ASN -0 
MONC 343 -ASP -CA 
MONC 343 -ASP -C 
MONC 343 -ASP -0 
MONC 345 -GLY -N 
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3.91 
3.61 
3.38 
3.11 
3.73 
3.80 
3.80 
3.81 
3.39 
3.73 
3.82 
3.63 
3.42 
3.82 
3.76 
3.94 
3.07 
3.69 
3.98 
3.76 
3.56 
3.89 
3.94 
3.17 
3.43 
3.23 
2.80 
3.99 

Tableau 5.3: interactions intermoléculaires entre les tétramères de l'holoenzyme 

dans le système orthorhombique. 

Monomères et résidus 

MONE 26 -ALA-O 
MONE 26 -ALA-O 
MONE 27 -SER-C 
MONE 27 -SER-C 
MONE 27 -SER-O 
MONE 27 -SER-O 
MONE 28 -GLY-N 
MONE 28 -GLY -CA 
MONE 315 -ASN -ND2 
MONE 328 -THR -CB 
MONE 328 -THR -OGl 
MONE 328 -THR -OGl 
MONE 328 -THR -OGl 
MONE 332 -ASP -CG 
MONE 332 -ASP -OD2 
MONE 355 -GLU -CB 
MONE 355 -GLU -CB 
MONE 355 -GLU -CB 
MONE 355 -GLU -CG 
MONE 355 -GLU -C 
MONE 356 -GLY -N 
MONE 356 -GLY -CA 

Monomères et résidus 

MONC 30 -GLU-N 
MONC 30 -GLU -CB 
MONC 29 -ALA -CB 
MONC 30 -GLU-O 
MONC 29 -ALA -CB 
MONC 30 -GLU-O 
MONC 29 -ALA -CB 
MONC 29 -ALA -CB 
MONC 21 -LYS -NZ 
MONC 27 -SER-O 
MONC 27 -SER -CA 
MONC 27 -SER-C 
MONC 27 -SER-O 
MONC 356 -GLY -CA 
MONC 356 -GLY -CA 
MONC 23 -TYR -CDl 
MONC 23 -TYR -CEl 
MONC 23 -TYR -CZ 
MONC 23 -TYR -CEl 
MONC 23 -TYR -CDl 
MONC 23 -TYR -CDl 
MONC 23 -TYR -CB 

Distances (Â) 

3.48 
3.48 
3.77 
3.92 
3.51 
3.08 
3.93 
3.83 
3.61 
3.97 
3.67 
3.26 
2.54 
3.71 
3.24 
3.82 
3.28 
3.83 
3.90 
3.98 
3.93 
3.89 
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MONE 356 -GLY -CA 
MONE 356 -GLY -CA 
MONE 356 -GLY -CA 
MONE 356 -GLY -C 
MONE 357 -ASN -N 
MONE 357 -ASN -CG 
MONE 357 -ASN -001 
MONE 357 -ASN -001 
MONE 357 -ASN -N02 
MONA 343 
MONA 343 
MONA 343 
MONA 343 
MONA 343 
MONA 343 
MONE 305 
MONE 305 
MONE 305 
MONE 305 
MONE 309 
MONE 309 
MONE 309 
MONE 309 
MONE 309 
MONE 309 
MONE 309 
MONE 349 
MONE 351 
MONE 351 
MONE 351 
MONC 10 
MONC 10 

-ASP -CB 
-ASP -CG 
-ASP -CG 
-ASP -001 
-ASP -001 
-ASP -002 
-ARG -CZ 
-ARG -NH2 
-ARG -NH2 
-ARG -NH2 
-LEU -COl 
-LEU -COl 
-LEU -COl 
-LEU -COl 
-LEU -CD2 
-LEU -CD2 
-LEU -C02 
-LEU -0 
-GLU -N 
-GLU -OE1 
-GLU -OE1 
-ASN -CG 
-ASN -N02 

MONC 14 -LYS -CO 
MONC 14 -LYS -CE 
MONC 14 -LYS -NZ 
MONC 14 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 44 
MONC 47 

-LYS -NZ 
-TYR -CA 
-TYR -CB 
-TYR -CG 
-TYR -CG 
-TYR -CG 
-TYR -COl 
-TYR -COl 
-TYR -COl 
-TYR -COl 
-TYR -CEl 
-TYR -CEl 
-TYR -CEl 
-TYR -CEl 
-TYR -CEl 
-TYR -CEl 
-TYR -CD2 
-TYR -CD2 
-TYR -CD2 
-TYR -CE2 
-TYR -CE2 
-TYR -CZ 
-TYR -CZ 
-TYR -CZ 
-TYR -OH 
-ALA -CB 

MONC 
MONC 
MONC 
MONC 
MONC 
MONC 
MONC 
MONC 
MONC 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONO 
MONC 
MONC 
MONC 
MONC 
MONC 

28 -GLY -CA 
28 -GLY-C 
28 -GLY-O 
28 -GLY -CA 
28 -GLY -CA 
27 -SER-O 
27 -SER-O 
28 -GLY-CA 
27 -SER-O 
51 -LYS -NZ 
51 -LYS -CE 
51 -LYS -NZ 
51 -LYS -CE 
51 -LYS -NZ 
51 -LYS -NZ 
261 -GLU -0 
261 -GLU -C 
261 -GLU -0 
262 -ASP -CA 
261 -GLU -CB 
261 -GLU -C 
261 -GLU -0 
262 -ASP -N 
261 -GLU -CB 
261 -GLU -CO 
261 -GLU -OE2 
295 -SER -~G 
295 -SER -CB 
389 -THR -CB 
389 -THR -0 
44 -TYR -OH 
44 -TYR -OH 
51 -LYS -NZ 
51 -LYS -NZ 
51 -LYS -CE 

MONC 51 -LYS -NZ 
MONC 47 -ALA -CB 
MONC 51 -LYS -CO 
MONC 51 -LYS -CO 
MONC 51 -LYS -CE 
MONC 51 -LYS -NZ 
MONC 44 -TYR -CEl 
MONC 48 -SER-N 
MONC 48 -SER -CA 
MONC 48 -SER -~G 
MONC 44 -TYR -CEl 
MONC 44 -TYR -CZ 
MONC 44 -TYR -OH 
MONC 48 -SER -CA 
MONC 48 -SER -CB 
MONC 48 -SER -~G 
MONC 51 -LYS -CO 
MONC 51 -LYS -CE 
MONC 51 -LYS -NZ 
MONC 51 -LYS -CE 
MONC 51 -LYS -NZ 
MONC 44 -TYR -CZ 
MONC 44 -TYR -OH 
MONC 48 -SER -~G 
MONC 44 -TYR -OH 
MONC 47 -ALA -CB 

3.34 
3.91 
3.55 
3.82 
3.93 
3.48 
3.48 
3.98 
3.04 
3.52 
3.80 
2.58 
3.12 
2.27 
2.95 
3.42 
3.59 
2.51 
3.84 
3.39 
3.64 
3.70 
3.81 
3.97 
3.85 
3.67 
3.36 
3.85 
3.94 
3.81 
3.80 
3.30 
3.22 
3.34 
3.82 
3.17 
3.94 
3.51 
3.55 
3.78 
3.86 
3.98 
3.90 
3.81 
3.59 
3.25 
3.69 
3.79 
3.91 
3.95 
2.93 
3.76 
3.54 
3.14 
3.82 
3.37 
3.97 
3.62 
3.98 
2.83 
3.62 
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MONC 23'1 -ARG -NH2 
MONC 237 -ARG -NH2 

MONO 370 -ASP -ODl 
MONO 370 -ASP -OD2 

Tableau 5.4: interactions intermoléculaires entre les tétramères de 

l'holoenzyme dans le système trigonal. 

3.65 
3.84 

li- Résolution de la structure de l'Apo2 

A- Remplacement moléculaire et affinement 

1- Remplacement moléculaire 

Le modèle utilisé est la structure de l'Apol sans molécule d'eau, ni ion sulfate. Le 

remplacement moléculaire est réalisé sur les deux jeux de données, enregistrés respectivement 

à 3 et 2,5 Â de résolution, en utilisant AMoRe. Le calcul des fonctions de rotation croisée et 

de translation est réalisé entre 6 et 9 Â. Seule la structure résolue à 2,5 Â sera affinée. 

2- Afïmement 

D'abord effectué en corps rigide puis par minimisations d'énergie entrecoupées de 

reconstructions graphiques et de dynamique moléculaire, l'affmement s'achève à des valeurs 

de Rfree de 28,0 % et de Rcnst de 23,2 % sur toutes les réflexions comprises entre 8 et 2,5 Â. 

Durant tout l'affmement, la symétrie non cristallographique a été maintenue et 603 molécules 

d'eau ont été incluses dans le modèle. 

L'analyse de la carte de densité électronique de type Fobs-Fcalc montre la présence de 

densités positives de plus de 3 cr supérieures à la moyenne dans le site catalytique et à 

proximité du site de fixation du 2' -phosphate du NADP. Ces pics sont interprétés comme des 

ions sulfate en raison de la présence du sulfate d'ammonium dans la solution de 

cristallisation. L'affmement de leurs positions couplé au calcul et à l'analyse de ces mêmes 

cartes révèlent des taux d'occupation différents en fonction des monomères allant de 0,5 pour 

8 ions à 1 pour les 4 autres. 
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3- Qualité de la structure 

Elle est évaluée par l 'utilisation des programmes X-PLOR et PROCHECK. Le 

diagramme de Ramachandran de la structure est présenté ci-dessous. 

1 

,-... 
rfl 
Q) 

~ 45 bO 
Q) 

"0 
'-" 
' ..... 
rfl 

A-. 0 
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mf9(Bj 
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Phi (degrees) 

Residues in most favoured regions [A,B,L] 
Residues in addition al allowed regions [a,b,I,p] 
Residlles in generollsly allowed regions [-a,- b,-I,-p] 
Residues in disallowed regions 

Number of non-glyc ine and non-proline residlles 
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Number of glycine residues (shown as triangles) 
Number of proline residues 
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Figure 5.11: diagramme de Ramachandran de l'Apo2. 
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• • 

Figure 5.12: vue stéréoscopique de la carte Fa-Fe contourée à -3 et +3 cr 

après incorporation des ions sulfate dans la structure de l 'Apo2. 

111- Etude du complexe ternaire 

Pour valider les résultats obtenus sur le complexe ternaire et les comparer à 

l'holoenzyme de type sauvage, il était nécessaire de résoudre la structure de l'holoenzyme 

correspondant au mutant C284S (le mutant C284S mimant bien le groupement sulfhydryle de 

la cystéine par la présence du groupement hydroxyle de la sérine). 

A- L'holoenzyme C284S 

Sa structure a été résolue à 3,15 Â de résolution. Les facteurs d'accord sont 

respectivement de 22,8 % pour le Reris! et 27,3 % pour le Rfree . L'analyse de cette structure 

montre la sérine 284 en densité et le cofacteur dans une densité électronique de qualité 

médiocre sur toute la partie nicotinamide mononucléoside. 

B- Le complexe ternaire 
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Les phases sont calculées à partir du modèle de l'holoenzyme de type sauvage dont la 

structure a été résolue dans le groupe d'espace P3221. Le modèle est d'abord replacé dans sa 

maille trigonale par remplacement moléculaire puis sa position est affinée par des cycles 

d'affmement par corps rigide suivis d'une minimisation d'énergie et d'une dynamique 

moléculaire à 3 Â. Des cartes de densité électronique de type 3Fo-2Fc et Fo-Fc sont calculées. 

li est possible d'y observer la densité électronique du cofacteur (de qualité médiocre au 

niveau de la partie nicotinamide mononucléoside), du substrat et des chaînes latérales du site 

catalytique qui sont déplacées par rapport à l'holoenzyme de type sauvage. li s'agit 

notamment des chaînes latérales du glutamate Glu250 et de l'arginine Arg437. Un cycle de 

minimisation d'énergie est réalisé après le repositionnement des chaînes latérales dans la 

densité électronique. Le substrat est placé dans sa densité. Une nouvelle minimisation 

d'énergie suivie d'un calcul de cartes de densité électronique permet d'attribuer un taux 

d'occupation de 0,5 au G3P. li en sera de même pour le NADP dont la conformation est 

différente de celle observée dans la structure du mutant C284S. Après positionnement de ces 

deux molécules, un cycle de minimisation d'énergie est réalisé, suivi d'un affmement des 

facteurs d'agitation thermique en les contraignant par chaînes, puis d'une dynamique 

moléculaire. Ces affmements permettent d'amener les facteurs d'accord cristallographique à 

24,2 % pour le Rcrut et 28,3 % pour le Rfree à 3 Â de résolution. 

S.C.D. 0 U,H.P. ~,JANCY 1 
BIBUOTHf~OU[ Dr':? (::C!!:::~·!Ci-:S 

Ruo du Jdidin Beot.,:r;iquG 
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Analyses structurales et discussion 

1- L'Apol et l'holoenzyme 

105 

Une comparaison de la structure de Sm-ALDH avec les premières structures d'ALDH 

résolues montre que malgré un faible pourcentage d'identité de séquences, ces protéines 

adoptent un repliement similaire avec de très faibles valeurs rms entre leurs coordonnées 

atomiques (Cobessi et al., 1999). 

A-Description globale de la structure de Sm-ALDH 

Le tétramère de l'ALDH de S. mutans (Figure 6.1) peut être décrit comme une 

association de deux dimères, les monomères étant reliés les uns aux autres par trois axes 2 

non cristallographiques. Le monomère peut être divisé en trois domaines: un premier domaine 

s'étendant des acides aminés Thr2 à Glyl18 puis de Gly145 à Gly252 et de Ser450 à Met464 

représentant le domaine de fixation du cofacteur. Dans ce premier domaine se trouve le 

repliement de Rossmann partiellement ceinturé par 4 brins ~ et 5 hélices a. Le second 

domaine, constitué d'hélices a et de brins ~, s'étend de Gly253 à Lys449 et constitue le 

domaine catalytique. Enfin un dernier domaine composé d'un feuillet ~ antiparallèle constitue 

le domaine d'oligomérisation. Il comprend les résidus Glul19 à Va1144 et Thr465 à Lys475. 
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Concernant les acides aminés impliqués dans la catalyse, la distance entre le 

carboxylate du glutamate Glu250 et l'atome de soufre de la cystéine essentielle Cys284 est de 

6,9 A. L'ensemble de la topologie du monomère est décrite dans le tableau 6.1 

Figure 6.1: tétramère de l 'holoenzyme de l 'ALDH de S. mutans en interaction avec le NADP. 

Figure 6.2: topologie du 

monomère de l 'ALDH de 

S. mutans. 
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Eléments de Résidus Eléments de Résidus 

structure secondaire structure secondaire 

Brin ~A Asn7 - Val9 Brin ~J Phe225 - Thr229 

Brin ~B Glu12 - Lys14 Hélice as Thr232 - Met241 

Brin ~c Glu19 - Tyr23 Brin ~K Ile247 - Glu250 

Brin ~D Gly32 - Pro35 Brin ~L Asp255 - Val259 

Hélice al Thr39 - Ala58 Hélice a9 Leu265 - Gly281 

Hélice a2 Tyr61 - Arg77 Brin ~M Arg289 - Leu291 

Hélice a3 Lys79 - Val90 Hélice alO Glu294 - Leu309 

Hélice a4 Glyl15 - Glu119 Hélice ail Thr328 - Asp343 

Brin ~E Glu121 - Glu124 Brin ~Q Ile362 - Asp365 

Brin ~F Lys135 - Pro143 Brin ~R Va1382 - Thr388 

Brin ~G Leu146 - Glu150 Hélice al2 Val391 - Lys400 

Hélice a5 Asn158 - Ile169 Brin ~T Gln406 - Phe410 

Brin ~H Ile173 - Lys177 Hélice al3 Phe414 - Gln423 

Hélice a6 Ser183 - Ala196 Brin ~u Thr428 - Ile431 

Brin ~I Phe203 - Thr205 Hélice al4 Val457 - Ala463 

Hélice a7 Gly210 - Glu219 Brin ~x Thr465 - Asp473 

Tableau 6.1: topologie du monomère de l 'ALDH de S. mutans. 

Au sein du tétramère, les interactions entre les monomères impliquent principalement 

les domaines d'oligomérisation qui interagissent non seulement entre eux mais aussi avec 

d'autres régions du domaine catalytique et du domaine du cofacteur. Ces interactions sont des 

liaisons hydrogène, des ponts salins ou des contacts de Van der Waals. Les liaisons hydrogène 

entre les résidus se font de façon directe, ou bien via une ou plusieurs molécules d'eau. La 

liste des liaisons hydrogène et des ponts salins intermoléculaires (Tableau 6.2) a été obtenue 

en utilisant le programme CONTACT (Skarzynski, 1988) de la chaîne de programmes CCP4. 
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Figure 6.3: monomère de l'holoenzyme de Sm-ALDH et ses différents domaines: bleu et vert, 

domaine de fixation du coJacteur (le domaine de Rossmann est coloré en vert); rouge, 

domaine catalytique; jaune, domaine d' oligomérisation. Les résidus impliqués dans l 'acte 

catalytique (Glu250 et Cys284) et le NADP sont représentés en mode sphères et bâtons. 

Résidus monomère A Résidus en contact distance angle 

ARG A57 NH1 GLU B422 0 3.27 136.2 
ARG A57 NH2 GLU B422 0 2.98 123.0 
ALA A58 0 LYS D1 33 NZ 3.0 7 0.0 
TYR A61 N GLY D126 0 3.50 115.7 
ILE A62 N GLY D126 0 3.08 158.9 
TYR AllO 0 ARG C117 NH2 2.97 123.5 
GLU A114 OE1 ARG C117 NE 2.79 140.6 
LEU A116 0 SER D127 OG 2.64 99. 1 
ARG Al1 7 NE GLU C114 OE1 2.76 120.7 
ARG A11 7 NH2 TYR C110 0 2.90 121.7 
GLU A119 OE1 LYS C458 NZ 2 . 92 0.0 

GLU D121 OE1 2.73 126.2 
GLU A119 OE2 LYS C458 NZ 2.75 0.0 
GLY A120 N VAL D122 0 2.94 146 . 3 
GLY A120 0 VAL D122 N 3.00 167.8 
GLU A121 OE1 LYS B458 NZ 3 . 02 0.0 

GLU D119 OE1 3.29 124.8 
GLU A121 OE2 TYR B459 OH 2.73 116.9 
VAL A122 N GLY D120 0 3.02 97 . 6 
VAL A122 0 GLY D120 N 2.82 164.1 
GLU A124 OE1 ARG D140 NH2 3.07 162.1 
GLU A124 OE2 ARG D140 NH2 3 . 08 125 . 1 
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GLU A124 0 ASN B441 ND2 3.01 136.5 
GLY A126 0 ILE D62 N 3.14 154.2 
SER A127 OG LEU D116 0 2.73 154.3 
LYS A133 NZ ALA D58 0 2.89 139.2 
LYS A134 NZ GLU C422 OE1 2.94 122.5 
ARG A140 NE GLU D124 OE1 2.78 132.3 
ARG A140 NH1 GLU B422 OE2 2.83 132.9 
ARG A140 NH2 GLU B422 OE2 3.26 166.7 

GLU D124 OE1 3.24 94.4 
GLU D124 OE2 3.07 102.6 

PRO A415 0 LYS C475 N 3.09 159.1 
ALA A421 0 LYS B468 NZ 2.70 0.0 
GLU A422 OE2 ARG B140 NH1 2.95 151.6 

ARG B140 NH2 3.49 130.5 
GLU A422 0 ARG B57 NH1 3.37 133.8 

ARG B57 NH2 3.01 148.4 
LYS B468 NZ 3.29 0.0 

LEU A424 0 LYS B468 NZ 2.84 0.0 
GLY A427 0 SER B469 N 2.97 176.9 
VAL A429 N SER B469 0 2.72 168.6 
VAL A429 0 VAL B471 N 2.83 163.2 
ILE A431 N VAL B471 0 2.88 173.2 
ASN A441 ND2 GLU B124 0 2.95 131.1 
LYS A458 NZ GLU B121 OE2 3.38 140.3 

GLU C119 OE2 3.05 134.1 
TYR A459 OH GLU B121 OE2 2.85 141.1 
LYS A468 NZ LEU B424 0 2.77 153.0 

ALA B421 0 2.75 141.5 
GLU B422 0 3.17 99.1 

SER A469 N GLY B427 0 2.93 161.3 
SER A469 0 VAL B429 N 2.76 167.1 
VAL A471 N VAL B429 0 2.92 160.3 
VAL A471 0 ILE B431 N 3.00 170.9 
ASP A473 OD2 ASN B433 ND2 3.00 152.3 
LYS A475 N PRO C415 0 3.07 107.9 

Tab 6.2: liste des interactions par liaisons hydrogène et ponts salins entre les différents 

monomères de l'AmH de S. mutans en prenant comme référence le monomère A. 

B- Le domaine de Rossmann 

Le domaine de Rossmann (Figures 1.3; 1.4) est constitué de brins /3 et d'hélices <x. 

C'est un domaine commun à de nombreuses déshydrogénases chez lesquelles il interagit avec 

les cofacteurs à nucléotide. Son rôle a été mis en évidence par Rossmann et al. (1974) à 

travers l'étude structurale de 4 déshydrogénases: la malate déshydrogénase, la lactate 

déshydrogénase, la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et l'alcool déshydrogénase. 

1- Description structurale et caractéristiques générales 
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Le domaine de Rossmann est constitué d'un feuillet ~ parallèle central clôturé de part 

et d'autre par des hélices a. Le grand nombre de structures de déshydrogénases montre que le 

nombre d'hélices a et de brins ~ est très variable. Les alignements de séquences à travers les 

différentes familles de déshydrogénases possédant ce repliement révèlent une empreinte 

générale caractéristique. Elle se caractérise par la succession d'acides aminés GXGXXG 

(Wierenga et al., 1986). Structuralement, elle se situe dans la boucle reliant le premier brin 13 à 

la première hélice a. Cette boucle interagit en général avec le groupement pyrophosphate des 

cofacteurs NAD ou NADP se fIxant au domaine de Rossmann. Chez les déshydrogénases 

autres que les ALDH, et possédant un domaine de Rossmann, le cofacteur se fIxe du coté C­

terminal des brins 13, et ses nucléosides se situent de part et d'autre du feuillet 13. La 

stabilisation du pyrophosphate est favorisée par son interaction avec le dipôle de la première 

hélice a et dans certains cas par la présence de résidus chargés positivement. Ces cofacteurs 

adoptent une conformation étendue lors de leur flXation au domaine de Rossmann. 

2- Cas de l'ALDH de S. mutans 

La flXation du cofacteur NADP au domaine de Rossmann de l'ALDH de S. mutans est 

totalement différente de celle observée chez les autres déshydrogénases n'appartenant pas à la 

famille des ALDH. Le cofacteur enjambe le feuillet ~ du domaine de Rossmann. Ce nouveau 

mode de flXation des cofacteurs à nucléotide trouve probablement son origine dans 

l'orientation et dans la longueur de la première boucle du domaine de Rossmann (Cobessi et 

al., 2000). La superposition du domaine à celui de plusieurs déshydrogénases NAD(P) 

dépendantes montre que la boucle située entre le premier brin ~ et la première hélice a est 

plus longue dans le cas des ALDH. Sa longueur ainsi qu'une proline, Pro156 chez S. mutans, 

sont conservées chez les ALDH (Figure 6.4). 

La modélisation de la fIxation du NAD au domaine de Rossmann de Sm-ALDH tel 

qu'il interagit avec le domaine de Rossmann de la GAPDH NAD dépendante de Bacillus 

stearotherrrwphilus révèle un obstacle à sa fIxation en l'état. TI s'agit de contraintes stériques 

apportées par la longueur de la boucle dont l'orientation semble influencée par la présence de 

la proline conservée Pro156 dans la séquence de Sm-ALDH. Ainsi, pour se fIxer à l'enzyme, 

le NAD et le NADP n'interagissent pas avec le domaine de Rossmann dans un mode 

classique mais en adoptant un nouveau mode de flXation {Liu et al., 1997; Steinmetz et al., 
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1997; Johansson et al., 1998; Moore et al., 1998; Lamb & Newcomer, 1999; Cobessi et al., 

1999). 

Figure 6.4: superposition de la première 

hélice a et du premier brin f3 du domaine 

de Rossmann de l'ALDHI (violet), 

l'ALDH2 Oaune) l'ALDH3 (bleu), 

l'ALDH9 (vert) et de l 'ALDH de S. mutans 

(rouge). La proline conservée chez les 

ALDH est représentée en mode sphères et 

bâtons. 

Chez les ALDH, le domaine de Rossmann est composé de 5 brins ~ et de 4 hélices a et 

l'empreinte GXGXXG n'est pas présente. Par contre, une succession d'acides aminés GX4G 

ou plus précisément GstXXG est observée à travers les alignements de séquences. Ces acides 

aminés constituent une boucle entre le brin ~J et 1 'hélice ag du domaine de Rossmann. La 

présence de résidus peu volumineux (Gly, Ser, Thr) dans cette boucle est certainement 

nécessaire à un positionnement correct du groupement pyrophosphate du cofacteur dont la 

stabilisation n'est assurée par aucun acide aminé chargé positivement ni par le dipôle d'une 

hélice a, excepté dans le cas de l'ALDH2 (Steinmetz et al., 1997). Le cycle adénine du 

cofacteur interagit avec la protéine par une liaison hydrogène (Asp215 OD2' ''NH2 adénosine) 

et par contacts de Van der Waals. Des absences de densité électronique, également décrites 

dans les structures de l'ALDH2, l'ALDH9 et de la RalDH2 (Lamb & Newcomer, 1999), sont 

observées au niveau du cofacteur. Elles concernent essentiellement la moitié nicotinamide 

mononucléoside qui interagit avec la protéine par une liaison hydrogène entre son groupement 

carboxamide et le carbonyle de la leucine Leu251, par des liaisons hydrogène entre Glu377 et 
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les hydroxyles du ribose et par interaction électrostatique entre la charge positive du cycle 

nicotinamide et la charge négative du thiolate de la cystéine Cys284. Dans le cas de 

l'apoenzyme, un ion sulfate est observé à une position similaire à celle occupée par le 

groupement 2'-phosphate du ribose de l'adénosine. Le glutamate Glu250 se situe à la fin du 

dernier brin ~ du domaine de Rossmann. 

c- Le changement local de conformation 

Lors de la fixation du NADP, la zone Gly208-Asp215, constituée d'une boucle et de 

l'hélice a7 subit un changement de conformation qui se traduit par une amplification de la 

courbure de l'hélice a. Le changement de conformation permet de stabiliser le groupe 2'­

phosphate du NADP par l'addition du dipôle de l'hélice a. De plus, ce changement porte la 

chaîne principale de la protéine au contact du cofacteur par interactions de Van der Waals 

(Cobessi et al., 1999). Ser211 est l'acide aminé le plus affecté par le changement de 

conformation, son carbone Ca se déplaçant de 4,1 A. 

Une autre réorganisation conformationelle intervient lors de la fixation du cofacteur. 

Sous l'effet de sa fixation, la chaîne latérale de la cystéine Cys284 s'oriente vers le site 

catalytique. Cette réorientation est nécessaire pour la suite de la réaction où le groupement 

thiolate attaque le carbone Cl du G3P pour former l'intermédiaire covalent thiohémiacétal. Le 

groupement sulfhydryle de Cys284 est alors positionné dans un nouvel environnement, à 

proximité des groupements NH de la chaîne principale de Arg283 et Thr285. 

Steinmetz et al. (1997) proposent qu'une molécule d'eau pourrait être activée par le 

glutamate afin de déprotonner la cystéine en vue de son activation puisque, pour l'ALDH2, 

aucun changement de conformation n'a été observé entre les formes apo et holo de l'enzyme. 

Ce rôle du glutamate est invalidé par les études de mutagenèse dirigée (Marchal et al., 2000). 

Ainsi, le changement d'environnement du groupement sulfhydryle de la cystéine et la charge 

positive portée par le cycle nicotinamide du NADP entraînent une baisse du pKa de Cys284 

qui passe de 8,5 à 6,1 (Marchal & Branlant, 1999). Cette baisse permet à Cys284 d'exister 

sous une forme thiolate à un pH physiologique (Cobessi et al., 2000). 
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D- La conformation du cofacteur 

Elle constitue un point de désaccord entre les deux premières structures d'ALDH 

résolues, où le nicotinamide mononucléoside est observé dans une conformation anti dans 

l'ALDH2, et syn dans l'ALDH3. Ces dénominations pour les cofacteurs NAD ou NADP 

signifient que le nicotinamide adopte une orientation syn ou anti par rotation autour de la 

liaison NNI-NC1'. 

0-
1 

-O-P=O 
1 o OH 

+~NC2 
NNI 

NfM' 1 
~NCl' 

OH OH 

Figure 6.5: représentation schématique du NADP. 

o 

L'angle NC2-NNI-NC1'-N04' a une valeur proche de 1200 dans le cas de la 

conformation anti et voisine de -600 pour la conformation syn (Carugo & Argos, 1997). Cette 

conformation est à relier avec le transfert d'hydrure pro-R ou pro-S. 

L'analyse de la structure de l'ALDH9 a montré une orientation anti du nicotinamide 

confirmant ainsi les observations précédantes sur l'ALDH2 (Johansson et al., 1998). 

L'orientation anti du nicotinamide est également observée pour le NADP lié à l'ALDH de S. 

mutans, et le NAD lié à l'ALDHl. Est-il possible qu'une confonnation pour le cofacteur soit 

privilégiée chez les ALDH tétramériques par rapport à celle adoptée chez l'ALDH3 (ALDH 

dimérique)? TI est également à signaler que la fixation du NAD dans l'ALDH3 est différente 

de celle observée dans les autres structures d'ALDH. En effet, le cofacteur est moins enfoui 

dans la protéine. De ce fait, le carbone C4 du nicotinamide ne se serait pas en position 

optimale pour le transfert d'hydrure, et il n'est observé aucune interaction correspondant à 
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celle existant entre Glu377 (chez l'ALDH de S. mutans) et les hydroxyles du ribose du 

nicotinamide, conservée chez les ALDH tétramériques. 

La résolution de la structure de l'ALDHI (Moore et al., 1998) a permis de mettre en 

évidence deux conformations adoptées par le cofacteur NAD. Une première où le C4 du 

nicotinamide se situe à 7,3 A de la cystéine catalytique Cys302 et une seconde, minoritaire, 

où la distance est semblable à celle observée dans l'ALDH de S. mutans. En association avec 

ces taux d'occupation différents, la densité électronique de la chaîne latérale du glutamate 

Glu268 est mal définie suggérant sa flexibilité. Ces observations ont conduit les auteurs à 

émettre l'hypothèse de l'existence de deux conformations du cofacteur au cours de la 

réaction, l'une d'entre elle permettant le transfert d'hydrure et l'autre la déacylation qui serait 

due à une molécule d'eau observée dans la structure de l'ALDHI en interaction avec Glu268. 

Les deux positions du NAD seraient favorisées par le nouveau mode de fixation du cofacteur 

et par le faible nombre d'interactions entre le NAD et l'enzyme (il n'y a aucun dipôle d'hélice 

a et aucune charge positive en interaction avec les pyrophosphates du NAD(P». 

E- Le domaine catalytique 

TI s'étend du résidu Gly253 au résidu Lys449. TI est constitué d'un feuillet ~ parallèle 

et d'hélices a. Deux ions sulfate sont fixés au domaine catalytique des monomères B et D de 

l'apo et de l'holoenzyme. Un ion est présent dans les monomères A et C de l'Apol, alors que 

le monomère A de l'holoenzyme n'en possède pas. Les ions sulfate communs aux monomères 

B, C et D se situent dans le site catalytique de la protéine représentant probablement le 

groupement phosphate du G3P. TIs interagissent avec les groupements guanidinium des 

arginines Arg103 et Arg283, le groupement hydroxyle de la thréonine Thr285 , et avec les 

groupements NH de la chaîne principale de Arg437 et Gly438 (Figure 6.6). Le second ion 

sulfate, situé à la surface du monomère, interagit avec le groupement NH de Thr328, les 

groupements NH et ammonium de Lys329 et des molécules d'eau. 

Moore et al. (1998) rapportent que la spécificité de substrat pour les aldéhydes résulte 

plutôt de la forme et de la taille du site catalytique que de son caractère hydrophobe. 

L'analyse du site catalytique de l'ALDH de S. mutans révèle son très grand caractère 

hydrophile de part la nature des résidus qui le composent. En effet, les chaînes latérales de 
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deux arginines (RI03, R283), d'une thréonine (T285), d'une tyrosine (YI51) et d'un aspartate 

(D440) sont présentes. L'ensemble de ces chaînes lui confère également un potentiel positif 

lui permettant d'interagir avec les ions sulfate et a priori avec les charges négatives du 

phosphate du G3P. 

Figure 6.6: vue stéréoscopique des interactions entre un ion 

sulfate et les acides aminés du site catalytique de l'holoenzyme. 

L'hydrophilie et l'environnement positif vont de pair avec la nature du substrat oxydé 

durant l'acte catalytique. Le G3P porte à la fois des charges négatives sur son phosphate et 

des fonctions susceptibles d'échanger des liaisons hydrogène: les atomes d'oxygène du 

phosphate, la fonction hydroxyle en C2 et la fonction aldéhydique en CI. Le potentiel positif 

du site catalytique superposé au G3P (telle que sa modélisation de sa fixation sur la base de la 

présence des ions sulfate a été décrite (Cobessi et al., 1999)) est représenté en figure 6.7. Le 

potentiel électrostatique a été calculé en utilisant le logiciel GRASP (Nicholls et al., 1991). 

Figure 6. 7: représentation du G 3P 

et du potentiel électrostatique du 

site catalytique de l'holoenzyme. 
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F- Relation entre la structure du monomère des ALDH et le 

degré d'oligomérisation 

La superposition des structures d'holoenzyme de trois ALDH (ALDH2, ALDH3, 

ALDH9) avec celle de S. mutans, en utilisant le logiciel 0 (Jones & Kjeldgaard, 1990), 

montre des valeurs rrns très faibles entre les structures des monomères et souvent plus petites 

lorsque les domaines de chaque monomère sont comparés séparément les uns par rapport aux 

autres. Pour cette raison, le positionnement des différents domaines a été étudié en prenant 

comme référence de superposition le domaine qe Rossmann. Cette étude a permis de montrer 

que l'angle entre le domaine catalytique et le domaine d'oligomérisation est plus petit pour le 

monomère de l'ALDH3 (ALDH dimérique) que pour les monomères de l'ALDH9, l'ALDH2 

et l'ALDH de S. mutans (ALDH tétramériques) (Cobessi et al., 1999). La fermeture de cet 

angle résulterait de la rotation du domaine d' oligomérisation. 

Figure 6.8: superposition du 

dimère de l'ALDH3 (rouge) et 

du dimère correspondant de 

l'ALDH de S. mutans (vert). 
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L'étude des alignements de séquences révèle la conservation de quatre résidus pouvant 

avoir un rôle clef dans la détermination de l'état oligomérique. Chez l'ALDH3, une proline 

(Pro78) et un tryptrophane (Trp80) sont conservés et situés à l'entrée du domaine 

d'oligomérisation. La proline est également présente chez l'ALDH9 où l'angle entre le 

domaine d' oligomérisation et le domaine catalytique est le plus petit des ALDH tétramériques 

retenues pour cette étude. Une glycine située dans la séquence de Sm-ALDH à la position 

120, après la proline chez l'ALDH9, est principalement conservée chez les ALDH 

tétramériques. Elle est mutée en des résidus variables chez l'ALDH3. Son rôle serait 

d'apporter de la flexibilité à la chaîne principale alors que celui de la proline serait de 

contraindre l'orientation de la chaîne principale. Enfm, les rôles de Trp80 et de Phe418, 

quatrième résidu, conservés chez l'ALDH3, seraient d'empêcher tout mouvement du domaine 

d' oligomérisation. Ces résidus volumineux apportent des contraintes stériques en raison de 

leur proximité spatiale. Ces acides aminés pourraient donc être les principaux déterminants de 

l'état oligomérique des ALDH. Cependant, ce ne sont peut-être pas les seuls. TI se pourrait 

que des résidus situés aux interfaces des dimères soient également impliqués (Cobessi et al., 

1999). 

Suite à cette étude et en raison de l'échec du remplacement moléculaire avec la 

structure de l'ALDH3, les dimères de l'ALDH3 et de l'ALDH de S. mutans ont été 

superposés en utilisant les programmes Lsqman (Keleywegt & Jones, 1994) et Moleman2 

(Kleywegt, 1997) (Figure 6.8) et l'angle entre les monomères de chaque dimère calculé. 

L'angle entre les monomères du dimère de l'ALDH3 est plus petit que celui calculé pour 

l'ALDH de S. mutans. Si le tétramère était généré à partir du dimère de l'ALDH3 par 

application de la symétrie non cristallographique observée chez l'ALDH de S. mutans, cela 

conduirait à la formation d'un oligomère dont les interfaces entre dimères présenteraient des 

contacts non autorisés entre atomes en vis-à-vis. Ces contacts sont tellement nombreux et 

surtout défavorables qu'il est impossible qu'un tel tétramère puissent se former, ce qui 

pourrait ajouter une nouvelle explication à l'échec du remplacement moléculaire avec le 

modèle de l'ALDH3. Une telle association ne pourrait se produire qu'à la suite d'un 

changement de conformation des deux partenaires. 

A partir de ces analyses, des mutations de la séquence de Sm-ALDH ont été proposées 

et réalisées au M.A.E.M afin de générer un dimère. La triple mutation L116P, G120E, M118F 

a permis l'obtention d'une solution protéique polydisperse contenant entre autre, une forme 
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dimérique. Afin d'obtenir uniquement une forme dimérique, une nouvelle série de mutations 

de résidus situés aux interfaces du tétramère a été proposée (Argl17, GluI 19, Glu124, Lys133 

et Lys134). Ces expériences sont en cours de réalisation. 

fi- L'Apo2 

Si le repliement de la protéine est identique à celui décrit pour l' Apo 1, il existe des 

différences non négligeables dans le positionnement de deux chaînes latérales du site 

catalytique et du domaine du cofacteur: celles de Glu250 et Arg437. 

Le groupement carboxylate de la chaîne latérale du glutamate Glu250 est positionné à 

3,7 Â de la cystéine essentielle au lieu de 6,9 Â observés dans la structure de l'Apol. La 

cystéine conserve la même orientation que celle observée dans la structure de l'Apol. Aucune 

molécule d'eau n'est visible entre Glu250 et Cys284. Les chaînes latérales de trois autres 

résidus, Arg283, Arg437, et Gln455, subissent également des déplacements au sein des deux 

sites. Arg437 est en interaction avec Glu250 dans les structures de l'Apol et de l'holoenzyme. 

Compte tenu de l'orientation de la chaîne latérale de Glu250, le pont salin qui existait dans 

l'Apol et l'holoenzyme est rompu. Le groupement guanidinium de Arg437 est en interaction 

avec un second ion sulfate présent dans le site catalytique qui possède un taux d'occupation 

de 0,5. Ce second ion sulfate (S04b) partage également une liaison hydrogène avec le 

groupement guanidinium de l'arginine Arg283. L'orientation de la chaîne latérale de 

l'arginine Arg 1 03 est quant à elle peu affectée par la présence de S04b dans le site 

catalytique. S04b interagit également par liaisons hydrogène avec le groupement amide de 

Asn154 et avec le groupement NH de Cys284. Ces dernières interactions sont celles 

suggérées par Steinmetz et al. (1997) dans le cadre de la stabilisation de l' oxyanion de 

l'intermédiaire tétraédrique lors de la réaction catalytique. Ainsi, l'association de ce nouvel 

ion et de celui précédemment observé (S04a) correspondrait à la trace du substrat dans le site 

catalytique. L'étude structurale d'un complexe ternaire confIrmera cette hypothèse. 

Le changement d'environnement du glutamate vers un environnement plus 

hydrophobe associé à la perte de l'interaction avec Arg437 dans l'Apo2 pourrait être 

responsable d'une augmentation du pKa de Glu250 vers une valeur de 7,6 mesurée dans le 

complexe ternaire. Cet environnement est fourni par des groupements CH2 et CH3 provenant 
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des acides aminés suivants: Thr229, Leu251 , Leu405, Phe444 qui sont fortement conservés, et 

Leu159 qui est souvent remplacée par une méthionine ou une isoleucine dans différentes 

séquences d'ALDH (Perozich et al., 1999). L'environnement hydrophobe serait donc 

préservé dans les différentes structures d'ALDH. 

Afin de confirmer les hypothèses sur les rôles de Arg103 et Arg283 pour la 

stabilisation du phosphate du G3P, sur les rôles du site oxyanion et de Asn154, le complexe 

ternaire ALDH-NADP-G3P et le mutant C284S sont étudiés. 

ID- Le mutant C284S et le complexe ternaire 

A-Structure du mutant C284S 

Glu250 CH2iCH3 Distance (À) 

OEI Leu159 CDI 4.6 

OEI Leul59 CD2 4.5 

OEI Thr229CG2 3.2 

OE2 Thr229CG2 4.4 

OE2 Thr285 CG2 4.8 

OE2 Leu4050E2 4.5 

OEI Phe444CZ 4.8 

OEI Phe444CE2 4.8 

OEI Phe444CD2 4.6 

OE2 Phe444CZ 3.7 

OE2 Phe444CE2 3.4 

OE2 Phe444CD2 4.7 

Tableau 6.3: groupements CH2iCH3 présents dans un 

rayon de 5 A autour de Glu250 pour le mutant C284S. 
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Le repliement global est similaire à celui observé pour l'holoenzyme. n n'existe plus 

d'interaction entre Glu250 et Arg437. Glu250 se situe à 3 Â de Ser284. Le glutamate se 

trouve alors dans un environnement hydrophobe. Les acides aminés cités précédemment 

comme pouvant influencer le pKa de Glu250 par leur groupement CH2 et CH3 sont consignés 

dans le tableau 6.3. Le changement d'orientation du glutamate Glu250 par rapport à sa 

position dans l'holoenzyme de type sauvage est favorisé par les mouvements du cofacteur 

pour lequel la densité électronique au niveau de la partie nicotinamide mononucléoside est 

mal définie. Ce désordre structural est probablement favorisé par la perte de l'interaction 

électrostatique entre la charge positive du cycle nicotinamide et la charge négative que portait 

la cystéine. Afin de positionner au mieux le NADP dans sa densité électronique, il a été 

nécessaire de modifier la conformation de la partie nicotinamide mononuc1éotide par rapport 

à celle observée dans l'holoenzyme. 

B- Le complexe ternaire 

Comme dans le cas du mutant C284S, le groupement carboxylate du glutamate 

Glu250 se situe à 3 Â de la sérine au lieu de 6,9 Â observés dans les structures de l'Apo1 et 

de l'holoenzyme, ou encore au lieu des 3,7 Â observés dans la structure de l'Ap02. De ce fait, 

l'interaction entre le groupement carboxylate de Glu250 et le groupement guanidinium de 

Arg437, observée dans les structures de l'holoenzyme et de l'Apo1, est perdue. 

Protéine Substrat Distance (À) 

Arg103 NH1 OC3 3.2 

Asn154ND2 01 3.2 

Arg283 NH2 OC2 2.7 

Ser284N 01 3.2 

Thr2850G1 OPC 3.0 

Arg437 N OC2 3.1 

Tyr155 OH OPC 3.1 

Tableau 6.4: interactions par liaisons hydrogène entre le 

substrat et la protéine pour le monomère A du complexe ternaire. 
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Le tableau 6.5 présente les interactions par liaisons hydrogène entre les acides aminés 

et le NADP observées dans la structure de l'holoenzyme de Sm-ALDH. Les acides aminés 

conservés dans l'alignement de séquences 1 sont indiqués en gras. 

Donneurs Accepteurs 

Phel53N N02 

Lys 177NZ A02* 

ThrI80N AOP2 

ThrI800G1 AOP3 

Gly210N AOP3 

Ser231 N AOI 

A03* SerI51 0 

AN6 Asp2150D2 

NN7 Leu2510 

N02* GIu3770E2 

N03* GIu3770EI 

Tableau 6.5: interactions entre le cofacteur et les acides aminés observées 

dans la structure de l'holoenzyme de Sm-ALDH. 

Un acide aminé parmi les neuf répertoriés pourrait être responsable de la spécificité de 

cofacteur pour le NADP chez les ALDH. TI s'agit de la thréonine Thr180 qui est remplacée 

par un glutamate, une proline ou une isoleucine chez les ALDH NAD dépendantes. La 

GAPDH NAD dépendante non phosphorylante de T. tenax possède dans sa séquence une 

isoleucine. La thréonine interagit avec deux des atomes d'oxygène portés par le 2' -phosphate 

du NADP. Ainsi la spécificité de cofacteur pour le NADP serait due à la perte de charge et à 

l'absence de contraintes stériques apportées par les résidus Glu, Pro ou De mutés en Thr ou 

Ser. D'ailleurs, la mutation de la thréonine en glutamate ou en aspartate pour l'ALDH NADP 

dépendante de Vibrio harveyi se traduit par un changement de spécificité de cofacteur (Zhang 

et al., 1999). Cependant, il est probable que ce ne soit pas le seul déterminant de la spécificité 

de cofacteur pour le NADP puisque la GAPDH NADP dépendante non phosphorylante de M. 

thermoautotrophicum possède à cette position une leucine. 
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Concernant les autres résidus, et notamment ceux qui interagissent avec le NADP par 

leur chaîne latérale, ils sont mutés en des acides aminés possédant la même fonction sur leur 

chaîne latérale. C'est le cas de Lys177, mutée en histidine, de Thr180 mutée en sérine et de 

Asp215 muté en glutamate. Pour les résidus interagissant par la chaîne principale avec le 

NADP, ils sont mutés en des résidus présentant des propriétés différentes au niveau de leur 

chaîne latérale. 

L'analyse de l'alignement de séquences révèle également la conservation de résidus 

impliqués dans l'interaction avec le substrat. Les acides aminés les plus conservés sont 

Asn154, Tyr155 et Arg103 qui est en interaction dans la structure étudiée avec l'aspartate 

Asp440 conservé dans six séquences sur sept. Arg103 est mutée en alanine chez T. tenax. 

Cependant, une lysine située avant cette alanine pourrait avoir le même rôle que Arg103 alors 

que Asp440 est muté en glycine. L'arginine Arg283 est conservée dans cinq séquences sur 

sept et est mutée en valine chez M. thermoautotrophicum et M. jannaschii. Quant à Arg437, 

elle est mutée en histidine chez T. tenax et en phénylalanine chez M. thermoautotrophicum et 

M. jannaschii. Pour les deux dernières séquences, une arginine est présente après la 

phénylalanine. Ainsi, l'histidine et cette arginine pourraient avoir le même rôle que Arg437 

chez Sm-ALDH. 

Le second alignement de séquences (Figure 6.11), réalisé entre les GAPDH NADP 

dépendantes non phosphorylantes du pois, du maïs, du tabac et de S. mutans permet 

d'observer un plus grand pourcentage d'identité de séquences (supérieur à 45 %) ainsi qu'une 

très forte homologie de séquences. De plus, les acides aminés interagissant avec le substrat, et 

listés précédemment, sont conservés sans exception. Ceci permet d'affirmer sans ambiguïté 

que ces quatre ALDH possèdent la même structure quaternaire. 

Afin d'évaluer si les sept protéines du premier alignement possèdent la même structure 

tridimensionnelle, les séquences des ALDH de Methanococcus jannaschii, Thermoproteus 

tenax, Methanobacterium thermoautotrophicum sont comparées une après l'autre à celle de S. 

mutans. Des identités de séquences de plus de 35 % apparaissent. Ce résultat, couplé aux 

observations précédentes permet d'affIrmer sans ambiguïté que toutes les GAPDH NAD(P) 

dépendantes non phosphorylantes adoptent un repliement similaire quel que soit l'organisme 

dont elles sont isolées, eucaryote, eubactérie ou archae. La résolution de la structure de la 

GAPDH NAD dépendante non phosphorylante de T. tenax, actuellement en cours (Brunner et 

al., 2000), devrait apporter des renseignements supplémentaires sur ces observations mais 
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également sur les éléments structuraux pouvant avoir un rôle dans la stabilisation des 

structures secondaires des protéines isolées d'organismes hyperthermophyles. 

B- Stabilisation du 2'-phosphate du NADP chez les 

déshydrogénases à domaine de Rossmann 

1- Cas de l'ALDH de S. mutans 

La fIxation du cofacteur au domaine de Rossmann entraîne un réarrangement local de 

la zone Gly208-Asp215 constituée d'une boucle et de l'extrémité N-terminale de l'hélice a7. 

Le déplacement maximal entre les Ca de Ser211 dans l'apo et l'holoenzyme atteint 4,1 Â. Le 

changement local de conformation est lié à la stabilisation du 2' -phosphate du cofacteur par le 

dipôle de l'hélice a qui, dans l'apoenzyme, interagit avec les charges négatives d'un ion 

sulfate. Le phosphate interagit également par liaisons hydrogène avec l'hydroxyle de Thr180 

et les groupements NH de Thr180 et Gly210 et avec l'amine de Lys177 par l'intermédiaire 

d'un pont salin. Dans l'apoenzyme, l'ion sulfate crée des liaisons hydrogène avec l'hydroxyle 

de Thr180 et le groupement NH de Gly21O. La distance entre la position du sulfate (qui 

pourrait correspondre au 2'-phosphate avec la conformation de la boucle de l'apoenzyme) et 

le 2' -phosphate du NADP est de 4,3 Â. Bien qu'une arginine soit présente en position 209, 

elle n'est impliquée dans aucune interaction avec ces groupements chargés négativement. 

2- Comparaison avec des déshydrogénases NADP dépendantes 

Pour réaliser cette comparaison, 16 déshydrogénases possédant un domaine de 

Rossmann ont été sélectionnées dans la PDB. Les interactions par liaisons hydrogène entre le 

2'-phosphate du NADP et les acides aminés du domaine de Rossmann sont présentées dans 

le tableau 6.6. Dans 14 structures observées (Sm-ALDH compris), au moins un résidu basique 

interagit par sa chaîne latérale avec le groupement 2' -phosphate du NADP. Dans la structure 

de Sm-ALDH, il s'agit d'une lysine (LysI77). Dans les structures de la formate 

déshydrogénase et de la 17-13-hydroxystéroïde déshydrogénase, aucune interaction entre le 2'­

phosphate et la chaîne latérale d'un résidu basique n'est observée. Dans 12 structures, des 

interactions entre la chaîne principale et le groupement phosphate se produisent. 
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Protéine Enzyme Organisme Acide aminé en interaction avec Distance O ... D 
(codePDB) le 2' -phosphate du NADP par D: groupement 

liaison hydrogène donneur) en Â 
1CYD Carbonyl réductase Mus musculus K17NZ 2,90 

(Tanaka et al., 1996) R39NE 2,72 
R39NH2 2,81 
T4000 2,54 

1FDT 17 -~hydroxystéroïde Homo sapiens ClON 2,83 
déshydrogénase (Breton et S11 N 3,19 

al., 1997) R37N 2,73 
R37N 2,69 

1GET Glutathione réductase Escherichia coli R198N 2,89 
(Mittl et al., 1994) R198 NH2 2,92 

R204NH1 2,85 
R204NH1 3,17 

1TDF Thiorédoxine réductase Escherichia coli R176 NE 3,00 
(Waksman et al., 1994) R176NH2 3,16 

R176NH2 2,80 
ITYP Trypanothioneréductase Crithidia fasciculata Y 221 OH 2,99 

(Hunter et al., 1992) R222NH2 2,79 
R222NH2 3,20 

1YKF AJcooldéshydrogénase Thermoanaerobium Sl99N 2,99 
(Korkhin et al., 1998) brockii SI9900 2,98 

R200N 3,01 
R200NE 3,18 
Y218 OH 2,68 

1HFQ Dihydrofolate réductase Homo sapiens K54NZ 2,76 
(Cody et al., 1997) S7600 2,64 

-- R77N 2,70 
1PGO 6-phosphogluconate Ovis orientalis aries R33NE 2,92 

déshydrogénase (Adams et R33NH2 2,93 
al., 1994) - T34N 2,94 

T3400 2,99 
1QOR Quinone oxydo-réductase E-scherichia coli R137NH2 2,75 

(Thorn et al., 1995) Gl73N 2,86 
KI77NZ 2,78 

2DPG Glucose-6-phosphate Leuconostoc R46N 3,20 
déshydrogénase (Cosgrove mesenteroides R46NE 2,94 

et al., 1998) R46NH2 3,03 
1QPS Formate déshydrogénase Pyrobaculum T156N 3,02 

(peat et al., non publié) aerophilum T15600 2,62 
T15600 3,24 

1AEl Tropinoneréductase Dratura stramonium K31NZ 2,70 
(Nakajima et al., 1998) R53N 3,30 

R53NH2 2,87 
lDAP Acide diaminopimélique Corynebacterium Yll N 2,78 

déshydrogénase (Scapin et glutamicum S3500 2,88 
al., 1996) R36N 3,02 

R37NHI 2,95 
1NAS Sépiaptérine réductase Mus musculus S1700 2,77 

(Auerbach et al., 1997) R43N 2,87 
R43NE 2,79 

R43NH2 3,25 
S44N 3,13 

R48NH2 3,27 
lCF2 Glycéraldéhyde-3- Methonotennus K33NZ 2,96 

phosphate déshydrogénase fervidus K33NZ 2,80 
(Charron et al., 2000) R35N 2,87 

T34N 2,73 
T340G 2,88 

Tableau 6.6: interactions par liaisons hydrogène entre le 2' -phosphate du NADP et les 

acides aminés du domaine de Rossmann de plusieurs déshydrogénases NADP dépendantes. 
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Les liaisons hydrogène créées avec d'autres chaînes latérales dont celles de la 

thréonine ou de la sérine, résidus présents avec une fréquence de plus 50 %, s'associent aux 

interactions précédentes. Dans toutes les structures, des interactions se produisent avec les 

acides aminés de la seconde boucle du domaine de Rossmann dont la longueur et la 

composition en acides aminés diffèrent entre les structures. 

v- Structures cristallines des formes apo et holo d'une 

ALDH NADP dépendante de Streptococcus mutans. 

Apo and 0010 crystal structures of an NADP-dependent aldehyde dehydrogenase from 

Streptococcus mutans (Cobessi et al., 1999). 

Ce premier article publié dans Journal of Molecular Biology est consacré à l'analyse 

structurale de Sm-ALDH. Après une brève description de la structure de l'holoenzyme, un 

premier paragraphe présente la comparaison des monomères de l'ALDH2, l'ALDH3, 

l'ALDH9 et Sm-ALDH. Cette comparaison structurale révèle une différence considérable 

entre les monomères au niveau de l'orientation du domaine d' oligomérisation. n apparaît que 

l'angle entre celui-ci et le domaine catalytique est plus fermé dans le cas de l'ALDH3 

(dimérique) que dans les autres ALDH. Sur la base de cette analyse, les acides aminés 

semblant impliqués dans ce changement d'orientation ont été proposés comme déterminants 

structuraux du degré d' oligomérisation des ALDH. 

La comparaison entre les formes apo et holo montre un changement structural se 

produisant au niveau de la zone 208-215 nécessaire à la stabilisation du 2' -phosphate du 

NADP. Dans l'apoenzyme, un ion sulfate est situé dans la poche qui fixe le 2'-phosphate du 

NADP. La comparaison des structures des ALDH NAD dépendantes avec la structure de Sm­

ALDH montre l'importance du résidu thréonine 180 (ThrI80) dans la détermination de la 

spécificité de cofacteur. Thr180 est remplacée par ne, Glu ou Pro chez les ALDH NAD 

dépendantes. Ainsi la spécificité de cofacteur pour le NADP serait due à l'absence de charge 

et de contraintes stériques à proximité du 2' -phosphate du NADP. 

Le dernier paragraphe de l'article est consacré à l'analyse du site catalytique dans 

lequel est fixé un ion sulfate stabilisé par les charges positives de Arg103 et Arg283. L'ion 

sulfate du site catalytique correspondrait au groupement phosphate du G3P. Sur la base de 

cette hypothèse, la modélisation de la fixation du G3P a été réalisée. Une analyse structurale 
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avec la GAPDH NAD dépendante phosphorylante de Bacillus stearothermophilus est 

également présentée. Elle révèle des similitudes dans le recrutement des acides aminés 

impliqués dans la fixation du substrat. 
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The aldehyde dehydrogenases (ALDHs) are a superfamily of multimeric 
enzymes which catalyse the oxidation of a broad range of aldehydes into 
their corresponding carboxylic acids with the reduction of their cofactor, 
NAD or NADP, into NADH or NADPH. At present, the only known 
structures concern NAD-dependent ALDHs. Three structures are avail­
able in the Protein Data Bank: two are tetrameric and the other is a 
dimer. We solved by molecular replacement the' first structure of an 
NADP-dependent ALDH isolated from Streptococcus /IlutallS, in its apo 
form and holo form in complex with NADP, at 1.8 and 2.6 Â resolution, 
respectively. Although the protein sequence shares only approximately 
30 % identity with the other solved tetrameric ALDHs, the structures are 
very similar. However, a large local conformational change in the region 
surroll1lding the 2' phosphate group of the adenosine moiety is observed 
when the enzyme binds NADP, in contrast to the NAD-dependent 
ALDHs. 

Structure and sequence analyses reveal several properties. A small 
number of residues seem to determine the oligomeric state. Likewise, the 
nature (charge and volume) of the residue 'at position 180 (Thr in ALDH 
from S. lIlutans) determines the cofactor speeificity in comparison with 
the structures of NAD-dependent ALDHs. The presence of a hydrogen 
bond network around the cofaetor not only allows it to bind to the 
enzyme but also directs the side-chains in a correct orientation for the 
catalytic reaction to take place. Moreover, a specific part of this network 
appears to be important in substrate binding. Since the enzyme oxidises 
the same substrate, glyceraldehyde-3-phosphate (G3P), as NAD-depen­
dent phosphorylating glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenases 
(GAPDH), the active site of GAPDH was compared with that of the 
S. nllltl1llS ALDH. It was found that ArgI03, Arg283 and Asp440 might 
be key residues for substrate binding. 

(n 1999 Academie Press 

Keywords: aldèhyde dehydrogenase; NADP; cofactor specificity; X-ray 
structure; substrate specificity 

Introduction 

Abbreviations used: 3-PGA, 3-phosphoglycerate; G3P, 
glyceraldehyde-3-phosphate; GAPDH, glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase; ALDH, aldehyde 
dehydrogenase; Sm-ALDH, Streptococctls II/tltalls 
aldehyde dehydrogenase; rmsd, root mean square 
deviation. 

NAD(P)-dependent aldehyde dehydrogenases 
catalyse the irreversible oxidation of aldehydes to 
their corresponding acids. Many such enzymes are 
involved in cellular detoxification and cellular 
differentiation, the most widely studied being 
ALDH1 (cytosolie, EC 1.2.1.3), and ALDH2 (mito­
chondrial, EC 1.2.1.2), which oxidise the acet­
aldehyde produced by alcohol dehydrogenase 
during the conversion of ethanol (Steinmetz et a!., 
1997). ALDHs are known to exist in dimeric or 
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tetrameric state. A total of 12 classes have been 
described in humans (Yoshida et al., 1998). At pre­
sent, four structures belonging to fout different 
classes have been solved: one is a dimeric enzyme 
(ALDH3, EC 1.2.1.5) (Liu et al., 1997) and the 
others are tetrameric (ALDH1; ALDH2; ALDH9, 
EC 1.2.1.8) (Moore et al., 1998; Steinmetz et al., 
1997; Johansson et al., 1998). These structures were 
determined in their holoform in complex with 
NAD. Structural analyses revealed a similar assem­
bly of the catalytic domain and Rossmann fold and 
showed a new type of interaction between NAD 
and the Rossmann fold (Liu et al., 1997). A catalytic 
mechanism was proposed in which two residues, a 
cysteine and a glutamate, respectively, participate 
as the nucleophile and general base for activation 
of the catalytic cysteine and deacylation of the 
enzyme (Sheikh et al., 1997). 

NADP-dependent ALDH from Streptococcus 
mutans (Sm-ALDH, EC 1.2.1.9) is a tetrameric 
enzyme of 474 residues per monomer which cata­
lyses the irreversible oxidation of glyceraldehyde-
3-phosphate (G3P) into 3-phosphoglycerate 
(3-PGA) with reduction of its cofactor NADP into 
NADPH according to the reaction: 

G3P + NADP+ + H20 -+ 3-PGA + NADPH + H+ 

This reaction produces the NADPH necessary for 
the correct growth of sorne S. mutans strains which 
lack both glucose-6-phosphate dehydrogenase and 
6-phosphogluconate dehydrogenase. Both these 
enzymes belong to the oxidative part of the hexose 
monophosphate pathway where they generate the 
NADPH required for other biosynthesis pathways 
(Crow & Wittenberger, 1979; Boyd et al., 1995). 

On the basis of this reaction and due to the 
nature of the substrate, this enzyme is an NADP­
dependent non-phosphorylating glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH). Yet, on the 
basis of the sequence alignment, it has been classi­
fied in the ALDH superfamily together with 
NADP-dependent non-phosphorylating GAPDHs 
from pea and maize (Habenicht et al., 1994). 
Indeed, these. enzymes do not display sequence 
homology with other phosphorylating GAPDHs 
(EC 1.2.1.12 or EC 1.2.1.13), for which more than 
ten structures are available in the Protein Data 
Bank. Phosphorylating GAPDHs catalyse the 
reversible oxidation of G3P into 1,3-diphosphogly­
cerate (1,3-dPG) with reduction of NAD(P) to 
NAD(P)H by phosphorylation according to the 
reaction: 

G3P + NAD (Pt + PO~-
;:::! 1, 3-dPG + NAD(P)H + H+ 

Sm-ALDH shares 50 % sequence identity with both 
maize and pea ALDHs and approximately 30 % 
with ALDHl, ALDH2, ALDH3 and ALDH9. 
Sequence alignment of AI.,DHs reveals that the cata­
Iytic cysteine and glutamate (Cys284 and Glu250 
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in Sm-ALDH), together with a large number of 
glycine and proline residues, have been conserved. 

We solved the structures of the apo- and holoen­
zyme of NADP-dependent ALDH from S. mutans 
by molecular replacement using the structure of 
ALDH from cod liver Oohansson et al., 1998) as a 
template. The structure of the apoenzyme was 
solved at 1.8 Â resolution and that of the holoen­
zyme, in complex with NADP, at 2.6 Â resolution. 
Here we describe these structures and compare 
them with the structures of three NAD-dependent 
ALDHs and Bacillus stearothermophilus GAPDH. 

Results and Discussion 

Overall structure of the holo form and 
comparison with other ALDHs 

Holo ALDH from S. mutans exists as a tetramer 
(Figure 1) with four identical subunits related by 
non-crystallographic 222 symmetry. The tetramer 
can be considered as a dimer of dimers, as 
described for ALDH2 (Steinmetz et al., 1997). The 
root-mean-square deviation (rmsd) values for ail 
possible comparisons of the Ccx trace of monomers 
vary from 0.23 Â to 0.36 Â. Each monomer can be 
divided into three domains (Figure 2): a cofactor 
binding domain composed of a core which 
resembles the Rossmann fold (Rossmann et al., 
1974) (residues 145-252) flanked by five helices and 
four strands (residues 2-118, 450-464), a catalytic 
cr/ P domain ( residues 253-449), and a small pro­
truding domain which enables the oligomerisation 
(residues 119-144 and 465-475). 

Among the other known ALDH structures, 
ALDH2 and ALDH9 are tetrameric and were 
solved in both apo and holo forms (Steinmetz et 
al., 1997; Johansson et al., 1998). ALDH3 is dimeric 
and was solved in its holo form (Liu et al., 1997). 
When optimising the sequence alignment (Figure 3) 
and the superimposition of the three-dimensional 
structures of holo forms, the tetrameric structures 
display the same fold (Figure 4). On the other 
hand, the dimeric enzyme lacks the N-terminal 
sequence corresponding to the first four p-strands 
(labelled A, B, C and D in Sm-ALDH). Except for 
this difference, the superimposition of the back­
bones is good, as illustrated by the low global 
rmsd values of Sm-ALDH compared with ALDH2, 
ALDH3 or ALDH9 (Table 1). However, the rmsd 
values calculated for the three separa te domains 
are often smaller than the global values. Therefore, 
as only the positioning between domains can be 
responsible for such a discrepancy, another com­
parative approach was used. 

Since the Rossmann fold (residues 145-252) con­
stitutes the core of the central domain, it can be 
chosen as the reference for measurement of the 
rotation of the other two domains (Table 1 and 
Figure 4). For the catalytic domain, only slight 
differences are found. The observed low values of 
the rotation angles might be explained by the 
strength of the interactions between the cofactor 
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and the ca taly tic domains. lndeed, they are main­
tained by the Illilin chain which pilsses t\Vice from 
one domain to the other, and by nUll1crOlls hydro­
gen bond s, hydrophobic contacts, and sa lt bridges. 
These s trong interactions prevent nex ibility, result­
ing in s imilar positioning of the cata ly tic and the 
cofae to r domains. The largest val ue of the rotation 
ang le is observed for ALDH3, i.e. the dimeric 
enzyme, which differs by 6.4 G . This observation 
mny be explained by the nbsencc of the N 
terminus, thereby reducing the nllmber of possible 
non-covil lent in teractions, as weJl ilS by the level of 
o ligornerisil tion. 

Looking ilt the oligomerisation do III il in s, the 
observed ro tations il re mllch m ore significa nt. 
They co rrespond to different opening angles of the 
L-shaped rnonomer (Figure 4). Again, ALDH3 
shows the highest deviiltion (17.4 0) From Sm­
ALDH, w hich results in a rec\uced il ng le between 
the Ciltalytic and o li gomerisil tion domilins, leilding 
to il shilrper bene! in the monomer. Likewise, in 
order to superill1pose the ALDH3 e!imer on the 
corresponding Sm-A LDH dime r, the nngle 
betwécn both monomers of ALDH3 must be 
increilsed by 8.5 C

• Thus the rotiltion of the o ligo­
merisa ti on domain appears ta Icad ta th~ 
form a tion of differen'tly orientatee! dimers. Simi­
larly, this rotat ion could prevent the c1imers from 
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Figu l'c l . Ribbol1 diagnlill o f the 
Sill -ALDI-I tetmlller us ing MOL­
SCRIPT (Kraulis, 1991) and RilS­
tel'3D (Merilt & Murphy,199'1). 
The monomCl's of eilch d irner arc 
similarly coloured. 

ilssembling to fonn the te tramer. Indeed, gene r­
iltion of the tetramer irom the dimer of ALDH3 
using the 2-folcl ilxis observedin Sm-ALDI-I 
encounters an insurmountil ble obstncle: nUl11erous 
bad contacts and clashes of s idc-chains arc 
observed . These OCClll' mainly in the region of the 
firs t s trand of the oligomerisil tion domain, Jesult­
ing from the J1îisorientilt ion of the entire antiparal­
lei ~-I-shcct (PE, PF, IJX) becn use of s tructural 
constraints. 

i\nillysis of the sequences arollnd the hinge 
region, which is whcre the oligomerisation domilin 
emerges from the core of the monomer, rl'veillcd a 
conservee! proline, 1'1'078, in ALDH3, which is 
dimeric. Proline residues are known to s tiffen the 
main chain and might the refore J1îilintain the con­
cerne ! domil in in il correc t geometry, as often 
observed in o ligome risil tion perfo rmed by domai n 
sWilpping or arm exchilnge (!3ergdo ll cl ol. , 1997). 
J-Inwever, il n equi vn lcnt proline, 1'1'0134, is present 
in the sa ille position in ALDH9. Remnl'kably, its 
l11onomer also shows il s trong bend. Thus, the pro­
tine mily be responsible for the rotated oligomeri­
sation domnin, but it is no t the only determining 
facto r for the oligomeric s ti1te, sincc i\LDH9 is tet­
l'i1ll1cric. Concerning the tlcxibility of the main 
cha in, we found thilt glycine G ly120 in Sm-ALDH 
is nlilinly conserved in tetmmeric enzymes, while 
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Figure 2. (il) Domain luca lis,ltiull 111 the Sm-ALDI-I 
llIonOl11cr using 1\·10I SCRII'T (Kr;JlI lis, 1991) ilnd Ras­
tl'r3D (Meritt & ivlurph)', 1 99- ~ ). The cofactol' binding 
dnlll .1in is colnurcd in blll l' ilnd Ross lllilnn (old in grecn. 
The COl t;ll yti ,: dOI1l,lin is (ol(ll.!rl'd in red ,1I1d oligolTlcrisil­
lion dorn,lin in light blll l'. The c<l talytic l'esiclues, Glu2S0 
and C:ys2H· ~ , arc rl'f' l'l'sl' lltl'd in tmll -<1 nd -stick. (b) T'op­
(J lll).;y di 'lgl"'11l Ll f the Sm-ALDI 1 Illon() Iller. 

dimcri c enzy mes h<lve yari<lblc non-glycine 
,lI11ino <lc icb at thi s position. Tll)',ethcr with the 
ilbSl'I1Cl' of Ihl' g lyc ine, neighbouring arnmil ti c 
res idu('s Trpl'l() ancl Phe'llH arc found in I\LDH3. 
Theil' sillluitancous presence .lppcars necessa ry 
tn deC I'I.'il s(, the L. angle in I\LDH3 (T"ble 1) in 
or cl el' 10 ilvoid stcric hindrancc, ICilding 10 t1w 
dilllcri c stiltc. TheBe structur," ch;lrackr isti cs Illay 
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bc the l11ilin dctcnn.inants of the oligoilleric stille. 
Howeyer, the origin of the rotation of Ihe oligo­
m erisation dOlllain might involve additional 
amino neids. Moreover, kl'Y arninn ilciels l'ur the 
ol.igomcric state ma)' exist at the interfnœs 
between dimcrs, but their v,Hiability within the 
ALDI-! famil)' mnkes their identification difficitlt. 
Only new structural dilla w ill provide the infor­
mation needed ta estilblish the prec ise l'ole of 
these different amino aciels. 

Holoenzyme structure and comparison with 
the apo fonn 

As shown for other ALDHs, the eo faetor strnd ­
dies 11ll' Rosslllann fold (Liu cl ni. , 1997; Steirunctz 
l't Ill., . 1997; ]ohansson el ni., ] 998; Moore el ni., 
1998). The aelenine Illoiety is situated bctwccn 
a-bclices 7 and 8. The nicotinamide moiety is sur­
l'Ounded by the loop connecting the [3-strand J to 
the a.-hc lix 8, the loop containing Cys28!\ situatect 
belween the Cf.-heli x 9 and thc f3-s tl'ilnd M, <l nt! the 
loop connecti ng the Rossmann fold to the cntnly tic 
domain. 

Overilll eonfonnatio/l<ll ehnnges invoJving 
dOlllilin 11l0Vl'mcnt arc Ilo t observl'd in Sm-ALDI-I 
lIpon coenzyme binding. The rlllsd villue between 
the apo and the holo fmm for one l1lonomer i l.' 
0.4 Â. Howeve r, unlike ALD1-I2 (Steinilletz et 0/ ., 
1997) and ALDH9 OOhilllsson el al., 1998), the mnin 
chain <l t the end of thc loop connccting 0-strancl ,1 
to ex-helix 7 unrkrgocs <l large shift up tll 4 A 
(Figurc 5). The adenine moi et y slol is thl' rcfurc lar­
gel' in the ilpO forlll of Sm-ALDH than in its corre­
sponding holo form allel in other 1\IDH s. This 
change brings résiducs 208 to 216 closer tn the 
cof<lctor, leading to Il stntc 'luile similnr tn other 
ALDHs. 

Cofactor stabilisation 

The adeninc is stnbilised by Vnn der Waills con­
tncts with CH 2 groups o( C ly210 and C ly214 
w hich ildel up to il l'Cl\' hyclrogen bonds fi x ing 
NADP (Figure (, and Table 2). The 3' hydroxy l 
group of the adenosinc ribose is bounli 10 the 
cill'bon)'1 group uf Ser 151. 

The shift of the main chain that occun-; upon 
coenzyme binding sprl'ilds to the N terminus 01' 
helix 7, ilmp lify ing ils C1H"ilturC, Therefore, the 
helix Jipole is C<lpilb ll~ of stabilising the 2' phos­
phate group of N ADP. This nbi lity of Ihe helix to 
bind êl nions (phosph<ltl' or sulphate) is illustrated 
by the ilpoenzyme structure, \Vhere il sulphate ion 
is fOlllld il t Ihe beginning of the helix (F igure 5). 
Ilowever, the positions of both anions diffcr by 
4.3;\ duc tn the chilnge in helix CUl'\'êl lurc \Vhei, 
Ihl' wfactor bincls. In add ition to the CI.-hclix l'ffec t, 
the absence of steri c hindrilllce from neighbouring 
C ly2 10 cmlles suffi cicnl spacc tu rect' ivl' the phos­
philtc group, and to bind it , JÙI hyelrogcn bonding 
with its N il group. The o ther aillino aciels invnlvecl 
in the' phosphall' stnbili sa ti on MC Thrl RO and 
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Table 1. nnsd v,lllleS bctwccn the Srn-ÂLDH structure ilnd structures of ALDH2, /\I.UII3, and ALDI Il), and rot,ltion 
angles bctwl'l'11 tlwir dnl11ains 

O\'crall slrlldure Rossmann domain Oligollwrisatinn domain 

AIDH2 l'msll (A) 
AI.DH2 1'0t,lti0!1 ( ) 
AI.DIIJ l'msd <Al 
ALDII] rot,lliOI1 ( ) 
ALDI19 l'mscl (A) . 
AI.DI19 rotation ( ) 

1.40 (450 rcsidut's) 1.12 (Hm l'csidues) 1,46 (29 l'('sidlll'~) 
6.1 

1.27 (l9] J'l'sidllt'S) 
:1.1 

1.25 (90 lesidlll's) 1.90 (32 residul'S) 
17A 

J..18 (17" l'''siclw's) 
6.4 

1,47 (·150 l'esidues) 1.13 (107 l'l'sidlll'S) 1.39 (:lO J'l'sidul's) 
H.7 

I.:1'i (19.1 l'esidul's) 
:1.7 

Thl' structures I\'l'r" sup"fÎmposl'd by IVlotll'lll'r (Sali & Blundl'II, 1993). 1111' superilllpllsiti(lll \\'.1<; oplimise" bv l.sq (Innes & 
Kjddg.,"rd. l'NI.1). Sm-ALDI 1 structure is lilken il'; the refenmce fll!' the ol'('r,11I nnsd valut' (,lkulations by O. TIll' "thl'!' flllsd \',IIIIl' 
calcul,llions for the cal'llylie and "ligollwl'isatioll dOlnains Ml' performed by Lsq t,lking tilt.' Sm-ALDH Ros~llIanll f"ld il' IIIt' n·fer· 
encC'. 

Lys177. This association of the e!ipole of one 
"phosphate binding helix", one hydrogen bond 
\Vith a glycine, ane! ânc salt bridge (between 
I.ys 177 and the phospha te group), has previously 
bC('Jl descril1L'd as the mechanism br which 
enzymes stabilise the pyrophosphate group of 
cofactors (Hnl, 1985). 

ln Sm-ALDH, the pYl'ophosphate group interacts 
\Vith the m'lin chains of Phe153 (one hydrogen 
bond \Vith the nicotinarnide pyrophosphate) and 
5('1'231 (011<:' hydrogen bond with the adenine pyro­
phosphMe). SCI'231 is Incated in the loop connecl­
ing r~-strand J \Vith o:-helix 8. Like '1'hr232, it is one 
of the highly eOllserved residues of the fingerprint 
of the dinucleotide binding domain, GstX2G 
(dl'scrilwd as GX~G by Liu et (fI., 1997), character­
istic of ALDHs. 

As observed in ALDI12 and ALDH9 (Steinmetz 
1'/ Il/., 1997; Johansson 1'/ 111., 1998), the e1ectronie 
dl'nsity is weaker arollnd the nicotinarnide group 
(Figure 6(b» while two conformations ml' observee! 
in ALDlIl (Moore ct Ill., 1(98). ln Sm-ALDI t the 
nicotinamidl' group is sandwiclwd bcl\vcen 
Cys284 and Gly230 through Van der Waals inter­
actions. Morellver, its carboxarnide group is main­
taincd hy cl hyclrogen bond wilh 11ll' main-chain 
carbonyl group of Lcu251. Both hydroxyl groups 
of tlll' nicolinamide Illononucleotidc ribose arc 
bound tn the carboxyl group of the eonsl'r\'l'd 
Clu377. 

Hydrogen bond network around the 
nicotinamide moiety 

Independently of the above l1lentioncd residul's, 
il large number of hydrugl'n bonds .ll'e obsl'rved 
arouild the nicotinamie!e moiety (Figure 7) invol­
\'ing the side-l'hains and/or the m.lin chain of resi­
clues Lvs163, Thr229, Thr232, Clu2S0, Ll'u251, 
Cly252, -(;1)'253, .Arg283, Cys284, Ly5288, Glu377, 
Arg437 and Se1'450. 

.As noted above, the cm'bonyl group of Lcu251 
directly inll'racts \Vith the carboxyalllide group of 
the cofactor. The correct positiolling of Ihe main 
chain in this rcgion is thus critiGlI. Ho\Vcvcr, 
I.cu25 1 is sitllated in' the ·Clu250 10 Gly253 loop 
connecting the Cof,lclor binding domain to the cata-

Iytic domain, wlll'I'l' both successive cnnsefved 
CI)'252 and Gly253 muId imparl flexibility tu the 
main chain. Sinœ Ihese residues have to be Iwlll 
Lightly, two h)'drogl'Il bonds an' ohservl'd, OI1l' 

bctwœn the hydroxyl group ilÎ rt'sid Ut' Thr232 and 
the NIl group of (;1)'252. and one bdween the 
hydroxyl group of const'r\'ed Ser450 and the carbo­
nyl group of Gly252. Although the sidc-ch,1in of 
Ll'u251 cannol be involvcd in hydrngcn bonding. 
its surprising conservation ma)' be due to the stl'ric 
volume that must be maintailwd as Le1l251 inler­
acts \Vith the conscrvcd GI)'235 of Ihe fingcrprint 
ex.le. Conœrning the ribosc, thl' N H group (lI' 
Cly253 binds to the carboxyl group oÎ the strictl}" 
conserved Clu377 and orients ils sicle-chain 
towards the hydroxyl groups of the ribose of !l1l' 
nicotinamide moidy. 

The nt'lwork continues throllgh the rt'siclues 
Lysl63, Thr229, Arg437 ilnd the c,lI,llylic Clu25lJ. 
ln holo ALDIl2, it has bl'l'n rl'ported that (JIll' 

water I11oll'cull' is bound to the side-dlilÏn (lf Lhl' 
catalylic glutamate (Glu268l, and that this water 
nll\ll'cule can deprotonate the catalylic cystcine, 
Cys302 (Shcikh cl 11/.,19(7). Thus, CI1l26H might 
aet as the general b,lSl'. III the .1pO forlll of Sm­
ALDI" the saille interaction is obsl'I'ved belween 
Clu250 <lnd a water molecule. Iv10reov<.'r, il l'emark­
abll' inh'raction is observed betWl'l'n the sidl'­
chains of residues Thr229, CI1I250 ,1Ild Arg437. 
1llr229 appeal's lleCl'SsMy to maintain CILi2.50 in 
sllcb <1 direction lhat it Œil inter.let with l\rg437, 
which is not consl'rvcd in ALDlIs, stlch inter­
aclions betwcen two charged rl'sidlll's le.lding to 
\'tlI'iations in the pK" of the partners. 

The Iast pMt of the ndwork concerlls the rl'si­
dues Arg283, Cys21H, Lys2SS and GluJ77. ln 
addition to the inler.letions Illl'lltiol1l'd .lbo\'l', 
Clu377 is houncl to the sille-chain of L)'s288, which 
inll'racts \Vith tilt' Glrbonyl groups of Cys284 and 
Arg2H3. Alllong the Ihrl'I.' <llignl'd Sl'qllenct's, 
Arg283 and Lys288 are consl'rvl'd in NADP-dl'pl'n­
dent non-phosphorylating GAI'DHs. ln the struc­
t\lres of LIll' apo and holocllzynll', a sulph'lle ion 
intel'acts \Vith Arg283 (Figure 8). During catalysis, 
Sm-ALDH oxidises C3P into 3-PCA. Thus, this sul­
pilate ion Illa}' correspond to the phnsphate group 
of CJI'. ft should be notl'L1 that anothl'r highly 
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fi gure 3 (LegClld showlI opposite) 

conserved argtnUlC in NADP-dependcnt non'phos· 
phorylat ing GAPDHs, Argl.03, participûtes in the 
fixill' ion of the s u lpha te ion, ilnd therefore in the 
put<l tivl' b incling o~ the s ubs lmtc. The last part of 
the ne twork may therefore bc specifie to th is class 
o f i\LDHs. 

Cofactor specificity 

At present, three ALDH structures in cOIllplex 
wi th NAD are ilvai l<lble in the Protein Da t<l Bûnk. 
As the cofactor reduced during the reaction in Sm, 
ALDH is NADP, wc sea rched for the structural 
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Figure 3. Sequence il lignment ilnd secondaI')' st ructure il lig nmellt. The [our structures ilre colol\t:-codcd as fo1l01\' 5: 
ALDH2 (l'cd), ALDH3 (blue), ALDH9 (pink), Sm-ALDH (grœn). I~-Stl'il nds ilr!' rcpr(,)sented by ilITOWS, "I.-helices by 
curis. The alig llmen t l'l'presentation of the four sl'ilucnces ilnd corrcspo nding second ill-y s tructures \\' ; 1 ~ done \Vith 
ES I'ripl (Gouel cf al ., 1998) on the bilSis of the alignlllent of the 15 sequences. The rcsidues sh()w ll in l'l'li are con­
sl' rvl'd lhroughoul lhl' 15 illigncd sequences. The cil lilly ti c residues Gl u250 and Cys2S'1 arc indica led by recl triangles , 
mue tria ngles inclicilte the res idues of the nnion ic pocket s ituated in the ca til lytic site ilnd prob<tbly bound 10 the 
ph[1sph~le group of G3P. Green _triangles indicate the resicl ues in\'olved in the cofGctor binding by hydrogell bonds. 

facto rs respol1sible for NADP vers lls NAD speci ­
ficity in ALDHs. 

Tn ALDI--19, a conserved lysine (Lys189) héls been 
reported to interact \-vith the 2' and 3' oxygen 
atollls of the ribose of the éldcn inc moicty (Johélns­
son et II/., 199R). Tn ALDH3, 2' and 3' hyd roxy l 
groups bind to Glu140 (Liu et ni ., 1997) instead of 
the conservee! lysi ne, as the cofélctor is Icss buried. 
However, even in the struchlres whcre the lysine is 

involvcd, the position' of this conscrved glutama[l' 
l'l'mains constant. One exception is observed in 

NAD-dependent ALDHs: thi s rl'siduc is ll1ut;1ted 
to proline in cod liver ALDH. 

In Sm-ALDH, the corresponding conservee! 
lysine, Lys177, ù1teracts with two oxygen atoms of 
the NADP 2' phosphate group including t11l' 2' 
oxygen of the phosphomonoestcr bond. Thl'180 is 
found in place of Glu or Pro in NAD-depcndcnt 
ALDHs. This providcs il pocket designed to reccive 
and to binet the phosphéltc group of NAD!', as <1 150 
illllstrated by the binding of a sllipha te ion in the 
élpoenzyme structure. The volume required tn 
accept the phosphate group is not sllfficien t in 
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NA D-de pend ent A LDHs cilie tü the presence o f 

bulky res iclues, as 5ee l1 in fi gure 9. [n addition to 

s te ric hindr,ll1ce, the negilti vc charge of a g luta­

m ale would prcvent the s ta bili sa tion of nega ti vc 

charges of the phosphate g roup . 
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NADP-dependent ALDH 

Figure ,1. Sliperimposit ion (lf the 
Cl trace of l'ilch 1ll(lIlOl1wr o f the 
solved A 1.1)1-\ structures, lI sing 
MOI SCRIPT (Kril lilis, 19( 1) '1 nd 
Raster3D (Meritt & [\·1urphy, 1 ()C),I). 
The supcrimposit ion of the mono· 
mer structures \-Vas clone \Vith 
M odeller (Sn li & Bll1ndell , 19Y3 ) 
and Lsq l'rom 0 (I lHl l'S & 
Kjclclgilard, 19(0). TIll' R(lss m,lIl1l 
fold is dm w n in r ibbon. The mono­
mers of the four structures MC col­
our-coe!ed as (l)lIows: A L.LJH2 
(l'ccl); i\ 1.I ) J-1J (b i lle); A l.Df-ll) 
(p ink); Sm-A1.DI-! (grpen). The rpsi­
d ucs ml'lltiol1l'd in thl' tex t arc l'ep­
resentee! in b,lll -and-stic\.; . 

ln Sm-ALDH, Thrl 80 inl ' rcle ts w ith the phos­
phate g roup throug h ils hydroxy l group il nd its 
main-cha in Nil g roup . Amo ng the four n lig ned 
NI\ DP-depcndent non-phosphory la ting C I\PLJl-ls, 
lhe s tcrÎc cons trélints a nd the ability ln inlcracl by 
hydrogen bonds with the phospha te g roup are 

Figure S. Sterco v iel-\' of the loen l con(ormntional changc upon coenzy me binding. The Rossm,lnn fold is dr,l\"n in 
ribbun. T he grcl'n [r' l cc cor responds ta the ,1poenzy l11c il nd the purplc tr<lce to the holocll zymc. 'r lll~ sulphatc ion 
obSl'rvl'd in the <1 p()pnzy rnc, and N /\DP o f the holoenzyml! arc rcp rescnlcd in bali -a nd -s tick. TIll' Figure \VilS drilwn 
lIsing l'v IO I Scr~ IPT (Kraulis, EJ91). 
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conscrvecl. Indeed, il thrconine or serine is fo und 
a l lh is position. Note tha t the seq uence of an 
Ni\ D-d epenclent non-phosphory lêl ting GAPDH 
fro lll T/Jel'lIIoprotelis tl' lInx (Brunner et ni ., 1998) 
possesses êl n isoleucine at thi s position, thus 
d isp layi ng the saille s tructural charac tcr_is tics as 
ALDH 9, which is NAD-depcndent. Thus, <1 thrco­
nine o r a serine a t this pos ition appears to be the 
s lructuml detc rrn inant of cofac to r spec ifi city fo r 
NADP in A ID Hs. 

Y 
EJ77 

Fig ure 6. (il) SChClll il l ic drawing 
of Ihe am inn ilc ids inl cl'<lc ting wilh 
NAD[) by hyd rogen bonds _ Nole 
that <1 sa lt b ri d ge is p resent 
betwecn Lys17? <l lld the phosph'llc 
g ro up _ (b) Representa tion of NAOP 
in il 3F" - 2Fe eleclrOllic densi ty 
Ill flp conto ured a t .J .2 cr gene l<ltcd 
lIsing TU R BO-F I~ODO (Rollssel & 
C<l mbilla ll ,199]). 

Substrate site, substrate specificity and 
comparison with phosphorylating GAPDHs 

The localisa tion of the ac ti ve s ite in this s tructure 
is fac ilitared by the presence of a slIlpha te ion a t 
the su rface of the protein at 7.9 Â fmm the thio la le 
group of the ca ta ly tic cystei nc. This s lIl pha te ion 
mal' co rrespond to the phosphil tc group of G3P 
(Figure 8). Morcove r, the enlTil ncc of the sitt' is 
silua tcd nca r the interfaces ins ide the telra mer, as 
seen in ALm I2 (Steinnw tz ct tll ., 1 (97) . 

rigure 7. Ste reo view of the net­
wo rk of hydrogc ll bo nds involving 
amino a c id s ,1l'olll1d Ihe eofac t" r 
and the Gltél ly tic site, lIsing MOL­
SCRIPT (Kr,l ulis, 19(1)- Fo r c1~rily , 
the bond s betwcell Ihe resid lles arc 
Ilot dr,)wn, a nd onl y the Il icntilld­
m iel e Illoicty is d isp iayed <llld only 
a few residucs Dre Inbe llcd_ 
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Table 2. I-Iydrogen bonds betwcell the eofnetor a nd 
neig hbollring resiclues 

Donors 

l'he lS3 N 
Lys l77NZ 
ThrlSO N 
ThrlSO OG I 
CII'210 N 
Se"r2.:l t N 
A03' 
AN6 
NN7 
NOl' 
N03' 

I\ cl'l'p tors 

N02 
A02' 
1\ 01'2 
/\OP3 
1\01'3 
AO I 

Scr1 51 0 
A51'21 5 0D2 

Lc.,25 1 0 
Glu:l770E2 
Glu377 OE1 

The rcsicl ucs conscrved in thL' sequel1cc <1ligl1n1('111 ~rc shown 
in bold f.lccd Ic lte rs. 

fn contr<1st to the t'o lveel NAD-dependent ALDH 
s tructmes, the s ite is essentially composed of 
hydrophilic residllcs intcracting with the subs tra le, 
\·vhich has been mode ll eel in the holoenzyme to 
form a tl' rnary complex (Pigurc 8). In NADP­
dependent non-phosphorylating GAPDHs, three 
res iclucs are conserved: 'l"'hr285, Arg283 ilnd 
Arg103, the latter beil1g highly conserved. As 
noted <1bovc for Sm-ALDH, Arg103 and Arg283 
interact with a sulph<1te ion in the holo and apoen­
zyme. [n this hypothetical ternmy complex, these 
positivcJy cha rged resieilles constilutc an anionic 
pocket anel internct with the phospha te group of 
the subs trate for its s tabilisa tion . Two hydrogen 
bonds OCClII' with Arg283 and one with Arg103. ln 
the apo- and holoenzyme, the l<1tter arginine inter­
acts by hyd rogen boncling with Asp440, which is 
highly conserved in this ALDH c1ass. This inter­
action directs the a rg inine tmvnrd the sulphate ion 
and probùbly toward the phosphate group of G3P. 
No te that the phosphate group of the s ubs trate is 
s li ghtly shifted in re lation to the observcd sulphatc 
ion. The ca rbonyl group of ca rbon 1 of G3f' may 
be s trlbili sed by the Cys2811 nit rogen group. 

As the sllbs tmtc oxidiscd by Sm-ALDH c1uring 
the ca talvt ic reaction, G3P, is the same as that lIsed 
by Nl\cl-dependent CA PDHs and is tnlllsformed 
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Figure 8. Moclclling of G3P in the Cfl tdlytk s ite lIsing 
MOLSCRII'T (Kralllis, 1991). The s tabilising rcsicl ues, 
the slIlphatc ion, .md the nicotinnmide muiety of NADP 
are rcpresentl'd in bail-a nd-s tick, and C31' by it s Ira cl'. 
Hyd rogcll bond s are drawll in brokl'll lilles. 

into the sa me thioacyl intenned inte, wc comparee! 
the catalytic sites of both Ctlz)' tlll'S, although the 
fold s of the catalytic c10mains nncl the s tructure of 
the ir cata lytic s ites are diffe rent. In the s tructures 
of NAD-dependent phosphorylating C Al'DJ-I s, 
two ilrginine residues (Arg 195 and the conservee! 
Arg231) stabilise a sulphate ion present in il s ite 
cal1ed Ps locnted 6.9 A from the catalytic cystcine 
Cysl 49 in Bncilllls sfcllro li/t'I"II/opilillls ,l\rDH. In 
the cnta ly tic s ite of Sm-ALDI-I, both a rg inine resi­
ducs ArgH13 and I\rg283 a lso dcfine an anionic 
pocke t il nd interact with a s ulphate ion located 
7.9 A from Cys284. Moreovcr, a conservecl aspartic 
,Kiel, Asp440, is in close con tac t with I\rg103. [n 

agreement with the sequence a lig L1ll1ent, Arg103, 

Figure 9. Sie l'CO v iew oi coiilctor 
specificily. The i\LDH2 Rossmimn 
fold cololll"cd in pllrpll' is slIperÎtn­
posed onlo the Sm-ALDI 1 ]{oss­
III CI Il Il fold colo lll"ed in green, 
interacting \Vith NADP reprcsentcd 
in bali-and -s tick . Glul 95 oi A LDI-l2 
and Thr180 of SIll -J\LDI-l MC rcp­
n:scntcd in ball-and-s tick. The 
Figure \-vas prcpilrcd using MOL­
SC I~TPT (K raulis, ]991). 
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Arg283 and Asp440 may be specifie 10 NADP­
dependent ALOHs, which ûxidisc C31' to 3-I'GA. 
ln n. s/mrotlicrlllopltillis GAPDH, AspIS1 interacts 
with Arg195, the arginine mûst distilnt from 
Cys149, in the sal11e way that Asp440 in Sm-ALOI-I 
intemcts with Argl03, the arginine most distant 
from Cys284. The residue Asp 181 might stabilise 
Arg195 in GAI'OH to direct the guanidinium 
group toward the sulphate ion of the Ps sitl', and 
80 townrcl the phosphate group of G3P. Thcreforc, 
these thr<'C r('sidues may play a similar role in 
NAD-dependent phosphorylating Ci\I'DHs and in 
NADP-dependent non-phosphorylating GAPDHs 
although these enzymes possess no sequence 
identity. Another site named Pi is also observed in 
GAPDHs. This site may bind the inorganic phos­
phate group in NAO-dependent phosphorylating 
CAPOlls (Moras et Ill., 1975). lt has no equivall'l1t 
in Sm-ALOH, since Sm-ALDH does not phosphor­
ylatl' G3P. Thus, the binding of G3P in Sm-ALDH 
may be similar to that proposee! by Moras ct n/. 
(1975), who postulate that the fixation of G3P 
involves the anionic Ps site in NAD-dependent 
phosphorylating CAI'OIIs. More rl'cently, 
Skal'zynsky ct al. (1987) proposed as an alternative 
hypothesis that the initial fixation of G3P involves 
the Pi site fol' stabilisation of its phosphate group 
in the first step of the reaction. 

Conclusion 

The analysis of the "po and holo structures of an 
ALDII isolated From S. lII/1tl1l1S has provided the 
first crystallographic data for an NAOP-clependent 
ALOH. Severnl residues were found to be critical 
determinants of the oligomeric state, although 
other fl'sidues may also play a role. Identification 
of these latter amino acids should be possible 
through analysis of additional structural data, for 
example retinal clehydrogenasl' and ALDHl from 
sheep liver depositee! in the Protein Data Bank but 
not available at the time of writing. 

As shown in the previollsly rldennirwd ALDII 
structures, there is no oVl'rall conforrnational 
change between the holo- and apoenzyme struc­
tures (lf tlw S. /lili/ailS enzyme. The absence of con­
formational change upon coenzyme binding ma)' 
be rdated to the experimental conditions used. 
A conforrnational change rnight OCClU' under 
certain conditions of pH and ionic strength, !cad­
ing tu Illovement of the main chain, or involving 
only il few side-chains of thl' enzyme, the holo­
enzyme keeping the same global structure. 

A large local movement of the main chain, not 
reported in the structures of NAD-depend('n~ 
ALOHs, stabilises the 2' phosphate group of 
NADP wh en the enzyme binds the cofactot'. The 
spccificity for NADP in relation to the sequence 
alignment defines a c1ass of ALOI1s containing 
NÂDP-dependent nop-phosphorylal.ing G~l'Drls. 
NAD-depcndent non-phosphorylattng C,AI'Olls 
may form another c1ass in the ALOH family. 
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Table 3. Surnmary of crysl;Jllllgrdphic tinta 

Apuenzyme Holl~!1/yl1le 
.~---:----_._ .. -.. _ ... ,._--
I,H (1. = 0.9 A; \\'32 

Resolution (A) 
Temperature (K) 
Sl'ilce gn)L!p 
Unit cell (A) 
Unique refll'ctillns 

R"\'111 (~';)) 
(I,,'st shell) 

Cnmpletl'Iless ('};,) 
Mliltiplicity 
M('an 1/0(1) 

LURE) 2,6 (Î.= 15-Wl A) 
100 100 

P2"1212 
l-IeI.·l 15e1.7 llU) 

215,812 
6.1 
21).6 
9-1.9 
3.5 
11.7 

1'2,212 
I·I,U! ISeI.HI14.3 

8.7 
Jl.5 
82.(, 
15 
7 

-----_ .. _------
I~"m '" >:Ili -- (llI/L«/»), \\'11<'1'(' i is tlll' ith 1l1l',1Sllfl~ment and 

(1) is the wl'ightl'd Illean of 1. 

Howcver, the sequence of only one NAD-ciepen­
dent non-phosphorylating CAPOH from TIlI'/'Il1o­
pro/clis icI/ill' has so far been determined (Brunner 
cl al., 1998). 

A hydrogen bond network surrounding the 
cofactoJ' was also found. Il comprises Iwo parts, 
one probably common to ail ALDHs, and the 
second specific to this particulill' ALDH clue 10 the 
nature of the substrate. The substrate specificity 
reveals the existence of an anionic pllckct in this 
c1ass of ALDI l, as in CAI'DHs. lVlodellin~ of G31' 
binding in the catalytic site of Sm-ALDIl is similar 
to the binding mode of G3P during the first step of 
the catalytic l'l'action in CAPDHs proposed bl' 
Moras el al. (1975), with the participation oi an 
anionic pocket. Attelllpts to solve a crystal struc­
ture of a tl'rnary complex bctween G3P and the 
holol'nzvme wherl' the catalytic cysteine Cys284 
was mutated to a serine residul' will be undertaken 
in order to confirm our mode!. 

Table 4. SUll1mary of the crystallographic retirwllwnts 
and mode! slalistics 

Rond lengths rrnsd U\) 
Bond angks rmsd (deg.) 
({csidUt"'s in rnost 

i.1\'our,lbll' rl'gion of thl> 
R.1mach,lndran plot (%) 
R(>~ilhl(, in thl' diso1l1()w,~d 

rt'gion of tlw 
Ramachandr,1l1 plo~ 2(%) 
i\ vl'ragc li-factor (A ) 

Ali atoms 
Protein atoll1s 
Wat,>r molecules 
NAD!' 

Apo{,l1zyml' 

22.1 (8,0 1.8 A; 
'1 = 0) 

25,6 (S.O- Ul A; 
0,,,0) 
O,(l()6 

1.307 

92,1 

(Ul 

\3,2 
12.2 
22.1 

2:1.5 (H.0-2,(, A; 
a~()) 

2l'i.8 (S.O-2.6 A; 
,,~ 0) 

o.oos 
2.4:W 

92.2 

ll.O 

4.9 
·I.b 
12.9 
lJ,9 

1(,"<, = }::J/'''b,1 -- 1(,.,!cII/l:IF"",I. Rf""· (IlriingN, 1l)92) is thc 
Sanll' ilS R,rl.l~fJ but calculated (or Il'X, of the dat(l otnitted (rolll 
rdilw!lwnls \\,1",1'(' Il is 9.6 for the i1p<lcl1/ynw ,Hld 8.lJ f,'r 
hnltlenzYll1l'. 
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Material and Methods 

Crystallisation, data collection and processing 

The protein from S. Il/ltfl1llS was expressed in Fsc!t,.,.i­
c/Jill coli and plirified ilS descril)('d, but without CaCl2 
(S.l'vl. & C.B., unpublished rl'sults). The apoenzyme crys­
t,lis \Vere grown at 20'C br the vapour diffusion method 
in hanging drops from 6 pl of solution (llntilining 2.0 '1v\ 
amnlOl1i\lIH sulphilte, 2 ':.~, (w 1\') polydhykne glycol 400, 
n.1 M Hqws (pH 7.5) ilnd 2 ~ll of protein at 40 mg/ml in 
phosphall' buffer at .50 mM, plI 6..5. The crystab grew 
within a fe\\' days. A crystal of ilpproximatdy 
1.0 mm x 0.3 mm x 0.2 mm was usee! for data collection 
at 1.8 A on the bCilm Une W12 at LURE (1. = 0.96 A) at 
100 K \\'ith 20% dhylene glycol as the cryogenie sol­
ution. The data were processed with DENZO and SCA­
LEI't\CK packages (Otwinowski & lvlinor, 1997). The 
holoellzynlC' crystals were grown in the Sil me conditions 
in the presl'ncc of a large exccss of NAD!'. The diffr,l(­
tion dMa \Vere collected ilt 100 K, \Vith the sanw cryo­
genie solution ilS the apol'nzyJ1lt:, using an image plate 
delL'ctor ,1I1d ,111 Emaf Nonius rotating anode \Vith a 
wilvelcngth of 1..5418 A (Table 3). ' 

Molecular replacement, model building 
and refinement 

The apoenzynw structure \Vas solved by molecular 
replm:ement using A~vloRc (Navaza, 19(4) with the 
model of the ALDIN tclr,lJ1ler Gohansson ct al., 19':)8) in 
which more th,lll 30l) amino acid residlll's pt'r monOl1wr 
Wl'rc H'Plared by alanine according to the seql1l'IlCl' 
alignrnent. rvfoleculilr replncement calcl1lations Wl'n~ C<1r­

ried out using dilta {roIll 9 to 6 A l'l'solution. The R façtor 
and thl' correl'ltion coefficient for tlH' unique solution arc 
46 .. '> % ,111(\ :>3.7 %" respecti\'e!y. The mode! \Vas sub­
miltce! tn rigid body rl'fineIllent using X-l'I.OR (Briinger, 
1(90) follo\\'ed by se\'erill cycles of l'l1l'rgy minimisation 
and a few Cycll'S of sill1ubtl'd annl'aling. In the final 
st'lg<'S of the n'finement, the non-crystallographic 
svmmctrv constraints \Vert' re1eilsed. The mode! \Vas 
r~'bllilt il; :.r" ~ 2r, and F" -- r, electron density 111"PS 
l1sing TLJRBO-FRODO (Roussel & Cambillau, ENI) <lnd 
o (Joncs & Kjcldgilnrd, 1(90). The holoenzYl11c strudun' 
was sl>lvl'd by l110lcclllar rep"Kl'l1ll'llt llsing the ilpoen­
Z)'I11l' slructure. T}l(' procedure \VilS identical to that 
dcscriln'd ,lbo\'p l'xœpt that the nlln-cryst<lllographic 
syl\unetry constraints \Vere l11<1intaincd during tlll' 
rdillL'l11l'nt (Tilblc 4). 

Structure analysis and final structure parameters 

Thl' rdinec! ilf'Ol'nzyme structure contains 1896 rl'si­
ducs, 15·12 water rnolccull's, ilnd ten slliphall' ions d,'arly 
identifil.'d in tllL' l'It'dronie dl'nsîty map. TIH' stereochl'mi­
(,11 '111<11ity of the structure W<1S analysed \Vith programs 
l'ROCHFCK (LaSkll\\'skv cl 01., 1991) ,met X-I'l.OR 
(\lriinger, 1990). The rm;d dl'\'i,ltions from ide;]} valll(.'s 
MC: bond lellgths, O.OOh A; hond angles, 1.307 ; dil1l'dral 
,1I1gll's, 23.2'>5 ; impropl'r ,mgll's, l.Lrl . 

TI1(' rl'fined ~trllcturc of the holocnzVll1e cllnlains --16') 
\\',ltl'r !11o[t:cules ,1!1d !Ï\'e sulph"tl' ion~. Thl' rl1lsd de\'Î­
,1tÎ()n~ frnm id(',11 vall)l's are: bond Icngths, n.008 Â; bond 
,1I1gll's, 2.'1.19: dihedral angles, 25.382 ; impropcr angles, 
(J.9-lh -
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Sequence alignment and superimposition 
of structures 

The seqlÎl'l1ce alignl11l'nt \VdS Iwrforllll'd with the CCC 
package, llsing --12 sequences of th l' Protein Identification 
ResourCl' (Sidman t't al., 1998). The sequence alignment 
\Vas optimised on 15 sequellces rl'prCSl'lltatîvl' of the 
solved structures. A total of 1--1 sequences \Vith the follow­
ing accession l1umlwrs Wl're rdric\'l'd (rom the l'rotein 
Identification Resotlrœ: RaI/us J/orllcsic/{s (1\30149); 
Ralfus lIon'cgiw5 (1\41028); 110111(1 si/piell;; (f\i!258·1); 
l'SCUC!0I!101l0'; O/(,()i'01ï1l1" (1).112(,6); MilS /1111~C/l/IIS (141'1966); 
RI/II liS llol'l'<'giew; (50:.564); MilS spcCÎes (1:>7960); 
EqllllS m/mlllls (S0036-1); B08 pri/lliSl'J/ill5 lilI/ms (S090:'0); 
HOlllo sapi"œ (DEIIUF2); r:. c(lli (51.5181); Pi.,;ulIl salillllllJ 
(S43832); ZCi/ IIJm/~ (543813); S. IIwlllI/S (1\:>7151). The sec­
ondarr structur,:s \\'('1"(' dl.'lineiltl'd llsing DSSP (Kabsh & 
Sander, 1983). 

protein Data Bank accession nurnbers 

The coordinates of bolh apo ilnd holo structures have 
lWl'n deposited in tl](' I1rookhavl'1l l'rotdn D,lta Bank 
(l'DB l'l1hy leuh and 2euh, respectivL'ly). 
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Le mécanisme catalytique des ALDH 

A partir des données cristallographiques et biochimiques concernant les ALDH NAD 

dépendantes et l'ALDH NADP dépendante de S. mutans, il est maintenant possible de définir 

un mécanisme catalytique pouvant être commun uniquement aux ALDH pour lesquelles 

l'étape limitante de la réaction est la déacylation. Pour L'ALDH3 présentée au début de ce 

manuscrit, l'étape limitante de la réaction est le transfert d'hydrure et l'acide aminé jouant le 

rôle de base (Glu250 chez Sm-ALDH) serait le glutamate 333 (Mann & Weiner, 1999) qui 

correspond à Glu377 chez Sm-ALDH (Glu377 interagit avec les groupements hydroxyle du 

ribose du nicotinamide). 

1 - Les acteurs de la réaction 

Conservés dans la plupart des séquences d'ALDH, la cystéine, le glutamate et une 

asparagine jouent les rôles de nuc1éophile, de base, et pour le dernier, stabiliserait différents 

intermédiaires de la réaction. Les études d'enzymologie ont mis en évidence deux formes de 

la cystéine par la tiration de son pKa et un pKa correspondant au glutamate, en fonction de la 

présence ou non de deux autres acteurs de la réaction: le substrat et le cofacteur (Marchal & 

Branlant, 1999). L'oxydation de l'aldéhyde en acide nécessite le dernier protagoniste: une 

molécule d'eau. L'enchaînement réactionnel est alors le suivant: fIxation du cofacteur, du 
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substrat; étape d'acylation et transfert d'hydrure; étape de déacylation: attaque de la molécule 

d'eau et relargage de l'acide et du cofacteur réduit. 

11- Rappel des mécanismes proposés 

La participation d'un nucléophile comme la cystéine à une réaction enzymatique 

nécessite son accessibilité et une baisse de son pKa afin que la réaction se produise à pH 

physiologique. La formation de l'ion thiolate pourrait alors être assurée par une molécule 

d'eau activée par le glutamate, ou bien par la présence des dipôles de la chaîne principale et 

par la charge positive du nicotinamide (Steinmetz et al., 1997). L'attaque nucléophile se 

produit alors sur la fonction aldéhydique du substrat et la formation de l'intermédiaire 

tétraédrique précède le transfert d'hydrure de type pro-R. La charge négative de 

l'intermédiaire tétraédrique est stabilisée par des interactions échangées avec le site oxyanion 

constitué du groupement amide d'une asparagine conservée et du NH de la cystéine 

essentielle. L'étape suivante, la déacylation, assurée par une molécule d'eau, nécessiterait des 

mouvements du cofacteur et du glutamate lui permettant de prendre place en vue de son 

activation (Moore et al., 1998). Puis, les produits de la réaction, l'acide et le NAD(p)R, sont 

relargués. 

III - Les résultats de la cristallographie et de l'enzymologie: 

cas de l'ALDH de S. mutans 

Le schéma du mécanisme catalytique proposé dans les sept dessins suivants est réalisé 

en se basant sur les structures de l'Apol, de l'Rolol, de l'Apo2 et du complexe ternaire. Pour 

chaque étape de l'acte catalytique, les faits les plus importants sont résumés. L'ensemble du 

mécanisme est décrit dans les pages suivantes. 
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Apoenzyme: le carboxylate du glutamate 
se situe à 7 Â de la cystéine. Les 
orientations différentes de la chaîne 
latérale de la cystéine observées entre les 
structures Apol et Apo2 d'une part, et les 
structures apoenzyme des ALDHs 2 et 9, 
d'autre part, sont représentées en traits 
pointillés. 
pKa Cys: 8,5 (Marchal & Branlant, 1999) 

Holoenzyme: sous l'effet de la fixation du 
cofacteur, la chaîne latérale de la cystéine 
change d'orientation. En solution, un 
second pKa pouvant être celui de Glu250, 
dont le carboxylate se situerait à moins de 
4 Â de Cys284 (Marchal & Branlant, 
1999), est mesuré. Cette seconde 
orientation est représentée en traits 
pointillés. 
pKa Cys: 6,1 (Marchal & Branlant, 1999) 
pKa Glu: 7,6 (Marchal et al., 2000) 

Fixation du substrat: étape d'acylation. 
Attaque nuc1éophile de la cystéine sur la 
fonction aldéhydique du substrat. 
L'orientation de la chaîne latérale du 
glutamate correspondant à celle observée 
dans les structures du complexe ternaire 
C284S-NADP-G3P et du mutant C284S 
est représentée en traits pointillés. 
Compte tenu de l'effet non négligeable 
de la mutation sur ce mouvement 
(Cobessi et al., 2000), l'orientation 
observée dans l'holoenzyme est 
également représentée en traits pleins. 
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Formation de l'intermédiaire 
tétraédrique et transfert d'hydrure. 
L'hydrure est transféré en C4 du 
nicotinamide alors que la charge 
négative portée par l'intermédiaire 
tétraédrique est stabilisée par des 
liaisons hydrogène avec le NH de la 
cystéine et l'amide de l'asparagine (site 
oxyanion). 

Acylenzyme et cofacteur réduit. 
Changement de conformation de la 
partie nicotinamide mononuc1éotide 
du cofacteur. Le glutamate peut 
s'approcher à 3 A de la cystéine. 

Etape de déacylation. Attaque de la 
molécule d'eau positionnée et activée 
par le glutamate (Marchal et al., 2000). 
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Relargage des produits de la 
réaction. 

Figure 7.1: schéma de la réaction catalytique catalysée par l'ALDH de S. mutans. 

A-Apoenzyme, holoenzyme, activation de la cystéine 

La comparaison des structures apo et holo des ALDH NAD dépendantes 2 et 9 montre 

que l'orientation de la cystéine catalytique n'est pas affectée par la fixation du cofacteur. Sa 

chaîne latérale est déjà dirigée vers le site catalytique dans l'apoenzyme et la cystéine pourrait 

être sous sa forme thiolate. Dans le cas de l'ALDH de S. mutans, deux orientations de la 

chaîne latérale de la cystéine sont observées. Ainsi, son changement d'orientation lors de la 

fixation du NADP la positionne dans un environnement protéique différent, pouvant entraîner 

une baisse de son pKa qui passe de 8,5 à 6,1 (Marchal & Branlant, 1999). Couplé à ce 

changement de conformation, la chaîne principale de l'ALDH de S. mutans dans la zone 208-

215 subit un déplacement (4,1 Â de différence entre les positions du Ca de Ser211). Ce 

phénomène, lié à la fixation du cofacteur NADP, pourrait être similaire chez toutes les ALDH 

NADP dépendantes. Les résultats de l'enzymologie montrent également qu'un second pKa de 

7,6 apparaît lors de la fixation du cofacteur. TI est attribué au glutamate Glu250 (Marchal et 

al., 2000). L'observation de la structure de l'holoenzyme montre qu'aucun changement dans 

l'orientation de sa chaîne latérale n'intervient lors de la fixation du NADP. Cette divergence 
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entre la cristallographie et l'enzymologie provient probablement des conditions 

expérimentales qui diffèrent. En effet, la mesure des pKas dans le complexe binaire est 

réalisée après incubation de l'enzyme à 4°C, à pH acide et en présence d'un large excès de 

NADP. Quant à la cristallographie, la protéine est cristallisée à un pH proche de 8,0, et à 

20°C. Ainsi, par cette dernière méthode, seule la baisse du pKa de la cystéine dans le 

complexe binaire peut être interprétée. TI est à noter que la valeur du pKa attribuée à Glu250 

est également mesurée à 20°C mais dans le complexe ternaire. 

L'étude du mutant E250A a montré que l'étape d'acylation n'était pratiquement pas 

affectée et a permis d'attibuer un pKa de 7,5 à Glu250 (Marchal et al., 2000). Ainsi, par les 

résultats de la cristallographie et de l'enzymologie il est possible d'affirmer que le glutamate 

ne participe pas à la première étape de la réaction catalytique et donc, qu'aucune molécule 

d'eau n'est nécessaire à l'activation de la cystéine. La baisse de son pKa résulte pour une 

grande partie (2 unités) de la réorientation de sa chaîne latérale à proximité des groupements 

NB (Cys284 et Thr285) de la chaîne principale et dans une moindre mesure de la charge 

positive du cycle du nicotinamide (0,7 unité, Marchal & Branlant, 1999). Donc, à pH 

physiologique, la forme thiolate peut exister et la réaction se produire. 

B- Le complexe ternaire et l'étape d'acylation 

L'acylation de l'enzyme se produit à la suite de l'attaque nucléophile de la cystéine sur 

le carbone du substrat portant la fonction aldéhydique. L'intermédiaire tétraédrique précédant 

la formation de l'hémithioacétal est alors formé. Le passage de l'intermédiaire tétraédrique à 

l'hémithioacétal résulte du transfert d'hydrure entre le substrat et le cofacteur. Le transfert est 

de type Pro-R chez les ALDH puisque l'orientation du nicotinamide est anti, excepté a priori 

dans le cas de l'ALDH3. Dans ce cas, le nicotinamide mononucléoside est observé dans une 

conformation syn avec un positionnement incompatible pour le transfert d'hydrure en raison 

de la distance trop importante entre le thiolate et le carbone C4 du nicotinamide. 

L'analyse de la structure de l'Apo2 montre des interactions entre l'un de ses ions 

sulfate (S04b) et le groupement NH de Cys284 et la fonction amide de Asn154, très 

conservée chez les ALDH. Asn154 participe à la stabilisation de l'intermédiaire tétraédrique. 
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Dans le complexe ternaire, elle interagit avec l'oxygène du carbone 1 du G3P au même titre 

que le groupement NH de Cys284. Ces constatations confirment le rôle supposé de 

l'asparagine. Ces différentes observations sont renforcées par les études de mutagenèse 

dirigée. La mutation de l'asparagine en thréonine ou alanine a pour effet de transformer 

l'étape d'acylation en étape limitante alors que la déacylation l'était auparavant (Cobessi et 

al., 2000). L'étude de la structure de l'holoenzyme C284S montre une distance de 3 A entre 

l'un des atomes d'oxygène du carboxylate de Glu250 et l'hydroxyle de Ser284. Cette distance 

est également retrouvée dans le complexe ternaire. Cette variation de la position de Glu250 

est à associer aux trois conformations modélisées du cofacteur: une pour 1 'holoenzyme, une 

pour C284S et enfin une dernière pour le complexe ternaire. En plus de ces différentes 

conformations, la densité électronique de la partie nicotinamide mononucléoside est plus 

faiblement définie dans la structure de l'holoenzyme en comparaison avec la partie ADP. La 

densité électronique de la partie nicotinamide mononucléotide ou mononucléoside est très mal 

définie dans les structures du complexe ternaire et du mutant C284S. Ces différents faits sont 

en faveur d'une flexibilité de la partie nicotinamide mononucléotide ou mononucléoside 

nécessaire à l'acte catalytique qui serait couplée à la flexibilité de la chaîne latérale de 

Glu250. Cette flexibilité du cofacteur est également suggérée par les études de quenshing de 

fluorecence (Marchal & Branlant, 1999) en utilisant comme sonde, le tryptophane W375 dont 

la position ne varie pas quelles que soient les structures. 

c- La déacylation 

L'oxydation irréversible de la forme aldéhydique du substrat en son produit de forme 

acide nécessite l'intervention d'une molécule d'eau chez les GAPDH NADP dépendantes non 

phosphorylantes contrairement aux GAPDH NAD(P) dépendantes phosphorylantes où un 

phosphate inorganique est impliqué dans le processus d'oxydo-réduction du G3P . 

Chez les ALDH, la molécule d'eau est activée par le glutamate catalytique. Les études 

d'enzymologie sur l'ALDH de S. mutans font apparaître deux rôles pour Glu250. D'une part, 

il active la molécule d'eau puisque sa mutation en GIn conduit à une diminution de la vitesse 

de la réaction. D'autre part, il doit contribuer au positionnement de celle-ci, augmentant ainsi 

l'efficacité de la réaction (Marchal et al., 2000). 
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Ensuite, le 3-phosphoglycérate puis le NADPH sont relargués de l'enzyme. 

IV- Généralisation du mécanisme à l'ensemble des ALDH 

hors ALDH3 

Si les ALDH peuvent être réparties en différentes classes en fonction des pourcentages 

d'identité de séquences qu'elles partagent, une seconde classification en fonction de l'étape 

limitante de la réaction peut également être proposée (Wang & Weiner, 1995; Mann & 

Weiner, 1999). Elle comporte trois classes: 

- classe 1: étape limitante: la déacylation (relargage du cofacteur réduit) 

- classe 2: étape limitante: la déacylation (hydrolyse du thioacylenzyme) 

- classe 3: étape limitante: l'acylation (le transfert d'hydrure) 

Les structures tridimensionnelles des enzymes des deux premières classes sont 

superposables avec de faibles valeurs rms et leur analyse a révélé plusieurs points communs: 

la distance entre le glutamate et la cystéine se situe en moyenne à 7 A, le cofacteur dans sa 

moitié nicotinamide, et le glutamate sont flexibles (Figure 7.2). La flexibilité de ces deux 

derniers partenaires de l'acte catalytique pourrait être couplée afin de permettre le 

positionnement de la molécule d'eau lors de l'étape de déacylation (Moore et al., 1998). 

Figure 7.2: vue stéréoscopique des cofacteurs de l'ALDHl (violet), l'ALDH2 (rouge), l'ALDH3 

(bleu), l'ALDH9 ûaune) et de l 'ALDH de S. mutans (vert) positionnés après superposition des 

domaines de Rossmann. 
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Afin d'étendre le mécanisme aux ALDH, autres qu'ALDH3, l'étude des alignements 

de séquences est rendue nécessaire, notamment celui qui regroupe 145 séquences réalisé par 

Perozich et al. (1999). 

Selon les auteurs, la cystéine catalytique est présente chez toutes les ALDH ayant une 

activité catalytique. Comme mentionné en introduction, elle est mutée en arginine dans 1'0-

cristalline des céphalopodes ce qui aurait pour effet de rendre cette protéine inactive lui 

conférant un rôle structural (Zinovieva et al., 1993). Ainsi, la cystéine est conservée dans plus 

de 95 % des séquences alignées ce qui permet d'affIrmer que toutes les ALDH présentant une 

activité catalytique oxydent leur substrat en passant par la formation d'un intermédiaire 

réactionnel de type thioacylenzyme. 

Chez S. mutans, l'intermédiaire tétraédrique est stabilisé par Asn154, conservée dans 

plus de 95 % des séquences étudiées. La mutation de ce résidu est observée dans des 

séquences d'ALDH répertoriées comme allergènes (Achatz et al., 1995). Cette conservation 

suggère le même rôle de cet acide aminé chez toutes les ALDH. 

Concernant le glutamate catalytique, il est conservé dans plus de 80 % des séquences. 

Ainsi, son rôle serait moins important que les deux autres résidus. n semblerait donc que ce 

résidu intervienne dans le but d'augmenter l'efficacité de la réaction par un meilleur 

positionnement de la molécule d'eau lors de l'étape de déacylation plutôt que pour activer 

cette molécule d'eau. 

EnfIn, concernant la fIxation du cofacteur, étant donné que l'ensemble des séquences 

analysées possède l'empreinte GstXXG, cela suggère que les ALDH fixent les cofacteurs 

NAD ou NADP d'une façon similaire. 

Par conséquent, à l'aide des résultats de la cristallographie, de l'enzymologie obtenus 

sur l'ALDH de S. mutans et des résultats concernant d'autres ALDH, le mécanisme 

catalytique décrit ici et illustré au début de ce dernier chapitre peut aussi être généralisé à 

l'ensemble des ALDH des classes 1 et 2 décrites au début de ce paragraphe. 

v - Investigations cristallographiques et biochimiques du 

mécanisme catalytique d'une aldéhyde déshydrogénase 

NADP dépendante de Streptococcus mutans 
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Structural and biochemical investigations of the catalytic mechanism of an NADP­

dependent aldehyde dehydrogenase from Streptococcus mutans (Cobessi et al., 2000). 

Cet article accepté à Journal of Molecular Biology décrit les études cristallographiques 

et biochimiques nécessaires à la compréhension du rôle de certains résidus impliqués dans 

l'acte catalytique. Une partie de l'article est consacrée à l'analyse de la structure de l'Apo2 

dans laquelle un ion sulfate mimant la fonction aldéhydique du substrat est fixé au site 

catalytique de l'enzyme. TI interagit notamment avec l'Asn154 hautement conservée chez les 

ALDH. La comparaison des sites catalytiques de l'Apol et de l'holoenzyme montre la 

réorientation de la cystéine lors de la fixation du NADP. Ce mouvement de la chaîne latérale 

de Cys284 positionne alors son groupement sulthydryle dans un nouvel environnement 

protéique. L'association des dipôles de la chaîne principale et de la charge positive du NADP 

serait responsable de la baisse du pKa de Cys284. L'analyse structurale du complexe ternaire 

enzyme C284S-NADP-substrat montre le rôle important de l'Asn154 comme site oxyanion 

pour la stabilisation de l'intermédiaire tétraédrique, sa mutation se traduisant par un effet 

isotopique de substrat montrant un changement dans l'étape limitante de la réaction, qui est 

alors l'étape d'acylation. Dans ces deux structures, Glu250 est situé à moins de 4 A de 

Cys284 ou Ser284 dans un environnement hydrophobe conservé chez les ALDH. Cet 

environnement pourrait être le facteur structural déterminant de la valeur du pKa de Glu250. 

L'analyse structurale de l'holoenzyme, du mutant C284S et du complexe ternaire 

montre différentes conformations du NADP. Cette analyse associée aux connaissances 

acquises sur les ALDH suggère une flexibilité du cofacteur couplée à celle du glutamate 

catalytique lors de la réaction. La comparaison des domaines de Rossmann de Sm-ALDH, des 

autres ALDH et des déshydrogénases non ALDH révèle la conservation de la longueur de la 

première boucle du repliement de Rossmann plus longue chez les ALDH. Cette 

caractéristique structurale pourrait être responsable du nouveau mode de fixation du NAD(P) 

au domaine de Rossmann. 
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Abstract 

The NADP-dependent non-phosphorylating glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

from Streptococcus mutans (abbreviated Sm-ALDH) belongs to the aldehyde dehydrogenase 

(ALDH) family. Its catalytic mechanism proceeds via two steps: acylation and deacylation. Its 

high catalytic efficiency at neutral pH implies prerequisites relative to the chemical 

mechanism. First, the catalytic Cys284 should be accessible and in a thiolate form at 

physiological pH to attack efficiently the aldehydic group of the glyceraldehyde-3-phosphate 

(G3P). Second, the hydride transfer from the hemithioacetal intermediate toward the 

nicotinamide ring of NADP should be efficient. Third, the nuc1eophilic character of the water 

molecule involved in the deacylation should be strongly increased. Moreover, the different 

complexes formed during the catalytic process should be stabilised. 

The crystal structures presented here (an apoenzyme named Ap02 with two sulphate 

ions bound to the catalytic site, the C284S mutant holoenzyme and the temary complex 

composed of the C284S holoenzyme and G3P) together with biochemical results and 

previously published apo and holo crystal structures (named Apol and Holol respectively) 

contribute to the understanding of the ALDH catalytic mechanism. 

Comparison of Apo 1 and Holo I crystal structures shows a Cys284 side-chain rotation 

of 110°, upon cofactor binding, which is probably responsible for its pKa decrease. In the 

Ap02 structure an oxygen atom of a sulphate anion interacts by hydrogen bonds with the NH2 

group of a conserved asparagine (Asn154 in Sm-ALDH) and the Cys284 NH group. In the 

temary complex, the oxygen atom of the aldehydic carbonyl group of the substrate interacts 

with the Ser284 NH group and the AsnI54 NH2 group. A substrate isotope effect on acylation 

is observed for both the wild type and the Nl54A and NI54T mutants. The rate of the 

acylation step strongly decreases for the mutants and becomes limiting. AlI these results 

suggest the involvement of AsnI54 in an oxyanion hole in order to stabilise the tetrahedral 

intermediate and likely the other intermediates of the reaction. In the temary complex, the 

cofactor conformation is shifted in comparison with its conformation in the C284S 

holoenzyme structure likely resulting from its peculiar binding mode to the Rossmann fold 

(i.e. non perpendicular to the plane of the P sheet). This change is like1y favoured by a 

characteristic loop of the Rossmann fold, longer in ALDHs than in other dehydrogenases, 

whose orientation could be constrained by a conserved proline. In the temary and C284S 

holenzyme structures, as weIl as in the Apo2 structure, the Glu250 side chain is situated less 
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than 4 A from Cys284 or Ser284 instead of 7 Â in the crystal structure of the wild-type 

holoenzyme. It is now positioned in a hydrophobie environment. This supports the pKa 

assignment of 7.6 to Glu250 as recently proposed from enzymatic studies. 
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Le mécanisme catalytique des ALDH 

Aldehyde dehydrogenases (ALDH) belong to a family of enzymes which oxidise 

aldehydes into their carboxylic acids in the presence of NAD(P). For example, they 

participate in ethanol metabolism by conversion of acetaldehyde into acetic acid (Steinmetz et 

al., 1997), or in the cellular differentiation as they produce retinoic acid by retinal oxidation 

(Moore et al., 1998). In Streptococcus mutans, an ALDH (abbreviation: Sm-ALDH) catalyses 

the NADPH production during the irreversible oxidation of glyceraldehyde-3-phosphate 

(G3P) into 3-phosphoglycerate (3-PGA) (Boyd et al., 1995). 

Also found in photosynthetic organisms, this enzyme is defined as a NADP-dependent non­

phosphorylating glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) on the basis of its 

reaction. In spite of its name, this 200 kDa enzyme has to be classified in the ALDH family as 

it does not possess sequence identity with the other phophorylating GAPDHs for which the 

molecular weight is 145 kDa. 

In ALDHs, the catalytic reaction occurs in two steps. Firstly, the acylation step occurs 

via the nucleophilic attack of the catalytic cysteine on the substrate (Cys284 in Sm-ALDH) 

leading to formation of the hemithioacetal intermediate next to the hydride transfer and the 

thioacylenzyme and NAD(P)H. Second1y, the deacylation step involves a water molecule. To 

be efficient, these acylation and deacylation steps require cysteine and water molecule 

activations at physiological pH as well as stabilisation of the different intermediates of the 

reaction. 

Concerning the cysteine activation, it was proposed that a conserved glutamate 

(Glu250 in Sm-ALDH) might act as the general base. Its putative role might be to activate a 

water molecule observed in the ALDH2 holoenzyme structure (Steinmetz et al., 1997). This 

water molecule might then deprotonate the cysteine to form the thiolate ion (Steinmetz et al., 

1997). However, the thiolate formation might also be due to the proximity of the main chain 

NH groups on both sides of the catalytic cysteine (i.e. the peptide nitrogens of Cys284 and 

Thr285 in Sm-ALDH) (Steinmetz et al., 1997) and/or to the positive charge of the NAD(P) 

nicotinamide ring (Steinmetz et al., 1997; Johansson et al., 1998) thus decreasing the cysteine 

pKa. Recently, it was proposed that Cys284 activation is accompanied by a slight 

conformational change during cofactor binding (Marchal & Branlant 1999). A careful 

investigation of the comparison of the previously solved Sm-ALDH apo and holoenzyme 
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structure catalytic sites (Cobessi et al., 1999) (named Apol and Holol) shows that a Cys284 

side chain rotation accompanies cofactor binding. 

In the deacylation, the thioacylenzyme undergoes a nuc1eophilic attack by a water 

molecule likely positioned and/or activated by its protein environment. Recently, it was 

proposed that Glu250 in Sm-ALDH could be the residue involved (Marchal et al., 2000). 

Movements of the reduced cofactor are also postulated to be necessary to position the water 

molecule between the cysteine and the glutamate (Moore et al., 1998). In the Sm-ALDH 

Apol and Holol structures (Cobessi et al., 1999), the Glu250 carboxylate group is situated 

approximately 7 Â from the Cys284 sulphur atom, as observed in the other ALDH structures. 

The present analyses of the catalytic sites of the Apol, Holol, Ap02 and ternary complex 

structures of Sm-ALDH in relation with the biochemical results (Marchal & Branlant, 1999; 

Marchal et al., 2000) suggest a catalytic mechanism in which the glutamate Glu250 has no 

role in the acylation. The data presented here highlight the role of an oxyanion hole in the 

stabilisation of the tetrahedral intermediate and likely of the other intermediates of the 

reaction. We also compare the Rossmann fold of the ALDHs and other dehydrogenases in 

order to understand the structural determinants of the new NAD(p) binding mode in ALDHs 

which seem important for an efficient catalytic reaction. 

Resnlts and discussion 

The Apo2 enzyme structure 

Ap02 crystals were obtained in the same crystallisation conditions as Apol and HoloI. 

The structure was solved at 2.5 Â resolution (see Material and Methods) and revealed a fold 

similar to the two other reported Sm-ALDH structures (Cobessi et al., 1998) (rms between 

Apol and Ap02 tetramers: 0.51 Â). The major difference concerns the position of a few side 

chains in the catalytic site, most notably Glu250. 

In the catalytic site of Ap02, the side chain orientation of Cys284 remains the same as 

in Apol while the Glu250 side chain orientation is modified. Its carboxylate group is now 

positioned 3.7 Â from the Cys284 sulphur atom (Figure 1) instead of 7 Â. This shift results 

from the Glu250 side chain rotation around its Xl angle (the omit map does not present any 

alternative conformation, data not shown). Therefore, the interaction between the Glu250 
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carboxylate group and the Arg437 guanidinium group mentioned in the Apol structure 

(Cobessi et al., 1999) is lost. No water molecule is observed between Glu250 and Cys284. 

Another difference is the presence of two sulphate ions in the Apo2 structure instead of one in 

the catalytic site of Apol (Figure 1). Their mean temperature factor is 25.5 A2 (B overall: 

10.0 A2) and these anions are clearly defined in the electron density. The tirst anion (S04a) 

observed in Ap02 corresponds to that observed in the Apol and Holol structures. In Ap02, 

this anion is present in all monomers with an occupancy of 0.5. It interacts through hydrogen 

bonds with the Argl03, Arg283 guanidinium groups and the Arg437 and Gly438 NH groups. 

The crystallographic occupancy of the second sulphate ion (S04b) is different (1 or 0.5) 

depending on the monomer. Its stabilisation is ensured by the orientation of the Arg437 side 

chain which does not interact with Glu250 anymore, and by the Arg283 side chain. S04b is 

also in interaction with the Asn154 amide group, the Thr285, Cys284 NH groups, and the 

Thr285 hydroxyl group. 

The Glu250 side chain is situated in a hydrophobic environment, close to S04b. Its 

carboxylate group is situated 3.7 A from the Cys284 thiolate group. The Glu250 carboxylate 

group is surrounded by several hydrophobic groups such as the Thr285, Thr229, Leu159 and 

the Leu405 methyl groups, and the Phe444 aromatic ring. In such an environment, the Glu250 

pKa is probably shifted toward a basic value such as the pKa value of 7.6 titrated by Marchal 

& Branlant (1999) and Marchal et al. (2000). It is likely protonated and interacts with S04b 

by hydrogen bonds (no other hydrogen bond is observed with surrounding residues). As the 

distance between Glu250 and Cys284 cannot be related to the crystallisation conditions which 

are identical for Apol and Ap02, the rotation of the Glu250 side chain could be related to the 

binding of the second sulphate ion S04b. Both observed sulphate anions could mimic the 

substrate (G3P) binding in the catalytic site. S04a could correspond to the C3 phosphate 

group of G3P. Taking into account the sulphate spatial geometry, one oxygen atom of S04b 

looks like the oxyanion of the tetrahedral intermediate. Among the above mentioned 

interactions concerning S04b, two must be pointed out: the conserved Asn154 amide group 

and the Cys284 NH group which interact with the same S04b oxygen atom. Their important 

role was aIready postulated on the basis of substrate binding modelling (Steinmetz et al., 

1997; Johansson et al., 1998). The oxyanion hole is also similar to that in papain-like cysteine 

proteases, where it involves Gin side chain amide and the peptide NH of the catalytic Cys 

(Schroder et al., 1993). 

At flfst sight, the short distance between Cys284 and Glu250 observed in Ap02 

suggests that Glu250 could directly deprotonate the cysteine residue without the water 
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molecule involvement. The achievement of the carboxylic form is envisaged from the 

hydrophobic environment of Glu250. But, due to the fact that the pKa of 7.6 likely 

corresponds to Glu250 and that the acylation step is not affected when Glu250 is mutated into 

Ala or GIn (Marchal et al., 2000), the cysteine activation thus requires another pathway. In 

the Holol structure, the Cys284 side chain rotation toward the catalytic site, during the 

cofactor binding, positions it near the Cys284 and Thr285 NH groups as displayed in Figure 

2. The orientation change of Cys284 side chain is very clear and unambiguous as confrrrned 

by the omit map. It is likely responsible for its increased accessibility in comparlson with 

Apo1, where the Cys284 pKa is 8.5, and for its pKa decrease. Although no hydrogen bond is 

observed between Cys284 and either NH284 or NH285 main chain, the crystallographic and 

biochemical studies imply that it is these groups, together with NADP, that cause the pKa 

decrease for Cys284. We note that the positively charged nicotinamide ring also influences 

the Cys284 pKa as it is 6.8 in the presence of NADPH instead of 6.1 when NADP is added 

(Marchal & Branlant, 1999). 

The C284S holoenzyme structure 

The overall structure of the C284S mutant holoenzyme displays no difference with 

Holo1 (rms value between tetramers: 0.43 A). The Ser284 side chain is directed toward the 

catalytic site like the side chain of Cys284 in Holoi. Although the resolution is low (3.15 A), 

the electron density clearly shows that the interaction between Glu250 and Arg437 is lost and 

the Glu250 carboxylate group is situated 3 A from the Ser284 hydroxyl group. One sulphate 

ion is bound to each monomer at the position where the G3P phosphate group is supposed to 

interact with the enzyme (Cobessi et al., 1999). It is stabilised by the Arg103 and Arg283 

guanidinium groups, Tyr155 and Thr285 hydroxyl groups, and the Arg437 NH group. !ts 

occupancy is 0.5. The electron density around the nicotinamide mononuc1eoside is very 

poody defined in comparlson with the ADP part. NADP occupancy is 0.5 and its mean B 

value is 3.7 A2 (B overall: 13.1 A2). The observed disorder concurs with the cofactor 

flexibility aIready described in ALDHs (Moore et al., 1998; Johansson et al., 1998; Lamb & 

Newcomer, 1999) and with the low occupancy in the C284S structure. In the C284S mutant, 

the observed conformational change of the nicotinamide mononuc1eotide could result from 

the loss of the electrostatic interaction between the negative charge of the sulphydril group 

and the positive charge of the nicotinamide ring as Cys284 is mutated to a serine residue. This 

cofactor conformation allows the Glu250 side chain rotation and its positioning 3 A away 



164 Le mécanisme catalytique des ALDH 

from the Ser284 hydroxyl group. Despite the Iow resolution (3.15 Â), our interpretation of 

these movements is confirmed in a second crystal form of the C284S mutant holoenzyme, 

obtained under the same crystallisation conditions as for RoIol (data not shown). 

C284S temary complex analysis 

As aIready observed in the structure of C284S holoenzyme, the electron density is 

mostly continuous for the cofactor ADP part, but is very poor for the nicotinamide and ribose 

portions, indicating confonnational flexibility in the latter. The NADP occupancy is 0.5 and 

its mean temperature factor is 6.6 Â2 (B overall: 14.6 A2). The interactions between the 

substrate and protein are summarised in Table 2 and Figure 3a shows G3P in an omit electron 

density map. The occupancy of G3P is 0.5 (mean B value: 6.7 A2). The G3P phosphate group 

is notably stabilised by Argl03 and Arg283 guanidinium groups as we proposed on the basis 

of the Roloi structure (Cobessi et al., 1999). The aldehyde carbonyl oxygen of the substrate 

interacts with the Asnl54 amide and Ser284 NH groups (Figure 3b) and thereby likely with 

the Cys284 NH group of the wild-type enzyme as the rms value between their positions is 

small (0.27 A). This result strengthens the essential role of the conserved Asnl54 in the 

ALDR family which is also assumed to stabilise the oxyanion of the tetrahedral intermediate 

as proposed on the basis of the Ap02 structure and modelling (Steinmetz et al., 1997). The 

Glu250 side chain is situated 3 A from the Ser284 hydroxyl group in a hydrophobic 

environment as described in Ap02. Due to substrate binding, the observed NADP 

conformation differs from those observed in the holo C284S and Rolo 1 structures (Figure 4a 

and b). The temary complex structure was solved at 3 A from hexagonal crystals obtained in 

the same crystallisation condition as C284S crystals. Therefore, only the substrate binding can 

be responsible for the new cofactor conformation in these crystallisation conditions. 

Moreover, differences are observed between the monomers in the temary complex. Indeed, 

the electron densities around G3P and nicotinamide mononuc1eoside differ according to the 

monomers suggesting slightly different conformations. The different observed NADP 

geometries show that cofactor movements probably occur during the catalytic reaction. They 

could be favoured by the low amount of interactions between the cofactor and Rossmann fold 

as well as by the new binding mode of the cofactor to the nuc1eotide binding domain. The 

observed NADP conformational change during the substrate binding in the C284S mutant 

might also occur in the wild-type enzyme. 
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The Glu2S0 and NAD(p) flexibilities 

There is no structural evidence about the wild-type holoenzyme providing an 

explanation to the Glu250 pKa shift toward a basic value (7.6) as postulated to occur in 

solution when the cofactor binds (Marchal & Branlant, 1999). Indeed, Glu250 has the same 

position in Apol and Holol crystal structures and is at least 6.9 Â away from Cys284. 

Therefore, the Glu250 pKa measurement suggests a crystal holoenzyme conformation 

differing from that existing in solution by the Glu250 orientation. Another unambiguously 

defmed Glu250 side chain orientation is now observed in the C284S binary and ternary 

complexes, at 3.15 and 3 Â resolution respectively, in comparison with that observed in Apol 

and Holo 1. Its carboxylate group is situated 3 Â from Ser284 oxygen atom. This could be 

related with the mutation as already mentioned. However, the shift is also observed in the 

Ap02 structure where Glu250 is situated 3.7 Â from Cys284. ALDH structure comparisons 

(ALDH1, RalDH2, ALDH2, ALDH3, ALDH9, Apol, Holol, Ap02) reveal the same 

cQaracteristics, i.e. NAD(P) and glutamate flexibilities, required for the catalytic mechanism. 

In ALDH3, the NAD conformation is syn in contrast with the anti conformation observed in 

the other structures; the cofactor is buried less in comparison with the other ALDH structures. 

Two NAD conformations are observed in ALDHI where the Glu268 electron density 

(corresponding to Glu250 in Sm-ALDH) is poorly defined and its side chain accompanied by 

high B factors (Moore et al., 1998). The electron density is also reported to be stronger in the 

cofactor ADP part in ALDH9 (Johansson et al., 1998), while the nicotinamide moiety is 

disordered in an ALDH2 structure (Steinmetz et al., 1997). AlI these observations are 

consistent with Glu250 mobility and then with its ability to move closer to Cys284 as 

observed in the C284S binary and C284S ternary complex mutant where Ser284 is situated 3 

Â from Glu250 and also in Ap02 where Glu250 is located 3.7 Â from Cys284. Moreover, the 

Glu250 side chain rotation can occur with only a few changes in the catalytic site like the 

S04b binding observed in Apo2. In the ternary complex, C284S and Apo2 structures, the 

Glu250 carboxylate group no longer interacts with the Arg437 guanidinium group. Moreover, 

the distances with Leu159, Thr229, Thr285, Leu405 methyl groups and the Phe444 aromatic 

ring are less than 5 Â (Table3). The association of the salt bridge loss and hydrophobic 

environment may lead to the Glu250 pKa increase to 7.6. Thr229 , Leu251 , Phe444 and 

Leu405 are highly conserved in the ALDH family. Leu159 is mainly replaced by methionine 

or iseulocine residues (perozich et al., 1999). This suggests a similar role of all these 

hydrophobic residues in ALDH (Figure 1). 
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As the above mentioned pKa measurements were performed at 4°C after an enzyme 

incubation of 18 hours in the presence of a large NADP excess (Marchal & Branlant, 1999) at 

pH 5-6, it is likely that the structures in solution at 4°C differed from those determined by X­

ray crystallography at 20°C. However, the Glu250 pKa is also measured at 20°C when G3P 

and NADP were added. Thereby the Glu250 pKa increase could be due to its positioning in a 

hydrophobic environment as we observed in Apo2 (wild-type apoenzyme) and in the C284S 

binary and temary structures. Nevertheless, a Cys284-Ser284 mutation effect cannot be 

totally exc1uded in this case. 

Biochemical and enzymatic properties of N154A, N154T and C284S mutants 

Over a pH range from 5 to 9.5, substitution of Asnl54 by Thr or Ala results in a 

decrease of the kcat value by two or three orders of magnitude, respectively (Table 4). No 

changes in the apparent KM values for substrate and cofactor are observed (data not shown). 

These mutations also suppress the presteady state burst of NADPH production observed for 

the wild-type enzyme (Marchal et al., 2000) indicating that the rate-limiting step is shifted 

from the deacylation step in the wild type to the acylation step in the mutant enzyme. The 

acylation is at least 103 to 104-fold less efficient compared to the wild type. The fact that an 

isotope effect is observed for the N154A or N154T mutants when D-[1-2H]G3P is used as the 

substrate proves that hydride transfer has become rate-limiting within acylation. An isotope 

effect is also observed for the wild type in the acylation step (Table 4). 

The combined observations of a substrate isotope effect on the acylation for both the 

wild type and the mutant enzymes, and of the very low efficiency of the acylation step for the 

mutants suggest a direct interaction between the Asn154 amide group and the oxygen atom of 

the thiohemiacetal intermediate and/or the oxygen atom of the G3P aldehyde group. This 

hypothesis is strongly supported by inspection of the Apo2 and the temary complex 

C284SINADP/G3P structures which show the NH2 group of the Asn154 side chain pointing 

towards one of the S04b oxygen atoms and the oxygen atom of the G3P aldehyde group, 

respectively. Altogether, these results give evidence of an oxyanion hole composed of at least 

residue Asn154. Within the acylation, Asn154 would fust stabilise the substrate binding and 

tetrahedral intermediate and secondly, decrease the pKapp of the thiohemiacetal hydroxyl 

group such that it is deprotonated at physiological pH, thus permitting an efficient hydride 

transfer towards the C4 position of the oxidised cofactor without base catalyst assistance. 
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The fact that for the C284S mutant the acylation is rate-limiting, but that no isotope 

effect is observed with D-[l-2H]G3P indicates that the rate-limiting step occurs prior to the 

hydride transfer. Thus, the very low catalytic efficiency of the C284S mutant is likely due to 

poor nuc1eophilicity of the Ser284 hydroxyl group within the Sm-ALDH protein context 

which in turn should prevent efficient formation of the hemiacetal intermediate. This probably 

explains why under the experimental X-ray conditions used, the non covalent temary complex 

C284S-NADP-G3P was chemically stable within the crystal. 

NAD(p) binding mode in ALDHs 

The analysis of the ALDH holoenzyme structures reveals a new binding mode of the 

cofactor to the Rossmann fold in comparison with the usual binding mode where the cofactor 

is perpendicular to the plane of the f3-sheet. This latter NAD(P) binding mode and the 

Rossmann fold characteristics were extensively described (Wierenga et al., 1986; Carugo et 

al., 1997; Bellamacina 1996), especially the interactions of the frrst loop containing the 

famous GXGXXG fingerprint with the NAD(p) pyrophosphate group. In ALDHs, the 

cofactor straddles the Rossmann fold. The fingerprint G)4G (Liu et al., 1997) in ALDHs is 

found in the loop connecting the fourth f3-strand to the fourth <l-helix. In contrast with the 

other dehydrogenases, no interaction between an <l-helix dipole and the NAD(P) 

pyrophosphate group is observed except in mitochondrial ALDH (Steinmetz et al., 1997). The 

low number of interactions between the cofactor and Rossmann fold in ALDHs could be 

related to required movements of NAD(P) during the catalytic reaction (Moore et al., 1998). 

In order to study the new binding mode of the cofactor to ALDHs, nine NADP­

dependent and eleven NAD-dependent proteins possessing a Rossmann fold were selected in 

a representative way in the Protein Data Bank (Bernstein et al., 1977). Their cofactor binding 

domains were superimposed onto the Sm-ALDH NADP-binding domain taking the three 

central f3-strands of the Rossmann fold as the common and invariant structural features in 

these enzymes (Figure 5a and b). The Rossmann folds differ in the number of f3-strands and 

<l-helices and by the Iength of the secondary structure elements. However, the standard 

NAD(P) binding mode to the Rossmann fold i.e. perpendicular to the plane of the f3-sheet is 

observed in all the selected proteins except Sm-ALDH. The most striking point concems the 

Iength of the first loop connecting the first f3-strand to the first <l-helix of the domain. The 

Ioop in Sm-ALDH is longer than in the other selected NAD(p)-dependent dehydrogenases. 
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The superposition of the known ALDH Rossmann fold structures and the sequence 

alignments show that all ALDHs possess this long loop which contains a strictly conserved 

proline (Pro156 in Sm-ALDH). Figure 6 displays the virtual interaction of the Sm-ALDH 

Rossmann fold with NAD as it binds in a classical manner to the Rossmann fold of Bacillus 

stearothermophilus GAPDH. Bad contacts occurred between the adenosine moiety and the 

conserved long loop. The orientation of the loop in the ALDH family could arise from the 

presence of the conserved proline. Therefore, the conjunction of the conserved proline and 

length of the loop could he structural determining factors responsible for the cofactor binding 

mode to the Rossmann fold observed in ALDHs. These structural characteristics probably 

have a role in the NADP confonnational change observed in the Sm-ALDH temary complex 

and both NAD positions observed in ALDHI (Moore et al., 1998), thereby enabling the 

efficiency of the catalytic reaction. 

Conclusion 

Surprisingly, two Sm-ALDH apoenzyme structures show catalytic sites differing by 

the side chain positions of a few residues, notably the catalytic glutamate Glu250 and the 

arginine Arg437 observed in interaction with Glu250 in Apol. The side chain rotation, due to 

the binding of a second sulphate anion in Apo2, reveals Glu250 flexibility. This flexibility is 

confmned by comparing its observed position in the Apol, RoloI, binary and temary 

complex of C284S mutant structures. The present structural studies combined with previous 

biochemical studies (Marchal & Branlant, 1999; Marchal et al., 2000) show a local structural 

reorganisation associated with cofactor and substrate binding which could explain the pKa 

variations of Cys284 and Glu250 and the change in Cys284 accessibility necessary for the 

catalytic reaction. The chemical activation of Cys284 could be due to the main chain NH 

groups on both sides of Cys284 (i.e. the peptide nitrogens of Cys284 and Thr285) while the 

7.6 value for Glu250 pKa could result from a conserved hydrophobic environment in ALDHs. 

The results of the Apo2 and temary complex structure comparison are in agreement 

with the presence of an oxyanion hole composed of the invariant Asn154 and the catalytic 

Cys284 NH group which both interact by hydrogen bonding with one of the four sulphate 

oxygen atoms of Apo2 and the aldehyde carbonyl group of the substrate. Our biochemical 

data on the Asn154 mutants show a strong kcat decrease and a substrate isotope effect which 

support this conclusion. When the substrate binds, a different nicotinamide mononucleoside 



Le mécanisme catalytique des ALDH 169 

conformation is observed while several NAD conformations are found in the NAD-dependent 

ALDH structures. This NAD(p) flexibility could be due to its peculiar binding mode to the 

Rossmann fold. The comparison with several dehydrogenases shows that a conserved loop 

length between the frrst ~ strand and the frrst a. helix in association with a conserved proline 

could be the structural determining factors of its new binding mode and therefore of the 

NAD(p) movements required for the catalytic mechanism of ALDHs. 

Material and Methods 

Material 

C284S, N154A and N154T mutants were produced and purified following a procedure similar 

to that described for wild type and other Sm-ALDH mutants (Marchal & Branlant, 1999). 

The Apo2 structure 

Crystallisation and data collection 

Apo2 was crystallised in two conditions using the hanging drop method at 20°e. 2 J.Ù of 

protein solution at a concentration of 5 mg/ml was mixed with 2 J.Ù of reservoir containing 2.0 

M ammonium sulphate, 0.1 M cacodylate buffer pH 6.5 and over a range of 1 to 5 % acetone. 

These Apo2 crystals poorly diffract at 3 A resolution. The data were collected at lOOK using 

glucose as cryogenic agent. The second Apo2 crystal form was obtained with a protein 

concentration of 5 mg/ml. 2 J.Ù of protein solution was mixed with 2 J.Ù of reservoir containing 

2.0 M ammonium sulphate, 0.1 M HEPES pH 7.5 and 2 % PEG 400. The data were collected 

at 100 K using an image plate detector and an EnrafNonius rotating anode with a wavelength 

of 1.54 Â. The cryogenic solution was composed of 20 % glycerol. The crystals diffracted at 

2.5 Â resolution. The space group of both crystal forms is P2t2t2. These latter crystals were 

used to solve the structure. 

Structure resolution 

The Apo2 structure was solved by molecular replacement using AMoRe (Navaza, 1994) with 

the Apol model (Cobessi et al., 1999) (PDB entry: leuh). The structure was refined using X-
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PLOR (Brünger, 1990) and rebuilt using 0 (Jones & Kjeldgaard, 1990) and TURBO-FRODO 

(Roussel & Cambillau, 1991) in 3Fo-2Fc and Fo-Fc electron density maps. After a few cycles 

of energy minimisation and molecular dynamics, the R-factor and free R-factor (Brünger, 

1992) including aIl data at 2.5 A resolution were 23.2 % and 28 % respectively. 

Binary and ternary complex of C284S mutant 

Crystallisation 

The purified C284S mutant was dialysed in a phosphate buffer pH 6.4, 50 mM containing 

ImM dithiothreitol, at 4°C. The enzyme was next concentrated at 40 mg/ml. The holoenzyme 

was obtained by addition of NADP at a final concentration of 16 mM. The droplet consisted 

in 2 J.lI protein and 6 J.lI of ammonium sulphate 2.0 M. The crystals reached their maximal size 

in few days using the hanging drop method at 20°C. Next, D-G3P was added to obtain a 

droplet at 2.5 mM D-G3P. 

Data collection and structure resolution 

Data for the crystals of the binary and ternary complex of C284S mutant were collected at 100 

K using a DIP2030 image plate detector and an Enraf Nonius rotating anode. Data were 

processed and merged using DENZO and SCALEPACK packages (Otwinowsky & Minor, 

1997). Crystals of binary and ternary complex of C284S mutant belong to space group P3221 

(Table 1). 

The structures were solved by molecular replacement using AMoRe (Navaza, 1994) and the 

holoenzyme structure (Cobessi et al., 1999) (PDB entry: 2euh) as template. As in the 

orthorhombic form, one tetramer is present in the asymmetric unit. Models were rebuilt using 

TURBO-FRODO (Roussel & Cambillau, 1991), and 0 (Jones & Kjeldgaard, 1990). 

Successive energy minimisation using a conjugate gradient minimisation, molecular dynamics 

at 3000 K by simulated annealing, occupancy refinement and finally grouped B-factor 

refinement were performed using X-PLOR (Brünger, 1990), working with 75.5 % (56846 

reflections) and 81.1 % (51464 reflections) of data for the ternary and binary C284S 

complexes respectively, i. e. a cutoff of 2 a on F. At the end of the procedure, the free R­

factor (Brtinger, 1992) was 28.3 % and the R-factor was 24.2 %, at 2 a(F) and 3 A resolution, 
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for the temary complex. The free R-factor (Brünger, 1992) and R-factor for the C284S mutant 

holostructure were 27.3 % and 22.8 % respectively at 2 cr(F) and 3.15 A resolution. For these 

structures, a non-crystallographic symmetry restrain was applied during the whole refinement. 

Indeed, its absence would lead to a divergent evolution of Rfree and Rcrist (Kleywegt & 

Jones, 1995) due to the high number of refmed parameters compared with the number of 

reflections present at such resolutions. 

Note: in the binary and temary C284S structures, the nicotinamide mononucleoside part of 

NADP was positioned as best as possible in the poor quality electron density. AlI the 

mentioned observations, distances, and comparlsons were performed from the monomer A as 

the D-G3P density is correctly defined inside it. In the other monomers the G3P electron 

density is poorly defmed. 

Atomic coordinates of Ap02 and the temary complex were deposited in the Protein Data 

Bank, accession numbers lqi6 and lqil respectively. 

Steady state kinetics 

Initial rate measurements were carried out on a Kontron Uvikon 933 spectrophotometer by 

following the NADPH appearance at 340 nm and 25°C. The standard experimental conditions 

were 1 mM NADP, 0.2 mM D-G3P and 15 JIN C284S, 4 JIN N154A or 0.66 JIN N154T 

mutant enzyme in 50 mM TES buffer 5 mM, 13-mercaptoethanol, pH 8.2. 

Deuterium isotope effects 

D-[1-2H]G3P was prepared as aIready described (Corbier et al., 1990). Its concentration was 

enzymatically determined. Isotope effects on wild type, N154Aff mutants were measured in 

50 mM TES buffer, 5 mM 13-mercaptoethanol, pH 8.2, by direct comparison of the initial 

velocities measured with D-G3P or D-[1-2H]G3P (0.1 mM and 0.2 mM) in the presence of 

1 mM NADP at 25°C. Isotope measurement of the wild type presteady state kinetics was 

carried out on a SFM 3 Biologic Instrument stopped flow apparatus (Biologic, Grenoble 

France) using a Tungsten lamp and a 5 nm slit as light source. As for steady state kinetics, 

time-courses for the reaction of wild-type enzyme with D-G3P or D-[1-2H]G3P and NADP 

were followed by the appearance of NADPH monitored at 340 nm, at a constant temperature 

of 10°C, pH 8.2. The experiment was set up with one syringe filled with wild-type enzyme 
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(16!lN) and the other one containing 1 mM NADP and 0.1 or 0.2 mM D-G3P or 

D-[1-2H]G3P. The continuously measured absorbance was digitised and directly analysed as 

the sum of exponential and linear components with the Biokine program employing non­

linear regression analysis. 
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Figure 1: stereo view of the superposition of the Apol and Ap02 eatalytic sites. The Asn154, 

Glu250, Cys284, S04a and S04b are displayed in ball-and-stick using MOLSCRIPT (Kraulis, 

1991) and Raster3D (Meritt & Murphy, 1994). Traces of the described residues forming the 

hydrophobie environment of Glu250 in Ap02 are displayed. The Glu250 side ehain in Apo 1 

(Ap02) is eoloured green (red). Accessibility of Glu250 in Ap02 is 2 A2. 

Figure 2: stereo view illustrating the orientation shift of the Cys284 side chain under the 

cofactor binding drawn by MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) and Raster3D (Meritt & Murphy, 

1994). For c1arity, only the nieotinamide mononucleotide is displayed. The Holol position of 

Cys284 is labelled Holo. 

Figure 3: a) stereo view of D-G3P in a 3Fo-2Fc omit electron density map contoured at 1.20-

generated using TURBO-FRODO (Roussel & Cambillau, 1991). Surrounding residues 

(Arg283, Ser284, Thr285, Arg437) and the nicotinamide mononucleoside are also displayed. 

b) stereo view of the interactions between D-G3P and the amide group of the 

eonserved asparagine in ALDHs (Asn154 in Sm-ALDH) and the NH group of the serine 

residue (Ser284 in Sm-ALDH). Arg283 backbone is also displayed. For clarity, only the 

nicotinamide mononuc1eotide is drawn. Note that no hydrogen bond is drawn between the 

cofactor and substrate as the electron density is poody defmed around the nicotinamide 

mononucleoside. Figure was prepared using MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) and Raster3D 

(Meritt & Murphy, 1994). 

Figure 4: a) stereo view of NADP in a 3Fo-2Fc electron density map contoured at 1.20-

generated using TURBO-FRODO (Roussel & Cambillau, 1991) for the C284S structure. 

b) stereo view of NADP in a 3Fo-2Fc electron density map contoured at 1.20-

generated using TURBO-FRODO (Roussel & Cambillau, 1991) for the temary complex. 

Figure 5 a and b: stereo view of the Rossmann fold superposition of several NAD (5a) and 

NADP (5b) dependent dehydrogenases from the PDB using TURBO-FRODO (Roussel & 

Cambillau, 1991). For clarity only the region of the frrst loop is shown. The Sm-ALDH loop 

is coloured red and its residues are labelled. The NAD-dependent dehydrogenases selected are 
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available in the PDB under the accession codes: Icdo, Idru, Iemd, Ienp, Ieny, lfme, IgdI, 

IIdg, IraI, lxel, 2npx. The accession codes for the NADP-dependent dehydrogenases 

selected are: Icyd, lfdt, Iget, Ipgo, Iqor, Ityp, ltdf, Iykf, 2dpg. 

Figure 6: stereo view of the superposition of NAD on the Rossmann fold of Sm-ALDH as it 

interacts with the Rossmann fold of B. stearothermophilus GAPDH. The conserved proline 

side chain in ALDHs is drawn in ball-and-stick. NAD trace is displayed. The figure was 

prepared using MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) and Raster3D (Meritt & Murphy, 1994). 

Figure 7: schematic representation of G3P. 
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Table 1 

Data collection and refinement statistics 

Data set 

1- Data collection 

Resolution (Â) 

Apo2 

2.5 

C284S 

3.15 

~,e,o. '" U.H.P. NANCY 1 
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C284S temary 

complex 

3.0 

Cell parameters 

Space group 

Completeness (%) 

Rsym 

140.8 157.5 110.3 157.7 157.7280.9 158.5 158.5 282.8 

P3221 P3221 

91.5 80.3 

0.127 0.097 

2- Refinement statistics 

R-factor value 0.232 0.228 0.242 

R-free value 0.280 0.273 0.283 

Rms deviation 

Bond lengths (Â) 0.007 0.009 0.009 

Bond angles (Â) 1.295 2.454 2.403 

Improper angles (0) 1.169 1.326 0.938 

Table2 

Substrate-protein interactions by hydrogen bonds observed in monomer A of Sm-ALDH. 

Protein Substrate Distance (1) 

Arg103 NH1 OC3 3.2 

Asn154ND2 01 3.2 

Arg283NH2 OC2 2.7 

Ser284N 01 3.2 

Thr285OO1 OPC 3.0 

Arg437N OC2 3.1 

Tyr155 OH OPC 3.1 
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Table 3 

Distances between Glu250 carboxylate group and CH2/CH3 groups of its hydrophobie 

environment in the C284S ternary complex. 

Glu250 carboxylate CH2ICH3 group Distance (À) 

OEI Leu159 CDl 4.7 

OEI Leu159CD2 4.5 

OEI Thr229CG2 3.3 

OE2 Thr229CG2 4.4 

OE2 Thr285 CG2 4.8 

OE2 Leu4050E2 4.6 

OEI Phe444CZ 4.8 

OEI Phe444CE2 4.9 

OEI Phe444CD2 4.6 

OE2 Phe444CZ 3.7 

OE2 Phe444CE2 3.4 

OE2 Phe444CD2 4.7 

Table 4 

Parameters of the mutant catalysed reaction and substrate isotope effect 

Rate limiting step k;:X (s-l)a K.I.E. 

Wild-type 
c deacylation 68 b 

1.1 (2.7 ) 

N154A acylation 0.07 3.7 

N154T acylation 0.7 2.1 

C284S acylation 0.005 1.2 

a 
k;:X value corresponds to the steady state rate constant 

b 
The K.I.E. (kinetic isotope effect) value was determined under presteady state 

conditions at 10°C (see also Material and Methods).1t is defined by the ratio: 

[D-G3Pl kcatf[H2-D-G3Pl kcat 
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CThe acylation rate constant is 210 S-l at pH 8.2 and 10°C. 

Abbreviations 

ALDH aldehyde dehydrogenase 

Sm-ALDH Streptococcus mutans aldehyde dehydrogenase 

D-G3P D-glyceraldehyde-3-phosphate 

3-PGA 3-phosphoglycerate 

K.I.E. kinetic isotope effect 
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Figure 3a 

Figure 3b 
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Figure 4a 

Figure 4b 
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Figure Sa 

Figure Sb 

Figure 6 
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Les objectifs de cette étude étaient multiples. Tout d'abord, la résolution des 

structures de l'apo (Apol) et de l'holoenzyme de la glycéraldhyde-3-phosphate 

déshydrogénase NADP dépendante non phosphorylante de Streptococcus mutans, premières 

structures d'une ALDH NADP dépendante, a permis de montrer quels étaient les 

déterminants structuraux de la spécificité de cofacteur. Des déterminants de l'état 

oligomérique des ALDH ont également pu être mis en évidence. Par la suite, l'étude 

structurale d'une seconde forme d'apoenzyme (Apo2), d'un mutant (C284S) et d'un 

complexe ternaire (enzyme C284S-NADP-G3P), en association avec des résultats de 

l'enzymologie, ont apporté des informations sur le mécanisme catalytique des ALDH. Enfin, 

l'analyse de différents alignements de séquences a révélé la conservation de plusieurs résidus 

impliqués dans la fixation du NADP et du G3P chez les GAPDH NADP dépendantes non 

phosphorylantes. 

L'obtention régulière de cristaux de qualité satisfaisante pour des études 

cristallographiques et l'utilisation du remplacement moléculaire, ont permis la résolution de la 

première structure d'une GAPDH NADP dépendante non phosphorylante, ainsi que celle de 

différentes structures de mutants et de complexes. La structure de Sm-ALDH, enzyme 

tétramérique d'environ 200 kDa, peut être décrite comme un dimère de dimère présentant une 

symétrie non cristallographique 222. Le monomère de l'enzyme se divise en trois domaines: 

le domaine de fixation du cofacteur (qui contient le domaine de Rossmann), le domaine 
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catalytique et un petit domaine d'oligomérisation. Les deux premiers domaines sont composés 

de brins /3 et d'hélices cr alors que le troisième domaine est un feuillet /3 antiparallèle. 

La comparaison de structures d'ALDH dimérique (ALDH3) et tétramériques 

(ALDH2, et ALDH9) montre un positionnement différent de leurs domaines. Ce phénomène 

est probablement dû à une orientation différente du domaine d' oligomérisation entre les 

ALDH tétramériques et l'ALDH3. L'analyse des alignements de séquences et les 

comparaisons de structures ont permis de proposer un rôle de déterminant de l'état 

oligomérique à certains acides aminés. La mutation de trois d'entre eux simultanément 

(LI16P, G120E, M118F) a permis l'obtention d'une solution protéique polydisperse. 

L'apoenzyme de Sm-ALDH est en interaction avec plusieurs ions sulfate dont certains 

miment les groupements phosphate du NADP et du substrat, le G3P. L'étude structurale de 

l'holoenzyme a permis de mettre en évidence le nouveau mode de fixation du NADP au 

domaine de Rossmann (i.e. enjambant le feuillet /3 parallèle) et les facteurs moléculaires 

majeurs responsables de la spécificité de cofacteur pour le NADP. Elle est due en partie à la 

présence d'une thréonine (en position 180) ou d'une sérine pour ce type d'ALDH. Ces résidus 

sont mutés en proline, en glutamate, ou en isoleucine chez les ALDH NAD dépendantes. 

Ainsi la spécificité de cofacteur pour le NADP serait due à l'absence de charge et à l'absence 

de contraintes stériques à proximité du 2' -phosphate du NADP. La comparaison structurale de 

l'apoenzyme avec l'holoenzyme montre deux changements locaux de conformation dus à la 

fixation du NADP, non observés dans les structures d'ALDH NAD dépendantes. Un premier 

se produit au niveau de la zone Gly208-Asp215 du domaine de Rossmann, constituée d'une 

boucle et de la partie N-terminale d'une hélice cr. TI se traduit par une amplification de la 

courbure de l'hélice cr nécessaire à la stabilisation du NADP par son dipôle. Le second est la 

rotation de la chaîne latérale de la cystéine 284. Cette rotation positionne son groupement 

sulthydryle à proximité des dipôles de la chaîne principale et l'oriente vers le site catalytique. 

Ce changement pourrait être à l'origine de la baisse de son pKa et de son changement 

d'accessibilité nécessaire à l'étape d'acylation. 

La comparaison des différentes structures d'ALDH a permis de mettre en évidence la 

flexibilité du NAD(P). Les différentes positions et conformations observées pour le cofacteur 

résultent probablement de son mode particulier de fixation au domaine de Rossmann. Ce 

mode de fiXation serait dû à la longueur conservée chez les ALDH de la première boucle du 

domaine de Rossmann et dont l'orientation serait contrainte par la présence d'une proline 

conservée. La flexibilité du cofacteur suggère son mouvement au cours de l'acte catalytique. 
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Au cours de cet acte, différents intermédiaires réactionnels sont formés et stabilisés 

par l'environnement protéique. L'étude d'une seconde structure d'apoenzyme a révélé la 

présence d'un ion sulfate supplémentaire dans le site catalytique en interaction avec la 

fonction amide de l'asparagine conservée Asn154 et avec le groupement NB de Cys284 (site 

oxyanion). Une interaction de même type est également observée avec la fonction 

aldéhydique du substrat dans la structure du complexe C284S-NADP-G3P. Dans cette 

structure, le carboxylate du glutamate Glu250 se situe à 3 Â de Ser284 au lieu de 7 Â 

(observé dans les structures de l'holoenzyme et de l'Apol) ou de 3,7 Â (structure deI' Apo2). 

La rotation de la chaîne latérale de Glu250 entraîne la perte du pont salin avec Arg437 et 

positionne son groupement carboxylate dans un environnement hydrophobe. Ces deux 

phénomènes sont probablement à l'origine de la valeur de pKa de 7,6 attribuée à Glu250. La 

comparaison des différentes structures d'ALDH et de Sm-ALDH a permis de mettre 

également en évidence la flexibilité de Glu250 suggérant son mouvement couplé à celui du 

NAD(P) au cours de l'acte catalytique. 

La cristallographie, en association avec certains résultats de l'enzymologie, a apporté 

des éléments de réponse pour la première partie de la réaction. La seconde étape de l'acte 

catalytique, la déacylation, nécessite l'activation d'une molécule d'eau par le glutamate. La 

molécule d'eau n'est pas visible dans les structures de Sm-ALDH. In vitro, d'autres 

molécules, telles que l'hydroxylamine et l'hydrazine peuvent se flxer aux mutants E250A et 

E250Q de l'ALDH de S. mutans et attaquer le thioacylenzyme. L'étude structurale du mutant 

E250A qui présente une activité catalytique en présence d'hydroxylamine a été entreprise. 

Elle devrait permettre d'observer les résidus avec lesquels l'hydroxylamine interagit. TI sera 

peut-être possible d'assimiler sa position à celle de la molécule d'eau. 

L'étude cristallographique d'une forme dimérique de Sm-ALDH sera entreprise, si 

d'une part les mutations permettant son obtention n'abolissent pas l'activité enzymatique, et 

si d'autre part le dimère reste stable en solution. Dans cette optique, de nouvelles mutations 

ont été proposées. TI s'agit des mutations des résidus Arg117, Glu119, Glu124, Lys133 et 

Lys 134. 
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Listes des organismes dont les différentes séquences de l'alignement ont été isolées dans 
la banque PIR (protein identification resource; Sidman et al., 1998) 

1, Homo sapiens (Ee 1.2.1.3); 2, Homo sapiens (Ee 1.2.1.3); 3, Equus caballus (Ee 1.2.1.3); 
4, Ovis orientalis aries, Ovis ammon aries (Ee 1.2.1.3); 5, Rattus norvegicus (Be 1.2.1.5); 6, 
Rattus norvegicus (BC 1.2.1.3); 7, Mus musculus (Ee 1.2.1.3); 8, Rattus norvegicus (Ee 
1.2.1.3); 9, Gallus gallus (Be 1.2.1.3); 10, Mus musculus (Be 1.2.1.3); 11, Homo sapiens (Ee 
1.2.1.3); 12, Rattus norvegicus (Be 1.2.1.3); 13, Mus musculus (Be 1.2.1.3); 14, Equus 
caballus (Be 1.2.1.3); 15, Homo sapiens (Be 1.2.1.3); 16, Bos primigenius taurus (Ee 
1.2.1.3); 17, Homo sapiens (Be 1.2.1.3); 18, Enchytraeus buchholzi (Ee 1.2.1.3);19, Octopus 
dofleini (omega-crystallin); 20, Alternaria alternata (Be 1.2.1.3); 21, Cladosporium 
herbarum (Be 1.2.1.3); 22, Emericella nidulans, Aspergillus nidulans (Ee 1.2.1.3); 23, 
Nicotiana tabacum (Be 1.2.1.3); 24, Arabidopsis thaliana (protéine TI7FI5.130); 25, 
Leishmania tarentolae (Ee 1.2.1.3); 26, Bacillus subtilis (aldéhyde déshydrogénase dhaS); 
27, Saccharomyces cerevisiae (Be 1.2.1.3); 28, Saccharomyces cerevisiae (Be 1.2.1.5); 29, 
Alcaligenes eutrophus (Be 1.2.1.3); 30, Escherichia coli (Ee 1.2.1.22); 31, Pseudomonas 
putida (Be 1.2.1.-); 32, Pseudomonas putida (Ee 1.2.1.-); 33, Pseudomonas sp. (Ee 
1.2.1.45); 34, Escherichia coli (Ee 1.2.1.8); 35, Homo sapiens (Be 1.2.1.3); 36, Beta vulgaris 
(Ee 1.2.1.8); 37, Spinacia oleracea (Be 1.2.1.8); 38, Atriplex hortensis (Ee 1.2.1.8); 39 
Hordeum vulgare (Be 1.2.1.8); 40, Bacillus subtilis (gbsA); 41, Zea mays (Be 1.2.1.9); 42, 
Pisum sativum (Be 1.2.1.9); 43 , Streptococcus mutans (Be 1.2.1.9); 44, Bacillus subtilis 
(aldY); 45, Bacillus subtilis (yfmt); 46, Bacillus stearotherrnophilus (Ee 1.2.-.-); 47, Bacillus 
subtilis (ycbD); 48, Bacillus subtilis (protéine ipa-76d); 49, Bacillus subtilis (ycgN); 50, Bos 
primigenius taurus (Ee 1.2.1.27); 51, Rattus norvegicus (Be 1.2.1.27); 52, Pseudomonas 
aeruginosa (Be 1.2.1.27); 53, Brassica napus (btg-26); 54, Pisum sativum; 55, Homo sapiens 
(antiquine); 56, Escherichia coli (Be 1.2.1.16); 57, Bacillus subtilis (ycnH); 58, Rattus 
norvegicus (Ee 1.2.1.4); 59, Homo sapiens (EC 1.2.1.5); 60, Rattus norvegicus (Ee 1.2.1.3); 
61, Homo sapiens (ALDH7); 62, Bacillus subtilis (protéine ipa-58r); 63, Bacillus subtilis 
(aldX); 64, Pseudomonas oleovorans (Ee 1.2.1.3); 65, Saccharomyces cerevisiae (Be 
1.2.1.3); 66, Saccharomyces cerevisiae (Ee 1.2.1.-); 67, Escherichia coli (Ee 1.2.1.3); 68, 
Escherichia coli (Be 1.2.1.-); 69, Escherichia coli (Be 1.2.1.22); 70, Methanobacterium 
therrnoautotrophicum (GAPDH); 71, Aquifex aeolicus; 72, Methanococcus jannaschii (Ee 
1.2.1.-); 73, Pseudomonas sp. (Be 1.2.1.-); 74, Escherichia coli (b1525). 

Le consensus entre les séquences est matérialisé par une séquence de caractères qui, selon la 
situation rencontrée en une position donnée, seront les suivants : 

"." si le caractère majoritaire a une représentation >= 20% 
":" si le caractère majoritaire a une représentation >= 40% 
"+" si le caractère majoritaire a une représentation >= 60% 
"*" si le caractère majoritaire a une représentation >= 80% 
le caractère lui-même, si celui-ci est identique pour l'ensemble des séquences. 
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3 ------------------------------------------SSSGTPDLPVLLTDLKFQYTKIFINNEWHDSVSG-------------- 34 
4 -----------------------------------------MSSSAMPDVPAPLTNLQFKYTKIFINNEWHSSVSG-------------- 35 
5 -----------------------------------------MSSPAQPAVPAPLANLKIQHTKIFINNEWHDSVSG-------------- 35 
6 -----------------------------------------MSSPAQPAVPAPLANLKIQHTKIFINNEWHDSVSG-------------- 35 
7 -----------------------------------------MSSPAQPRVPAPLADLKIQHTKIFINNEWHNSVSG-------------- 35 
8 -----------------------------------------MSSPAQPAVPAPLANLKIQHTKIFINNEWHNSLNG-------------- 35 
9 ---------------------------------MKKQGSPSNPAPVLPALPEPLKDLKIKYTKIFINNEWHDSVSG-------------- 43 

10 -------------------------------------------MASLQLLPSPTPNLEIKYTKIFINNEWQNSESG-------------- 33 
11 ------------------------------MATANGAVENGQPDGKPPALPRPIRNLEVKFTKIFINNEWHESKSG-------------- 46 
12 -----------------------MLRAALSTARRGPRLSRLLSAAATSAVPAPNQQPEVFCNQIFINNEWHDAVSK-------------- 53 
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20 --------------------------------------------MTSVKLSTPQTGEFEQPTGLFINNEFVKAVDG-------------- 32 
21 --------------------------------------------MTSVQLETPHSGKYEQPTGLFINNEFVKGQEG-------------- 32 
22 -------------------------------------------MSDLFTTIETPVIKYEQPLGLFINNEFVKGVEG-------------- 33 
23 MAARVFTSRLSRSLTSSSHLLSRGLIIVDKQKSHLGRlAAYQYSTAAAIEEPIKPAVNVEHTKLFINGQFVDAASG-------------- 76 
24 MAARRVSSLLSRSFSASSPLLFR----SQGRNCYNGGILRRFGTSSAAAEEIINPSVQVSHTQLLINGNFVDSASG-------------- 72 
25 ------------------------------------------MLRATLARLEMAPKVTHIQEKLLINGKFVPAVSG-------------- 34 
26 ------------------------------------------MSSLTMQVTKRLETFLQGTKKLYIDGKFVPSASG-------------- 34 
27 -----------------------------------------MPTLYTDIEIPQLKISLKQPLGLFINNEFCPSSDG-------------- 35 
28 -----------------------------------------MPTLYTDIEIPQLKISLKQPLGCFINNEFCPSSDG-------------- 35 
29 -------------------------------------------MNMAEIAQLGVSNPYKQQYENYIGGAWVPPAGG-------------- 33 
30 -------MIAVVKLLPTGEDFASHVYPCYTSHRKETIMTNNPPSAQIKPGEYGFPLKLKARYDNFIGGEWVAPADG-------------- 69 
31 ----------------------------------------------------------MKEIKHFISGELVGSASG-------------- 18 
32 ----------------------------------------------------------MKEIKHFINGAFVGSASG-------------- 18 
33 -----------------------------------------------------------MTILNFIDGSYREGSEG-------------- 17 
34 -------------------------------------------------------MSRMAEQQLYIHGGYTSATSG-------------- 21 
35 ---------------------------------------------------MSTGTFVVSQPLNYRGGAAGAGGRS-------------- 25 
36 ------------------------------------------------------MSMPIPSRQLFIDGEWREPIKK-------------- 22 
37 ------------------------------------------------------MAFPIPARQLFIDGEWREPIKK-------------- 22 
38 ------------------------------------------------------MAFPIPARQLFIDGEWREPLLK-------------- 22 
39 ----------------------------------------------------MAAPPAIPRRGLFIGGGWREPTLG-------------- 24 
40 -----------------------------------------------------------MSQTLFIDGEWISAEKE-------------- 17 
41 --------------------------------------------MALAGTGVFAEILDGEVYRyyADGEWRTSASG-------------- 32 
42 ----------------------------------------------MAATGVLAEIIDGDVYKYYADGEWNKSTSG-------------- 30 
43 ---------------------------------------------------------MTKQYKNYVNGEWKLSEN--------------- 18 
44 -------------------------------------------------------MSFETLNKSFINGKWTGGESG-------------- 21 
45 ------------------------------------------------------MFQYEELNKQFIGGKWQEGSSP-------------- 22 
46 ----------------------------------------------------MKVQTEIKTYFNYINGNWVSSV---------------- 22 
47 ----------------------------------------------------MSVITEQNTYLNFINGEWVKSQ---------------- 22 
48 ----------------------------------------------------MTVTYAHEPFTDFTEAKNKTAPGESLAFVNTQLGKHYP 38 
49 ----------------------------------------------------MTTPYKHEPFTNFQDQNYVEAFKKALATVSEYLGKDYP 38 
50 -----------------------------------MAAVAVAAAAAALRARILQVSSKVNSSWQPASSFSSSSVPT------------VK 43 
51 -------------------------------------MAAAVAAAAAVRSRILQVSSKVNSTWYPASSFSSSSVPT------------VK 41 
52 ------------------------------------------------------------------------MSVP------------VR 6 
53 -------------------------------------------------------MGSASKEYEFLSEIGLSSSHN------------LG 23 
54 -------------------------------------------------------MGSDSNNLGFLKEIGLGATN-------------IG 22 
55 ----------------------------------------------------MSTLLINQPQYAWLKELGLREEN--------------E 24 
56 ---------------------------------------------------MKLNDSNLFRQQALINGEWLDANNG-------------- 25 
57 --------------------------------------------------------------------------MP-------------- 2 
58 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0 
59 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0 
60 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0 
61 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0 
62 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0 
63 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0 
64 ------------------------------------------------------------------------------------------ 0 
65 ---------------------MSKSKTKTDKRNQSSLSRIKLS-----ALHYCMSDAEPSIAYLQDNSAFINNEWHN------------- 51 
66 ---------------------MLATRNLVPllRASIKWRIKLS-----ALHYCMSDAETSEALLEDNSAYINNEKHN------------- 51 
67 ------------------------------------------MNFHHLAYWQDKALSLAIENRLFINGEYTAAAEN-------------- 34 
68 ----------------------------------------------------------MKKVNHWINGKNVAGN---------------- 16 
69 -------------------------------------------------------MSVPVQHPMYIDGQFVTWRG--------------- 20 
70 -------------------------------------------------------------MEMIIDGEGVSGE---------------- 13 
71 ----------------------------------------------------------MIEKKMLIGGEWVDKE---------------- 16 
72 ---------------------------------------------------------------MFIDGKWINRED--------------- 12 
73 -----------------------------------------------------------MKTKLFINNAWIDSSDQ-------------- 17 
74 -------------------------------------------------------MTHKGDTPMTITPATHAIS---------------- 19 
c ... :+:::: ..... : 



2M Purnexes 

100 110 120 130 140 150 160 170 180 
1 -------------KKFPVFNPATEEELC--QVEEGDKEDVDKAVKAARQAFQIGS--PWRTMDASERGRLLYKLADLIERDRLLLATMES 108 
2 -------------KKFPVFNPATEEELC--QVEEGDKEDVDKAVKAARQAFQIGS--PWRTMDASERGRLLYKLADLIERDRLLLATMES 108 
3 -------------KKFPVFNPATEEKLC--EVEEGDKEDVNKAVAAARQAFQIGS--PWRTMDASERGRLLYKLADLVERDRLlLATMES 107 
4 -------------KKFPVFNPATEEKLC--EVEEGDKEDVDKAVKAARQAFQIGS--PWRTMDASERGRLLNKLADLIERDRLLLATMEA 108 
5 -------------KKFPVLNPATEEVIC--HVEEGDKADVDKAVKAARQAFQIGS--PWRTMDASERGRLLNKLADLMERDCLLLATlEA 108 
6 -------------KKFPVLNPATEEVIC--HVEEGDKADVDKAVKAARQAFQIGS--PWRTMDASERGRLLNKLADLMERDRLLLATlEA 108 
7 -------------KKFPVLNPATEEVIC--HVEEGDKADVDKAVKAARQAFQIGS--PWRTMDASERGCLLNKLADLMERDRLLLATMEA 108 
8 -------------KKFPVINPATEEVIC--HVEEGDKADVDKAVKAARQAFQIGS--PWRTMDASERGCLLNKLADLMERDRVLLATMES 108 
9 -------------KKFEVFNPANEEKIC--EVAEGDKADIDKAVKAARKAFELGS--PWRTMDASERGRLLNKLADLVERDRLTLATMEA 116 

10 -------------RVFPVCNPATGEQVC--EVQEADKVDIDKAVQAARLAFSLGS--VWRRMDASERGRLLDKLADLVERDRATLATMES 106 
11 -------------KKFATCNPSTREQIC--EVEEGDKPDVDKAVEAAQVAFQRGS--PWRRLDALSRGRLLHQLADLVERDRATLAALET 119 
12 -------------KTFPTVNPSTGEVIC--QVAEGNKEDVDKAVKAAQAAFQLGS--PWRRMDASDRGRLLYRLADLIERDRTYLAALET 126 
13 -------------KTFPTVNPSTGEVIC--QVAEGNKEDVDKAVKAARAAFQLGS--PWRRMDASDRGRLLYRLADLIERDRTYLAALET 126 
14 -------------KTFPTVNPSTGEVIC--QVAAGDKEDVDRAVKAARAAFQLGS--PWRRMDASDRGRLLNRLADLIERDRTYLAALET 107 
15 -------------KTFPTVNPSTGEVIC--QVAEGDKEDVDKAVKAARAAFQLGS--PWRRMDASHRGRLLNRLADLIERDRTYLAALET 124 
16 -------------KTFPTVNPSTGDVIC--HVAEGDKADVDRAVKAARAAFQLGS--PWRRMDASERGRLLNRLADLIERDRTYLAALET 127 
17 -------------KTFPTVNPTTGEVIG--HVAEGDRADVDRAVKAAREVFRLGS--PWRRMDASERGRLLNRLADLVERDRVYLASLET 124 
18 -------------KTFATINPSTGEKLA--EVQEGDKADIDKAVAAARAAFKRDA--EYRKHDASDRGRLLFKLADLlEAHRVQLRTLET 105 
19 -------------KAYSVINPCTTKKIC--DVQEGSKADIDKAVQACKLAFKRGT--PWRRMDASRRGHLLYRLADLFERDIAYLSSLET 103 
20 -------------KTFDVINPSTEEVIC--SVQEATEKDVDIAVAAARKAFNG----PWAKETPENRGKLLNKLADLFEKNADLlAAVEA 103 
21 -------------KTFDVINPSDESVIT--QVHEATEKDVDIAVAAARQAFEG----SWRLETPENRGKLLNNLANLFEKNTDLLAAVES 103 
22 -------------KTFQVINPSNEKVIT--SVHEATEKDVDVAVAAARAAFEG----PWRQVTPSERGILINKLADLMERDIDTLAAIES 104 
23 -------------KTFPTLDPRTGEVIA--HVAEGDAEDINRAVAAARKAFDEG---PWPKMNAYERSKIFVRLADLIEKHNDQIATLET 148 
24 -------------KTFPTLDPRTGEVIA--HVAEGDAEDINRAVKAARTAFDEG---PWPKMSAYERSRVLLRFADLVEKHSEELASLET 144 
25 -------------KTFEVVNPADEKVIA--NVAEAEKADVDLAVKAARHAFES-----FRMTDCQWRRNLMLRLADILEKNSKEMAALES 104 
26 -------------ATFDTPNPATGETLM--TLYEAQAADVDKAVKAARKAFDQG---EWRTMSPASRSRLMYKLADLMEEHKTELAQLET 106 
27 -------------KTIETVNPATGEPIT--SFQAANEKDVDKAVKAARAAFDN----VWSKTSSEQRGIYLSNLLKLIEEEQDTLAALET 106 
28 -------------KTIETVNPATGEPIT--SFQAANEKDVDKAVKAARAAFDN----VWSKTSSEQRGIYLSNLLKLIEEEQDTLAALET 106 
29 -------------EYFESTTPITGKPFT--RVPRSGQQDVDAALDAAHAAKAA-----WARTSTTERANILNRIADRlEANLKLLAVAES 103 
30 -------------EYYQNLTPVTGQLLC--EVASSGKRDIDLALDAAHKVKDK-----WAHTSVQDRAAILFKIADRMEQNLELLATAET 139 
31 -------------KLFDNVSPANGQVIG--RVHEAGRAEVDAAVRAARAALKG----PWGKMTVAERAEILHRVADGITARFGEFLEARM 89 
32---------------RTFEDVNPANGQVIA--RVHEAGRAEVDAAVQAARAALKG----PWGKMSVSERAEILHRVADGITARFDEFLEAEC 89 
33 -------------KSFSNVNPATGAEIG--VVHEASQAEVEDAVEAAKAALTG----PWGKMTTARTGQADHRVATEIERRADDFLAAEV 88 
34 -------------RTFETINPANGNVLA--TVQAAGREDVDRAVKSAQQGQKI-----WASMTAMERSRILRRAVDILRERNDELAKLET 91 
35 -------------GTEKAFEPATGRVIA~~TFTCSGEKEVNLAVQNAKAAFKI-----WSQKSGMERCRILLEAARllREREDEIATMEC 95 
36 ----------~--NRIPIINPSNEEIIG--DIPAGSSEDIEVAVAAARRALKRNKGREWAATSGAHRARYLRAlAAKVTERKDHFVKLET 97 
37 -------------NRIPVINPSTEEIIG--DIPAATAEDVEVAVVAARRAFRRNN---WSATSGAHRATYLRAlAAKITEKKDHFVKLET 94 
38 -------------NRIPIINPSTEEIIG--DIPAATAEDVEVAVVAARKAFKRNKGR-DWAALWSHRAKYLRAlAAKITEKKDHFVKLET 96 
39 -------------RHIPVINPATEDTIG--DIPAATAEDVELAVAAGGPVLARRREP-WARASGATRAKYLNAlAAKITGKIAYLALLET 98 
40 -------------QIRSIINPFNQEEIA--TVSEGGREDAIKAlAAARRAFDKGE---WSSLSGLERGKIVLKlAELIRRDLEELAELES 89 
41 -------------KSVAIVNPTTRKTQ--YRVQACTQEEVNKAMDAAKVAQKA-----WARTPLWKRADVLHKAAAILKEHKAPIAECLV 102 
42 -------------KSVAIINPTTRKPQ--YKVQACSQEEVNKVMDSAKSPQKS-----WAKTPLWKRAELLHKAAAILKEHKAAlAECLV 100 
43 --------------EIKlYEPASGAEL--GSVPAMSTEEVDYVYASAKKAQPA-----WRALSYIERAAYLHKVADILMRDKEKIGAILS 87 
44 -------------RTEDILNPYDQSVI--TTASLATGKQLEDAFDIAQKAQKE-----WAKSTTEDRKAVLQKARGYLHENRDDIIMMIA 91 
45 -------------NVLENKNPYTQKTF--TTFRKATADDVDEAYRAAALAKKK-----WDAVNPFEKRTILEKAVTYIEENEEAIIYLIM 92 
46 -----------SNNVEPSINPANRHDIVG-YVQRSTLEDVNEAVTAANEAQTS-----WWKRSGVERGEYLYKAAHILEQCLQDlAETMT 95 
47 -----------SGDMVKVENPADVNDIVG-YVQNSTAEDVERAVTAANEAKTA-----WRKLTGAERGQYLYKTADlMEQRLEEIAACAT 95 
48 LVINGEKIE--TDRKIISINPANKEEIIG-YASTADQELAEKAMQAALQAFDS-----WKKQRPEHRANILFKAAAILRRRKHEFSSYLV 120 
49 LVINGERVE--TEAKIVSINPADKEEVVG-RVSKASQEHAEQAIQAAAKAFEE-----WRYTSPEERAAVLFRAAAKVRRRKHEFSALLV 120 
50 LFIDGKFIESKSDKWIDIHNPATNEVIG--RVPESTKAEMDAAVSSCKRTFPA-----WADTSILSRQQVLLRYQQLlKENLKEIARLIM 126 
51 LFIDGKFVESKSDKWIDIHNPATNEVVG--RVPQSTKAEMEAAVAACKRAFPA-----WADTSILSRQQVLLRYQQLIKENLKEIARLIT 124 
52 HLIAGAFVEGLGAQRIPVSNPLDNSTLA--EIACASAEQVEQAVASARETFAS-----WKETPVSERARVMLRYQALLKEHHDELAKIVS 89 
53 NYVGGKWLG--NGPLVSTLNPANNQVLPIAQVVEASLEDYEIGLKACEEAAKT-----WMQVPAPKRGDIVRQIGDALRSKLDYLGRLLS 106 
54 SFINGQWKA--NGPTVHSVNPSTNQVI--ASVTEATLDDYEEGLRASSEAAKT-----WRTVPAPKRGEIVRQIGDALRAKLDPLGRLVA 103 
55 GVYNGSWGG--RGEVITTYCPANNEPI--ARVRQASVADYEETVKKAREAWKI-----WADIPAPKRGEIVRQIGDALREKIQVLGSLVS 105 
56 -------------EAIDVTNPANGDKLG--SVPKMGADETRAAIDAANRALPA-----WRALTAKERATILRNWFNLMMEHQDDLARLMT 95 
57 -------------DQLTVYNPATGEEIK--TIPQQSATEVEEAIERSHQAFKT-----WSKTSANERTSLLKKWYELlVEHKEELADLIT 72 
58 --------------------------------MSSISDTVKRAREAFNSGKTRS---------LQFRIQQLEALQRMlNENLKSl SGALA 49 
59 --------------------------------MSKISEAVKRAPAAFSSGRTRP---------LQFRIQQLEALQRLIQEQEQELVGALA 49 
60 -----------------------------------MERQVQRLRQTFRSGRSRP---------LRFRLQQLEALRRMVQEREKDlLAAIA 46 
61 --------------------------------MDPLGDTLRRLREAFHAGRTRP---------AEFRAAQLQGLGRFLQENKQLLHDALA 49 
62 -------------------------------MNSSIPSIISKHKAYFAAGHTRP---------LESRLNILRKLKQAVRTHEADLlAALY 50 
63 ---------------------------MEQQVKDDIQRVFQLQKKQQKALRAST---------AEQRREKLQRFLDSVIAHEEEllEAIR 54 
64 -----------------MTIPISLAKLNSSADTHSALEVFNLQKVASSARRGKFG--------lAERlAALNLLKETIQRREPEllAALA 65 
65 ---------LVLEKIFPVYNPSTEEDITQVSEKSQHDSTEEDITQVSEKSQHDDD---KAVVDISERGRLLNlLADLIERDRDlLAAIEH 129 
66 ---------LFLEKIFSDYQPFKHDNRTQVSCSQHMRDYRPLLTLSSATRSVLFS---LLASDMS--------IILSISPNTGILLCIGH 121 
67 -------------ETFETVDPVTQAPLA--KIARGKSVDIDRAMSAARGVFERGD---WSLSSPAKRKAVLNKLADLMEAHAEELALLET 106 
68 -------------DYFLTTNPATGEVLA--DVASGGEAEINQAVATAKEAFPK-----WANLPMKERARLMRRLGDLIDQNVPElAAMET 86 
69 ------------DAWIDVVNPATEAVIS--RIPDGQAEDARKAIDAAERAQPE-----WEALPAIERASWLRKISAGlRERASEISALIV 91 
70 -------------KIFTVRNPFNGDEVD--RVPLAGRSDVERAlRAAHRARDA-----MADLSARKISEKLYDVADELKTELDEFARLIT 83 
71 -------------EKIEVIYPYTRKPIG--RVPKGDEKDVEKAIERAKEGFKEIFS-----LTAYERYEILMRAAQLLKERAEEFAKTLV 86 
72 ---------------MDVINPYSLEVIK--KIPALSREEAKEAIDTAEKYKEVMKN-----LPITKRYNILMNIAKQlKEKKEELAKlLA 80 
73 -------------QTFERIHPVSSDVVT--ESANATVTDAlKAAQAAEEAFKT-----WKAVGPSERRRLLLKVADVMESKTPKFIEVMA 87 
74 ---------------IN---PATGEQLS--VLPWAGADDIENALQLAAAGFRD-----WRETNIDYRAEKLRDIGKALRARSEEMAQMIT 84 
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Aurunexes 205 

190 200 210 220 230 240 250 260 270 
1 MNGGKLySNAyLNDLAGCIKTLRy---CAGWADKIQG--------RTIPIDGNFFTYTRHEPIGVCGQIIPWNFPLVMLIWKIGPALSCG 187 
2 MNGGKLySNAYLSDLAGCIKTLRy---CAGWADKIQG--------RTIPIDGNFFTYTRHEPIGVCGQIIPWNFPLVMLIWKIGPALSCG 187 
3 MNGGKLFSNAYLMDLGGCLKTLRy---CAGWADKIQG--------RTIPSDGNFFTYTRHEPVGVCGQILPWNFPLLMFLWKIAPALSCG 186 
4 MNGGKLFSNAYLMDLGGCIKTLRy---CAGWADKIQG--------RTIPMDGNFFTYTRSEPVGVCGQIIPWNFPLLMFLWKIGPALSCG 187 
5 INGGKVFANAYLSDLGGSlKALKY---CAGWADKIHG--------QTIPSDGDIFTFTRREPIGVCGQIIPWEFPLLMFIWKIGPALSCG 187 
6 INGGKVFANAYLSDLGGSlKALKY---CAGWADKIHG--------QTIPSDGDIFTFTRREPIGVCGQIIPWNFPLLMFIWKIGPALSCG 187 
7 LNGGKVFANAYLSDLGGClKALKY---CAGWADKIHG--------QTIPSDGDIFTYTRREPIGVCGQIIPWNFPMLMFIWKIGPALSCG 187 
8 MNAGKIFTHAYLLDTEVSlKALKY---FAGWADKIHG--------QTIPSDGDVFTYTRREPIGVCGQIIPWNGPLILFIWKIGAALSCG 187 
9 IDGGKLFSTAYLMDLGACIKTIRy---CAGWADKIHG--------RTVPMDGNFFTFTRHEPVGVCGQIIPWNFPLVMFIWKIAPALCCG 195 

10 LNGGKPFLQAFYIDLQGVIKTLRy---yAGWADKIHG--------MTIPVDGDYFTFTRHEPIGVCGQIIPWNFPLLMFTWKIAPALCCG 185 
11 MDTGKPFLHAFFIDLEGCIRTLRy---FAGWADKIQG--------KTIPTDDNVVCFTRHEPIGVCGAITPWNFPLLMLVWKLAPALCCG 198 
12 LDNGKPYVISYLVDLDMVLKCLRy---yAGWADKYHG--------KTIPIDGDFFSYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMQAWKLGPALATG 205 
13 LDNGKPYVISYLVDLDMVLKCLRy---yAGWADKYHG--------KTIPIDGDFFSYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMQAWKLGPALATG 205 
14 LDNGKPYVISYLVDLDMVLKCLRy---yAGWADKYHG--------KTIPIDGDFFSYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMQAAKLGPALATG 186 
15 LDNGKPYVISYLVDLDMVLKCLRy---yAGWADKYHG--------KTIPIDGDFFSYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMQAWKLGPALATG 203 
16 LDNGKPyIISYLVDLDMVLKCLRy---yAGWADKYHG--------KTIPIDGDYFSYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMQAWKLGPALATG 206 
17 LDNGKPFQESyALDLDEVIKVYRy---FAGWADKWHG--------KTIPMDGQHFCFTRHEPVGVCGQIIPWNFPLVMQGWKLAPALATG 203 
18 LDNGKPFAMSYLGDTLMAQKVLRy---yAGFADKIVG--------QTIPADGNVFCYTRHEPVGVVGAITPWNFPLHLAASKIAPAlAAG 184 
19 LNTGKPYKS-AyQDIVHCIQVLRy---yAGWADKNMG--------QNIPVDGDFFSFTKHEPVGICGLIIPWNYPMLMMTWKMAPALSCG 181 
20 LDNGKAFSMAKNVDVPAAAGCLRy---yGGWADKIEG--------KVVDTAPDSFNYIRKS-LLVFAVRSSMELPILMWSWKIGPAIATG 181 
21 LDNGKATSMAR-VTSACASGCLRy---yGGWADKITG--------KVIDTTPDTFNYVKKEPIGVCRSDHSLELPLLMWAWKIGPAIACG 181 
22 LDNGKAFTMAK-VDLANSIGCLRy---yAGWADKIHG--------QTIDTNPETLTYTRHEPVGVCGQIIPWNFPLLMWSWKIGPAVAAG 182 
23 WDTGKPYEQAAKIEVPMVVRLLRy---yAGWADKIHG--------MTIPADGPYHVQTLHEPIGVAGQIIPWNFPLLMFSWKIGPALACG 227 
24 WDNGKPyQQSLTAEIPMFARLFRy---yAGWADKIHG--------LTIPADGNYQVHTLHEPIGVAGQIIPWNFPLLMFAWKVGPALACG 223 
25 LDNGKPYEVALNVDVALSVECFRy---CAGLADKVNG--------TVPPRSGNFLGIVKRQPIGVCGQIIPWNFPLLMAAFKLSPALAMG 183 
26 LDNGKPlNETTNGDIPLAIEHMRy---yAGWCTKITG--------QTIPVSGAYFNYTRHEPVGVVGQIIPWNFPLLMAMWKMGAALATG 185 
27 LDAGKPFHSNAKQDLAQIIELTRy---yAGAVDKFNMG-------ETIPLTFNKFAYTLKVPFGVVAQIVPWNYPLAMACRKMQGALAAG 186 
28 LDAGKPYHSNAKGDLAQILQLTRy---FAGSADKFDKG-------ATIPLTFNKFAYTLKVPFGVVAQIVPWNYPLAMACWKLQGALAAG 186 
29 IDNGKPVRETTAADLPLAVDHFRy---FAGClRAQEG--------GISEIDADTIAYHFHEPLGVVGQIIPWNFPLLMATWKLAPALAAG 182 
30 WDNGKPlRETSAADVPLAIDHFRy---FASClRAQEG--------GISEVDSETVAYHFHEPLGVVGQIIPWNFPLLMASWKMAPALAAG 218 
31 PGHRQAEVAGQPHRHSARRANFKV---FADLLKNVANE----AFEMATPDGAGALNYGVRRPKGVIGVISPWNLPLLLMTWKVGPALACG 172 
32 LDTGKPKSLASHIDIPRGAANFKV---FADLLKNVATE----AFEMATPDGSGAINYAVRRPKGVIGVISPWNLPLLLMTWKVGPALACG 172 
33 ADTVKPRHVVSHIDIPRGAANFRM---FADVVSTMPGE----SFNTPTPDGGQAFIYTVSKPKGVDAAVCPRNFPLLLMIWKVGPELACG 171 
34 LDTGKAySETSTVDIVTGADVLEy---yAGLIPALEG--------SQIPLRETSFVYTRREPLGVVAGIGAWNYPIQIALWKSAPALAAG 170 
35 INNGKSIFEAR-LDIDISWQCLEY---yAGLAASMAG--------EHIQLPGGSFGYTRREPLGVCVGIGAWNYPFQIASWKSAPALACG 173 
36 IDSGKPFDEAV-LDIDDVATCFEy---FAGQAEAMDAK----QKAPVTLPMERFKSHVLRQPIGVVGLITPWNYPLLMATWKIAPALAAG 179 
37 IDSGKPFDEAV-LDIDDVASCFEY---FAGQAEALDGK----QKAPVTLPMERFKSHVLRQPLGVVGLISPWNYPLLMATWKIAPALAAG 176 
38 LDSGKPRDEAV-LDIDDVATCFEYFEYFAGQAEALDAK----QKAPVTLPMERFKSHVLRQPIGVVGLISPWNYPLLMDTWKIAPALAAG 181 
39 VDSGKPKDEAV-ADMDDVAACFEY---yAALAEALDGK----QHAPISLPMEEFKTYVLKEPIGVVGLITPWNYPLLMATWKVAPALAAG 180 
40 LDTGKTLEESK-ADMDDIANVFQy------yAGLADKD----GGEIISSPIPDSESKllREPIGVCGQITPWNYPLLQASWKIAPALAAG 168 
41 KEIAKPAKDAVSEVVRSGDLVSYT----AEEGVRILGEGKLVVSDSFPGNERNKYCLSSKIPLGVVLAIPPFNYPANLAGSKIGPALIAG 188 
42 KEIAKPAKDAVTEVVRSGDLVSyC----AEEGVRILGEGKFLVSDSFPGNERTKYCLTSKIPLGVILAIPPFNYPVNLAVSKIAPALIAG 186 
43 KEVAKGYKSAVSEVVRTAEIINYA----AEEGLRMEG--EVLEGGSFEAASKKKIAVVRREPVGLVLAISPFNYPVNLAGSKIAPALIAG 171 
44 RETGGTIIKSTIELEQTIAILDEA----MTYTGELGGV------KEVPSDIEGKTNKIYRLPLGVISSISPFNFPMNLSMRSIAPAIALG 171 
45 EELGGTRLKAAFEIGLVKNllKEA----ATFPIRMEG-------KILPSTIDGKENRLYRVPAGVVGVISPFNFPFFLSMKSVAPALGAG 171 
46 REMGKTLAEAKAETMRGVHILRyy----AGEGARKIG-------DVIPSSDSEGLLFTTRVPLGVVGVISPWNFPVAIPIWKMAPALVYG 174 
47 REMGKTLPEAKGETARGIAILRyy----AGEGMRKTG-------DVIPSTDKDALMFTTRVPLGVVGVISPWNFPVAIPIWKMAPALVYG 174 
48 KEAGKPWKEADADTAEAIDFLEFy----ARQMLKLKE-------GAPVKSRAGEVNQYHYEALGVGIVISPFNFPLAlMAGTAVAAIVTG 199 
49 KEAGKPWNEADADTAEAIDFMEyy----ARQMIELAK-------GKPVNSREGEKNQYVYTPTGVTVVIPPWNFLFAlMAGTTVAPIVTG 199 
50 LEQGKTLADAEGDVFRGLQVVEHA----CSVTSLMLG-------DTMPSITKDMDLySYRLPLGVCAGIAPFNFPAMIPLWMFPMAMVCG 205 
51 LEQGKTLADAEGDVFRGLQVVEHA----CSVTSLMLG-------ETMPSITKDMDLySYRLPLGVCAGIAPFNFPAMIPLWMFPMAMVCG 203 
52 SELGKTFEDAKGDVWRGIEVVEHA----CNVPSLLMG-------ETVENVARNIDTYSITQPLGVCVGITPFNFPAMIPLWMFPLAIACG 168 
53 LEMGKlLAEGIGEVQEVIDMCDFA----VGLSRQLNG-------SVIPSERPNHMMLEMWNPLGIVGVITAFNFPCAVLGWNACIALVCG 185 
54 LEMGKlLAEGIGEVQEIIDMCDyS----VGLSRQLNG-------SIIPSERPEHMMFEVWNPLGIVGVITAFNFPCAVLGWNACIALVGG 182 
55 LEMGKILVEGVGEVQEYVDICDyA----VGLSRMIGG-------PILPSERSGHALIEQWNPVGLVGIITAFNFPVAVYGWNNAIAMICG 184 
56 LEQGKPLAEAKGEISyAASFIEWF----AEEGKRlyG-------DTIPGHQADKRLIVIKQPIGVTAAITPWNFPAAMITRKAGPALAAG 174 
57 KENGKPyQEAVGEVLyGAGyIEWF----AEEAKRVYG-------RTVPAPTTGKRIVVTRQPVGPVAAITPWNFPNAMITRKAAPALAAG 151 
58 SDLGKNEWTSYYEEVAHVLEELDTTlKELPDWAEDEP-------VAKTRQTQQDDLyIHSEPLGVVLVIGAWNYPFNLTIQPMVGAVAAG 132 
59 ADLHKNEWNAYYEEVVYVLEEIEYMIQKLPEWAADEP-------VEKTPQTQQDELyIHSEPLGVVLVIGTWNYPFNLTIQPMVGAlAAG 132 
60 ADLSKSELNAySHEVITILGEIDFMLGNLPELASARP-------AKKNLLTMMDEAYVQPEPLGVVLIIGAWNYPFVLTLQPLVGAlAAG 129 
61 QDLHKSAFESEVSEVAISQGEVTLALRNLRAWMKDER-------VPKNLATQLDSAFIRKEPFGLVLIIAPWNYPLNLTLVPLVGALAAG 132 
62 QDLHKSEQEAySTEIGIVLEEISFVMKRLRKWSKPKR-------VKTPLTHLGSKSIIIPEPyGTVLVIAPWNYPLQLALSPLIGAlAAG 133 
63 KDVRKPYHEVKKAEIEGTKKAIRDNMNNLEQWMAPKE-------VGSSLSPDAN-GILMYEPKGVTLILGPWNYPFMLTMAPLAASLAAG 136 
64 ADFRKPASEVKLTEIFPVLQEINHAKRNLKDWMKPRR-------VRAALSVAGTRAGLRYEPKGVCLIIAPWNYPFNLSFGPLVSALAAG 148 
65 LDNGKPFDEAYLLDLASVLKELRYTAGWADKLHGTLR----FAITIPTFQDLRFLRYTRHEPVGVCGEIIPWNIPLLMYIWKIGPALAAG 215 
66 LLASDIEDVVIVLSRGSPLVDLASTRIFKLAQNGTLR----FAIKRTTFQELRFLRKSKDENVMEAATRGIITIRQLYYENKVLPLRFTG 207 
67 LDTGKPIRHSLRDDIPGAARAIRW---yAEAIDKVYG--------EVATTSSHELAMIVREPVGVIAAIVPWNFPLLLTCWKLGPALAAG 185 
68 ADTGLPIHQTKNVLIPRASHNFEF---FAEVCQQMNG--------KTYPVDDKMLNYTLVQPVGVCALVSPWNVPFMTATWKVAPCLALG 165 
69 EEGGKIQQLAEVEVAFTADyIDYM----AEWARRYEG-------EIIQSDRPGENILLFKRALGVTTGILPWNFPFFLIARKMAPALLTG 170 
70 LESGKPIRFSRDEVKRSVETARLS----AEEAGRLyG---ESIPMDAGIGGKGLTGFTVRIPLGVVAAITPFNYPLNLAIHKVGPALAAG 166 
71 LEVGKTlREARTEVQRAIQTLIFS----AEEAKRVNG---ETFPIDAHPNGKGKLGFyIRVPVGIVSAITPFNFPLNLSMHKVAPALAAG 169 
72 IDAGKPIKQARVEVERSIGTFKLAAFYVKEHRDEVIP------------SDDRL-IFTRREPVGIVGAITPFNFPLNLSAHKIAPAIATG 157 
73 MEVGASALWAGFNVHASANVFREA----ASLATQIQG-------ETIPTDKAETLSMTLRQPVGPILSIVPWNGTAVLAARAIAYPLVCG 166 
74 REMGKPINQARAEVAKSANLCDWY----AEHGPAMLK--------AEPTLVENQQAVIEYRPLGTlLAIMPWNFPLWQVMRGAVPllLAG 162 
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ÂU1nexes 

280 290 300 310 320 330 340 350 360 
NTVVVKPAEQTPLTA-LHVASLIKEAG----FPPGVVNIVPGyG---PTAGAAISSHMDIDKVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVVVKPAEQTPLTA-LHVASLIKEAG----FPPGVVNIVPGyG---PTAGAAISSHMDIDKVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVVVKPAEQTPLSA-LHVATLIKEAG----FPPGVVNIVPGyG---PTAGAAISSHMDIDKVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVVVKPAEQTPLTA-LHMGSLIKEAG----FPPGVVNIVPGyG---PTAGAAISSHMDVDKVAFTGSTEVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVVVKPAEQTPLTA-LHMASLIKEAG----FPPGVVNIVPGyG---PTAGAAISSHMDVDKVAFTGSTQVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVVVKPAEQTPLTA-LHMASLIKEAG----FPPGVVNIVPGyG---PTAGAAISSHMDVDKVAFTGSTQVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVVVKPAEQTPLTA-LHLASLIKEAG----FPPGVVNIVPGyG---PTAGAAISSHMDVDKVAFTGSTQVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVIVKPAEQTPLTA-LYMASLIKEAG----FPPGVVNVVPGyG---STAGAAISSHMDIDKVSFTGSTEVGKLIKEAAGKSN-----LK 
NTVVVKPAEQTPLSA-LYMGSLIKEAG----FPPGVVNIVPGFG---PTAGAAISHHMDIDKVSFTGSTEVGKLIKEAAGKTN-----LK 
NTVVIKPAEQTPLSA-LYMGALIKEAG----FPPGVVNILPGyG---PTAGAAIASHIGIDKIAFTGSTEVGKLIQEAAGRSN-----LK 
NTMVLKPAEQTPLTA-LYLGSLIKEAG----FPPGVVNIVPGFG---PTVGAAISSHPQINKIAFTGSTEVGKLVKEAASRSN-----LK 
NVVVMKVAEQTPLTA-LYVANLIKEAG----FPPGVVNIVPGFG---PTAGAAIASHEDVDKVAFTGSTEVGHLIQVAAGSSN-----LK 
NVVVMKVAEQTPLTA-LYVANLIKEAG----FPPGVVNIVPGFG---PTAGAAIASHEGVDKVAFTGSTEVGHLIQVAAGSSN-----LK 
NVVVMKVAEQTPLTA-LYVANLTKEAG----FPPGVVNVVPGFG---PTAGAAIASHEDVDKVAFTGSTEVGHLIQVAAGRSN-----LK 
NVVVMKVAEQTPLTA-LYVANLIKEAG----FPPGVVNIVPGFG---PTAGAAIASHEDVDKVAFTGSTEIGRVIQVAAGSSN-----LK 
NVVVMKVAEQTPLTA-LYVANLIKEAG----FPPGVVNVIPGFG---PTAGAAIASHEDVDKVAFTGSTEVGHLIQVAAGKSN-----LK 
NTVVMKVAEQTPLSA-LYLASLIKEAG----FPPGVVNIITGyG---PTAGAAIAQHMDVDKVAFTGSTEVGHLIQKAAGDSN-----LK 
CTLVLKPAEQTPLTA-LYLASLVKQAG----FPAGVINIVPGLG---HTAGAALTNHPDINKITFTGSTEVGQLIIQGSGKTN-----LK 
NCIVVKPAEQTPLTA-LyCASLMEEAG----FPPGVVNVVPGyG---TICGQSISSHLDINKVSFTGSTEVGKLVMQAAGSSN-----LK 
NTVVLKTAEQTPLSA-yIACKLIQEAG----FPPGVINVITGFG---KIAGAAMSAHMDIDKIAFTGSTVVGRQIMKSAAGSN-----LK 
NTVVLKTAEQTPLGG-LVAASLVKEAG----FPPGVINVISGFG---KVAGAALSSHMDVDKVAFTGSTVVGRTILKAAASSN-----LK 
NTVVLKTAQQTPLSA-LyAAKLIKEAP----FPAGVINVISGFG---RTAGAAISSHMDIDKVAFTGSTLVGPTILQAAAKSN-----LK 
NTVVLKTAEQTPLSA-FYVAHLLQEAG----LPEGVLNIISGFG---PTAGAPLCSHMDVDKLAFTGSTDTGKAILSLAAKSN-----LK 
NTIVLKTAEQTPLTA-FyAGKLFLEAG----LPPGVLNIVSGFG---ATAGAALASHMDVDKLAFTGSTDTGKVILGLAANSN-----LK 
NTVVLKPAEQTPLTA-VRLGEMVMEAG----yPDGVLNILPGFG---ATAGSEIARHMDVDKIAFTGSTAVGHQVMQMAAETN-----LK 
CTIVLKPAEQTPLSA-LYLAELIDQAG----FPAGVINIIPGFG---EDAGEALTNHEAVDKIAFTGSTEIGKKIMSTAAKS------IK 
NTVIIKPAENTSLSL-LYFATLIKKAG----FPPGVVNVIPGyG---SVVGKALGTHMDIDKISFTGSTKVGGSVLEASGQSN-----LK 
NTVIIKPAENTSLSL-LYFATLIKKAG----FPPGVVNIVPGyG---SLVGQALASHMDIDKISFTGSTKVGGFVLEASGQSN-----LK 
NCVVLKPAEQTPASI-LVLMEVIGDL-----LPPGVVNVINGFG---LEAGKPLASSPRISKVAFTGETTTGRLIMQyASQN------LI 
NCVVLKPARLTPLSV-LLLMEIVGDL-----LPPGVVNVVNGAG---GVIGEYLATSKRIAKVAFTGSTEVGQQIMQyATQN------II 
NCVVVKPSEETPLTA-TLLGEVMQAAG----VPAGVYNVVHGFGG--DSAGAFLTEHPDVDAYTFTGETGTGETIMRAAAKG------VR 
NTVVVKPSEETPLTT-ALLGEVMQAAG----VPAGVYNVVHGFGP--DSAGAFLTEHPDVNAITFTGETRTGEAIMRAAAKG------VR 
NTAVVKPSEEIARTA-ALLGDVIDAGV----NHHGVFNVAQRFGP--ASAGEFLTSNPDVDAITFTGETGTGQAIMQKAATG------VR 
NAMIFKPSEVTPLTA-LKLAEIySEAG----LPDGVFNVLPGVG---AETGQYLTEHPGIAKVSFTGGVASGKKVMANSAASS-----LK 
NAMVFKPSPFTPVSA-LLLAEIySEAG----VPPGLFNVVQGG----AATGQFLCQHPDVAKVSFTGSVPTGMKIMEMSAKG------IK 
CTAVLKPSELASITC-LEFGEVCNEVG----LPPGVLNIVTGLG---PDAGAPLAAHPDVDKVAFTGSSATGSKVMASAAQL------VK 
CTAVLKPSELASVTC-LEFGEVCNEVG----LPPGVLNILTGLG---PDAGAPLVSHPDVDKIAFTGSSATGSKVMASAAQL------VK 
CTTVLKPSELASVTC-LEFGEVCNEVG----LPPGVLNILTGLG---PDAGAPIVSHPDIDKVAFTGSSATGSKIMASAAQL------VK 
CTAVLKPSELASLTC-LELGAICEEIG----LPSGVLNIITGLG---PDAGAPIASHPHVDKIAFTGSTATGKTIMTAAAQM------VK 
NTIVMKPSEITPLTT-IKVFKLMEEAG----VPKGVANLVLGPG---ATVGDELAVNKDVDLISFTGGIETGKKIMRAASGN------VK 
NALVLKPPTQGAVAA-LHMVHCFHLAG----FPKGLISCVTGK-G--SEIGDFLTMHPGVNCISFTG-----GDTGIAISKKAG----MV 
NSIVLKPPTQGAVAA-LHMVHCFHLAG----FPKGLISCVTGK-G--SEIGDFLTMHPGVNCISFTG-----GDTGIAISKKSG----MI 
NVIAFKPPTQGSISG-LLLAEAFAEAG----LPAGVFNTITGR-G--SEIGDyIVEHQAVNFINFTGS----TGIGERIGKMAG----MR 
NSVVHKPDIQTAISGGTIIAKAFEHAG----LPAGVLNVMLTD-V--KEIGDGMLTNPIPRLISFTGS----TAVGRHIGEIAGR--AFK 
NGVVLKPHEETPICGGTLIAKIFENAG----IPAGLLNVVVTD-I--AEIGDSFVEHPVPRIISFTGS----TKVGSYIGQLAMK--HFK 
NTVVLKPASETAVTA-AKVIECFHEAG----FPKGVVNMVCGS-G--SVVGQGIANHPDIDGVTFTGSNTVGKQVGRAAFERG------A 
NTVVIKPATETAVTC-AKIIACFEEAG----LPAGVINLVTGP-G--SVVGQGLAEHDGVNAVTFTGSNQVGKIIGQAALARG------A 
NTILLKPADAAPVVA-AKFVEVMEEAG----LPNGVLNYIPGD-G--AEIGDFLVEHPKTRFVSFTGSRAVGCRIYERAAKVQPGQKWLK 
NTVVLKPASATPVIA-AKFVEVLEESG----LPKGVVNFVPGS-G--SEVGDYLVDHPKTSLITFTGSREVGTRIFERAAKVQPGQQHLK 
NTFLMKPSERVPGAT-MLLAKLFQDSG----APDGTLNIIHG--Q--HEAVNFICDHPDIKAISFVGSNQAGEYIFERGSRHG------K 
NTFLMKPSERVPGAT-MLLAKLLQDSG----APDGTLNIIHG--Q--HEAVNFICDHPDIKAISFVGSNQAGEYIFERGSRNG------K 
NAFILKPSEQVPLTS-VRLAELFLEAG----APKGVLQVVHG--G--KEQVDQLLKHPQVKAVSFVGSVAVGQYVYHTGTAHN------K 
NCVVWKGAPTTPLIT-IAMTKLVAEVLEKNHLPGAIFTAMCG--G--AEIGEAIAKDTRIPLVSFTGSSKVGLTVQQTVSARS------G 
NTVVWKGAPTTPLIT-VAVTKLIAEVFERNNLPGAIFTALCG--G--ADIGHAIAKDTRIPLVSFTGSSKVGALVQQTVSQRF------G 
NVCLWKGAPTTSLIS-VAVTKIIAKVLEDNKLPGAICSLTCG--G--ADIGTAMAKDERVNLLSFTGSTQVGKQVGLMVQERF------G 
CTMVLKPASQTPFSA-LALAELAIRAG----VPAGVFNVVTGS-A--GAVGNELTSNPLVRKLSFTGSTEIGRQLMEQCAKDIK-----K 
CTFIIKPAPDTPLSA-YELARLAYEAG----IPKDVLQVVIGD-G--EEIGNVFTSSPKIRKITFTGSTPVGKILMKNSADTVK-----H 
NAVILKPSEVSGHMADLLATLIPQYMD------QNLYLVVKG-----GVPETTELLKERFDHIMYTGSTAVGKIVMAAAAKH------LT 
NSVVLKPSELSENMASLLATIIPQYLD------KDLYPVING-----GVPETTELLKERFDHILYTGSTGVGKIIMTAAAKH------LT 
NAAIVKPSELSENTAKILAELLPQYLD------QDLYMIVNG-----GVEETTELLRQRFDHILYTGNTAVGKIVMEAAAKH------LT 
NCVVLKPSEISKNVEKILAEVLPQYVD------QSCFAVVLG-----GPQETGQLLEHRFDYIFFTGSPRVGKIVMTAAAKH------LT 
NTVVLKPSEYTPAVSAILSKLISSVFP------TDYVAMAEG-----GPDVSTALLQQPFDYIFFTGSVAVGKIVMEAAAKQ------LI 
NSAIVKLSDFTMNTSNIAAKVIRDAFN------EKEVAIFEG-----EVEVATELLDQPFDHIFFTGSTNVGKIVMTAAAKH------LA 
NSVVIKPSELTPHTATLIGSIVREAFS------VDLVAVVEG-----DAAVSQELLALPFDHIFFTGSPRVGKLVMEAASKT------LA 
NTVVLKPEELTPLTALTVATLIKEAG-----FPPGVVNVVSGYG---PTAGAACLSHKDNDKLAFTGSTLVGKVVMKAAAKSN-----LK 
NVATHIEENLEFEEQITWRTHVDSSI-----FPNTRCAYPSGYG---PSAKIPCLSHKPNDILAYTGSTLVGRVVSKLAPEQV-----MK 
NSVILKPSEKSPLSA-IRLAGLAKEAG----LPDGVLNVVTGFG---HEAGQALSRHNDIDAIAFTGSTRTGKQLLKDAGDSN-----MK 
ITAVLKMSELSPLTA-DRLGELALEAG----IPAGVLNVVQGYG---ATAGDALVRHHDVRAVSFTGGTATGRNIMKNAGLK-------­
NTIVIKPSEFTPNNA-IAFAKIVDEIG----LPRGVFNLVLGRG---ETVGQELAGNPKVAMVSMTGSVSAGEKIMATAAKN------IT 
NTTILKPSLEAPLSALKLAWILSEHFP------AGAVNAVTGRG---SEVGDVIIDSPLVDKITFTGSVEVGRYISARASMK-------­
NAVILKPSERTPLTP-LMLGEILLEAG----VPPKALSVIPGYG----DVGKAMTTHPDVRVVSFTGSRKVGDIIARQVGIK-------­
NVIVHHPSSKAPLVC-IELAKIIENALKKYNVPLGVYNLLTGAG---EVVGDEIVVNEKVNMISFTGSSKVGELITKKAGFK-------­
NTVVFKGSEFSPATH-ALITQCVQEAG----LPAGVLNYLNSSPDRSPEIADALISAKEIRRINFTGSTRVGSIIAQKAAQH------LK 
NGYLLKHAPNVMGCA-QLIAQVFKDAG----IPQGVYGWLNAD----NDGVSQMIKDSRIAAVTVTGSVRAGAAIGAQAGAA------LK 
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PuInexes 207 

370 380 390 400 410 420 430 440 450 
1 RVTLELGGKSpCIVLADAD-----LDNAVEFAHHGVFYHQGQCClAASRIFVEESIYDEFVRRSVERAKKYILGN-----pLTPGVTQGP 344 
2 RVTLELGGKSPCIVLADAD-----LDNAVEFAHHGVFYHQGQCClAASRIFVEESIYDEFVRRSVERAKKYILGN-----PLTPGVTQGP 344 
3 RVTLELGGKSPFIVFADAD-----LETALEVTHQALFYHQGQCCVAASRLFVEESIYDEFVRRSVERAKKYVLGN-----PLTPGVSQGP 343 
4 RVSLELGGKSPCIVFADAD-----LDNAVEFAHQGVFYHQGQCClAASRLFVEESIYDEFVRRSVERAKKYVLGN-----PLTPGVSQGP 344 
5 RVTLELGGKSPCIVFADAD-----LDIAVEFAHHGVFYHQGQCCVAASRIFVEESVYDEFVRKSVERAKKYVLGN-----PLTQGINQGP 344 
6 RVTLELGGKSPCIVFADAD-----LDIAVEFAHHGVFYHQGQCCVAASRIFVEESVYDEFVRKSVERAKKYVLGN-----PLTQGINQGP 344 
7 RVTLELGGKSPCIVFADAD-----LDIAVEFAHHGVFYHQGQCCVAASRIFVEESVYDEFVKRSVERAKKYVLGN-----PLTPGINQGP 344 
8 RVTLELGGKSPCIVFADAD-----LDSAVEFAHQGVFFHQGQICVAASRLFVEESIYDEFVRRSVERAKKYVLGN-----PLDSGISQGP 344 
9 RVTLELGGKSPNIIFADAD-----LDEAAEFAHIGLFYHQGQCCIAGSRIFVEEPIYDEFVRRSIERAKKYTLGD-----PLLPGVQQGP 352 

10 RVTLELGGKSPNIIFADAD-----LDyAVEQAHQGVFFNQGQCCTAGSRIFVEESlYEEFVKRSVERAKRRIVGS-----PFDPTTEQGP 342 
11 RVTLELGGKNPCIVCADAD-----LDLAVECAHQGVFFNQGQCCTAASRVFVEEQVYSEFVRRSVEYAKKRPVGD-----PFDVKTEQGP 355 
12 RVTLELGGKSPNIIMSDAD-----MDWAVEQAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVQEDVYDEFVERSVARAKSRVVGN-----PFDSRTEQGP 362 
13 RVTLELGGKSPNIIMSDAD-----MDWAVEQAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVQENVYDEFVERSVARAKSRVVGN-----PFDSRTEQGP 362 
14 KVTLELGGKSPNIIVSDAD-----MDWAVEQAHFALFFNQGQCCGAGSRTFVQEDVYAEFVERSVARAKSRVVGN-----PFDSQTEQGP 343 
15 RVTLELGGKSPNIIMSDAD-----MDWAVEQAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVQEDIYDEFVERSVARAKSRVVGN-----PFDSKTEQGP 360 
16 RVTLEIGGKSPNIIMSDAD-----MDWAVEQAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVQEDlyAEFVERSVARAKSRVVGN-----PFDSRTEQGP 363 
17 RVTLELGGKSPSIVLADAD-----MEHAVEQCHEALFFNMGQCCCAGSRTFVEESIYNEFLERTVEKAKQRKVGN-----PFELDTQQGP 360 
18 RVTLELGGKSPNIIFPDSD-----LDyAVEVSHQAlMANMGQVCCAGSRTFVHEDlYEEFVRRSVERAKKRTVGD-----PFDPKNENGP 341 
19 RCSLELSGKCPVVVFPDTD-----LDFAVQQAHEAAFQNMGQCRWSGSRAYVHESlYEEFVKRSVEQATRRKIGD-----PYELDTEHGP 338 
20 KVTLELGGKSPNIVFADAD-----LDEAIHWVNFGIYFNHGQACCAGSRIYVQEEIYDKFIQRFKERAAQNAVGD-----PFAATLQ-GP 337 
21 KVTLELGGKSPNIVFEDAD-----IDNAISWVNFGIFFNHGQCCCAGSRVYVQESIYDKFVQKFKERAQKNVVGD-----PFAADTFQGP 338 
22 KVTLELGGKSPNIVFDDAD-----IDNAISW.ANFGIFFNHGQCCCAGSRILVQEGIYDKFVARFKERAQKNKVGN-----PFEQDTFQGP 339 
23 PVTLELGGKSPFIVCEDAD-----IDTAVEQAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVHEKVYDEFLEKAKARALKRTVGD-----PFKSGTEQGP 384 
24 PVTLELGGKSPFIVFEDAD-----IDKAVELAHFALFFNQGQCCCAGSRTFVHEKVYDEFVEKSKARALKRVVGD-----PFRKGIEQGP 380 
25 KVSLELGGKSALIVCEDAD-----LEEAAEVATTRVYFNTGQVCTASSRIYVHESVYDEFVSRLRKNAEARKVGP-----GNDTGNNMGP 340 
26 RVTLELGGKSPNILLPDAN-----LKKAIPGALNGVMFNQGQVCCAGSRVFIHKDQYDEVVDEMASyAESLRQGA-----GLHKDTQIGP 341 
27 DITLECGGKSPALVFEDAD-----LDKAIEWVANGIFFNSGQICTANSRVYVQSSIYDKFVEKFKETAKKEWDVAGKF-DPFDEKCIVGP 347 
28 DVTLECGGKSPALVFEDAD-----LDKAIDWlAAGIFYNSGQNCTANSRVYVQSSIYDKFVEKFKETAKKEWDVAGKF-DPFDEKCIVGP 347 
29 PVTLELGGKSPNIFFEDVLAADDAFFDKALEGFAMFALNQGEVCTCPSRALIQESIYDRFMERALKRVAAIRQGH-----PLDTGTMIGA 342 
30 PVTLELGGKSPNIFFADVMDEEDAFFDKALEGFALFAFNQGEVCTCPSRALVQESlYERFMERAIRRVESIRSGN-----PLDSVTQMGA 378 
31 QVSLELGGKNAGIVFADCD-----MDKAIEGTLRSAFANCGQVCLGTERVYVERPIFDAFVARLKAGAEALKIGE-----PNDPEANFGP 329 
32 PVSFELGGKNAGIVFADCD-----LDKAIEGSMRSVFANGGQVCLGTERLYVERPIFDEFVARLKAGAESLVIGT-----PDDPQANFGP 329 
33 DISFELGGKNPAIVFADAD-----LDKAVEGLSRSVFLNTGQVCLGTERVYVERPIFDAFVARMAAAAQDFKPGV-----TGDR-AYLGP 327 
34 EVTMELGGKSPLIVFDDAD-----LDLAADIAMMANFFSSGQVCTNGTRVFVPAKCKAAFEQKlLARVERlRAGD-----VFDPQTNFGP 327 
35 PVTLELGGKSPLIIFSDCD-----MNNAVKGALMANFLTQGQVCCNGTRVFVQKEILDKFTEEVVKQTQRIKIGD-----PLLEDTRMGP 328 
36 PVTLELGGKSPIIVFEDVD-----IDQVVEWTMFGCFWTNGQICSATSRLLVHESlAAEFIDRLVKWTKNIKISD-----PFEEGCRLGP 335 
37 PVTLELGGKSPIVVFEDVD-----IDKVVEWTIFGCFWTNGQICSATSRLLVHESlAAEFVDKLVKWTKNIKISD-----PFEEGCRLGP 332 
38 PVTLELGGKSPVIMFEDID-----IETAVEWTLFGVFWTNGQICSATSRLLVHESlAAEFVDRMVKWTKNIKISD-----PFEEGCRLGP 337 
39 PVSLELGGKSPLVTFDDVAD----IDKAVEWPMLGCFFNGGQVCSATSRLLLHEKlAEPFLDRLVEWAKNIKISD-----PLEEGCRLGS 337 
40 KIALELGGKNPNIVFKDAD-----LEVAVDQALNAVFFHAGQVCSAGSRLLVEDAIHDQFLAELVKRAKRIKLGN-----GFHAETESGP 324 
41 PLQMELGGKDACIVLEDAD-----LDLVSANIVKGGFSySGQRCTAVKVVLlMESIADAVVQKVNAKLAKLKVGPPED------DSDITP 340 
42 PLQMELGGKDACIVLEDAD-----LDLVAANIIKGGFSySGQRCTAVKVVLVMESVADALVEKVKVKVAKLSVGPPED------DSDITP 338 
43 PIMLELGGKDSAIVLEDAD-----LELTAKNIIAGAFGySGQRCTAVKRVLVMESVADELVEKlREKVLALTIGNPED------DADITP 324 
44 RMALELGGNNPFAVLSDAD-----VDRAVDAAIFGKFIHQGQICMIINRIIVHQDVYDEFVEKFTARVKQLPyGDQTDP-----KTVVGP 328 
45 KPLLELGGNSAFIVLEDAD-----IEYAVNAAVFSRFTHQGQICMSANRVLVHSSIYDKFLELyQAKVESLKVGDPMDP-----DTIIGP 328 
46 KYQLEMGGKNPVIVAKDAD-----LDLAVEGTISGGLRSTGQKCTATSRVFIEREVYEPFKAKLLERVKQLKIGNGLDA-----ETWMGP 330 
47 KYQLEMGGKNPVIVADDAD-----LEAAAEAVITGAFRSTGQKCTATSRVIVQSGlYERFKEKLLQRTKDITIGDSLKE-----DVWMGP 330 
48 RVlAEMGGKDTVLVDKDAD-----LDLAASSIVYSAFGySGQKCSAGSRAVIHQDVYDEVVEKAVALTKTLTVGNPEDP-----DTYMGP 361 
49 RVIAEMGGKDTVVVDEDAD-----IELAAQSIFTSAFGFAGQKCSAGSRAVVHEKVYDQVLERVIEITESKVTAKPDSA-----DVYMGP 361 
50 RVQANMGAKNHGVVMPDAN-----KENTLNQLVGAAFGAAGQRCMALSTAILVG-EAKKWLPELVERAKKLRVNAGDQP-----GADLGP 359 
51 RVQANMGAKNHGVVMPDAN-----KENTLNQLVGAAFGAAGQRCMALSTAVLVG-EAKKWLPELVERAKNLRVNAGDQP-----GADLGP 357 
52 RVQSFAGAKNHMVIMPDAD-----KAQVISNLVGASVGAAGQRCMAISVAVLVG-AAREWIPEIRDALAKVRPGPWDDS-----GASYGP 322 
53 KTLLELSGNNAIIVMDDAD-----IQLAARSVLFAAVGTAGQRCTTCRRLLLHESVYDKVLEQLLTSYKQVKIGDPLEK-----GTLLGP 344 
54 KTLLELSGNNAIIVMDDAD-----ITLAVRSIFFAAVGTAGQRCTTCRRLYLHESVYANVLEQLTALYKQVKIGNPLEE-----GTLVGP 341 
55 RSLLELGGNNAIIAFEDAD-----LSLVVPSALFAAVGTAGQRCTTARRLFIHESIHDEVVNRLKKAyAQIRVGNPWDP-----NVLyGP 343 
56 -VSLELGGNAPFIVFDDAD-----LDKAVEGALASKFRNAGQTCVCANRLYVQDGVYDRFAEKLQQAVSKLHIGDGLDN-----GVTIGP 330 
57 -VSMELGGHAPLIVDEDAD-----IDLAVEQAMASKYRNAGQTCVCANRLIVHESIKDEFAAKLSEQVSKLKVGNGLEE-----GVNVGP 307 
58 PVTLELGGKSPCYVDKDCD-----LDVACRRIAWGKFMNSGQTCVAPDyILCDPSIQNQlVEKLKKSLKDFyGEDAKQSRD------yGR 284 
59 PVTLELGGKSPCYVDKNCD-----LDVACRRIAWGKFMNSGQTCVAPDyILCDPSIQNQlVEKLKKSLKEFyGEDAKKSRD------yGR 284 
60 PVTLELGGKSPCyIDRDCD-----LDVACRRITWGKYMNCGQTCIAPDyILCEASSQDQIVQKIKDTVKDFYGENVKASPD------yER 281 
61 PVTLELGGKNPCYVDDNCD-----PQTVANRVAWFRYFNAGQTCVAPDYVLCSPEMQERLLPALQSTITRFyGDDPQSSPN------LGR 284 
62 PVTLELGGKSPCIVHKDAD-----IQLAAKRIVFGKFTNAGQTCIAPDYLFVHEDIKTKLTEEMKRAlREFyGPQPERNPQ------yGK 285 
63 SVTLELGGKSPTIIDSEYD-----LMDAAKKIAVGKFVNAGQTCIAPDYLFIKKDVQDRFAGILQTVVNAGFMEDDHTPDR----SKFTQ 290 
64 SVTLELGGKSPTIIGPTAN-----LPKAARNIVWGKFSNNGQTCIAPDHVFVHRCIAQKFNEILVKEIVRVYGKDFAAQRRS---ADYCR 303 
65 KVTLELGGKSPMIVFIDAD-----LDWAVENAHFGVFFNQGQCCIAQSRITVHESIYDElVERDLEKAKKQVLGNP-----FESDTRYGP 372 
66 KVTLESGGKSTMAVFIQHD-----VTWAVENTQFGVFDRQGQCCIAQSGYTVHRSTLSQlVENNLEKDPSYVLHVD-----TESDIRG-P 363 
67 RVWLEAGGKSANIVFADCP----DLQQAASATAAGIFYNQGQVCIAGTRLLLEESIADEFLALLKQQAQNWQPGHP-----LDPATTMGT 343 
68 KYSMELGGKSPVLIFEDAD-----IERALDAALFTIFSINGERCTAGSRIFIQQSIYPEFVKFAER-ANRVRVGDP-----TDPNTQVGA 318 
69 KVCLELGGKAPAIVMDDAD-----LELAVKAIVDSRVINSGQVCNCAERVYVQKGIYDQFVNRLGEAMQAVQFGN----PAERNDIAMGP 327 
70 KITLELGGNDPLIVMDDAD-----IDSAVEAAVRGSYLYSGQVCIAVKRMIVHEDVADEFADKLVNITGSLRAGDP-----MDVRTDVGP 319 
71 KLVLELGSNSAIILHKDGN-----LEKAVEKTVQGGYAIAGQVCISVQRVFVHEDLYDEFIKRLKERVSKLKVGDP----MN-EDTDLGP 322 
72 KIALELGGVNPNIVLKDAD-----LNKAVNALIKGSFIYAGQVCISVGMILVDESIADKFI~GN-----PLDEKTDVGP 315 
73 RCLLELGGKSPLIVLDDAD-----IDAAVKAAVFGSFLFQGQICMSTERLIVDEKIADEFVAKFVEKTKRLSAGDP----CVTGDCIIGP 326 
74 KCVLELGGSDPFIVLNDAD-----LELAVKAAVAGRYQNTGQVCAAAKRFIIEEGIASAFTERFVAAAAALKMGD-----PRDEENALGP 317 
c .+:******++.++:.*+* : : .. *:: : .... : .. + .. : .. ** .. * .. + .. : + .... + .. +: : : +: +: : : .. : : : : : ........ + .... .. ........ .. ** 
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Purrnexes 

460 470 480 490 500 510 520 530 540 
QIDKEQYDKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GPWGNKG------YFVQPTVFSNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSLDDVIKRANNTF 
QIDKEQYDKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GPWGNKG------YFVQPTVFSNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSLDDVIKRANNTF 
QIDKEQYDKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GPWGNKG------YFIQPTVFSNVSDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSLDDVIKRANNTT 
QIDKEQYEKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GPWGNKG------YFIQPTVFSDVTDDMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSLDDVIKRANNTF 
QIDKEQHDKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GRWGNKG------FFVQPTVFSNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSIDDVIKRANNTT 
QIDKEQHDKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GRWGNKG------FFVQPTVFSNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSIDDVIKRANNTT 
QIDKEQHDKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GRWGNKG------FFVQPTVFSNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSVDDVIKRANNTT 
QIDKEQHAKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GRWGNKG------FFVQPTVFSNVTDEMRIAKEEIFGPVQQIMKFKSIDEVIKRANNTP 
QIDKEQFQKILDLIESGKKEG--AKLECGG-GPWGNKG------YFIQPTVFSNVTDDMRIAKEEIFGPVQQIMKFKTIDEVIKRANNTT 
QIDKKQYNKVLELIQSGVAEG--AKLECGG-KGLGRKG------FFIEPTVFSNVTDDMRIAKEEIFGPVQEILRFKTMDEVIERANNSD 
QIDQKQFDKILELIESGKKEG--AKLECGG-SAMEDKG------LFIKPTVFSEVTDNMRIAKEEIFGPVQPILKFKSIEEVIKRANSTD 
QVDETQFKKILGyIKSGQQEG--AKLLCGG-GAAADRG------YFIQPTVFGDVKDGMTIAKEEIFGPVMQILKFKTIEEVVGRANNSK 
QVDETQFKKILGyIKSGQQEG--AKLLCGG-GAAADRG------YFIQPTVFGDVKDGMTIAKEEIFGPVMQILKFKTIEEVVGRANDSK 
QVDETQFNKVLGyIKSGKEEG--AKLLCGG-GAAADRG------YFIQPTVFGDVQDGMTIAKEEIFGPVMQILKFKTIEEVVGRANNSK 
QVDETQFKKILGyINTGKQEG--AKLLCGG-GlAADRG------YFIQPTVFGDVQDGMTIAKEEIFGPVMQILKFKTIEEVVGRANNST 
QVDETQFKKVLGyIKSGKEEG--LKLLCGG-GAAADRG------YFIQPTVFGDLQDGMTIAKEEIFGPVMQILKFKSMEEVVGRANNSK 
QVDKEQFERVLGyIQLGQKEG--AKLLCGG-ERFGERG------FFIKPTVFGGVQDDMRIAKEEIFGPVQPLFKFKKIEEVVERANNTR 
QVDETQLKKILELIESGKTEG--AKLECGG-KRLGDKG------YFVEPTVFTDVTSSMRVAKEEIFGPVQLIFKFKDVDEVIERANDTS 
QIDEEQyTKVLDyIKSAQEQG--AKLKYGG-NKHGDKGG-----YYIEPTVFSEVSDNMKIAKEEIFGPVQLLMKFRDLDDVIDRCNNSD 
QVSQLQFDRIMGyIEEGKKSG--ATIETGG-NRKGDKG------YFIEPTIFSNVTEDMKIQQEEIFGPVCTISKFKTKADVIKIGNNTT 
QVSKVQFDRlMEyIQAGKDAG--ATVETGG-SRKGDKG------YFIEPTIFSNVTEDMKIVKEEIFGPVCSIAKFKTKEDAIKLGNAST 
QVSQLQFDRlMEYINHGKKAG--ATVATGG-DRHGNEG------YFIQPTVFTDVTSDMKIAQEEIFGPVVTIQKFKDVAEAIKIGNSTD 
QIDSKQFDKIMNYIRSGIDSG--ATLETGG-ERLGERG------YYIKPTVFSNVKDDMLIAQDEIFGPVQSILKFKDVDDVIRRANNSR 
QIDLKQFEKVMKYIKSGIESN--ATLECGG-DQIGDKG------YFIQPTVFSNVKDDMLIAQDEIFGPVQSILKFSDVDEVIKRANETK 
LVSKKQHERVLGyIEDGVKAG--ATVVTGG-KKIGDKG------YFVQPTIFSDVKEDMRICKEEIFGPVTCVMKYKDMDEVVKRANDSI 
LVSKEQHERVLSyIQKGKDEG--AKAVTGG-SCPFEAG------YFVAPTVFANVEDEMTIAKEEIFGPVLTAIPYETVDEVIERANHSE 
VISSTQYDRIKSyIERGKKEEKLDMFQTSE-FPIGGAKG-----YFIPPTIFTDVPETSKLLRDEIFGPVVVVSKFTNYDDALKLANDTC 
VISSTQYDRIKSyIERGKREEKLDMFQTSE-FPIGGAKG-----YFIPPTIFTDVPQTSKLLQDEIFGPVVVVSKFTNYDDALKLANDTC 
QASAEQLEKILSYIDLGRKEG--AQCLTGG-ERNVLDGD-LAGGYYVKPTVFAGH-NKMRIFQEEIFGPVVSVTTFKDEEEALAIANDTL 
QVSHGQLETILNYIDIGKKEG--ADVLTGG-RRKLLEGE-LKDGYYLEPTILFGQ-NNMRVFQEEIFGPVLAVTTFKTMEEALELANDTQ 
LISHKPREKVPSYYQQAVDDG--ATVVTGG-GVPEMPAH-LAGGAWVQPTIWTGLADDSAVVTEEIFGPCCHIRPFDSEEEAIELANSLP 
LISLQHREKVLSYYQKAVDEG--ATVVTGG-GVPEMPAE-LAGGAWVQPTIWTGLADGAAVVTEEIFGPCCHIRPFDREEEAVELANSLP 
LISAEHREKVLAYYPRAVEDG--PTVFTGG-GVPEISGA-ETGGFFVEPTLWIDVAHGDTVMREEIFGPCCDILPFDSEDEVIALANDTV 
LVSFPHRDNVLRYIAKGKEEG--ARVLCGG-DVLKGDG--FDNGAWVAPTVFTDCSDDMTIVREEIFGPVMSILTYESEDEVIRRANDTD 
LINRPHLERVLGFVKVAKEQG--AKVLCGG-DIYVPEDPKLKDGYYMRPCVLTNCRDDMTCVKEEIFGPVMSILSFDTEAEVLERANDTT 
VISKGQYDKIMKFISTAKSEG--ATILCGG-SRPE--HLKKG--YFIEPTIISDISTSMQIWREEVFGPVLCVKTFSSEDEALELANDTE 
VISKGQYDKIMKFISTAKSEG--ATILYGG-SRPE--HLKKG--YYIEPTIVTDISTSMQIWKEEVFGPVLCVKTFSSEDEAIALANDTE 
VISKGQYDKIMKFISTAKSEG--ATILCGG-SRPE--HLKKG--YYIEPTIITDITTSMQIWKEEVFGPVICVKTFKTEDEAIELANDTE 
VISKGQYEQIKKFISTARSEG--ATILHGG-DRPK--HLGKG--FFIEPTINTGVSTSMQIWREEVFGPVICVKVFKTESEAVELANDTH 
LISAEHRAKVEKYVEIGIEEG--AKLETGG-KRPEDPELQNG--FFYEPTIFSNCNSDMRIVQEEVFGPVLTVETFSSEEEVIELANDTI 
VVTESSANFIEGLVMDAKEKG--ATFCQEY-RR---------EGNLIWPLLLDHVRPDMRIAWEEPFGPVLPVIRINSVEEGIHHCNASN 
VVSESSANFIEGLVNDAKEKG--ATFCQEY-KR---------EGNLIWPLLLDNVRPDMRIAWEEPFGPVLPVIRINSVEEGIHHCNASN 
LIDTKSADYVEGLINDANDKG--ATALTEI-KR---------EGNLICPILFDKVTTDMRLAWEEPFGPVLPIIRVTSVEEAIEISNKSE 
LlNERQIEKALEIIEQAKTDG--IELAVEG-KR---------VGNVLTPYVFVGADNNSKIAQTELFAPIATlIKAGSDQEAIDMANDTE 
LINSRQTDGLMKTVEQAIEEG--AVPVKLG-GF---------NGTlVEPTILKDVKPFMSIAKEELFGPVVSFMKFDSEDEAVDIANETP 
CASESQFHTVLSYIEKGKSEG--AKLIYGG-NRCLEGEL--ANGFFVEPTIFEDVDLQMTIAREEIFGPVLALIQVDSIEEAIKLANDTE 
IASKNQLDNCLSYIEKGKQEG--ASLLIGG-EKLENGKY--QNGYYVQPAIFDNVTSEMTIAQEEIFGPVIALIKVDSIEEALNIANDVK 
VIHEASYNKVMKYIEIGKSEG--KLLAGG------EGDD--SKGYFIQPTIFADVDENARLMQEEIFGPVVAICKARDFDHMLEIANNTE 
VIDQGSYDKIMSYIEIGKQEG--RLVSGG------TGDD--SKGYFIKPTIFADLDPKARLMQEEIFGPVVAFCKVSDFDEALEVANNTE 
LITPQAKERVCNLIDSGTKEG--ASILLDG-RSIKVKGY--ENGNFVGPTIISNVKPNMTCYKEEIFGPVLVVLETDTLDEAIKIVNDNP 
LITPQAKERVCNLIDSGAKEG--ASILLDG-RKIKVKGY--ENGNFVGPTIISNVKPSMTCYKEEIFGPVLVVLETETLDEAIKIVNDNP 
VINPQAKARIERLIGQGVEEG--AQLLLDG-RGYKVEGY--PDGNWVGPTLFAGVRPDMAIYREEVFGPVLCLAEVDSLEQAIRLlNESP 
LHTPESKKNFEKGIEVIKSQG--GKVLTGG-KAVEGE------GNFVEPTIIEIS-SDAAVVKEELFAPVLYALKFKTFEEAVAINNSVP 
LHTRSAVENFKNGISAIKSQG--GKIVTGG-SVLESE------GNFVVPTlVEIS-ADAAVVKEELFAPVLYVMKFKDLEEAIALNNSVP 
LHTKQAVSMFLGAVEEAKKEG--GTVVYGG-KVMDRP------GNYVEPTIVTGLGHDASIAHTETFAPILYVFKFKNEEEVFAWNNEVK 
LIDEKAVAKVEEHIADALEKG--ARVVCGG-----KAHE--RGGNFFQPTILVDVPANAKVSKEETFGPLAPLFRFKDEADVIAQANDTE 
IINKRGFEKIVSQIDDAVEKG--AKVIAGG-TY-DRNDD--KGCYFVNPTVLTDVDTSMNIMHEETFGPVAPIVTFSDIDEAIQLANDTP 
IINDRHFQRVKGLID-----NQKVAHGGTW-DQS-S--------RYIAPTILVDVDPQSPVMQEEIFGPVMPIVCVRSLEEAIQFINQRE 
IISARHFQRVMGLIE-----GQKVAYGGTG-DAA-T--------RYIAPTILTDVDPQSPVMQEEIFGPVLPIVCVRSLEEAIQFINQRE 
IINLRHFKRIKSLLE-----GQKIAFGGET-DEA-T--------RYIAPTILTDVDPNSKVMQEEIFGPILPIVSVKNVEEAINFINDRE 
IINQKQFQRLRALLG-----CGRVAIGGQS-DES-D--------RYIAPTVLVDVQEMEPVMQEEIFGPILPIVNVQSLDEAIEFINRRE 
IVSERHYQRLLSFLN-----DGIPLTGGQS-DPN-H--------HKIAPTILEQVRDDSPVMQEEIFGPILPLFTYRNIGEVIEKVQSRP 
IVNDRNFNRVKDLFDDAIERGAEVVFGGVF-DAS-D--------RTISPTVLKNVTPDMKIMQEEIFASILPMMNYEDIDEVIDYVNDRD 
IVNDQHFNRINKLLTDAKAKGAKILQGGQV-DAT-E--------RLVVPTVLSNVTAAMDINHEEIFGPLLPIIEYDDIDSVIKRVNDGD 
QILKIEFDSIPRLINSAKAEG--AKVLCGG-GRDDSCV-----GYYIQPTVFADVTDEMRIAKEEIFGPVITISRFKSVDEAIKRVDNTK 
FILKIHFESIPRRINSAKAEN--SKVLCGG-PREN--------SVYLYPTLSATLTDECRIMKEEVFAPIITILCVKTVDEAIQRGNNSK 
LIDCAHADSVHSFlREGESKG---QLLLDG-RNAG-------LAAAIGPTIFVDVDPNASLSREEIFGPVLVVTRFTSEEQALQLANDSQ 
LISQQHWEKVSGYIRLGIEEG--ATLLAGGPDKPSDLPAHLKGGNFLRPTVLADVDNRMRVAQEEIFGPVACLLPFKDEAEALRLANDVE 
LlNAAALERVEQKVARAVEEG--ARVAFGGKAVEGK-------GyyyPPTLLLDVRQEMSIMHEETFGPVLPVVAFDTLEDAISMANDSD 
LlNEDAAIEVERVIGAAVEDG--AELLCGGSRR----------GNFVEPTVLDHVVPGMEVIERETFGPVSPIIRFNGADEAIRIANGTC 
MIAPSELERIQEWISEAVQKG--AKlEAGGLRCAEDET-------IFSPTIVSLVPEDSKLFKEEAFAPVVAVNPYKDIEEAIRWVNSSD 
LISVEHAEWVEKVVEKAIDEG--GKLLLGGKR---DK-------ALFYPTILEVD-RDNILCKTETFAPVIPIIRTNE-EEMIDIANSTE 
MVSPNSGERINGLFKDAIDKG--AKVVCGGLAQG----------ALMPATILDHVKSDMRIYDEETFGPITVVIRCKGEAEAVRIANDSV 
MARFDLRDELHHQVEKTLAQG--ARLLLGGEKMAGAG-------NYYPPTVLANVTPEMTAFREEMFGPVAAITIAKDAEHALELANDSE 
a+ •.• : •• ::: .. + .. ::.:* +:: ... +* ..... : .:::.**::.:+ ... +.+::*E+**** .. :.:+: .. :+:+ .. +*::. 
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Annexes 209 

550 560 570 580 590 600 610 620 630 
1 YGLSAGVFTKDIDKAITISSALQAGTVWVN---CYGVVSAQCPFGGFKMSGNGRELGEYGFHEYTEVKTVTVKISQKNS----------- 501 
2 YGLSAGVFTKDIDKAITISSALQAGTVWVN---CYGVVSAQCPFGGFKMSGNGRELGEYGFHEYTEVKTVTVKISQKNS----------- 501 
3 YGLFAGSFTKDLDKAITVSAALQAGTVWVN---CYGVVSAQCPFGGFKMSGNGREMGEYGFHEYTEVKTVTVKISQKNS----------- 500 
4 YGLSAGIFTNDIDKAITVSSALQSGTVWVN---CYSVVSAQCPFGGFKMSGNGRELGEYGFHEYTEVKTVTIKISQKNS----------- 501 
5 YGLAAGVFTKDLDRAITVSSALQAGVVWVN---CYMILSAQCPFGGFKMSGNGRELGEHGLYEYTELKTVAMKISQKNS----------- 501 
6 YGLAAGVFTKDLDRAITVSSALQAGVVWVN---CYMILSAQCPFGGFKMSGNGRELGEHGLYEYTELKTVAMKISQKNS----------- 501 
7 YGLAAGLFTKDLDKAITVSSALQAGVVWVN---CYIMLSAQCPFGGFKMSGNGRELGEHGLYEYTELKTVAMKISQKNS----------- 501 
8 YGLAAGVFTKDLDRAITVSSALQAGTVWVN---CYLTLSVQCPFGGFKMSGNGREMGEQGVYEYTELKTVAMKISQKNS----------- 501 
9 YGLAAAVFTKDIDKALTFASALQAGTVWVN---CYSAFSAQCPFGGFKMSGNGRELGEYGLQEYTEVKTVTIKIPQKNS----------- 509 

10 FGLVAAVFTNDINKALMVSSAMQAGTVWIN---CYNALNAQSPFGGFKMSGNGREMGEFGLREYSEVKTVTVKIPQKNS----------- 499 
11 YGLTAAVFTKNLDKALKLASALESGTVWIN---CYNALYAQAPFGGFKMSGNGRELGEYALAEYTEVKTVTIKLGDKNP----------- 512 
12 YGLAAAVFTKDLDKANYLSQALQAGTVWIN---CYDVFGAQSPFGGYKMSGSGRELGEYGLQAYTEVKTVTVKVPQKNS----------- 519 
13 YGLAAAVFTKDLDKANYLSQALQAGTVWIN---CYDVFGAQSPFGGYKMSGSGRELGEYGLQAYTEVKTVTVKVPQKNS----------- 519 
14 YGLAAAVFTKDLDKANYLSQALQAGTVWIN---CYDVFGAQSPFGGYKMSGNGRELGEYGLQAYTEVKTVTIKVPQKNS----------- 500 
15 YGLAAAVFTKDLDKANYLSQALQAGTVWVN---CYDVFGAQSPFGGYKMSGSGRELGEYGLQAYTEVKTVTVKVPQKNS----------- 517 
16 YGLAAAVFTKDLDKANYLSQALQAGTVWVN---CYDVFGAQSPFGGYKLSGSGRELGEYGLQAYTEVKTVTVRVPQKNS----------- 520 
17 YGLAAAVFTRDLDKAMYFTQALQAGTVWVN---TYNIVTCHTPFGGFKESGNGRELGEDGLKAYTEVKTVTIKVPQKNS----------- 517 
18 YGLAAAVFTKNIDTALKVANSLEAGTVWVN---TYNHFAFQAPFGGYKMSGQGREFGHYGLEAFLEVKTVYVRTPTKL------------ 497 
19 YGMAAAIFTNDINRIMTFTNAVNTGTIWVN---TFHHWFPQAPFGGFKTSGISREMGKYALREYTEVKSVIYRIPQKDS----------- 496 
20 YGLSAAVHTSNLTTAIEVANALRAGTVWVN---SYNTLHWQLPFGGYKESGIGRELGEAALDNYIQTKTVSIRLGDVLFG---------- 495 
21 YGLAAAVHTKNLNTAIEVSNALKAGTVWVN---TYNTLHHQMPFGGYKESGIGRELGEDALANYTQTKTVSIRLGDALFG---------- 496 
22 YGLAAAVHTKNVNTAIRVSNALKAGTVWIN---NYNMISYQAPFGGFKQSGLGRELGSYALENYTQIKTVHYRLGDALFA---------- 497 
23 YGLAAGVFTQNIDTANTLTRALRVGTVWVN---CFDTFDATIPFGGYKMSGHGREKGEYSLKNYLQVKAVVTPLKNPAWL---------- 542 
24 YGLAAGVFTKNLDTANRVSRALKAGTVWVN---CFDVFDAAIPFGGYKMSGNGREKGIYSLNNYLQlKAVVTALNKPAWI---------- 538 
25 YGLAAGICTRSMDTALRYSTYLNAGTVWVN---TWNNFCPSMPFGGFKQSGIGRELGKEVVDMYTEPKAIHFASRSIVKP---------- 498 
26 YGLAAGLWTENVKQAHYIADRLQAGTVWVN---CYNVFDAASPFGGYKQSGLGREMGSYALDNYTEVKSVWVNLED-------------- 495 
27 YGLASAVFTKDVKKAHMFARDlKAGTVWIN---QTNQEEAKVPFGGFKMSGIGRESGDTGVDNYLQIKSVHVDLSLDK------------ 506 
28 YGLASAVFTKDVKKAHMFARDlKAGTVWIN---QSNDEDVTVPFGGFKMSGIGRELGDNVVDTYLQTKSVHMDLSLDN------------ 506 
29 YGLGAGVWTRDGARAFRMGRGIQAGRVWTN---CYHAYPAHAAFGGYKQSGIGRENHRMMLDHYQQTKNLLVSYSPNALGFF-------- 506 
30 YGLGAGVWSRNGNLAYKMGRGIQAGRVWTN---CYHAYPAHAAFGGYKQSGIGRETHKMMLEHYQQTKCLLVSYSDKPLGLF-------- 542 
31 YGLASAIWTENVRRAHRVAGQlEAGIVWVN---SWFLRDLRTAFGGSKQSGIGREGGVHSLEFYTELKNICVKL---------------- 486 
32 -~GLAATIWTENTSRAHRVAGQLEAGIVWVN---SWFLRDLRTAFGGSKQSGIGREGGVHSLEFYTELKNICVKL---------------- 486 
33 YGLCASVWTENLSRGHRVAAAMEVGVCWVN---SWFLRDLRTAFGGSGHSGIGREGGVHSLEFYTEITNICVKL---------------- 484 
34 YGLAAGIVTADLNRAHRVIHQLEAGICWIN---TWGESPAEMPVGGYKHSGIGRENGVMTLQSYTQVKSIQVEMAKFQSIF--------- 490 
35 FGLAAGVFTRDIQRAHRVVAELQAGTCFI~-~-NYNVSPVELPFGGYKKSGFGRENGRVTIEYYSQLKTVCVEMGDVESAF--------- 493 
36 YGLASAVFSKDLERCERVSKLLESGAVWVN---CSQPCFVHAPWGGIKRSGFGRELGEWGIENYLNIKQVTSDISNEPWGWYKSP----- 500 
37 YGLAAAVFSNDLERCERITKALEVGAVWVN---CSQPCFVQAPWGGIKRSGFGRELGEWGIQNYLNIKQVTQDISDEPWGWYKSP----- 497 
38 YGLAGAVFSKDLERCERVTKALEVGAVWVN---CSQPCFVHAPWGGVKRSGFGRELGEWGIENYLNIKQVTSDISDEPWGWYKSP----- 502 
39 YGLAGGVISDDLERCERIAKVIHSGIVWKN---CSQPTLVQAPWGGNKRSGFGRELGEWGLENYLSVKQVTRYCKDELYGWYQRPSKL-- 505 
40 YGLAGAVWSKDIEKCERVAARLRMGTVWIN---DFHPYFAQAPWGGYKQSGFGRELGKIGLEEYTEVKHVYRNTKPAAVNWFNS------ 490 
41 FGLQGCIFTRDINKAILISDAMETGTVQIN--SAPARGPDHFSFQGLKDSGIGSQGITNSINMMTKVKSTVINLPSPSYTMG-------- 498 
42 FGLQGCVFTKDINKAIMISDAMESGTVQIN--SAPARGPDHFSFQGIKDSGIGSQGITNSINMMTKVKTTVINLPSPSYTMG-------- 496 
43 YGLQASIFTNDFPRAFGlAEQLEVGTVHIN--NKTQRGTDNFPFLGAKKSGAGIQGVKYSlEAMTTVKSVVFDIK--------------- 475 
44 YGLSSAVFTSDLEKGEKFALQIDSGMTHVN--DQSVNDSPNIAFGGNKASGVGRFGNPWVVEEFTVTKWISIQKQYRKYPF--------- 485 
45 FGLSGAVHTSNLERGVAFAKRIETGMIHVN--DTTINDEPNVAFGGEKQSGLGRLNGEWSLEEFTTLKWISVQHEKRSFPY--------- 485 
46 YGLSASIYTKNIGNALEFIKDlEAGLIKVN-AETAGVEFQAPFGGMKQSSSHSREQGQAAIEFFTSIKTVFVKA---------------- 488 
47 FGLSASIFTENIGRMLSFIDEIDAGLVRIN-AESAGVELQAPFGGMKQSSSHSREQGEAAKDFFTAIKTVFVKP---------------- 488 
48 YGLTGALLTKNRAHIERAREDFHVGNLYFNRGCTGAIVGYQPFGGFNMSGTDSKAGGPDYLILHMQAKTTSEAF---------------- 515 
49 YGLTGAVITNNRKHIERAKQEFHVGNLYFNRNCTGAIVGYHPFGGFKMSGTDSKAGGPDYLALHMQAKTISEMF---------------- 515 
50 YGNGTAIFTTNGATARKYSHLVDVGQVGVNVPI PVPLPMFSFTGSRASFRGDTNFYGKQGIQFYTQLKTI TSQWKEED ASLSSPAVVMPT 534 
51 YGNGTAIFTTNGAIARKYAHMVDVGQVGVNVPIPVPLPMFSFTGSRSSFRGDTNFYGKQGIQFYTQLKTITSQWKEEDATLSSPAVVMPT 532 
52 YGNGTSIFTSSGAAARTFQHHIEVGQVGINIPIPVPLPFFSFTGWKGSFYGDLHAYGKQGVRFYTETKTVTARWFDSDSVAGTNFSIQMR 497 
53 QGLSSSIFTRSPDNIFKWIGPMGSDCGIVNVNIPTNGAEIGGAFGGEKATGGGREAGSDSWKQYMRRSTW-------------------- 494 
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R ' , , esume 

La structure de l'ALDH de Streptococcus mutans, enzyme tétramérique de 2()O'fba:, 
peut être décrite comme un dimère 'de dimère présentant une symétrie non cristallogia:phiqu~ , 

-) 

222. Le monomère de l'e~yme se divise en trois domaines: le domaine de f~<l;tiOii<dui 
cofacteur (qui contient le domaine de Rossmann), le domaine catalytique et un petit çl6mainej 
d'oligomérisation. Les deux premiers domaines sont composés de brins 13 et d'héliceS:cXajors' j 
que le troisième domaine est un feuillet 13 mixte. L'apoenzyme est en interactioIl"avèc',< ',l 

, plusieurs ions sulfate dont cer:runs ~e~t les groupements phosphate du NAI?E;;'#t~,.f1Wd.!::,;i:<J 
substrat, le D-G3P. La comparaIson de differentes structures d'ALDH (ALDH2, 4D~,;,eL,:t'ç(i 
ALDH9) montre un positionnement des domaines différents entre les ALDH. Ce phç~oÎl1.èp,é::;:"i 
est probablement dû à une orientation différente du domaine d' oligomérisation pD.t±~:jê~:::' '(1 
ALDH tétramériques et les ALDH dimériques. L'analyse des alignements de séquenç.e~~t(I~s;.: 
comparaisons de structures ont permis de proposer un rôle de déterminant çiè,: Vé#!fi,'·" "i 

OligO~i:d: ~=:~:\=.!~yme a pennis de mettre en éviden~ le nouvI~~i:~tJ;;(, il 
de fixation du NADP au domaine de Rossmann (i.e. non perpendiculaire au plan du ièlîITlèt' f <"j 

parallèle) et les facteurs moléculaires majeurs responsables de la spécificité de cofacteur. La 
spécificité de cofacteur pour le NADP est due en partie à la présence d'une thréonine ou 
d'une sérine pour ce type d'ALDH. Ces résidus sont mutés en proline ou en glutamate chez 
les ALDH NAD-dépendantes. Ainsi la spécificité de cofacteur serait due à l'absence de 
charge et de contrainte stérique à proximité du 2'-phosphate du NADP. La comparaison 
structurale de l'apoenzyme et de l'holoenzyme montre deux changements locaux de 
conformation dus à la fIxation du NADP et non observés dans les structures d'ALDHs. NAD­
dépendantes. Un premier se produit au niveau de la boucle qui connecte le deuxième brin ~ du 
domaine de Rossmann à la seconde hélice a.' de ce domaine. Le second est la rotation de la 
chaîne latérale de la cystéine 284. Cette rotation positionne son groupement sulphydrile à 

. _ proximité des dipôles de la chaîne principale et l'oriente vers le site catalytique. Ce 
changément serait à l'origine de la baisse de son pKa et de 'son changement d'accessibilité 
nécessaires à l'éta.pe d'acylation. Au cours de l'acte catalytique, différents intermédiaires 
réactionnels sont formés et stabilisés par l'environnement protéique. L'étude d'une seconde 
structure d'apoenzyme a révélé la présence d'un second ion sulfate dans le site catalytique en 
interaction avec la fonction amide de l'asparagine conservée Asn154 et avec le groupement 
NH de Cys284. Cette interaction est également observée avec la fonction aldéhydique du 
substrat dans la structure du complexe C284S-NADP-G3P suggérant la présence d'un site 
oxyanion stabilisant différents intermédiaires réactionnels. Dans cette structure, le glutamate 
Glu250 se situe à 3 Â de Ser284 au lieu de 7 Â (observé dans les structures de l'holoenzyme 
et de l'apoenzyme de type sauvage) ou de 3,4 Â (structure de la seconde apoenzyme). La 
rotation de la chaîne latérale de Glu250 entraîne la perte du pont salin avec Arg437 et 
positionne son groupement carboxylate dans un environnement hydrophobe. Ces deux 
phénomènes sont probablement à l'origine de la valeur de 'pKa de 7,6 attribuée à Glu250. 

La comparaison des. différentes structures d'ALDH a permis de mettre en évidence la 
flexjbilité du NAD(p) en plus de celle de Glu250. Les diff,érentes positions et conformations 
observées pour le cofacteur chez les ALDH résultent probablement de son mode particulier de 
fIxation au domaine de Rossmann et du faible nombre d'interactions qu'ils échangent. Le . 
mode de fIxation serait dû à la longueur de la première boucle du domaine de Rossmann 
conservée chez les ALDH et dont l'orientation serait contrainte par la présence d'une proline 
conservée. La flexibilité du cofacteur et du glutamate suggèrent leurs mouvements au cours 
de l'acte catalytique. 
Mots clé: ALDH, structure cristalline, remplacement moléculaire, spécificité de cofacteur, 
mécanisme catalytique, mutant, apoenzyme, holoenzyme. 
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