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Avant-propos

Les ALDH non-phosphorylantes a cofacteur NAD(P), coenzyme A (CoA) ou non
dépendantes. appartiennent a la méme famille structurale. Elles interviennent a divers niveaux
du métabolisme et dans des processus de détoxication. Elles reconnaissent des substrats
aldéhydiques de nature variée. Ces enzymes présentent un mécanisme de catalyse a deux
¢tapes, une ¢étape d’oxydoréduction conduisant a la formation d'un intermédiaire
thioacylenzyme et de NAD(P)H suivie d’une étape de désacylation par une molécule d’eau ou
de transthioestérification par le CoA. La bonne efficacité enzymatique des ALDH non-
phosphorylantes CoA ou non dépendante a pH 7 implique un environnement protéique adapté
pour 1) diminuer le pK, de la cystéine catalytique, 2) rendre le transfert d hydrure efficace. 3)
stabiliser la formation des intermédiaires formés et, 4) activer la molécule d'eau impliquée
dans la désacylation ou le CoA lors de la transthioestérification. Le mécanisme catalytique
détaillé pour une ALDH non-phosphorylante non CoA dépendante a déja été mis en évidence
au laboratoire par Stéphane Marchal sur une glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
non-phosphorylante.

C'est dans ce contexte que nous nous sommes intéressés a la caractérisation d’une
ALDH non-phosphorylante CoA dépendante d’origine bactérienne. la méthylmalonate
semialdéhyde déshydrogénase (MSDH) de Bacillus subtilis. Cette enzyme est décrite étre
impliquée dans les voies du métabolisme de la valine et des pyrimidines.

Mon projet de recherche avait pour objectif de déterminer les propriétés enzymatiques
de la MSDH de B. subtilis en vue de caractériser dans un premier temps 1) le mode
d’activation de la cystéine essentielle. 2) la nature de I’étape limitante de la réaction. Le
second aspect du projet concernait la caractérisation des facteurs structuraux et moléculaires
responsables de la reconnaissance du substrat au niveau de son carboxylate et impliqués dans
sa J—décarboxylation et de I"évolution du site de transthioestérification.

Mon mémoire commencera par une introduction décrivant les propriétés générales des
ALDH tant au niveau biochimique que structural. La partie résultat est présentée en deux
grands chapitres. Le premier est consacré a I'étude des propriétés cinétiques de I'enzyme
sauvage. Le deuxiéme chapitre est consacré a I'étude de la spécificité structurale de la MSDH
en vue de caractériser les facteurs structuraux et moléculaires responsables de la spécificité de
substrat et de I'évolution du site de transthioestérification. Ce chapitre Résultats est suivi

d’une partie Discussion et Perspectives et d'une partie Matériels et Méthodes.



INTRODUCTION



Introduction

Les aldéhydes sont des composés ubiquitaires impliqués dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques. Les sources d’aldéhydes peuvent étre endogénes ou
exogénes. De part le caractere trés électrophile de la fonction carbonyle, les aldéhydes sont
trés reactifs. Ils peuvent ainsi former des adduits covalents intra ou inter-moléculaires avec
des biomolécules telles que les protéines, 'ADN ou les phospholipides ou former des

intermédiaires réactionnels essentiels au métabolisme cellulaire.

1. Les aldéhydes : des composés aux effets biologiques antagonistes

1.1. Importance des aldéhydes in vive

Les aldéhydes jouent souvent un role d'intermédiaires essentiels tant dans des processus
anaboliques que cataboliques. L'aspartate [3-semialdéhyde. impliqué dans la biosynthese
d'acides aminés. le rétinal, métabolite de la vitamine A et source d'acide rétinoique, le y-
aminobutyraldéhyde. un précurseur du neurotransmetteur acide y-aminobutyrique (GABA),
sont autant d'exemples d'aldéhydes intervenant dans l'anabolisme. Le glycéraldéhyde 3-
phosphate (G3P), métabolite de la glycolyse, le succinate semialdéhyde, produit de la
dégradation du GABA. la bétaine aldéhyde issue du catabolisme de la choline appartiennent
aux voies de dégradation du métabolisme. Par la suite, quelques exemples représentatifs sont

développés sans que la liste en soit exhaustive.

1.1.1. Role central du rétinaldéhyde dans le mécanisme de la vision, dans les
phénomenes d’embryogenése et de différenciation cellulaire

Les rétinoides (le rétinol ou vitamine A et ses métabolites) sont des molécules
indispensables dans le regne animal car elles interviennent dans de nombreux processus
biologiques comme la vision, ['embryogenése, la reproduction, la croissance et la
différenciation cellulaire. Parmi ces rétinoides, le rétinaldéhyde ou rétinal occupe une position
centrale dans le métabolisme de la vitamine A. Il peut étre obtenu d’une part, par oxydation
enzymatique du rétinol au niveau des entérocytes ou des kératinocytes (Kurlandsky er al..
1996) et dautre part, par le clivage du [3-caroténe par la 3-3 caroténe 15,15" monooxygénase
(EC 1.14.99.36) (Leuenberger et al., 2001) qui se produit principalement dans les cellules de
la muqueuse intestinale et conduit a la formation de 2 molécules de rétinal. Le rétinal pourra

ensuite étre réduit de fagon réversible en rétinol (vitamine A) par une alcool déshydrogénase,
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ou oxydé irréversiblement en acide rétinoique (RA) par une rétinal déshydrogénase (Figure

).

tout-trans rétinol

alcool déshydrogénase

CHO
— signal visuel
tout-trans rétinaldéhvde

11-cis rétinaldéhyde cHo aldéhyde déshydrogénase

isomérisation
dans I'épithélium pigmentaire
de la rétine

e e o signal
BEoH transcriptionnel

tout-trans acide rétinoique

Figure 1 : Métabolisme de la vitamine A au niveau de I’ceil : implication dans la vision et
le contréle transcriptionnel (d*apreés Driger ef al., 1998).

La conversion du rétinol en rétinaldéhyde est réversible, mais la conversion du rétinaldéhyde
en RA est irréversible. L’isomérisation du I1-cis rétinaldéhyde en forme tout-trans initie la
cascade de transduction du signal visuel. Pendant que le 11-cis rétinaldéhyde est régénéré
dans I’épithélium pigmentaire de la rétine, une partie du tout-trans rétinaldéhyde, relargué par
la rhodopsine, est converti en RA qui est un activateur transcriptionnel.

Le rétinal et ses isomeres sont directement impliqués dans le mécanisme de la vision.
Au niveau de la rétine, les segments externes des photorécepteurs (cones et batonnets)
entourés par les villosités de ['épithélium pigmentaire renferment des disques contenant le
pigment visuel : la rhodopsine, composée d’une protéine. I'opsine, liée par une base de Schiff
au chromophore le 11-cis-rétinal. Lorsque les molécules de rhodopsine sont exposces a une
excitation lumineuse, le 1l-cis-rétinal s’isomérise en tout-trans-rétinal qui induit des
changements conformationnels de I'opsine pour générer le photoproduit actif appelé
métarhodopsin 11 (Saari et al., 2001). Ce dernier aboutit a la libération d'un messager qui
modifie la polarisation de la membrane plasmatique donnant ainsi naissance a I'influx
nerveux qui va cheminer le long des voies optiques jusqu’au cortex occipital (Filipek et al.,
2003). La liaison opsine — tout-trans-rétinal est ensuite hydrolysée pour permettre la

régénération du 1 1-cis-rétinal selon un processus complexe appelé cycle visuel (Figure 2).

ro
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1 1-cis- I 1-¢is-
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'Rc’:lina!é| Rétinal » Rétinal

RDH
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Figure 2 : Représentation schématique du cycle visuel (d’aprés Nawrot ez al., 2004).
Dans un premier temps, le tout-trans-rétinal est réduit en tout-trans-rétinol par une rétinol
déshydrogénase localisée au niveau du segment externe du photorécepteur. Ce dernier diffuse
ensuite vers 1'épithélium pigmentaire sous forme complexée avec une protéine spécifique
IRBP (« interphotoreceptor retinoid-binding protein »). Il est ensuite séquentiellement
estérifié par la « lecithin-retinal acyl transferase » (LRAT) puis converti en | I-cis-rétinol par
une isomérohydrolase. Enfin, I'oxydation en 1 1-cis-rétinal implique une ou plusieurs « short
chain dehydrogenase-reductases » (RDH 4/5, RDH 11). Le 11-cis-rétinal diffuse alors vers le
photorécepteur sous une forme complexée avec une protéine spécifique la CRALBP
(« cellular retinaldehyde-binding protein ») ot sa réassociation avec l'opsine permet de
reformer la rhodopsine.

Le RA en particulier les isoméres tout-trans-RA et 9-cis-RA, sont impliqués dans la
régulation de I'expression de génes essentiels au développement des organismes vertébrés
(Napoli, 1999). Au cours de I'embryogenese, il agit en tant que signal hormonal contrdlant de
nombreux aspects de la morphogenese et de I'organogenése. Dans I"organisme mature, le RA
contréle la différenciation des cellules épithéliales au cours du processus de remplacement des
cellules mortes. 1l permet ainsi de prévenir le phénoméne de carcinogenese (Duester ef al.,
2003). Les effets du RA sont transduits par sa liaison a des récepteurs nucléaires spécifiques,
appartenant a deux sous-familles distinctes de la superfamille des récepteurs d’hormones
stéroidiennes : les RAR (« retinoic acid receptor ») et les RXR (« retinoid X receptor »). Ces

récepteurs, activés par la liaison du RA, interagissent sous forme d’homodiméres (RAR/RAR)
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ou d hétérodimeres (RAR/RXR) avec des éléments régulateurs spécifiques des genes cibles.
les RARE (« RA response elements »). De plus, le potentiel thérapeutique des rétinoides
semble étre important car ils sont utilisés dans le traitement de maladies cutanées comme
["acné (Peck et DiGiovanna, 1994), dans le traitement du diabéte (Napoli, 1999) ainsi que
dans le traitement et la prévention de nombreux types de cancers (Altucci et Gronemeyer.
2001). Cependant, le développement de ces traitements est limité notamment par le fait que le
RA présente une toxicité élevée de par ses effets tératogenes et peut conduire a un syndrome

de toxicité aigiie (Larson et Tallman, 2003).

1.1.2. Le succinate semialdéhyde : un intermédiaire clé dans le métabolisme de
I’acide y-aminobutyrique et du neurotransmetteur dopamine

LLe GABA. principal neurotransmetteur inhibiteur du systéme nerveux central. est
produit principalement a partir du glutamate par la glutamate décarboxylase. Il est ensuite
métabolisé au niveau des mitochondries par la GABA transaminase pour former le succinate
semialdéhyde qui constitue un carrefour métabolique important. En effet, ce dernier peut étre
métabolisé en succinate par la succinate semialdéhyde déshydrogénase (SSADH) pour
intégrer le cycle de Krebs ou étre converti en y-hydroxybutyrate (GHB) par une succinate

semialdéhyde réductase spécifique (Fait et al., 2005 : Figure 3).

Glutamine
L-glutaminase Homocamosine
Glutamate
Glutamate décarboxylase Cco,
GABA Histidine
GABA transaminase ‘Il

Succinate semialdéhyde

SSA réductase

Tyr—= DA — HVA
5-HIAA

Figure 3 : Métabolisme de I’acide y-aminobutyrique (d’aprés Gibson et al., 2003)
L.’accumulation de GHB augmente le taux de renouvellement de la dopamine et de la
sérotonine (5-HT ou S-hydroxytryptamine), qui sont transformés en acides homovanillique
(5-HVA) et 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA) respectivement. Abréviations: TCA, acide
tricarboxylique : DA, dopamine.
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Le GHB est un acide gras monocarboxylique capable de traverser la barricre
céphalorachidienne. A faible dose, sa capacité a induire des effets sédatifs ou euphorisants
probablement via une inhibition du relargage de GABA ou de dopamine au niveau
présynaptique, (Gibson er al.. 2003) I’a rendu célebre ces derniéres années en tant que drogue
de I'abus sexuel (Schneir er al., 2001). Parallelement, les propriétés neuropharmacologiques
inhabituelles du GHB qui ont ét¢ mises a profit au niveau clinique dans le cadre d’anesthésie.
de traitements des troubles du sommeil ou encore des syndromes de cataplexie et d'¢tats de
manque relatifs a la dépendance a I’alcool ou I"opium (Bekri er al., 2004). Par contre. son
accumulation due a une déficience de "activité¢ SSADH est une maladie génétique autosomale
récessive rare qui se traduit par des troubles cliniques séveres comme des retards de
développement. des états d hypotonie et d’ataxie ou encore des troubles du langage ou du

comportement (Gibson er al.. 2003).

1.1.3. La bétaine aldéhyde : un intermédiaire dans la biosynthese de la glycine
bétaine

LLes bétaines sont un ensemble de petites molécules présentes dans une grande variété
d’organismes allant des bactéries et archaea, aux animaux et a plusieurs familles de plantes
(Weretilnyk et Hanson. 1990 : Huang et al.. 2000). Au niveau physiologique, elles assurent
un role d’osmoprotectant ou de donneurs de groupement méthyle via des réactions de
transméthylation (Craig, 2004).

La glycine bétaine est un des plus important osmoprotectant. Dans la plupart des
organismes, la production de glycine bétaine est réalisée a partir de la choline par un
processus d'oxydation a deux étapes impliquant la glycine bétaine aldéhyde comme
intermédiaire (Figure 4). Chez les plantes, la voie de synthése fait intervenir une choline
monooxygénase (CMO) et la bétaine aldéhyde déshydrogénase (BALDH). Dans les cellules
de mammiferes et dans des bactéries telle que Escherichia coli, la glycine bétaine est

synthétisée par la choline déshydrogénase et la BALDH (Sakamoto et Murata, 1999).

Ln



Introduction
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Figure 4: Exemple de voies de biosynthése de la bétaine utilisant la bétaine aldéhyde
déshydrogénase (BALDH) (d’apreés Sakamoto et Murata, 1999).

Abréviations : CDH, choline déshydrogénase : Fd (red) et Fd (ox). forme réduite et oxydée de
la ferredoxine.

En tant qu osmolyte. la bétaine peut s’accumuler jusqu’a de fortes concentrations sans
danger de toxicité et protéege les cellules, les protéines et les enzymes de stress
environnementaux tels que le froid, la chaleur, les sels et le gel (Huang er al., 2000). Chez
I"'homme. cette fonction s’avére d’importance car la régulation de I'état d hydratation des
cellules est essentielle pour le maintien de nombreuses fonctions cellulaires comme par
exemple le métabolisme des hydrates de carbone ou des acides gras, ou I’expression de génes
(Haussinger, 1996 : Craig, 2004). En tant que donneur de méthyle, la glycine bétaine participe
principalement au niveau du foie et des reins, au cycle de la méthionine (Figure 5)
indispensable a de nombreux processus cellulaires vitaux. A titre d’exemple. une
hypométhylation aura notamment comme conséquences une perturbation du métabolisme
hépatique de la méthionine. entrainant une augmentation de la concentration de
I'homocystéine (toxique) et une diminution de celle de la S-adénosylméthionine, et des
lipides conduisant au phénoméne de stéatose (ou foie gras). Ces désordres métaboliques

pourraient étre impliqués dans diverses pathologies au niveau artériel, cérébral, hépatique et

vasculaire (Cravo et Camilo, 2000).
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Figure 5: La bétaine et la transméthylation dans le cycle de la méthionine (d’apres
Craig, 2004).

Abréviations : B6, vitamine B6: BI12, vitamine BI2 (cobalamine) ; BHMT, bétaine
homocystéine méthyltransferase ;: CBS, cystathionine B-synthase : MS, méthionine synthase :

MTHFR. méthylénetétrahydrofolate réductase ; THF. tétrahydrofolate : CH3-THF, 5-
méthyltétrahydrofolate.

1.2. Effets toxiques

La réactivité chimique des aldéhydes sur les groupements nucléophiles de biomolécules
leur confére un caractére potentiellement toxique. Ceci est non seulement vrai pour des
aldéhydes d'origine exogeéne. produit par la biotransformation de xénobiotiques tels que
I'alcool éthylique, la nicotine ou de médicaments, mais aussi d'aldéhydes d'origine endogene

issus de la peroxydation des lipides membranaires ou de l'oxydation d'acides aminés.

1.2.1. Aldéhydes provenant de la biotransformation de substances endogeénes ou
exogeénes

L acroléine est un aldéhyde o-B-insaturé hautement toxique ubiquitaire dans notre
environnement. Bien qu’il soit utilisé dans I'industrie comme herbicide et dans la production
d’acide acrylique, il constitue surtout un polluant atmosphérique majeur (combustion de
matiere organique, fumée de cigarette, gaz d’échappement, rejets industriels, etc...) (Burcham
et al., 2004). D ailleurs, I'acroléine est I'aldéhyde qui est retrouvé en grande concentration

dans I'atmosphere. De ce fait, il est impliqué dans des pathologies respiratoires plus ou moins
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séveres lices a I'inhalation de la fumée de cigarette par exemple (Hales ef al., 1988). In vivo,
cet aldéhyde est également généré par la désamination oxydative d’amines biogéniques telles
que la spermine et la spermidine par I'amine oxydase, ou encore par la biotransformation
hépatique de médicaments anticancéreux comme le cyclophosphamide et I'ifosfamide
(Ludeman, 1999). Enfin. la péroxydation des lipides représente une source majeure
d’acroléine endogene. Il semble d ailleurs bien établi que I'acroléine formé via ce processus
joue un réle de médiateur dans les dommages cellulaires observés dans différentes maladies
lides a I'"age comme la maladie d"Alzheimer (Uchida., 1999 ; Lovell ef al., 2001). Parmi les
aldéhydes a-[3-insaturés, I’acroléine est de loin le plus puissant électrophile et par conséquent
celui qui présente la plus forte réactivité vis-a-vis des centres nucléophiles présents dans les
protéines ou I"’ADN. Ceci a comme consequences la formation d’adduits via la réaction de
Michael (Figure 6), ces adduits pouvant ensuite réagir avec d autres nucléophiles pour former
des ponts covalents inter- ou intramoléculaires (Esterbauer er al., 1991 : Permana et Snapka.
1994 : Kurtz et Lloyd, 2003). Cette réactivité est a I’origine de la cytotoxicité de I"acroléine
incluant ["altération de I"activité de facteurs de transcription tels que AP-1. NF-kB (« Nuclear
factor kappa B ») et Nrf2 (« NF-E2-related factor 2 ») (Horton et al.. 1999 : Biswal er al..
2002 : Tirumalai et al., 2002), I'inhibition de la production de cytokines (Li e al.. 1997). et la
mort cellulaire (Li ef al.. 1997 ; Kern et Kehrer. 2002).

0 0
LYS (\/ ANF° (\/

N 0
o /\/\/NH —_— : /\/\/ \\/\/
N ——  protéine protéine Z
acroléine mono-adduit bis-adduit

1. eyclisation |

0}
bis-adduit N F

2.-H10 protéine
FDP-lysine

Figure 6 : Addition de Michael : addition d’acroléine sur une protéine via une lysine
(d’aprés Burcham et al., 2004).
Abréviation : FDP-lysine. N*(3-formyl-3.4-déhydropiperidino) lysine.
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1.2.2. Aldéhydes générés par la peroxydation des lipides

[l est maintenant bien établi que la plupart des disfonctionnements cellulaires induits
lors d'un stress oxydant sont médiés par des composes issus de réactions non enzymatiques
parmi lesquelles la peroxydation des acides gras polyinsaturés. La réaction de ces composés
avec des radicaux libres initie un processus en chaine autocatalytique. qui conduit
principalement a la formation d’hydroperoxydes lipidiques dont I'accumulation peut étre
directement cytotoxique. Ces derniers vont ensuite se décomposer en un grand nombre de
produits de dégradation dont les lipides dérivés en aldéhydes (LDA). Les LDA sont plus
stables que leurs précurseurs, les radicaux libres, et peuvent diffuser au sein ou a I'extérieur
de la cellule pour modifier d’autres cibles éloignées du site initial de la réaction de
peroxydation. De part leur nature électrophile, ils peuvent former des adduits covalents intra-
ou intermoléculaires avec les protéines, I'ADN ou les phospholipides et sont par conséquent
considérés comme les médiateurs ultimes des dommages générés lors d’un stress oxydant
(Uchida, 2003). L accumulation de ces adduits semble étre corrélée au développement de
plusieurs maladies telles que le diabéte. la dégénérescence maculaire liée a I'dge et de certains
cancers et plus généralement impliquée dans le vieillissement (Halliwell, 1991 : Esterbauer ef
al.. 1991 : Oranje et Wolffenbuttel. 1999).

Selon leur structure, les LDA ont été classés en trois familles : les 2-alcénals, les 4-
hydroxy-2-alcénals et les cétoaldéhydes (Figure 7A : Uchida. 2003). Les LDA les plus
abondants sont I"acroléine, le malondialdéhyde (MDA), le 4-hydroxynonénal (HNE), et le 4-
hydroxyhexanal (HHE). Ces aldéhydes sont connus pour modifier les résidus cystéine,
histidine ou lysine des protéines par un mécanisme d’addition de Michael (Figure 6). Parmi
ces LDA, le HNE et le HHE. respectivement issus de la peroxydation de [|acide
arachidonique et de I"acide docosahexanoique, présentent la cytotoxicité la plus élevée et sont
générés a de fortes concentrations (Benedetti ef al., 1980 : Esterbauer ef al., 1991). D ailleurs,
les adduits dérivés de HNE représentent un des biomarqueurs les plus utiles pour I'évaluation
de I"existence et/ou de I'étendue d’un stress oxydant comme dans le cas de patients atteints de
maladies neurodégénératives comme les maladies d’Alzheimer. de Parkinson. et la sclérose en
plaque (Yoritaka et al., 1996 : Ando et al.. 1998 : Calingasan et al., 1999 : Shibata et al..
2001) ou d athérosclérose (Uchida er al., 1994). Dans ce dernier cas, la formation d’adduits
«HNE-LDL » («Low density lipoprotein ») empéche [I'élimination des LDL par
I"intermédiaire des récepteurs B/E qui reconnaissent leur partie protéique appelée Apo B. Les

LDL sont alors reconnus par les récepteurs « scavenger » des macrophages ce qui déclenche
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le processus d’athérogenése et ["accumulation de cellules spumeuses (Uchida, 2000). De plus.
la propension du HNE a former des adduits avec le glutathion conduit a une diminution de la
concentration intracellulaire de ce composé, induisant une modification du potentiel rédox
cellulaire (Tjalkens er al., 1999 ; Reichard er al., 2000) et potentiellement un stress oxydant

intracellulaire (Uchida. 2003).
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Figure 7 : Structures générales d’aldéhydes réactifs (A) et d’aldéhydes issus de la
peroxydation des lipides (B) (d’aprés Uchida, 2003).

Par contre, a de trés faibles concentrations, ces LDA pourraient moduler un certain
nombre de fonctions cellulaires incluant la transduction du signal, I’expression génique, la
prolifération cellulaire (Uchida, 2003). Il a notamment ¢ét¢ montré que le HNE activait une
variét¢ de voies de signalisation qui pourraient étre associ¢es a des mécanismes de survie en

réponse a un stress cytotoxique (Figure 8).
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Figure 8 : Fonctions biologiques de HNE (d’aprés Uchida, 2003).
HNE active une variété de mécanismes de signalisation, dans la voie des MAPK (« mitogen-
activated protein Kinase »), dans les mécanismes de détoxication ou de réponse inflammatoire,
lesquels peuvent étre associés a des mécanismes de survie de la cellule contre un stress
cytotoxique. HNE entraine une phosphorylation des tyrosines, ce qui entraine ["activation de
JNK et de p38, membres de la famille des MAPK, jouant un réle important dans la
transduction de signaux extracellulaires et dans la réponse intracellulaire a travers une série de
cascades de phosphorylation. La liaison covalente de HNE a des facteurs de transcription
comme Nrf2 peut activer les ARE et induire I'expression de protéines de détoxication. HNE
est également un inducteur potentiel de Iapoptose, il peut activer la voie de signalisation
Fas/Fasl. médiée par p53. HNE induit des dysfonctionnements cellulaires par I'inhibition de
mécanismes de protection cellulaire, tels que I'expression de genes dépendant de NF-kB, et le
renouvellement de protéines dépendant du protéasome, menant a la mort cellulaire.
Abréviations : INK, c-Jun N-terminal Kinases ;: ARE, « antioxidant response element ».

1.2.3. Aldéhydes impliqués dans les mécanismes de glycation

La glycation, également appelée réaction de Maillard, est une réaction non enzymatique
a deux ctapes au cours de laquelle les oses se lient dans un premier temps par leur fonction
aldéhyde ou cétone aux NH; libres des protéines (lysine, arginine, NH, en N-terminal ...). La
réaction est initice par la formation d’une base de Schiff qui aprés réarrangement aboutit a un
composé d”Amadori relativement stable. Au cours de la seconde étape, lente et irréversible,
les AGE (« advanced glycation end products ») sont formés aprés une cascade complexe de
réactions : déshydratation répétée, condensation, fragmentation, oxydation et cyclisation par
le biais d’intermédiaires trés réactifs comme le 3-désoxyglucosone ou le méthylglyoxal. un
composé issu de la glycolyse (Uchida, 2000 ; Kikuchi et al.. 2003 ; Figure 9). La cytotoxicité
des réactions de glycation est la conséquence de trois mécanismes a savoir 1) I"altération des

fonctions spécifiques d’une protéine, 2) le pontage covalent, I"agrégation et la précipitation
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des protéines et, 3) la production d’espéces réactives de I'oxygene. Jusqu’a récemment, les
ctudes s’étaient essentiellement focalisées sur la relation entre d’une part ce mécanisme de
glycation et les AGE et d’autre part, le diabete et les complications associées (Wolff er al..
1991 : Myint et al., 1995 ; Ryle et al., 1997). Cependant les dommages induits par le glucose
ne se limitent pas aux patients diabétiques. En effet. le processus de glycation ne cause pas
des dommages immédiats au niveau cellulaire mais il progresse lentement. accompagnant
chaque étape fondamentale du métabolisme. D’ailleurs, il a été montré que la glycation et les
AGE ¢étaient impliqués dans des processus liés au vieillissement (cataracte, athérosclérose,
etc...), (Vlassara et al., 1994) et dans les maladies neurodégénératives telles que les maladies
d"Alzheimer et de Parkinson (Castellani er al.. 1996) ou la sclérose en plaque (Shibata et al..

1997).
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Figure 9 : Voies possibles pour la formation des AGE (d’apres Kikuchi ef al., 2003).

Les AGE proviennent de la décomposition des produits d"Amadori, d’intermédiaires de la
glycolyse (G3P), de produits de fragmentation de bases de Schiff (glycolaldéhyde), et de
fragmentation de produits d’Amadori (méthylglyoxal et 3-désoxyglucosone). et de
I"autooxidation du glucose en glyoxal. Abréviations: P. protéine: GO. glyoxal:
GOLD. glyoxal Lys dimére ; DOLD. 3-DG Lys dimére ; DG, désoxyglucosone ; CEL, N*-
(carboxyéthyl)lysine ;: MOLD, méthylglyoxal Lys dimere : MGO, méthylglyoxal.
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1.2.4. Aldéhyde généré par le métabolisme de I’éthanol : lien entre alcoolisme et
toxicité cellulaire

L."acétaldéhyde. métabolite trés toxique car trés réactif, est un intermédiaire obligatoire
dans le métabolisme oxydatif de I'éthanol. La majeure partie de I'éthanol est oxydée au
niveau de I’hépatocyte. Le métabolisme fait intervenir deux oxydations, la premiére
transformant ["alcool en acétaldéhyde, la seconde I'acétaldéhyde en acétate (Figure 10). Trois
voies enzymatiques, chacune localisée dans un compartiment cellulaire différent, participent a
I"oxydation de I'éthanol en acétaldéhyde. Les voies les mieux établies sont celles de "alcool
déshydrogénase (ADH). qui est cytosolique, et du systéme microsomal d’oxydation de
I"éthanol (MEOS), qui fait intervenir le cytochrome P450 2E1 (CYP2EL) et qui est localisée
dans le réticulum endoplasmique. La voie de I’ADH est prépondérante. La voie de la catalase,
localisée dans les peroxysomes, semble peu importante car la présence d"H>O,, nécessaire a la
réaction, est limitée dans I'organisme. L’acétaldéhyde est ensuite oxydé en acétate par
I"aldéhyde déshydrogénase (ALDH) NAD" dépendante. dont la localisation peut étre
cytosolique ou mitochondriale. Une consommation chronique d’alcool va conduire a une
augmentation du rapport NADH/NAD". Cette modification du potentiel rédox de la cellule est
ainsi responsable de disfonctionnements métaboliques comme I'inhibition du cycle de Krebs
et de I'oxydation des acides gras qui favorise I"hyperlactacidémie ou encore la stéatose et
I’hyperlipidémie (Lieber, 1997). De plus, I'alcoolisme chronique va diminuer ['activité
enzymatique de I’ALDH et conduire a I"accumulation de I’acétaldéhyde (Agarwal er al.,
1987).
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Figure 10 : Métabolisme hépatique de I’éthanol.



Introduction

La cytotoxicité de I'acétaldéhyde est associée a sa capacit¢ a former des adduits
covalents avec des molécules environnantes (protéines, enzymes, glutathion ...). Ces adduits
sont aussi bien retrouvés au niveau du foie que du cerveau (Rintala et al., 2000) et modifient
les propriétés de certaines protéines (diminution de I'activité enzymatique, transformation en
protéines antigéniques a l'origine de réactions immunologiques). Les adduits acétaldéhyde-
protéine stimulent en outre la production de collagene. L acétaldéhyde est par ailleurs associé
a la mort cellulaire en épuisant le glutathion réduit, et en augmentant la peroxydation
lipidique et les effets toxiques des radicaux libres. Il traverse le placenta, diminue la
méthylation de I’ADN foetal, et peut contribuer au syndrome d’alcoolisation feetale (Lieber.

1997 : Lieber, 2004).

1.3. Enzymes impliquées dans le métabolisme des aldéhydes

Les aldéhydes d’origine endogéne ou exogene peuvent étre oxydés en leur acide
correspondant par une aldéhyde déshydrogénase (EC 1.2.1.3), une aldéhyde oxydase (EC
1.2.3.1) et/ou une xanthine oxydase (EC 1.2.3.2), ou bien réduits par une aldo-cétoréductase
(EC 1.1.1.2) et/ou une alcool déshydrogénase en leur alcool correspondant. Cependant. la

voie principale reste la conversion en acide.

1.3.1. Les aldéhydes oxydases

Les aldéhyde oxydases (AOX) et la xanthine oxydase (XOR) constituent un sous-groupe
de la famille des molybdo-flavoenzymes. Elles se caractérisent par le fait qu’elles nécessitent
deux cofacteurs de type molybdoptérine (Mo) et flavine pour étre actives. Ces enzymes
ubiquitaires sont structuralement et phylogénétiquement apparentées et catalysent I'oxydation
d’aldéhydes aliphatiques ou aromatiques et de composés hétérocycliques azotés (Garattini et
al.. 2003). Chez les mammiféres. cing membres de cette famille ont été identifiés a savoir la
XOR, T'aldéhyde oxydase 1 (AOX1), mais également les homologues 1. 2 et 3 de 'AOX
(AOHI1. AOH2, AOH3) isolés et caractérisés uniquement chez la souris et le rat (Kurosaki et
al.. 2004). Bien qu’elle puisse oxyder une variét¢ de substrats comme les purines, les
ptéridines et les aldéhydes, la XOR est principalement une enzyme clé du métabolisme des
purines en catalysant 'oxydation de |"hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide
urique. Par contre. peu d’informations relatives aux fonctions physiologiques et biochimiques

des autres membres de cette famille sont actuellement disponibles, notamment pour AOHI,
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AOH2 et AOH3. Cependant, I'AOXI et ’AOHI1 oxydent le rétinal en acide rétinoique et
pourraient donc étre impliquées dans le développement des vertébrés (Kurosaki er al.. 2004).
De plus. ’AOXI est capable d’oxyder des hétérocycles azotés aromatiques ou non, ainsi que
des aldéhydes tels que le benzaldéhyde et la vanilline. Plusieurs substrats de cette enzyme
sont d’ailleurs d’intérét toxicologique ou pharmaceutique. comme [acétaldchyde. et des
agents anti-viraux ou anti-néoplastiques tels que le méthotrexate, le 6-mercaptopurine et le
famcyclovir (Garattini et al., 2003).

Les molybdo-flavoenzymes de mammiféres sont cytosoliques, homodimériques avec un
monomere de 150 kDa. L'inspection des structures tridimensionnelles disponibles révele une
topologie de repliement identique avec un domaine N-terminal d environ 20 kDa qui contient
2 centres Fe/S distincts, suivi d’un domaine de 40 kDa contenant la flavine et un domaine C-
terminal de 85 kDa contenant les sites de liaison du cofacteur Mo et du substrat (Hille, 2005).
Le centre Mo présente une coordination géométrique de type pyramide a base carrée, avec en
position apicale le ligand Mo=0 et quatre ligands en position équatoriale qui sont le Mo=S,
les deux soufres du cofacteur ptérine et I'hydroxyde. Bien qu’il n’ait pas été clairement établi
pour I"’AOX, un mécanisme catalytique a cependant ét¢ proposé sur la base des travaux menés
sur la XOR bovine avec un substrat aldéhydique (Xia ef al., 1999). L oxydation de I'aldéhyde
en son acide correspondant est initiée par une attaque nucléophile assistée par une base. le
résidu invariant E1261. du groupement Mo=OH sur la fonction carbonyle du substrat avec un
transfert d’hydrure concomitant sur le groupement Mo(VI1)==S pour donner Mo(IV)-SH
(Figure 11). Dans une seconde phase, les électrons générés sont transférés vers un accepteur
par le biais d'un transfert intramoléculaire du molybdeéne vers les centres Fe/S puis vers le

FAD (Hille, 2005).

OH" RCOy 2¢, H”

E261

Figure 11: Mécanisme réactionnel général des aldéhyde oxydases (d’apres Hille, 2005)
Le processus de conversion d’aldéhydes en acide carboxylique correspondant a été proposé
via une attaque nucléophile. assistée par une base, du Mo-OH sur le substrat carbonylé. avec
un transfert d hydrure concomitant sur le Mo=S.
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1.3.2. Les aldo-cétoreductases

Les aldo-cétoréductases (AKRs) sont une superfamille d’oxydo-réductases NADPH
dépendantes catalysant la réduction d’un large spectre d’aldéhydes et de cétones en leur alcool
correspondant. Elles regroupent 14 familles (AKR1-AKR14) dont la famille AKR1 qui est la
plus vaste. Cette derniére rassemble les aldose réductases. les aldéhyde réductases. les
hydroxystéroide déshydrogénases et les stéroide 5p3-réductases (Hyndman er al., 2003).

Les hydroxystéroide déshydrogénases de mammiféres jouent un role central dans la
biosynthese et I'inactivation des hormones thyroidiennes (Schlegel er al.. 1998). Les aldéhyde
réductases sont impliquées plus spécifiquement dans le métabolisme du glucuronate. des
neurotransmetteurs et dans le métabolisme des stéroides (Barski er al.. 2004). Un intérét
particulier a été porté a I’aldose réductase (AR) du fait de sa possible implication dans les
complications liées au diabete par la conversion du glucose en exces en sorbitol dans la
premicre €tape de la voie des polyols (Frank, 1994 ; Bohren er al.. 2005). De plus, des études
récentes indiquent que I'AR pourrait réduire de fagon efficace des aldéhydes
phospholipidiques issus de la peroxydation des lipides (Srivastava et al.. 2004).

Les AKRs possedent un motif en tonneau (a/f)g caractéristique de la triose phosphate
isomérase et sont en général des enzymes monomériques d’environ 32 kDa (Hyndman ef al.,
2003). Leur site actif, localisé a I'extrémité C-terminale du tonneau, est composé d une
tétrade catalytique hautement conservée : Y51, K80, D46 et H113., ce qui suggere un
mécanisme catalytique de base commun (Figure 12). Y51 jouerait le role de catalyseur
genéral acide-base de la réaction. Le groupement eNH> de K80. protoné au pH physiologique.
est positionné par le biais d’un pont salin établi avec le carboxylate de la chaine latérale de
D46. Ceci permet I'établissement d’une liaison hydrogéne entre K80 et "hydroxyle du
groupement phénol de la chaine latérale de Y51 et conduit a I"abaissement du pK, de Y51 de
10.5 en solution a une valeur située entre 7 et 9 dans le complexe enzyme-NADPH et le
complexe ternaire. Le role exact du résidu H113 dans la catalyse a été sujet a controverses,
mais des ¢tudes récentes montrent que ce résidu facilite la réaction en permettant un
positionnement adéquat du groupement carbonyle du substrat dans le site actif (Kratzer et al..

2004).
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Figure 12 : Mécanisme catalytique proposé pour les hydroxystéroide déshydrogénases
(d’apres Schlegel er al., 1998)

1.3.3. Les alcool déshydrogénases

Chez les vertébrés, la famille des ADH constitue un vaste ensemble d’enzymes
distinctes de part leurs propriétés enzymatiques et structurales (Peralba er al., 1999). Elle
catalyse la transformation d’alcools en aldéhydes via une réaction d’oxydo-réduction par
transfert d hydrure (Branden et Reinhammar, 1975). Parmi toutes les ADH caractérisées a ce
Jour, I'’ADH de foie humain a la propriété supplémentaire d oxyder un substrat aldéhydique
en acide carboxylique correspondant (Shearer et al., 1993). Sur la base des coordonnées de la
structure tridimensionnelle d’un complexe inactif enzyme-cofacteur NAD -inhibiteur de

I’ADH de foie de cheval, une approche théorique par des méthodes de dynamique moléculaire
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a permis de proposer un mécanisme général d’oxydation d’un composé aldéhydique (Olson ef
al.. 1996). La forme gem-diol de I'aldéhyde est le substrat de la réaction (Figure 13).
Cependant cette activité aldéhyde oxydase semble trés faible car I'enzyme est moins affine

pour le substrat aldéhydique que pour I"alcool correspondant (Shearer ef al.. 1993).
Sas

W Sass
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— NAD oxydé ’:o . NAD réduit >:O
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Figure 13 : Oxydation du substrat aldéhydique sous forme gem-diol dans le site actif de
I"alcool déshydrogénase de foie humain.

Le résidu H51 joue le role de base via un réseau de liaisons hydrogénes, favorisant le transfert
d’un hydrogéne sous forme d hydrure sur le noyau nicotinamidium du cofacteur NAD",

1.3.4. Les aldéhyde déshydrogénases

Les ALDH a cofacteur NAD(P)" sont des enzymes essentielles impliquées dans le
métabolisme cellulaire et/ou la détoxication de composés aldéhydiques. Elles sont subdivisées
en deux familles structuralement et phylogénétiquement distinctes a savoir les ALDH
phosphorylantes et les ALDH non-phosphorylantes coenzyme A (CoA) ou non-CoA
dépendantes. Elles ont en commun de catalyser I’oxydation d'un large spectre d’aldéhydes en
acides correspondants, activés ou non, par un mécanisme a deux €tapes. La premiére étape
d’acylation. commune aux deux familles, conduit a la formation d’un intermédiaire
thioacylenzyme, alors que la seconde étape de désacylation différe par la nature de I’accepteur
d’acyle (Figure 14). Dans la famille des ALDH phosphorylantes, I"accepteur d’acyle est une
molécule de phosphate inorganique, alors que dans les ALDH non phosphorylantes
I"intermédiaire thioacylenzyme subit I"attaque nucléophile d’une molécule d’eau ou de CoA.
LLa méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase (MSDH) étant une ALDH appartenant a la
famille des ALDH non-phosphorylantes. la suite de cette présentation sera limitée a cette

famille d"ALDH.
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Figure 14: Représentation schématique du mécanisme général des ALDH.

2. Les aldéhyde déshydrogénases non phosphorylantes a cofacteur
NAD(P)"

2.1. Réles in vivo

Les ALDH assurent une grande variété de fonctions, et de ce fait présentent des

spécificités de substrat trés variables.
2.1.1. Implication dans les processus de détoxication

L’importance des ALDH dans les processus de détoxication cellulaire apparait évidente
car le polymorphisme des ALDH humaines est dans la plupart des cas associé¢ a des
altérations du métabolisme de drogues et a des pathologies plus ou moins séveres (Vasiliou et
al., 2000). Ces processus de détoxication impliquent différents types d’ALDH, comme par
exemple les ALDH cytosoliques qui sont exprimées constitutivement (ALDHI) ou induites
par 1’agent cytotoxique phénobarbital (ALDH-PB), ’ALDH mitochondriale (ALDH2) et le
groupe d’ALDH dont I’expression est induite spécifiquement par des agents cytotoxiques ou
localisées dans les microsomes, la cornée, |’estomac, les poumons (ALDH3) (Lindahl, 1992).
L’ALDHI reconnait plus spécifiquement les aldéhydes a longue chaine carbonée ou

aromatique (Klyosov, 1996 ; Dockham et al., 1997) alors que le type de substrat préférentiel
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pour ’ALDH-PB n’a pas ¢été caractérisé (Kathmann er al., 2000). L’ALDH2 est plutot
impliquée dans I’oxydation de I’acétaldéhyde en acétate durant le métabolisme de 1’éthanol
(Svanas et Weiner, 1985). Bien que le substrat physiologique des ALDH3 ne soit pas
caractérisé, ce groupe d’enzymes est impliqué dans le métabolisme de médicaments tel que le
cyclophosphamide (Sreerama et Sladek, 1997) ou dans 1’oxydation des aldéhydes (LDA)
générés par la peroxydation des lipides (Martini et Murray, 1996). C’est par exemple le cas de
I’ALDHI1AL, une isozyme clef qui permet de maintenir la clarté du cristallin chez "’homme,
le rat et la souris, en catalysant I’oxydation du HNE qui contribue au développement de la

cataracte (Choudhary et al., 2005).

2.1.2. Implication dans le développement embryonnaire et la vision

Des études chez la souris sont en faveur d’une synthése de RA impliquant deux étapes.
La vitamine A ou rétinol est d’abord oxydée réversiblement en rétinaldéhyde par une ADH.
Dans une deuxiéme étape, le rétinaldéhyde est oxydé de fagon irréversible en RA par une
aldéhyde déshydrogénase. Cette réaction est tissu spécifique chez I'embryon. Les ALDH
controlent le taux de RA et jouent par conséquent un rdle clé dans le développement
embryonnaire. Plusieurs ALDH sont impliquées dans le métabolisme du rétinal : la rétinal
déshydrogénase 1 (RALDHI1), la RALDH2 et la RALDH3. Chez la souris, I'inactivation du
gene raldhl stoppe la synthése de RA seulement dans la rétine dorsale de I’embryon et n’a
pas d’effets sur le développement. L’inactivation du géne raldh2 conduit a I’absence de
synthése de RA dans le mésoderme et est létale pour I’embryon (Duester ef al., 2003). Enfin,
une troisieme RALDH, I’ALDH®6 cytosolique est décrite étre essentielle au développement de

I’épithélium neuro-sensoriel (Grun ef al., 2000).

2.1.3. Implication dans le métabolisme cellulaire

La bétaine ALDH est impliquée dans la voie de biosynthése alternative du GABA,
lequel est un neurotransmetteur important dans le systéme nerveux central, impliqué dans le
controle des systéemes GABAergique, dopaminergique et opioide. Le principal chemin de la
synthése du GABA est la décarboxylation oxydative du L-glutamate par la L-glutamate
décarboxylase (voir paragraphe 1.1.2.). Cependant, il peut étre formé a partir de la putrescine
par une déamination oxydative catalysée par la diamine oxydase pour donner le Y-

aminobutyraldéhyde, qui est alors converti en GABA par I’ALDH. Un autre chemin impliqué
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dans l"acétylation de la putrescine en N-acétylputrescine, est la conversion en N-acétyl-y-
aminobutyraldéhyde par la monoamine oxydase, converti ensuite en N-acétyl GABA par
I"ALDH suivi d’une déacétylation pour former le GABA. La bétaine ALDH transforme
¢galement la bétaine aldéhyde en bétaine. La bétaine peut servir de donneur de méthyle dans
la biosynthése de la méthionine et peut également avoir une fonction de défense contre le
stress osmotique (Pietruszko ef al., 1997 : voir chapitre 1.1.3.).

l.a « fatty » ALDH (FALDH) est une ALDH impliquée dans la voie de dégradation des
alcools gras lors de la lipolyse (Ichihara er al.. 1986). Son role physiologique est déerit
comme étant essentiel car I'absence d’activité de cette enzyme due a des mutations
ponctuelles au niveau du géne la codant, est liée a ["apparition de divers symptomes
neurocutanés regroupés sous le nom de Syndrome de Sjorgren-Larsson (De Laurenzi e al..
1996)

LLa MSDH est une enzyme qui catalyse la décarboxylation oxydative du malonate et du
méthylmalonate-semialdéhyde en acétyl-CoA et en propionyl-CoA (PPCoA). respectivement.
Cette activité est retrouvée dans les voies métaboliques de la valine et des pyrimidines. Une
déficience en I'activité MSDH est associée a des retards de développement (Roe et al., 1998).
L accumulation de [-alanine et d’acide 3-hydroxyisobutyrique a été observée chez un patient

portant la déficience en la MSDH (Chambliss et al.. 2000).

2.1.4. Implication dans la production d’équivalents réducteurs NADPH
nécessaires aux réactions biosynthétiques

La glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase non phosphorylante (GAPN) appartient
a la famille des ALDH non phosphorylantes. Elle catalyse I'oxydation irréversible du G3P en
3-phosphoglycérate. Toutes les GAPN caractérisées sont des oxydoréductases NADP -
dépendantes a I'exception de celle de Thermoproteus tenax décrite NAD -dépendante
(Habenicht er al.. 1997).

Chez les organismes photosynthétiques, GAPN intervient dans le mécanisme de
transfert des équivalents réducteurs synthétisés dans le chloroplaste qui sont transférés dans le
cytoplasme lors de la photosynthése (Figure 15). Le cofacteur ainsi produit par I'oxydation du
G3P est utilisé lors de réactions biosynthétiques (Kelly et Gibbs, 1973 ; Bamberger ef al..
1975 : Casati et al., 2000).
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Figure 15: Compartimentation et fonction biologique de GAPN chez les plantes.
(d’apres Habenicht ef al., 1994).

La réaction catalysée par GAPN est irréversible. Pour les phosphorylantes GAPA/B et GAPC,
la réaction catalysée est réversible mais seule la direction majoritaire in vivo est indiquée.
Abréviations :  GAPA/B et  GAPC, glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase
phosphorylante ; 3-PGA, 3-phosphoglycérate : 1,3-PGA, 1,3-diphosphoglycérate : Rib-1.5-P-,
ribulose 1.5-bisphosphate.

Chez les organismes non photosynthétiques, elle est aussi présente pour produire le
NADPH nécessaire au métabolisme cellulaire. Chez Hevea brasiliensis, elle produit le
NADPH nécessaire a la synthése du caoutchouc (Jacob et D'Auzac, 1972). Chez certaines
souches de Streptocoques telles que Streptococcus salivarius ou Streptococcus mutans, en
["absence des enzymes impliquées dans la synthése du NADPH au niveau de la partie
oxydative de la voie d’Embden-Meyerhof, GAPN est impliquée dans la génération de

NADPH nécessaire au métabolisme cellulaire (Boyd ef al., 1995).
2.1.5. Implication en tant que protéines de structures

LLes ALDH ont un rdle structural et enzymatique dans le cristallin chez I'ensemble des
vertébrés et des invertébrés. Elles représentent le constituant majeur des protéines solubles de
la cornée. La quantité abondante de cristalline dans le cristallin modifie I'index de réfraction
et permet d’étre dans la gamme requise pour la transparence des tissus de 1" ceil (Piatigorsky ef
al.. 2000). L n-cristalline. qui appartient a la classe des ALDHI, représente plus du quart de

la quantité totale des protéines du cristallin chez les « elephant shrews ». qui appartiennent a
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un groupe d’insectivores diurnes ou partiellement diurnes (Bateman er al., 2003). C’est une
RALDH qui a acquis un réle de protéine structurale dans la cornée pour agir comme filtre
UV/bleu. L'Q-cristalline est la protéine prédominante dans la cornée des céphalopodes. Cest
une ALDH inactive, la C302 essentielle étant substituée par une arginine (Tomarev et
Piatigorsky. 1996). C’est ¢galement le composant majeur des cellules de la cornée dans les
coquilles Saint-Jacques. L'ALDH3 est la principale protéine soluble dans la cornée de
mammiferes (>40%). Les ALDH participent également au maintien de la balance rédox. et
elles protegent les yeux contre les UVB grace a |'oxydation d’aldéhydes générés par la
peroxydation des lipides induits par la lumieére (Uma er al.. 1996). Les ALDH doivent
¢galement jouer un role dans la prévention contre les dommages oxydatifs des autres
protéines du cytoplasme.

Chez certaines bactéries sont trouvés des « clusters » de génes incluant des génes codant
une ALDH appartenant a la famille des [3- et y-cristalline, ce qui au niveau de |"évolution a

peut-€tre un lien au niveau de la réponse au stress (Clout ez al.. 2001 ; Karaolis er al., 1998).

2.2. Structure des aldéhyde déshydrogénases 2a cofacteur NAD(P)" non
phosphorylantes

2.2.1. Structure globale

Plusieurs ALDH, non phosphorylantes et non CoA dépendantes, ont été cristallisées
(Liueral., 1997 : Steinmetz et al., 1997 ; Johansson ef al., 1998 ; Moore et al., 1998 ; Cobessi
et al., 1999 : Lamb et Newcomer, 1999 : Ni et al., 1999 ; Ahvazi et al., 2000 : Cobessi el al..
2000 : Pohl et al., 2002 : Bateman et al., 2003 ; Gruez et al., 2004). L analyse des structures
tridimensionnelles a révélé d’une part, un mode de repliement similaire des sous-unités, avec
des chaines principales quasiment superposables, et d’autre part. des différences significatives
avec les ALDH phosphorylantes au niveau du mode de fixation du cofacteur, de la topologie
du domaine catalytique et de I"association des sous-unités. Les ALDH sont isolées soit sous
forme homodimérique, soit sous forme homotétramérique structurée en dimere de dimeres
(Rodriguez-Zavala et Weiner, 2002). Récemment, la structure tridimensionnelle d’une
enzyme bifonctionnelle de Pseudomonas sp. CF600. la 4-hydroxy-2-cétovalérate
aldolase/acétaldéhyde déshydrogénase, a été décrite (Manjasetty er al., 2003). Cependant.
d’un point de vue structural, le domaine portant I"activité déshydrogénase CoA-dépendante

n‘appartient pas a la famille des ALDH non-phosphorylantes mais présente plutdt une
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topologie de repliement similaire a celle des GAPDH phosphorylantes. A ce jour. aucune

structure d”ALDH. non-phosphorylante et CoA-dépendante. n’est disponible.

2.2.2. Structure du monomeére

Chaque monomere est constitué de trois domaines, le domaine du cofacteur, le domaine

catalytique et le domaine d oligomérisation.

2.2.2.1. Domaine du cofacteur

Le domaine du cofacteur adopte une forme non canonique du repliement de Rossmann,
qui présente un motif caractéristique des sites de fixation de cofacteur des déshydrogénases
(Rossmann er al., 1974). En effet, le motif B/a/B n’est constitué que de 5 brins f parall¢les
connectés par 4 hélices o au lieu des 6 brins retrouvés dans les structures des ALDH
phosphorylantes. et la signature caractéristique GXGXXG n’est pas retrouvée. De plus.
I"inspection de la premiére structure cristalline d’'une ALDH non-phosphorylante avait mis en
évidence un nouveau mode de fixation du cofacteur a ce domaine (Liu et al.. 1997). Les
structures cristallines de plusieurs ALDH non-phosphorylantes ont montré que ce mode de
liaison particulier, et le faible nombre d’interactions établies entre le cofacteur NAD(P)" et le
repliement de Rossmann par rapport aux autres déshydrogénases. avaient pour conséquence
une grande flexibilité conformationnelle de la partie nicotinamide du cofacteur avec la mise
en évidence de deux conformations distinctes qualifiées de « transfert d’hydrure » et
d’« hydrolyse ». Cette flexibilité est d ailleurs supposée étre indispensable a acte catalytique
car la conformation requise pour I'étape d’acylation est incompatible avec une désacylation

efficace (Perez-Miller et Hurley, 2003).

2.2.2.2. Domaine catalytique

Le domaine catalytique est lié par une boucle au domaine du cofacteur et présente un
repliement de type off avec 6 brins [ paralleles. La C302 invariante, essentielle au
mécanisme catalytique. est localisée dans une boucle. La spécificité de substrat des ALDH
résulte principalement de la taille et de la forme du site actif (Moore er al.. 1998) et de la
présence ou non de résidus polaires ou hydrophobes (Cobessi er al., 2000). Par exemple.

I’ALDH cytosolique de foie de mouton (E.C.1.2.1.3) posséde un site de spécificité pour le
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rétinaldéhyde ayant la forme d’un tunnel dont le volume accessible au solvant est 7 fois plus
important que celui de ’ALDH mitochondriale de beeuf (E.C.1.2.1.3) qui a un site de
spécificité pour 1’acétaldéhyde (Moore ef al., 1998). Quant au site de reconnaissance de
GAPN, il posséde trois arginines impliquées dans la fixation du substrat G3P (Marchal et
Branlant, 2002).

2.2.2.3. Domaine d’oligomérisation

Le domaine d’oligomérisation est un feuillet B constitué de trois brins antiparalléles qui
permet la formation d’un dimeére par interaction du domaine d’oligomérisation d’une sous-
unité avec le domaine catalytique d’une deuxiéme sous-unité, puis la formation d’un dimere

de dimeéres par I'interaction des domaines d’oligomérisation des quatre sous-unités (Figure
16).

Figure 16 : Structure du monomeére de GAPN (d’aprés Cobessi et al., 1999).
Les acides aminés C302, E268, N169, essentiels a la catalyse, sont indiqués.
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2.2.3. Organisation quaternaire

L’organisation des sous-unités au sein des ALDH dimériques et tétramériques différe
trés peu. L’association en dimeéres est assurée par ’établissement de liaisons hydrogénes entre
le dernier brin B du domaine d’oligomérisation d’une sous-unité et le dernier brin B du
domaine catalytique de la sous-unité adjacente conduisant a la formation d’un feuillet
constitué de 10 brins B. La cohésion du tétramére est assurée par les interactions dimeére-
dimeére via I’établissement de liaisons hydrogénes entre les domaines d’oligomérisation des
quatre sous-unités et a pour conséquence la formation de deux feuillets B de 20 brins chacun

(Figure 17).

Figure 17: Structure du tétramére de la GAPN de S. mutans sous forme apoenzyme
(d’aprés Cobessi et al., 1999).
Seule la chaine principale est représentée sur cette figure.

Plusieurs facteurs structuraux peuvent étre impliqués pour expliquer I’existence chez les
ALDH de deux états oligomériques fonctionnels. Ainsi, il a été décrit qu'une orientation
différente du domaine d’oligomérisation ainsi que la présence d’une boucle supplémentaire
du coté N-terminal, seraient responsables de 1’absence d’état tétramérique pour I’ALDH
dimérique de rat (Liu ez al., 1997), alors que chez Vibrio Harveyi, la présence d’une grande
boucle au niveau de la partie C-terminale empécherait la formation du tétramere (Ahvazi et
al., 2000). Il a également été proposé que I’interaction entre le résidu Arg84 et le résidu
Ser500 d’une sous-unité n’appartenant pas au méme dimere serait importante pour le maintien

de la structure tétramérique (Steinmetz et al., 1997). Une étude récente suggere plutot que
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I"assemblage des sous-unités en tétramere est favorisé par le caractere hydrophobe plus
marqué des surfaces présentes au niveau de I'interface dimére-dimere dans les ALDH
tétramériques, par rapport aux régions équivalentes dans les ALDH dimériques (Rodriguez-

Zavala et Weiner, 2002).

2.3. Mécanisme enzymatique des ALDH non phosphorylantes

Les ALDH non-phosphorylantes opérent par catalyse nucléophile covalente impliquant
["attaque d’une cystéine essentielle du site actif sur I'aldéhyde. Un mécanisme cinétique de
type séquentiel ordonné a été mis en évidence et semble étre commun a toutes les ALDH de
mammifeéres ainsi qu'aux GAPN de plantes et de S. mutans (Marchal. 2001 ; Marchal er al..
2001). Le cofacteur oxydé se fixe dans le site actif suivi du substrat aldéhydique. Aprés les
différentes ¢tapes de la catalyse chimique, le premier produit libéré est I"acide carboxylique,
suivi du cofacteur réduit. L acide formé se dissociant sous forme carboxylate, la réaction peut
étre considérée comme irréversible. Ce mécanisme procéde en deux étapes : I'acylation et la

désacylation.

['acylation consiste en ["attaque de la C302 sur la fonction aldéhyde du substrat, suivie
d’une ¢tape d'oxydoréduction permettant le transfert d'hydrure du C, de l'intermédiaire
covalent sp3 thiohémiacétal formé vers le C4 du nicotinamide du cofacteur oxvdé. Les ALDH
¢tant des déshydrogénases de classe A (Michels e/ al., 1994). ce transfert s’effectue vers la
face r¢ du cycle pyridinium. Ce processus d’oxydo-réduction conduit a la formation de
I'intermédiaire thioacylenzyme et du cofacteur réduit.

La désacylation consiste en l'attaque d'une molécule d'eau sur l'intermédiaire
thioacylenzyme, au relargage de l'acide carboxylique correspondant et du cofacteur réduit
ainsi que d’éventuelles étapes d’isomérisation.

L'étape limitante de la catalyse serait associée a la désacylation pour les ALDH
cytosoliques (MacGibbon er al.. 1977), mitochondriales (Feldman et Weiner. 1972 : Weiner
et al.. 1976) et pour la GAPN de S. mutans (Marchal ¢t al., 2000). Par contre, elle semblerait
étre associée au transfert de I"hydrure pour I’ALDH dimérique de rat (Mann et Weiner, 1999).

En ce qui concerne les ALDH CoA dépendantes, un mécanisme cinétique déterminé a
['état stationnaire a été décrit pour I'acétaldéhyde déshydrogénase (tétramérique) et la

SSADH (dimérique) comme étant un mécanisme bi uni uni uni ping pong (Shone et Fromm,
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1981 : Sohling et Gottschalk. 1993). Ce mécanisme implique tout d’abord la fixation du
cofacteur NAD(P)" (avec une préincubation préalable avec le cofacteur notamment pour
I"acétaldéhyde déshydrogénase qui possede un temps de latence levé par cette préincubation).
suivie de la fixation du substrat aldéhydique, du relargage du cofacteur réduit puis de

["attaque du CoA et du relargage du produit de la réaction.
2.3.1. Mécanisme catalytique détaillé : cas de la GAPN de S. mutans

Des études menées au laboratoire (Marchal et Branlant. 1999 : Marchal er al.. 2000) et
confortées par la détermination des structures tridimensionnelles de GAPN en absence de
cofacteur (forme « Apol » avec | sulfate SO47(a)). en présence de cofacteur (forme Holo).
d'une GAPN inactive avec cofacteur et substrat ainsi que d'une forme mimant
vraisemblablement I'état de transition tétraédrique (forme « Apo2» avec une seconde
molécule de sulfate SO,*(b)) (Cobessi et al., 1999 : Cobessi et al.. 2000), ont permis la
caractérisation de facteurs moléculaires et structuraux impliqués dans le mécanisme
catalytique de la GAPN de S. mutans. Ceci a conduit a la proposition d’un scénario original
pour le mécanisme catalytique. qui est illustré dans la figure suivante (Figure 18).

L’activation de la C302 résulte d'un réarrangement conformationnel du site actif
consécutif a la fixation du cofacteur NADP" avec une réorientation des chaines latérales des
résidus C302, E268 et R459 (par rupture du pont ionique entre les résidus E268 et R459). La
vitesse de cette réorganisation est fortement augmentée d'un facteur de 10° par la fixation du
G3P sur le complexe binaire enzyme-cofacteur. Ceci permet I'augmentation de 1"accessibilité
de la C302 et une diminution de son pKyp, ce qui assure une réactivité¢ optimale a pH 7. La
diminution du pKyp, de la C302 de 8,5 dans la forme apoenzyme a 6.2 dans la forme
holoenzyme résulte de la combinaison de plusieurs effets additifs locaux, dont la charge
positive du cycle pyridinium du NADP", la chaine latérale des résidus N169 et R459, ainsi
que les groupements NH peptidiques des résidus C302 et T303. L attaque nucléophile du
thiolate sur I'atome C; du G3P conduit a la formation de I'intermédiaire thiohémiacétal qui
est stabilisé par la présence d’un site de reconnaissance oxyanion, composé de la chaine
latérale du N169 et des groupements NH peptidiques des résidus 302 et 303 (Cobessi ef al..
2000). Ainsi le transfert d*hydrure sur le Cy4 du pyridinium se fait sans I'assistance d’une
catalyse basique. L intermédiaire thioacylenzyme est vraisemblablement stabilisé par le site
de reconnaissance de l'oxyanion. L’efficacité de I'étape de désacylation est assurce par le

résidu E268 dont le rdle est d’activer et d’orienter la molécule d’eau (Marchal er al.. 2000)
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avec un role de catalyseur basique a des valeurs de pH ou il est déprotoné (pH > 7,6). 1l a
également été montré le role discriminant du résidu E268 vis-a-vis d’autres nucléophiles
efficaces comme ’hydrazine (NH,NH,) ou I’hydroxylamine (NH,OH) (Marchal et al., 2001).

N169
§ (R459 < , ” - )
302 5@“’ 3% La forme thiolate de la cystéine est stabilisée par :
é NHu,,, Q/\H‘ o) - la charge positive du cycle pyridinium du NADP
NHWY & ‘C/" - d autres éléments structuraux (N 169 et R459)
= S HC—OH La formation de complexes efficaces enzyme-NADP et
rR-N =0 Hzfl.:\ enzyme-NADP-G3P est assurée par une réorganisation
H,N OPO;* locale du site actif incluant une réorientation de la
C302 et du E268 et un positionnement adéquat de la
tl partie NMN du cofacteur pour le transfert dhydrure.

L intermédiaire hémithioacétal est stabilisé par le
H—é !anmmmos) site_oxyanion composé notamment dl:I résidu
|IQ N169, permettant ainsi le transfert d hydrure
R- A sans |'assistance d’un catalyseur basique.
0 Intermédiaire thiohémiacétal

H,N

E
|
H $ L'intermédiaire thioacylenzyme est stabilis¢ par le
==~ R,CZO"""N""'9 résidu N169.

H
R'N =) Intermédiaire thioacylenzyme
HZN l sl eals s
T
H L efficacité de I"hydrolyse est assurée par le résidu
I ’!{ . age
mmuuuo=c;,.0-Hw“ E268 E268 dont le rdle principal est de stabiliser et
*R d’orienter la molécule d’eau avec en plus un réle
catalyseur basique a des pH supérieurs a 7.5.
E
|
X CI,) L intermédiaire réactionnel ou |'état de transition
1620 < OH est stabilisé par le résidu N169.
? v e Le produit oxydé est relargué puis le cofacteur réduit.
s R

Figure 18: Représentation schématique du mécanisme catalytique de la GAPN de S.
mutans (d’apreés Marchal, 2001).
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2.3.2. Spécificité de substrat, reconnaissance du phosphate du glycéraldéhyde 3-
phosphate

L'efficacité de la catalyse dépend de la reconnaissance et du positionnement du substrat
dans le site actif. Pour GAPN de S. mutans, les résidus arginines 124, 301 et 459, retrouvés
invariants dans toutes les séquences de GAPN, interviennent dans la reconnaissance du
substrat G3P. La R124 est impliquée essentiellement dans la fixation du substrat G3P par
interaction avec le phosphate en C;. Par contre, les résidus R301 et R459 stabilisent la
fixation du G3P et favorisent son positionnement adéquat au sein du complexe ternaire pour
permettre une attaque efficace du thiolate de la C302 sur la fonction aldéhyde en C; (Marchal

et Branlant, 2002).

2.4. Propriétés cinétiques particuliéres de certaines ALDH
2.4.1. Réactivité de demi-site

2.4.1.1. Effet de ’ajout de cations divalents

Différentes études ont permis de montrer que des cations divalents comme le Mg, le
Ca®" ou le Mn®" sont capables de modifier les propriétés catalytiques des ALDH
tétramériques isolées de mammiféres, en augmentant [’activité¢ spécifique de 'enzyme
mitochondriale (classe 2) et en inhibant celle de la forme cytosolique (classe 1) (Takahashi et
Weiner, 1980 ; Dickinson et Hart, 1982). De plus, il a été montré a I’état pré-stationnaire que
seules deux moles de NADH sont produites par mole d’enzyme, ce qui suggérait une
réactivit¢ de demi-site. L’activité spécifique de I’ALDH mitochondriale de foie de cheval
étant augmentée d’un facteur 2 par I’addition de 0,5 mM de Mg2+, Takahashi et Weiner
(1980) ont entrepris de mieux caractériser ce mode d’activation en combinant des approches
cinétiques (états stationnaire et pré-stationnaire) et des expériences de sédimentation a
I’équilibre. Les résultats obtenus montrent que le saut de production de NADH dans 1I’étape
d’acylation double en présence de Mg2+. En parall¢le, la détermination du poids moléculaire
de ’ALDH par détermination de la constante d’équilibre de sédimentation montre qu’il
diminue de 260 kDa en absence de Mg,2+ a 130 kDa en présence de Mg2+. Ces résultats
suggérent qu’en 1’absence de cations divalents 1’enzyme est sous forme tétramérique et
présente une réactivité de demi-site, alors que 1’ajout de Mg2+ entraine une dissociation de

I’enzyme en une paire de diméres et I’obtention d’une réactivité totale des sites.
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2.4.1.2. Bases moléculaires et structurales

A l'origine, il avait été proposé que les propriétés de réactivité de demi-site des ALDH
de classe 2 étaient la conséquence de la non-saturation des sites de fixation du cofacteur. avec
seulement deux sites occupés par tétramere. De plus, leur description en tant qu’exemple
extréme de coopérativité négative impliquait I'existence de mécanismes de communication
inter-sous-unités (Ambroziak er al.. 1989). Cependant, aucune interprétation moléculaire
et/ou structurale n’avait pu étre avancée sur la base de I'inspection des structures cristallines
d’ALDH2 sous forme holoenzyme disponibles. En effet, une occupation totale des sites de
fixation du cofacteur était observée et aucune modification significative du positionnement
des chaines principales et latérales n’était observée entre les formes apo et holo. Par contre,
des études récentes menées sur un variant protéique oriental quasiment inactif de cette ALDH,
I"TALDH2*2, ont permis de mieux appréhender ce phénomene de réactivité de demi-site. La
substitution E487K identifiée dans ce variant conduit a une diminution du k., d un facteur 10
par rapport a I'’ALDH2 de type sauvage et a une augmentation du Ky pour le NAD™ d’un
facteur 200 ainsi qu’a une modification de I’étape limitante de la réaction qui devient associée
a I'acylation (Farres et al., 1994). De plus, la méme équipe avait montré que dans des formes
hétérotétramériques ALDH2/ALDH2*2, les sous-unités de type oriental étaient dominantes
par rapport a celles de type sauvage. la conséquence étant une inactivation des sous-unités
issues de 'TALDH2 (Wang er al.. 1996). La caractérisation des propriétés enzymatiques des
variants chimériques générés a partir de toutes les combinaisons possibles entre sous-unités
actives et inactives a permis de proposer un modele de réactivité de demi-site pour I'”ALDH2
de type sauvage dans lequel seule une sous-unité est active par dimeére (Zhou et Weiner,
2000). Tres récemment, la comparaison des structures cristallines de I"ALDH2 et de
I’ALDH2*2 a permis d’identifier un certain nombre de facteurs structuraux potentiellement
impliqués dans la communication inter-sous-unités au sein d'un méme dimere et par
conséquent dans le mécanisme de « dominance ». Il a été montré que la substitution E487K
conduit a la perte des ponts salins intra-monomere E487/R264 et inter-monomeére E497/R475
et donc a une déstabilisation de I'interface entre les monomeéres d’un méme dimere. Ceci a
pour principales conséquences 1) un basculement du résidu R264 qui s™éloigne de I'interface
du dimere et n’est plus capable d’établir de liaisons hydrogénes avec le groupement carbonyle
du résidu 469 localisé dans la boucle 463-478 du monomere adjacent, 2) la perte de toute
interaction inter-monomere favorable impliquant la position 487, 3) I"absence de stabilisation

de I'hélice oG impliquée dans le sous-site de reconnaissance de I'adénosine ainsi qu’une
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modification du positionnement du brin 11 sous-tendant le résidu catalytique E268 et, 4) la
désorganisation de la boucle 463-478 du monomere adjacent (Larson ef al., 2005). Bien que
cette boucle n’interagisse pas directement avec le cofacteur, sa flexibilité va conduire a une
sériec de mouvements de chaines principales et latérales qui vont se propager jusqu’au site de
fixation du cofacteur. Les modifications vont affecter le positionnement du résidu E399, dont
le role dans la stabilisation du ribose adjacent au nicotinamide a été montré (Ni e7 al., 1999),
et du résidu F401 impliqué dans la stabilisation du nicotinamide (Perez-Miller et Hurley.
2003). Ces différentes observations ont conduit les auteurs a proposer que le positionnement
désordonné de I"hélice aG sous-tendant le résidu R264, serait majoritairement responsable de
I'augmentation de 200 fois du Ky du NAD" dans le variant ALDH2*2 alors que la
réorientation de la chaine latérale du résidu E399 pourrait contribuer a la diminution du &gy
d’un facteur 10. Cependant. I"aspect le plus novateur de cette étude est sans doute la mise en
¢vidence du réle central de la boucle 463-478 dans les phénomenes de communication inter-

Sous-uniteés.

2.4.2. Phénomenes d’activation par préincubation avec le cofacteur et/ou I’ajout
de cations

2.4.2.1. Influence sur le phénomeéne de latence

L’ALDH cytosolique de Saccharomyces cerevisiae a été isolée et purifiée sous forme
homotétramérique. Les tests enzymatiques réalisés a I'état stationnaire révelent I'existence
d’une phase de latence de I'ordre d’une minute (Dickinson, 1996). Un tel phénoméne avait
déja été decrit pour I’ALDH mitochondriale de mouton (Hart et Dickinson. 1978) et ’'ALDH
mitochondriale de levure (Dickinson et Haywood, 1987). Pour I’ALDH de mouton la durée
de cette phase de latence est corrélée a la concentration en enzyme ce qui suggérait une
dissociation du tétramére en une forme dimérique plus active (Allanson et Dickinson, 1984).
Par contre. cela n’est pas le cas pour les deux formes de I'’ALDH de levure qui présentent un
mode dactivation similaire mais pas identique. En effet, cette phase de latence peut étre levée
par une préincubation de I’enzyme mitochondriale avec du KCI, I'ion K" étant responsable de
cette activation (Dickinson et Haywood, 1987). Des études plus détaillées sur la forme
cytosolique de cette ALDH ont permis de montrer que la préincubation de I'enzyme avec du
NADP", en présence ou en absence de Mg™', permettait de lever la phase de latence. De plus.
la liaison du cofacteur a la forme apoenzyme provoque un changement conformationnel lent

pouvant étre suivi par I'extinction de I'émission de fluorescence des Trp, et qui semble
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expliquer la phase de latence observée durant le test enzymatique réalisé a 1’état stationnaire.
Ce processus est fortement accéléré par I'ajout de Mg®*, qui augmente I'affinité de I'enzyme
pour le NADP" dun facteur 100 (Dickinson. 1996). Des études complémentaires ont permis
de montrer que ce processus d’activation incluait deux étapes et qu’il n'impliquait pas de
phénomenes de dissociation/association de I'enzyme. Par contre, I'enzyme serait sous une

forme plus compacte apres activation (Dickinson, 2003).
2.4.2.2. Influence sur P’activité estérasique

Parallelement a leur activité déshydrogénase et de part la présence d’une cystéine trés
réactive, les ALDH peuvent jouer le role d’estérase. Elles sont ainsi capables d’hydrolyser un
ester comme le p-nitrophénylacétate (Feldman et Weiner, 1972). L'influence de divers
effecteurs (NAD', NADH, Mg™") sur I'activité estérasique des ALDH a été examinée. L"étude
la plus compléte a été réalisée sur I'ALDH de foie de cheval. Les résultats obtenus ont mis en
évidence un effet activateur du NAD'(H) et I'absence de tout effet du Mgz* contrairement a
ce qui avait été montré pour I'activité déshydrogénase (Takahashi et Weiner, 1980 :
Takahashi et Weiner, 1981). A I'état stationnaire, l'activité estérase est augmentée d’un
facteur 2 aprés une préincubation avec le NAD" ou le NADH. A ["état préstationnaire, des
expériences de cinétiques rapides montrent que le saut de production passe de deux a quatre
moles de p-nitrophénol par tétramere d’enzyme apres une préincubation d’une minute avec le
NAD'. L'augmentation de la vitesse globale de la réaction d’un facteur 2 en présence de
NAD" serait donc la conséquence d'une augmentation de la vitesse associée a I'étape
d’acylation. Par contre, le cofacteur n’aurait aucune influence sur |'étape de désacylation. Ces
résultats ont conduit les auteurs a proposer que la présence du cofacteur favoriserait I"attaque
de la C302 essentielle sur le groupement carbonyle du substrat en augmentant son caractere

nucléophile (Takahashi et Weiner, 1981).
3. La méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase
La MSDH est une enzyme qui catalyse la décarboxylation oxydative du malonate

(MSA) et du méthylmalonate-semialdéhyde (MMSA) en acétyl-CoA et en propionyl-CoA

(PPCoA), respectivement (Figure 19).
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Figure 19: Représentation schématique des réactions catalysées par la MSDH.

De part les alignements de séquence et le pourcentage d’identité de 30 % avec les
ALDH non phosphorylantes non CoA dépendantes, elle appartient a la famille structurale des
ALDH non phosphorylantes. Les alignements de séquence montrent que la MSDH possede
les acides aminés essentiels pour la catalyse tels que la C302 et la N169 (Figure 20). 1l faut
noter que le E268 essentiel au positionnement et a I’activation de la molécule d’eau chez les
ALDH non phosphorylantes non CoA dépendantes est absent chez les MSDH. La
particularit¢ de cette enzyme est d’utiliser le CoA comme nucléophile et d’effectuer une
transthioestérification de I'intermédiaire thioacylenzyme plutot que d’utiliser une molécule
d’eau et d’effectuer une hydrolyse pour I'étape de désacylation. Sa deuxieéme spécificité est
d'étre la seule ALDH non-phosphorylante connue a ce jour capable d’effectuer une
décarboxylation enzyme-dépendante du substrat. Dans la suite de cet exposé. est présentée

I"implication de la MSDH dans le métabolisme.
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124 169 268
Homo sapiens DV Fl§ LOVVEHA TIAPFAUFPAMIPLWM KRVQANMGA KNH
Rattus norvegicus DV FH LOQVVEHA IAPﬁiFPaMIPLWM KRVQANMGA KNH
Pseudomonas fluorescens DI Fﬁ

LEVVEHA ITPRUFPAMIPLWM KRVQSMMGA KNH
LEVVEVC ITPF*FPAMIPLWK KRVQCFGGA KNH
IEVVEHA ITPFYFPAMIPLWM KRVQSFAGA KNH
LEIVDLA ITPFYFPAMVPLWM KRVQALGGA KNH
Bacillus subtilis EV IENVEFA IAPFUFPMMVPCWM KRVQSLTGA KNH
Consensus MSDH DV LEVVE A ITPPYFPAMIPLWM KRVQ GA KNH
Consensus GAPN EV I P:!YP NL SK P ELGG KD

Brucella melitensis DI Q
Pseudomonas aeruginosa ov
Streptomyces coelicor EV

R

Consensus ALDH D RY I PWWFPL W V TLELGG K P
A

FNGO g A

Figure 20 : Alignement partiel des séquences de MSDH pour les régions contenant les
résidus importants pour la catalyse ainsi que les résidus arginines et comparaison avec
d’autres ALDH.

Les séquences utilisées pour effectuer cet alignement sont issues des banques de données
suivantes : EMBL, GenBank, SwissProt, Pir. L'alignement a été réalisé par le logiciel
"ClustalW Multiple Alignment" (Thompson er al.. 1994) de BioEdit version 5.0.9. La
numérotation indiquée pour l'alignement est celle proposée par Wang et Weiner (1995). Les
résidus catalytiques C302 et N169 sont indiqués par une boite noire. Les résidus R124 et
R301 impliqués dans la fixation du substrat chez les GAPN sont également dans une boite
noire. Le triangle indique I'absence du résidu E268 chez les MSDH. Les séquences des
MSDH correspondent aux enzymes ou une activité catalytique a ¢té décrite. La séquence
consensus des GAPN non-phophorylantes a été déterminée a partir de I'alignement des
séquences de 19 GAPN : alors que celle des ALDH non-phosphorylantes possédant un résidu
glutamate en position 268 a été¢ déterminée a partir de 'alignement des sc¢quences de 40
enzymes.

3.1. Métabolisme des acides aminés branchés

Les acides aminés branchés tels que la valine, I'isoleucine et la leucine sont trois des
neuf acides aminés essentiels chez les mammiféres. Chez les bactéries comme chez les
eucaryotes, le catabolisme de ces acides aminés branchés se décompose en une partie
proximale commune a ces trois acides aminés et en une partie distale spécifique de chaque
acide aminé (Massey ef al., 1976 ; Harper ef al., 1984 ; Figure 21). Le tronc commun est
composé d’une transaminase spécifique de chaque acide aminé qui catalyse une premicre
réaction de transamination réversible conduisant au 2-cé¢toacide correspondant et d’un
complexe enzymatique cétoacide déshydrogénase qui réalise une décarboxylation oxydative
irréversible des intermédiaires 2-céto-isovalérate, 2-céto-3-méthylvalérate et 2-céto-
isocaproate.

La partie distale du métabolisme de la valine, dans laquelle intervient la MSDH., passe

entre autre par les intermédiaires 3-hydroxyisobutyrate et MMSA pour aboutir a la formation

de succinyl-CoA qui est un intermédiaire du cycle de Krebs (Figure 21).
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L-valine
L-isoleucine
L-leucine
1 Transaminase
D-valine 2-céto-isovalérate
D-isoleucine ———® 2-céto-3-méthylvalérate
D-leucine 2-céto-isocaproate

NAD' Complexe cétoacide

-CO, CoA déshydrogénase

Isobutyryl-CoA
2-méthylbutyryl-CoA
Isovaléryl-CoA

meéthylacrylyl-CoA
tiglyl-CoA
* 3-méthylcrotonyl-CoA

3-hydroxyisobutyryl-CoA
2-methyl-3-hydroxy-
butyryl-CoA

3-méthylglutaconyl-CoA 3-hydroxyisobutyrate
2-méthyl HIBDH
accmaictyl-(‘oA 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA méthylmalonate semialdéhyde
. . MSDH
propionvi-CoA
+acétyl-CoA acétoacétate + acétyl-CoA propionyl-CoA

Figure 21: Chemin du catabolisme des acides aminés branchés chez les bactéries
(d*apres Massey et al., 1976)
Abréviations : HIBDH. hydroxyisobutyrate déshydrogénase : MSDH. méthylmalonate
semialdéhyde déshydrogénase.

3.2. Role de la MSDH

Le métabolisme du MMSA a longtemps été controversé. La synthése du succinyl-CoA
dépend de la méthylmalonyl-CoA mutase. Plusieurs voies possibles ont été suggérées pour la
biosynthese du méthylmalonyl-CoA a partir du MMSA (Wolf et Akers. 1986). Une premicre
hypothese ¢tait la décarboxylation. enzymatique ou non, du MMSA en propionate suivie de
son estérification par le CoA puis de la carboxylation du PPCoA par la propionyl-CoA
carboxylase. Une deuxiéme hypothese était la transformation directe du MMSA en PPCoA.
puis la carboxylation du PPCoA en MMSA-CoA. Une troisieme hypotheése suggérait
I"oxydation directe du MMSA en MMSA-CoA.
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La mise en évidence de la MSDH CoA-dépendante chez Pseudomonas aeruginosa
(Sokatch et al., 1968), est en faveur de la seconde hypothese. En effet, I'analyse des produits
de la réaction catalysée par la MSDH a mis en évidence la production de PPCoA a partir du
MMSA. D'une part. le marquage au "“C sur la fonction carboxylique du MMSA a permis de
suivre I'apparition de '*CO, concomitant a la réaction enzymatique par la MSDH de 7.
aeruginosa (Bannerjee et al., 1970). D'autre part, le fait qu'aucune trace de MMSA-CoA n'ait
¢té détectée par les techniques de chromatographie utilisées. suggere que le PPCoA serait le
seul produit de la réaction catalysée par la MSDH de rat (Goodwin e al.. 1989). Ceci est en
faveur d'une [-décarboxylation du MMSA lors de la réaction catalysée par la MSDH.

LLa participation de la MSDH dans le catabolisme des acides aminés branchés a aussi ét¢

mise en évidence chez plusieurs organismes.
3.2.1. Chez les bactéries et les archaea

Le géne codant une MSDH. caractérisée biochimiquement ou non, a ¢t¢ identifi¢ chez
un certain nombre de bactéries, dont le génome a été totalement séquence. et chez un
archaeon Sulfolobus solfataricus (She et al., 2001). Seuls P. aeruginosa et Streptomyces
coelicolor ont fait I'objet d’études sur le réle de la MSDH au niveau métabolique.

Chez Pseudomonas putida, la synthése de quatre des six enzymes dégradant la valine en
PPCoA, dont la MSDH. est activée par la présence de valine dans le milieu de culture
(Marshall et Sokatch. 1972). ce qui suggere la participation de cette enzyme dans le
catabolisme de la valine. Cette hypothese a été confirmée chez P. aeruginosa ou I'inactivation
de chacun des génes de l"opéron mmsAB, incluant celui de la 3-hydroxyisobutyrate
déshydrogénase et celui de la MSDH (msdA), entraine une croissance lente de la bactérie sur
un milieu minimum contenant de la valine (Steele er al., 1992). Chez S. coelicolor, le role de
la MSDH dans le catabolisme de la valine a été également mis en évidence (Zhang el al..
1996). En effet, I'inactivation du géne msd4 codant la MSDH chez S. coelicolor par
I"introduction d’un géne de résistance a [’hygromycine inhibe la croissance des bactéries sur
un milieu contenant de la valine comme seule source carbonée. La transformation de ces
bactéries par un plasmide d’expression contenant 'ORF du géne msdA suffit & rétablir une
croissance bactérienne sur un milieu minimum contenant de la valine. Le méme phénomene
est observé lorsque des métabolites tels que le propionate, intervenant en aval de la réaction
catalysée par la MSDH dans la voie du catabolisme de la valine, sont ajoutés dans le milieu de

culture.
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Chez Bacillus subtilis, le géne codant la MSDH a été retrouvé dans I'opéron qui code
les différentes enzymes intervenant dans la voie du catabolisme du myo-inositol (Yoshida ef
al.. 1997). La MSDH pourrait catalyser la transformation du MSA en acétyl-CoA dans cette
bactérie.

Chez Bulkholderia cepacia R34, le géne dntE situé¢ dans un opéron code un homologue
de la MSDH. Ici, la MSDH interviendrait dans la voie de dégradation du 2.4.5-
trihydroxytoluéne dans le métabolisme du 2.4-dinitrotoluéne (2.4-DNT) (Johnson et al., 2002)
au niveau de la transformation du méthylmalonate semialdéhyde en propionyl-CoA. La

souche R34 se développe en utilisant comme seule source de carbone et d’azote le 2.4-DNT.

3.2.2. Chez les mammifeéres

L'étude de la partie distale du catabolisme de la valine a permis la caractérisation et la
purification de la MSDH puis le clonage du géne msdA de rat (Goodwin er al., 1989 :
Kedishvili ef al., 1992). Cette enzyme serait relativement abondante dans le foie, et localisce
dans la fraction mitochondriale des cellules hépatiques. Chez le rat, le MSA est é¢galement
substrat de la MSDH et est transformé en acétyl-CoA. ce qui suggeére que cette enzyme
pourrait également intervenir dans le catabolisme de la cytidine (Goodwin ef al., 1989).

La stéréospécificité de la MSDH pour le MMSA n’est pas connue. Or, les voies de
dégradation de la valine et de la thymine conduisent respectivement a un stéréoisomere S et R
du MMSA. Chez I'homme, le fait que des métabolites produits par le catabolisme de la
thymine et de la valine soient accumulés chez des patients atteints de déficience en MSDH
suggére l'implication de la MSDH dans la voie de dégradation de la thymine (Roe er al..
1998). En conséquence, les voies du catabolisme de la valine et de la thymine pourraient se

croiser au niveau du MMSA. Chez les mammiféres, la MSDH participerait a la fois au

catabolisme de la valine et des pyrimidines (Figure 22).
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Figure 22: Aperc¢u des voies métaboliques convergeant vers la MSDH chez les
mammiféres (d’aprés Goodwin et al., 1989).
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3.3. Maladies associées au métabolisme des acides aminés branchés chez I’homme

Si des maladies liées a des déficiences enzymatiques dans la partie proximale du
métabolisme des acides aminés branchés ainsi que dans les étapes en aval de la MSDH sont
bien connues. les déficiences spécifiques de la voie de la valine sont rares (Gibson et al.. 1994
- Sweetman et William, 1995). On peut citer par exemple la maladie « maple syrup urinary
disease » pour laquelle une accumulation de 2-cétoacides liée a une perte d'activité du
complexe 2-cétoacide déshydrogénase conduit a des symptomes cliniques neurologiques
graves (Chuang et Shih, 1995). De méme. I'absence d'enzymes impliquées en aval de la voie
métabolique du PPCoA, a savoir la propionyl-CoA carboxylase et la méthylmalonyl-CoA
mutase, est responsable de I'apparition de pathologies telles que des acidoses graves des la
naissance (Fenton et Rosenberg, 1995).

En ce qui concerne les voies du catabolisme de la valine, quelques cas de patients, pour
lesquels une activité réduite de la MSDH est observée. présentent des symptomes de retard de
développement (Pollitt et al., 1985 ; Gray et al., 1987 : Gibson et al.. 1993). Un seul cas a été
décrit ou une mutation dans I'ORF du gene codant la MSDH semble étre associée a une
accumulation de 3-hydroxybutyrate dans les urines mais ceci sans symptomes graves

(Chambliss et al.. 2000).

3.4. Le coenzyme A

3.4.1. Structure du Coenzyme A

Le CoA a ¢été découvert en 1945 par Fritz Lipmann (Lipmann, 1945), comme facteur
présent dans des extraits bouillis de foie. de rein et de muscle. nécessaire pour ["acétylation de
sulfinamide. Ensuite. il a été décrit comme un coenzyme et comme facteur essentiel dans
["acétylation de la choline dans le cerveau (Kaplan et Lipmann, 1948). C’est un composé
dérivant d’une vitamine du groupe B, I'acide pantothénique et il est essentiel dans de
nombreuses réactions de synthese et de dégradation.

La structure du CoA (Figure 23) a été déterminée par le biais de dégradations
enzymatiques sélectives de la molécule et par analyse des produits de dégradations (Baddiley
et al.. 1953). La structure peut étre décomposée en plusieurs parties : une cystéamine. résultat
de la décarboxylation d’une cystéine : une f3-alanine, acide aminé rare : une molécule d’acide

pantoique qui se condense avec la $-alanine pour former I'acide pantothénique : un phosphate
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fixé par estérification sur la fonction alcool primaire libre de I"acide pantoique : une molécule

dadénosine monophosphate (AMP) et enfin un phosphate fixé en 3™ du ribose de '’AMP.

NH,

0 (o} lﬁ
HS\/\ o—pP—
N y |
H H o
OH
cystéamine B-alanine Acide pantoique |Phosphate
Yo
& Acide pantothénique /
v Acide adénylique 3'-phosphate

K Pantéthéine /
Y

Phosphopantéthéine

Figure 23 : Structure du coenzyme A (d’aprés Baddiley ez al., 1953)

La formule du CoA comporte de nombreux groupements. La fonction thiol libre portée
par la cystéamine joue un role essentiel dans la catalyse d’enzymes impliquant le CoA. En
effet, la fonction thiol sous forme thiolate se condense avec le groupement carboxylique des
substrats a activer pour former une liaison thioester de potentiel énergétique élevé. La quantité
d’énergie libérée par hydrolyse de cette liaison est de 8 kcal/mole.

Les dérivés acyl-CoA sont impliqués dans de nombreuses voies, telles que la
dégradation des acides gras ou le cycle de I'acide citrique. L acétyl-CoA est un intermédiaire
central dans le métabolisme de la plupart des composés biologiques incluant des acides

aminés, les oses ou les acides gras.

3.4.2. Différents modes de fixation du Coenzyme A dans les enzymes

Les enzymes qui lient le CoA catalysent une grande variété de réactions. Plusieurs
exemples peuvent étre cités. La citrate synthase (Remington et al.. 1982) catalyse une réaction

de condensation entre un acétyl-CoA et un oxaloacétate pour former le citrate (réaction clé du
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cycle de Krebs). C'est une enzyme dimérique, constituée uniquement dhélices a.. Chaque
monomere est constitué de deux domaines, un petit et un large. qui peuvent passer d’une
conformation ouverte a fermée par une rotation de 18°. Le CoA est lié sous forme compacte
avec un repliement a 180° au niveau du pyrophosphate et de nombreuses liaisons hydrogenes
avec les atomes de la chaine principale de la protéine. La dihydrolipoyl transacétylase
(Mattevi er al., 1992), trimérique. transfére un acétyl d'un lipoamide sur un CoA libre. Le
bras pantéthéine est trouvé sous deux conformations. une étendue dans le complexe binaire
protéine-CoA. et une repliée dans le complexe ternaire protéine-CoA-lipoamide. L acyl-CoA
déshydrogénase (Kim er al.. 1993 : Djordjevic et al.. 1995) catalyse la formation d’une double
liaison aux positions 2,3 des acylCoA thioesters saturés (premiére étape de la B-oxydation des
acides gras chez les animaux et dans le cytosol des bactéries). C’est une enzyme tétramérique.
FAD dépendante, composée d'un domaine hélical ot les hélices des domaines N et C-
terminaux sont groupées ensemble. Le CoA est li¢ entre les deux hélices a de I'extrémité C-
terminale. dans une forme repli¢e au niveau du pyrophosphate mais étendue au niveau du bras
pantéthéine qui n’est pas en contact avec la base adénine. Le bras pantéthéine est protégé du
solvant tandis que le pyrophosphate pointe vers le solvant. Le groupement NHs de "adénine
est lié au squelette de la chaine principale de la protéine. Dans I'énoyl-CoA hydratase
trimérique. qui catalyse I'hydratation du 2.3-énoyl-CoA en 3-hydroxyacyl-CoA (deuxi¢me
réaction de la B-oxydation des acides gras). le CoA se fixe a I'interface entre deux sous-unités
(poche). La méthylmalonyl-CoA-mutase (Mancia ef al., 1999) catalyse I'interconversion entre
le méthylmalonyl-CoA et le succinyl-CoA. Cest un a-B hétérodimere de 150 kDa. Le CoA
est lié en conformation étendue a un motif en tonneau «ff de la sous-unité o. Le bras
pantéthéine est dans le ceeur du tonneau et le 3°-phosphate-ADP est exposé au solvant. La
succinyl-CoA synthétase (Wolodko et al.. 1994) catalyse la transformation du succinyl-CoA
en succinate plus CoA (cycle de Krebs). Chez E. coli, ¢’est un o23; hétérodimere assemblé en
dimere de dimeres. Le bras pantéthéine est étendu et en conformation non compacte. le 3°-
phosphate-ADP étant lié par un mode classique Rossmann fold. L exemple de I"acyl-CoA
binding protein (Kragelund et al.. 1993) peut encore étre cité. Clest une enzyme
monomérique de 86 acides aminés, constituée de quatre hélices «, qui a une structure
compacte en boule (la plus petite protéine connue a cette date qui lie le CoA). Le CoA s’y
fixe dans une poche apolaire formée par trois hélices (sur les quatre).

En conclusion, de nombreuses structures tridimensionnelles de protéines liant le CoA

sont aujourd'hui connues (Djordjevic er al.. 1995 ; Engel et Wierenga. 1996 : Jacob et al.,



Introduction

1997 : Fraser et al., 1999 : Mancia er al., 1999 ; Dyda er al., 2000). L'inspection de la
structure tridimensionnelle de ces protéines indique que la structure du site de fixation du
CoA est différente d'une protéine a l'autre. En effet, des repliements aussi divers que le
tonneau (af)s chez la méthylmalonyl-CoA mutase (Mancia er al.. 1999), le motif
caractéristique de Rossmann chez la succinyl-CoA synthétase (Fraser ef al., 1999) ou encore
des repliements dont le motif est variable sont observés (Engel et Wierenga, 1996).
Cependant, les interactions entre le CoA et les protéines présentent des points
communs : le phosphate en 3° de I'adénosine est orienté¢ vers le solvant et généralement
stabilis¢ par un ou plusieurs ponts salins avec une lysine ou une arginine. La partie adénine
pointe vers I'intérieur de la protéine en position anti par rapport au ribose et interagit avec la
protéine par des liaisons hydrogeénes. Le site de liaison du CoA est souvent situé a I’interface
de deux sous-unités de la protéine si elle est oligomérique. Le bras pantéthéine est la plupart
du temps dans une conformation étendue. La conformation du CoA varie principalement au
niveau de I'étendue de la courbure au niveau du pyrophosphate : soit il y a des contacts de
Van der Waals entre le bras et les atomes de I'adénine, soit I"adénine en 2’-endo et le bras
¢tendu pointent dans des directions opposées. Le groupement NHs de la base adénine établit

toujours une liaison hydrogene avec la protéine via des atomes de la chaine principale.
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Objectifs de travail

L activité scientifique de I'Equipe Enzymologie Moléculaire est centrée sur |"étude des
relations structure-fonction d’enzymes par des approches biochimiques. moléculaires et
structurales. Ces études sont abordées au niveau de la catalyse chimique et de la spécificité
structurale. Plusieurs classes d’enzymes sont étudiées, en particulier les aldéhyde
déshydrogénases a cofacteur NAD(P)" non phosphorylantes CoA dépendantes ou non.
Jusqu'a présent. les études étaient focalisées sur une ALDH non-phosphorylante non CoA
dépendante. la GAPN de S. mutans qui oxyde irréversiblement le G3P en 3-phosphoglycérate.

Pour ma part, j'ai abordé 1"étude d’'une ALDH non phosphorylante a cofacteur NAD'
CoA dépendante, la MSDH qui oxyde le MMSA ou le MSA en PPCoA ou en acétyl-CoA.
Cette enzyme appartient a la méme famille structurale que GAPN. Les différences majeures
résident 1) au niveau de I'étape de désacylation qui consiste en une hydrolyse pour GAPN. et
une transthioestérification avec le CoA pour la MSDH. et 2) au fait que la MSDH est la seule
ALDH connue a ce jour a réaliser une (3-décarboxylation du substrat.

Plusieurs questions se sont alors posées :

- ces enzymes suivent-elles le méme meécanisme catalytique au niveau de
I"activation de la C302 ? Peut-on généraliser les études faites sur GAPN ?

- au niveau de la spécificité structurale, quels sont les facteurs structuraux et
moléculaires responsables de la reconnaissance du substrat notamment au
niveau du carboxylate. et quel est le mécanisme de la décarboxylation ?

- quels sont les facteurs structuraux et moléculaires responsables de la

reconnaissance du CoA ?

Pour y répondre. nous avons entrepris I"étude de la MSDH de B. subtilis. au niveau 1)
de son mécanisme catalytique en essayant de déterminer les différents paramétres cinétiques
de chaque étape de la catalyse, 2) de sa spécificité structurale et I'évolution de ses sites de
spécificité par une approche de mutagenése dirigée basée sur les alignements de séquences et
les structures d"’ALDH connues a ce jour. En paralléle, nous avons entrepris un travail de
collaboration avec de I'équipe de biocristallographes du Dr Aubry du laboratoire LCM3B a
Nancy en vue, a partir de la connaissance de la structure tridimensionnelle, d apporter des

informations sur le mode de reconnaissance des substrats et cosubstrats.
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PARTIE I :

Caractérisation du mécanisme enzymatique de la MSDH de B.

subtilis



Resultats

En préalable a toute ¢tude enzymatique et structurale approfondie, il était indispensable
de disposer en grande quantit¢ d'une MSDH de B. subtilis purifiée jusqu'a homogénéité et
des substrats MMSA et MSA qui n"étaient pas commerciaux. Ce travail préparatoire est décrit

dans les paragraphes suivants ainsi que dans ["article 1.

1. Clonage de I’ORF du gene codant la MSDH de B. subtilis
1.1. Stratégie de clonage

L'ORF d’un géne codant une MSDH putative a ét¢ localisée dans le génome de B.
subtilis. par alignement avec des séquences protéiques déduites de I'ORF des genes codant les
MSDH de S. coelicolor et P. aeruginosa. Le géne appelé iold chez B. subtilis appartient a
I'opéron /ol qui participerait au métabolisme du myo-inositol (Yoshida er al., 1997). L'ORF
comportant 1463 pb, a été¢ amplifiée par PCR avec des oligonucléotides contenant une
extension en 5 permettant d’introduire un site de restriction Nde | (pour reconstituer le codon
initiateur de la traduction) et une extension en 3" permettant d’introduire un site Sac I. Ce
choix nous permettait d’introduire 'ORF du gene iold de B. subtilis directement sous le
contréle du promoteur transcriptionnel du géne lacZ codant la [-galactosidase dans un
vecteur pBluescript SK+ modifié, dans lequel un site Ndel avait été introduit pour permettre
de recréer le codon initiateur de la traduction. Nous avions au préalable vérifié que les sites de

restriction choisis n’étaient pas présents dans la région d”’ADN amplifiée.

1.2. Construction du vecteur d’expression pSKmsdbsub contenant PORF du géne

codant la MSDH de B. subtilis

Les différentes étapes de préparation du vecteur utilisé lors de la PCR, d’insertion dans
le vecteur pBluescript SK+ préalablement digérés par Nde | et Sac 1, puis d’isolement du
plasmide recombinant sont résumées dans la figure 24. Le vecteur d’expression pSKmsdbsub

ainsi obtenu est également représenté dans la figure 24.
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Figure 24 : Représentation schématique de la construction du vecteur d’expression
pSKmsdbsub. MCS : cassette de clonage ; amp” : géne de résistance a I’ampicilline ; Plac :
promoteur du géne lacZ.
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2. Production, purification et caractérisation de la MSDH de B. subtilis

2.1. Production et purification

La MSDH de B. subtilis a été produite dans des cellules d"E. coli DH5a transformées
par le plasmide pSKmsdbub contenant I'ORF du géne io/4. Différents tests préliminaires ont
permis de définir les conditions de milieu et de température nécessaires a une surproduction
importante de la MSDH sous forme soluble. Les protocoles de production et de purification
sont décrits dans ["article 1. Un protocole identique a celui utilisé pour le type sauvage a ¢été
employé pour la purification des mutants protéiques de la MSDH.

La figure 25 présente le profil électrophorétique, sur gel SDS-PAGE 10%,
d*échantillons correspondant a chaque étape de purification. Les activités spécifiques et les
rendements a chaque étape de purification sont résumés dans le tableau 1. Les quantités
d’enzymes pures obtenues sont de 250 mg par litre de culture. La mobilité électrophorétique
est compatible avec une masse apparente de 53000 Da par monomere. L analyse
d’échantillons en spectrométric de masse par G. Chevreux (ECPM, Strasbourg, France) a
permis de déterminer une masse du monomere, soit 33319 Da en accord avec la masse
théorique calculée de 53316 Da en absence de la Met a I'extrémité N-terminale de la
séquence.

En fin de purification, le rapport Asg/Asxo est de 1,72 (Tableau 1). La présence
¢ventuelle de NAD™ a été testée par voie enzymatique en conditions d’hydrolyse apres
réduction en NADH. En effet, la formation de NADH peut étre facilement quantifiée par
spectroscopie de fluorescence, qui est une technique plus sensible que le dosage
spectrophotométrique a 340 nm. Cette méthode a permis de montrer que la MSDH de B.

subtilis purifiée contient de 0 a 10 % de NAD” selon les lots d’enzymes.
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AS Activité totale

Fractions DOsg/ml [l)o(t)a;;: Dgagr%)g (umol NADH. (wmol Ren(c!:Tem
W0 1 min. DOse") | NADH.min™) ;
Surnageant de 64 5500 0.66 . . .

sonication

Surnageant de
précipitation a 40% en 41 4300 0.70 ¥ * *
sulfate d’ammonium

Culot de précipitation a
80% en sulfate 99 3000 0.75 * “ £
d’ammonium

Fraction purifiée sur

7 A
colonne ACA 34 7 1500 1,04 0,28 420 100

Fraction purifiée sur

3 -~ -
colonne Sépharose Q 3 1000 1.72 031 310 74

Tableau 1 : Activités spécifiques et rendements obtenus au cours de la purification de la
MSDH de B. subtilis pour 4 litres de culture en milieu LB.

Les activités spécifiques n'ont pas ¢té déterminées a des concentrations saturantes en NAD',
MMSA et CoA et sont donc sous-estimées.

* Mesures non fiables car trop faibles.

Figure 25 : Analyse des différentes ¢tapes de purification de la MSDH de B. subtilis sur
gel de polyacrylamide a 10 % en conditions dénaturantes.

Le gel a été révélé par coloration au bleu de Coomassie.

1. surnageant de sonication (50 mDO) : 2. surnageant de précipitation a 40 % de saturation en
sulfate d’ammonium (50 mDO) : 3. culot de précipitation a 80 % de saturation en sulfate
d’ammonium (50 mDO) : 4. MSDH purifiée sur colonne ACA34 (10 mDO) : 5, MSDH
purifiée sur colonne sépharose Q (10 mDO) : 6. témoin MSDH S. coelicolor (10 mDO)
(masse moléculaire théorique 52470 Da). Les quantités déposées sur le gel ont €té estimées
par la DO a 280 nm et sont indiquées entre parentheses.
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2.2. Détermination de I’état oligomérique de la MSDH de B. subtilis

Le profil d"élution d’enzyme pure en conditions natives sur une colonne de filtration sur
gel Superose 12 étalonnée a permis de déterminer une masse apparente de 223 +/- 11 kDa
pour la MSDH de B. subtilis (Figure 26). Compte tenu de la masse théorique du monomere

(53316 Da), ceci implique que I'enzyme est isolée sous forme tétramérique.

log (PM)

Figure 26 : Caractérisation de I'état oligomérique des MSDH de B. subtilis par tamisage
moléculaire sur colonne superose 12 en conditions natives.
La colonne Superose 12 a un volume total de 17.8 ml. un volume mort de 7.7 ml et est
étalonnée par injection d'un mélange de marqueurs de poids moléculaire (Biorad):

(1) la vitamine B12 (1.35 kDa)

(2) la myoglobine de cheval (17 kDa)

(3) l'ovalbumine de poulet (44 kDa)

(4) la bovine y-globuline (158 kDa)

(5) la thyroglobuline (670 kDa)
1.5 mg de MSDH pure ont été injectés sur la colonne.
Le coefficient de partage K,, de la MSDH de B. subtilis de 0,34 qui correspond a un poids
moléculaire de 223 + 11 kDa, est représenté par le triangle sur la droite étalon.

2.3. Cristallogeneése et résultats préliminaires obtenus par radiocristallographie

Suite a la mise au point des conditions de production et de purification permettant
I"obtention d’une quantité¢ importante de MSDH de B. subtilis pure, une collaboration avec le

groupe de Biocristallographie de Nancy dirigé par le Dr A. Aubry a été entreprise en vue de
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déterminer la structure tridimensionnelle de I'enzyme de type sauvage. Les résultats
préliminaires obtenus ont permis de définir les conditions expérimentales permettant
["obtention de cristaux de la MSDH de type sauvage sous forme holoenzyme diffractant a 2.5
A. La MSDH de B. subtilis présentant une identité de séquence de 18-34 % avec les ALDH
non-phosphorylantes dont les structures cristallines étaient connues. la résolution de la
structure tridimensionnelle a donc été tentée par remplacement moléculaire. La forme holo de

la bétaine déshydrogénase s’est révélée étre le meilleur modele.
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for X-ray diffraction experiments were obtained by the hanging-drop
vapour-diffusion method using ammonium sulfate as precipitant. The
crystals belong to space group F£2,2,2,, with unit-cell parameters
a = 1952, b = 1925, ¢ = 835 A, and contain one tetramer per
asymmetric unit. X-ray diffraction data were collected to 2.5 A
resolution using a synchrotron-radiation source. The crystal structure

was solved by the molecular-replacement method.

1. Introduction

The members of the aldehyde dehvdrogenase
(ALDH) superfamily oxidize a wide varicly of
aldehydes to non-activated or CoA-activated
acids wia a two-step chemical mechanism.
Mechanistic and structural aspects have been
studied extensively for homotetrameric and
homodimeric CoA-independent ALDHs (see,
for example, Liu et al., 1997: Steinmetz er al.,
1997; Marchal & Branlant, 1999; Marchal er al.,
2000, Cobessi et al,, 2000), In contrast, little
mformation about the mechanistic and/or
structural aspects of CoA-dependent ALDHs
is available so far, except for the recent struc-
ture of a bifunctional aldolase-dehyvdrogenase
(Manjasetty er al, 2003). Methvlmalonate-
semialdehyde dehydrogenase (MSDH), which
is one of the few ALDHs belonging to this
family (Steele et al., 1992; Leal et al., 2003), has
been found in a wide variety of organisms
ranging from bacteria  and archaca 1o
mammals. Psewdomonas aeruginosa (Banner-
jee et al., 1970; Steele er al., 1992) and Strep-
tomyces coelicolor (Zhang et al.. 1996) MSDHs
are involved in valine catabolism. Investigation
of the myo-inositol catabolism of Bactllus
subtilis (Yoshida et al., 1997) and Rhizobim
leguminosarium bv. Viciae (Fry er al, 2001)
revealed the putative implication of MSDH in
this pathway. In mammals, MSDH 1s a mito-
chondrial enzyme that is involved in the distal
portions of the valine and pyrimidine catabolic
pathways (Goodwin er al., 1989). Over the two
last decades, a possible correlation of organic
acidaemia with MSDH deficiency has been
explored (Gray er al, 1987, Chambliss er al.,
2000). Roe er al (1998) proposed that a
psychomotor delay associated with methyl-
malonyl aciduria, without any mcrease of
propionylcarnitine in the blood or urine, could
be a direct consequence of MSDH deficiency.

This NAD-dependent ALDH catalyzes the
oxidation of methylmalonate semialdehvde
(MMSA) and malonate semialdehyde (MSA)
to propionyl-CoA and acetyl-CoA, respec-
tively. Therefore, MSDHs show another
difference  with respect to the chemical
mechanism of the CoA-independent ALDH
family because the catalyzed reaction also
includes a f-decarboxylation step. Here, we
repart the cloning, overexpression, purifica-
tion, crystallization and  preliminary  X-ray
diffraction analysis of the MSDH from
B. subtilis (Bs_MSDH)

2. Material and methods

2.1. Cloning procedure, expression and
purification

The iolA ORF was amplified by PCR using
the B. subuilis 168 genomic DNA as a template
and the forward and reverse primers
5-GAAGGAGGCAATACATATGGCAGA-
AATCAG-3' and 5-CTTACGCAACAAA-
GAGCTCATAGAGAAGC-3',
The forward primer contains an Ndel restric-
tion site (in bold) and the reverse primer
contains a Sacl restriction site (in bold). These
restriction sites were used to clone jol4 into a
plasmid derived from pBluescriptSK+. yielding
pSKmsdbsub for overexpression under control
of the fac promoter. The cloned iolA ORF was
sequenced in order to confirm that no muta-
tions had been introduced in the amplification
reaction.

Escherichia  coli DHS«  transformants
containing the pSKmsdbsub plasmid were
grown at 310K for 24 h n Luna-Bertam
medium  supplemented  with ampicillin
(200 pg ml™"). Cells were harvested by centri-
fugation (20 min at 3000g) at 277 K and the
pellet was suspended in 5UmM potassium

respectively.
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phosphate pH 82 (buffer A) containing
10 mM  B-mercaptoethanol. Cells were
disrupted by sonication, after which
unbroken cells and debnis were removed by
centrifugation (45 min at 20 000g). MSDH
was purified by ammonium sulfate fraction-
ation (40-80%) and gel filtration on ACA 34
resin equilibrated in buffer A. Fractions
containing MSDH activity were then applied
1o a Q-Sepharose column using a FPLC
svstem (Amersham Biosciences) previously
equilibrated with buffer A, MSDH was
cluted at 330 mM KCI with a linear gradient
of -1 M KCl in buffer A at Smlmin .

Al this stage, wild-type MSDH was pure
as checked by electrophoresis on 10%
SDS-polvacrylamide gel (Laemmli, 1970)
followed by Coomassie Brilliant Blue R-250
staining and electrospray mass-spectrometry
analvsis. The vield was estimated to be
~200 mg per litre of culture. The observed
monomeric  weight was 53319 Da  (the
calculated weight without the N-terminal
Met 1s 53 316 Da). The relative molecular
weight of native wild-type MSDH was esti-
mated by gel-filtration chromatography on a
Superose 12 HR column as previously
described (Roitel er al., 1999). The obtained
value of 223 & 11 kDa is in good agreement
with the theoretical value expected for a
tetrameric enzyme, Le. 213 kDa. Purified
enzyme was stored at 253 K in the presence
of 10 mM f-mercaptoethanol. MSDH was
stable under these conditions for several
weeks. The concentration was determined
spectrophotometrically using an extinction
coefficient of 280 nm of 51000 M~ em™'
deduced by the method of Scopes (1974).
Mach er al. (1992) and Gill & von Hippel
(1989).

2.2, Crystallization

The purified enzyme was dialvzed against
potassium phosphate buffer pH 7.8, 1 mM
DTT. | mM EDTA and finally concentrated
using a Centricon (Amicon/Millipore) with
30 kDa molecular-weight cutoff at 4500g and
277 K. Prior to crystallization experiments,
the enzyme was incubated at 303 K for
30min  in phosphate  buffer pH 78
containing 20 mM  NAD. Crystallization
experniments were  performed using  the
hanging-drop  vapour-diffusion  method
(Ducruix & Giege, 1999) at room tempera-
ture. Drops were prepared by mixing 2 pl
protem solution with an equal volume of
reservorr solution and were suspended over
500 u! - reservoir  solution. The protein
concentration used for the first screenings
was 10mg ml ', Initial crystallization trials
were carried out at 277 and 293 K using

Table 1
Statistics of X-ray data
MSDH crystals

hril,

ement for 8

Values i parentheses refer to the outermosi resolution
shell (2.50-2.59 A),

P22y

Space group

Unit-cell parameters {;\J a=1952 h= 1925
¢ =835

Resolution range (A) 0.0-2.5

No reflections measured TR6249

No. umigue reflections 108345

Completeness (%) S (91.9)
L) 9.39 (3.58)
R 1 (%) 13.8 (37.2)

e

¥ R = Enat 2y Wi = a0 L, g where Iy is

the intensity of observition § of Brage reflection ikl

commercially  available  sparse-matrix
sereens and a  home-made ammonium
sulfate kit (pH range 5.0-8.0 and ammonium
sulfate concentration range 1.0-3.0 M in
steps of 0.1). The commercially screens used
were Crystal Screens Iand [T from Hampton
Research and Clear Strategy Screens | and
IT from Molecular Dimensions Ltd. The
crystallization experiment was repeated by
mereasing the protein concentration until
crystals were oblained.

2.3. Data collection and diffraction
measurements

The  eryoprotectant  conditions  for
Bs_MSDH crystals were optimized using an
in-house X-ray facility composed of an area
detector (DIP2030b) with a ¢ goniometer
using Cu Ko radiation from a rotating-
anode generator (Bruker-Nonius FR3Y1
Model) and an Oxford Cryosystems Cryo-
stream. The X-ray diffraction data set was
collected using synchrotron radiation from
EMBL beamline X11 located at the DORIS
storage ring, DESY, Hamburg. The wave-
length used was 0.8126 A and the data were
collected at 100K on a MAR CCDI165
detector. 360 images were collected with a
crystal-to-detector distance of 240 mm and
0).5° rotation per image. A 2.5 A data set was
processed and merged with the XDS suite
(Kabsch, 1993).

2.4, Results and discussion

The first crystals were only obtained at
a very high protein  concentration
(>150 mg ml™") using ammonium sulfate as
precipitant.  These initial crystallization
conditions were further refined by changing
the pH and the protein and precipitant
concentrations. Finally, thin plates grew
within 3-7 d to approximate dimensions of
0.3 x 03 x 0.05mm under the following
conditions: 2.0-2.3 M ammonium sulfate
without buffer and a protein concentration
of 200 mg ml ™'

Prior to X-ray diffraction experiments,
crystals were soaked briefly in reservorr
solution  supplemented  with  18%(v/v)
glycerol for flash-freezing. The diffraction
pattern obtained using the home rotating-
anode generator was too weak to determine
the unit cell of the MSDH crystals. The
diffraction pattern obtained using the
synchrotron X-rays was consistent with the
primitive orthorhombic Bravais lattice. with
untt-cell parameters a = 195.2, b = 1925,
c = 835A. A total of 108345 unique
reflections (average multiplicity 8) were
collected in the resolution range 20-2.5 A
Detailed data-collection statistics are given
in Table 1. The systematic absences unam-
biguously revealed screw twofold axes
parallel to a. b and c. leading to the £2,2,2,
space-group  assignment. A reasonable
Matthews  coefficient of 36 A'Da '
(Matthews. 1968) was obtained for four
monomers in the asymmetric unit. The
resulting caleulated solvent content 1s 65%.

Bs_MSDH displays 18-34% sequence
wdentity to non-phosphorylating ALDHs
whose crystal structures are available n the
Protein Data Bank. Consequently, the
molecular-replacement  method was  first
tested to solve the crystal structure of
Bs_MSDH. Considering the oligomeric state
of Bs_MSDH, trials were carried out using
the crystal structures of tetrameric ALDHs
only. The holo form of the cod liver betamne
aldehyde dehydrogenase search model gave
the best solution (Johansson et al, 1998;
PDB code Ibpw). In CNS (Briinger er al.
1998), a cross-rotational search followed by
a translational search were performed in the
resolution range 10-4 A. The top two solu-
tions seem to be equivalent. exhibiting
correlation coefficients of 34.2 and 33.9%,
while that of the next solution was 25.1%
Crystallographic refinement and structure
analysis will be published elsewhere (co-
ordinates have been deposited in the PDB
with code 1190).

We thank G. Chevreux and Dr A. Van
Dorsselaer (ECPM. Strasbourg. France) for
determining the molecular weight of wild-
type MSDH and also S. Boutserin for her
very efficient technical help. We would ke
to thank the Service Commun de Diffraction
X sur Monocristaux  (Université  Henri
Poincaré. Nancy. France) and the EMBL
(Hamburg. Germany) for providing access
to crystallographic experimental facilities.
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Résultats

3. Mécanisme catalytique de la MSDH de B. subtilis.

Nous avons tout d’abord montré I'existence d'une phase de latence de plusieurs minutes
lors du test d'activité (figure 27). qui peut étre levée par une préincubation de la forme apo de

la MSDH avec le NAD".
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Figure 27 : Test d'activité de la MSDH de B. subtilis réalisé sans préincubation avec le
NAD".
L'activité est mesurée dans les conditions suivantes: tampon KPi 50 mM pH 8.2 a 30°C,
MMSA 600 uM, CoA 500 uM, NAD" 2 mM a une concentration en MSDH de
0.48 uN. L activité enzymatique figurée par la tangente rouge n’est maximale qu’au bout de
7 min.

La fixation du NAD™ favorise donc wune étape d’activation impliquant
vraisemblablement une réorganisation conformationnelle du site actif. Le suivi de I"extinction
de fluorescence des résidus tryptophane comme sonde de changement conformationnel. nous
a permis de confirmer cette hypothése et d’accéder a la vitesse de ce réarrangement par le
biais d’études réalisées sur le complexe binaire apoenzyme/NAD™. Nous avons montré que
I'addition de NAD" a la forme apoenzyme conduit & une extinction de I'émission de
fluorescence qui est la conséquence de deux effets additifs. La premiére phase trés rapide
refléte la fixation du NAD™ a I'apoenzyme et représente 75 % de I'extinction, alors que la

seconde phase correspond a un changement conformationnel lent (figure 28).

L
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Figure 28 : Variation de I'intensité d’émission de fluorescence de la MSDH induite par
la liaison du NAD",

L extinction de fluorescence est mesurée sur un spectrofluorimétre SAFAS flx a 30 °C en
présence de 5 uN de MSDH aprés addition de 2 mM NAD™ dans un tampon KPi 50 mM pH
8.2. Les longueurs d’onde d’excitation et d émission sont respectivement de 297 et 335 nm.

De plus. la constante de vitesse (kopns) associée a cette seconde phase dépend de la
concentration en NAD". Cela nous a permis de déterminer un Kp,p, de 0.38 mM pour le
NAD" et un kopsmax de 0.18 min™'. ce qui est en accord avec la durée de la phase de latence
observée lors du test d’activité. La MSDH de B. subtilis contenant 5 résidus tryptophane.
I"analyse des propriétés de fluorescence des mutants W28F, W76F, WI177F. W397F et
W468F nous a permis d’identifier le résidu W468 comme seul responsable de ["extinction de
fluorescence supplémentaire observée lors de la fixation du NAD". Ce résidu W468 étant
localisé au niveau d’une boucle située a I'interface monomeére/monomére d’'un méme dimére
dans les ALDH dont la structure tridimensionnelle est connue, nos résultats montrent que la
fixation du cofacteur induit au moins une réorganisation conformationnelle au niveau de cette
interface.

L."étude de I"étape d’acylation en cinétique rapide montre que cette étape est rapide (Kops
> 500 s™'), non limitante et indépendante de la présence de CoA. De plus, nous avons montré
que la MSDH de B. subtilis présente des propriétés de réactivité de demi-site. Le fait que
seuls 2 des 4 sites soient fonctionnels posait la question de I'existence de deux populations de
sites dans les formes apo et holoenzyme. L’utilisation d’une sonde chimique spécifique des
cystéines telle que le 2.2 -dithiopyridine (2PDS) nous a permis de répondre a cette question
par I"affirmative pour la C302 essentielle. Sa réactivité a été étudiée sur le quintuple mutant

MSDH C49A-C176A-C305A-C369A-C430A (QCys). et nous avons montré |'existence de
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deux populations de C302 aussi bien au niveau de la forme apo que holoenzyme. Dans la
forme apo, ces deux populations présentent un pK,p, denviron 8,7 mais des réactivités
différentes de 1.4 x 107 et de 1,8 x 10° M™s", chaque population représentant 2 cystéines sur
les quatre cystéines du tétramere. La C302 n’est donc pas activée. La formation de
I"holoenzyme induit une diminution d’au moins 230 fois de la réactivité de deux C302 par
tétramere qui s’accompagne d’un abaissement du pK,,, d'environ 8,7 a 7.9. Par contre, les 2
autres C302 présentent un pKyp, et une réactivité comparable a ceux déterminés pour la forme
apo. Une approche complémentaire utilisant I'iodoacétamide comme sonde chimique nous a
permis d’attribuer de fagon définitive le pKip, de 7.9 a la C302 appartenant aux deux sous-
unités «actives».

Cette valeur de pK,,, de 7.9 n’était pas compatible avec une étape d’acylation rapide
comme nous I'avions montré précédemment et suggérait donc une activation supplémentaire
de la C302 essentielle au niveau du complexe ternaire MSDH/NAD/substrat/. L étude de la
constante de vitesse associ¢e a I'étape d’acylation en fonction du pH a permis de montrer
qu’elle dépend d’un seul groupement ionisable de pK,,, 5.7 ou 6, selon le substrat utilisé
(MMSA ou MSA), qui pouvait étre attribué a la C302. Ceci suggérait fortement que la
formation du complexe ternaire conduisait a une réorganisation structurale locale
supplémentaire au niveau du site actif, indispensable a une activation optimale de la C302.
Ainsi. I'ensemble de nos résultats a démontré le caractere séquentiel du mode d’activation de
la C302. dont le pKjpp est progressivement abaissé d’environ 8,7 dans I'apoenzyme a 7.9 dans
le complexe binaire, puis a une valeur inférieure a 6 dans le complexe ternaire.

L"¢tude approfondie du mécanisme catalytique a ¢été poursuivie dans le but d'identifier
le processus limitant de la réaction globale, qui était situé aprés le transfert d’hydrure et
pouvait donc étre associé¢ soit au relargage du NADH, a la [B-décarboxylation, a la
transthioestérification ou encore a d’éventuelles étapes d’isomérisation.

La constante de vitesse de dissociation apparente (k) du NADH a partir du complexe
thioacylenzyme-NADH a été déterminée par des approches de cinétique rapide a ['aide d’un
systeme couplé enzymatique lactate déshydrogénase-pyruvate. Nous avons montré que le
relargage du NADH n’est pas limitant. En effet. les valeurs de A apparentes sont
respectivement de 56 s™' avec le MMSA et de 50 s avec le MSA soit nettement supéricures
aux valeurs de ke de 1,1 57" et 7,5 5. La caractérisation de Iétape de B-décarboxylation a été
initiée en analysant les produits de la réaction par HPLC. Les résultats obtenus sont en faveur

d’une étape dépendante de la forme acylenzyme et indépendante de la présence de CoA, le
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produit décarboxylé correspondant (propionate ou acétate) étant obtenu dans des conditions
d’hvdrolyse. Dans le but de pouvoir accéder a la vitesse de cette étape, il a ¢été nécessaire de
développer une approche de cinétique rapide faisant intervenir un double systéme couplé
enzymatique  phosphoénolpyruvate  décarboxylase/phosphoénolpyruvate  puis  malate
déshydrogénase/oxaloacétate permettant de suivre la production de CO; sous forme de
bicarbonate. Les résultats obtenus avec le MMSA comme substrat indiquent une vitesse de
décarboxylation d’environ 2.5 s du méme ordre de grandeur que le k. de 1.1 s, ce qui
suggere que cette étape soit le processus limitant de la réaction globale. En effet, le k. de 1.1
s a été calculé par site d’enzyme et non par sous-unité active, et comme deux sites sur les
quatre sont actifs, le ke exprimé par sous-unité active serait de 2.2 s'. De plus, nos resultats
indiquent que la décarboxylation conduit 1) a la production de bicarbonate et pas de CO», 2) a
la formation d’un nouvel intermédiaire thioacylenzyme compétent pour subir ["attaque

nucléophile du CoA lors de I'étape de transthioestérification.

Article 2

« Mechanistic characterization of the Methylmalonate Semialdehyde Dehydrogenase from

Bacillus subtilis » soumis a Biochemical Journal en Septembre 2005.
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Mechanistic characterization of the MSDH (methylmalonate semialdehyde

dehydrogenase) from Bacillus subtilis

Claire STINES-CHAUMEIL, Frangois TALFOURNIER and Guy BRANLANT'
Maturation des ARN et Enzymologie Moléculaire, UMR 7567 CNRS-UHP, Université Henri Poincaré Nancy |, 54506 Vandoeuvre-lés-Nancy Cedex, France

Homotetrameric MSDH (methylmalonate semialdehyde de-
hydrogenase) from Bacillus subrilis catalyses the NAD-dependent
oxidation of MMSA (methylmalonate semialdehyde) and MSA
(malonate semialdehyde) into PPCoA (propionyl-CoA) and
acetyl-CoA respectively via a two-step mechanism. In the present
study, a detailed mechanistic characterization of the MSDH-
catalysed reaction has been carried out. The results suggest that
NAD binding elicits a structural imprinting of the apoenzyme,
which explains the marked lag-phase observed in the activity
assay. The enzyme also exhibits a half-of-the-sites reactivity, with
two subunits being active per tetramer. This result correlates well
with the presence of two populations of catalytic Cys** in both
the apo- and holo-enzymes. Binding of NAD causes a decrease in
reactivity of the two Cys™ residues belonging to the two active
subunits and a pK,,, shift from approx. 8.8 to 8.0. A study of the

rate of acylation as a function of pH revealed a decrease in the
pK . of the two active Cys* residues to approx. 5.5. Taken to-
gether, these results support a sequential Cys™ activation process
with a pK,,; shift from approx. 8.8 in the apo-form to 8.0 in the
binary complex and finally to approx. 5.5 in the ternary complex.
The rate-limiting step is associated with the g-decarboxylation
process which occurs on the thioacylenzyme intermediate after
NADH release and before transthioesterification. These data also
indicate that bicarbonate, the formation of which is enzyme-
catalysed, is the end-product of the reaction.

Key words: bicarbonate, CoA-dependent aldehyde dehydrogen-
ase (ALDH), cysteine activation, f-decarboxylation, half-of-the-
sites reactivity, lag-phase.

INTRODUCTION

Two structurally unrelated families of NAD(P)-dependent
ALDHs (aldehyde dehydrogenases) catalyse the oxidation of al-
dehydes into acidic compounds via a two-step chemical mechan-
ism, first with an acylation step common to both families, and
then a deacylation step which differs in the nature of the acyl
acceptor. The acylation step involves the nucleophilic attack of
the catalytic cysteine residue on the aldehydic function followed
by the hydride transfer that leads to formation of a thioacyl-
enzyme intermediate and NAD(P)H. In phosphorylating ALDHs,
inorganic phosphate acts as the acyl acceptor, thus leading to
formation of a phospho-ester. This, for example, is the case
in GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). By
contrast, in the non-phosphorylating ALDHs, the acylenzyme
intermediate undergoes a nucleophilic attack by a water or CoA
molecule, thus leading to non-activated or CoA-activated acids
respectively (Scheme 1). Numerous crystal structures of homo-
tetrameric  and homodimeric  non-phosphorylating CoA-in-
dependent ALDHs have already been solved and essentially
show identical structural features at the secondary, tertiary and
quaternary levels [1-3]. Moreover, mechanistic aspects were
studied extensively and several invariant residues were shown to
be critical for the chemical mechanism of non-phosphorylating
CoA-independent ALDHs [4-7]. Subsequently, evidence has
been provided for the chemical activation of the catalytic Cys™”
upon cofactor binding to non-phosphorylating GAPN (non-phos-
phorylating GAPDH) from Streprococcus mutans [8]. Moreover,
additional studies of this GAPN have highlighted the essential
roles of (1) an oxyanion-hole composed of the side-chain of the
invariant Asn'” residue and the Cys* NH-group which permits

an efficient hydride transfer without base-catalyst assistance [9]
and (ii) the Glu™ residue in the rate-limiting hydrolytic step
through activation and orientation of the attacking water molecule
[10].

By contrast, little information regarding the mechanistic and/or
structural aspects of CoA-dependent ALDHs is available so far,
excepting the crystal structure of a bifunctional enzyme 4-hydroxy
2-ketovalerate aldolasefacylating acetaldehyde dehydrogenase
described recently [11]. However, from a structural viewpoint,
this CoA-dependent dehydrogenase does not belong to the
non-phosphorylating ALDH family, but to the phosphorylating
GAPDH family.

In the present paper, a detailed study of the enzymatic pro-
perties of the MSDH [MMSA (methylmalonate semialdehyde)
dehydrogenase] from Bacillus subrilis, which is one of the
few CoA-dependent ALDHs [12,13], has been undertaken.
MSDH trom B. subtilis is a homotetrameric enzyme putatively
involved in myo-inositol catabolism [14]. It catalyses the NAD-
dependent oxidation of MMSA and MSA (malonate semialde-
hyde) into PPCoA (propionyl-CoA) and acetyl-CoA respect-
ively (Scheme 2). Therefore the oxidation process catalysed
by MSDH from B. subrilis includes a f-decarboxylation step,
which is a specific feature when compared with the chemical
mechanism of the non-phosphorylating CoA-independent and
CoA-dependent ALDHs described so far. As expected, sequence
alignment reveals conservation of the catalytic Cys™ and Asn'”
residues but the lack of Glu*™*, which 1s consistent with the non-
efficient hydrolytic activity exhibited by MSDHs.

The results obtained in the present study suggest that NAD
binding elicits a slow conformational rearrangement [(imprint-
ing), where conformational rearrangement can include as little as

Abbreviations used. ALDH, aldehyde dehydrogenase, GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPN, non-phosphorylating GAPDH
|AM, iodoacetamide, LDH, lactate dehydrogenase; MDH, malate dehydrogenase; MMSA, methyimalonate semialdehyde, MSA, malonate semialdehyde,
MSDH, MMSA dehydrogenase; 2PDS, 2,2'-dipyndy| disulphide; PEP, phosphoenolpyruvate; PEPC, PEP carboxylase; PPCoA, propionyl-CoA

' To whom correspondence should be addressed (email guy.branlani@maem. uhp-narncy.fr)
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Deacylation

Schematic representation of the catalytic mechanism of non-phosphorylating ALDHs

a reorientation of the Cys™™ residue and repositioning of either

the NAD or the quenched Trp*™, located at the dimer interface, or
both] in the apo-structure of the MSDH from B. subtilis, which
explains the marked lag-phase observed in the activity assay.
The enzyme also exhibits a half-of-the-sites reactivity. Only
two subunits per tetramer display activity, which correlates well
with the presence of two populations of the catalytic Cys™
residue in both the apo- and holo-enzymes. In addition, kinetic
analysis of the catalytic mechanism showed that the rate-limiting
step is associated with the f-decarboxylation process which
occurs on the thioacylenzyme after NADH release and before
transthioesterification. The results and interpretation are discus-
sed in relation to what is known about the catalytic mechanism
and the three-dimensional structure of the non-phosphorylating
ALDHs, in particular GAPN.

EXPERIMENTAL
Materials

NAD was from Roche (Mannheim, Germany). CoA, propion-
aldehyde, pyruvate, PEP (phosphoenolpyruvate), LDH (lactate
dehydrogenase) and MDH (malate dehydrogenase) were from
Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.), and PEPC (PEP carboxylase)
was from Fluka (Buchs, Switzerland).

MMSA was synthesized as described by Kupiecki and Coon
[15] and MSA was prepared from ethyl ester diethyl acetal of
MSA (Acros Organics, Noisy-le-Sec, France). Both substrates
were enzymatically titrated with MSDH.

Site-directed mutagenesis, production and purification
of wild-type and mutant MSDH from B. subtilis

Site-directed mutagenesis was performed using the Quik-
change site-directed mutagenesis kit (Stratagene). Wild-type,
QCys (C49A/C176A/C305A/C369A/C403A), W2BF, WT6F,
W177F, W397F and W468F MSDHs were produced and purified
by using a procedure already described [ 16]. Wild-type and mutant
MSDHs were isolated as apo-forms. Enzyme concentrations were
determined spectrophotometrically by using molar absorbption
coefficients of 204000M'-cm™' at 280nm for apo-(wild-
type) and QCys MSDHs, 180000 M™'-cm™' for W28F MSDH,
164000 M~' -ecm™' for W76F, W177F and W397F MDSHSs and
172000 M~" -cm™' for W468F MSDH.

Quantification of the free cysteine content using 2PDS
(2,2’-dipyridyl disulphide)

Free cysteine content in the wild-type and QCys MSDHs were
deduced from the absorbance of pyridine-2-thione using an
absorption coefficient of 8080 M~'-cm™" at 343 nmﬁld?]. The
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enzyme was dissolved in 50 mM potassium phosphate buffer,
pH 8.2, and 2PDS was added in excess relative to the enzyme.

Kinetic parameters of wild-type and QCys MSDHs under
steady-state conditions

Initial-rate measurements were carried out at 30°C on a SAFAS
UV me2 spectrophotometer by following the appearance of
NADH at 340 nm in 50 mM potassium phosphate (pH 8.2), or
50mM Tes (pH 8.2). The initial-rate data were fitted to the
Michaelis—Menten relationship using least-squares regression
analysis to determine the &, and K, values. All K, values were
determined at saturating concentrations of the other substrates:
500 pM MMSA or | mM MSA, 12 mM NAD and 500 M CoA.

Kinetic studies of tryptophan fluorescence quenching

The time-course of MSDH fluorescence quenching induced by
NAD-binding was recorded on a SAFAS flx spectrofluorimeter
maintained at 30°C after addition of 2 mM NAD to 1.25 uM
wild-type and mutant MSDHs in 50 mM potassium phosphate,
pH 8.2. Absorption and emission wavelengths were set at 297
and 335 nm respectively. For NAD-dependence of the conform-
ational rearrangement, the &, (pseudo-first-order) values were
determined at each NAD concentration by fitting the slow Trp**
fluorescence quenching to a monoexponential expression. Data
were then fitted to equation (1) to determine K, and K, g

Kope = (Kopamar [INAD])/(K,y,, + [NAD]) ()

pH-dependence of MSDH reactions with 2PDS and
IAM (iodoacetamide)

Due to the high reactivity of Cys®? with 2PDS in the Qcys
MSDHs, kinetic measurements were carried out on a SXI8MV-R
stopped-flow apparatus (Applied PhotoPhysics) at 30°C, under
pseudo-first-order conditions over a pH range 5.5-9 with a
mixed reaction buffer consisting of 22 mM succinic acid, 29 mM
imidazole and 29 mM diethanolamine adjusted with NaCl to a
constant ionic strength of 0.06 M (buffer A). One syringe con-
tained MSDH in the presence or absence of 4 mM NAD, and
the other contained 2PDS. When Cys™” reactivity was low i.e.
in the presence of NAD, rate measurements were carried out using
a SAFAS UV mc2 spectrophotometer, under the experimental
conditions described above.

Alkylation rates for wild-type and QCys MSDHs using [AM
were determined over a pH range of 5.5-9 in buffer A at 30°C
under pseudo-first-order conditions, by following the loss of
activity. Inactivation of holo-(wild-type) and QCys MSDHs were
carried out in the presence of 2mM NAD. In all experiments,
the pseudo-first-order and second-order rate constants, k,, and &,
respectively, were determined at each pH, and data were analysed
as described by Marchal and Branlant [8].

HPLC analysis of MSDH reaction products in the absence of CoA

Identification of MSDH reaction products in the absence of
CoA was carried out using HPLC. Reaction mixtures contained
wild-type MSDH (4 M), MMSA (500 M), or MSA (400 M)
and NAD (2 mM). Progress curves of NADH production in
50 mM potassium phosphate (pH 8.2) were followed at 30°C.
After completion of the reaction, the enzyme was precipitated by
addition of 0.2 M HCI and eliminated by centrifugation. A frac-
tion of the supernatant was then injected into a T0A2000

column (Alltech®) followed by isocratic elution using 0.1 M HCL.
Products were monitored by refractometry using a SP 8430 RI
detector (Spectra-Physics®) and MMSA, MSA, propionic acid,
acetic acid, methylmalonic acid and malonic acid were used as
standards.

Pre-steady-state kinetic measurements

Pre-steady-state kinetic analyses were carried out on a SX18MV-
R stopped-flow apparatus (Applied PhotoPhysics) and collected
data were analysed using the SX18MV-R software package.

Analysis of the overall steps leading lo thioacylenzyme formation

Progress curves of NADH production were recorded in 50 mM
potassium phosphate (pH 8.2), in the presence or absence of CoA
at 30°C. One syringe was filled with MSDH (4 uM) and NAD
(4 mM) and the other contained MMSA at various concentrations.
Data were fitted to equation (2) to determine k,. and K values,
where S represents the substrates MMSA or MSA.

lku.: = (k:k'-n.u [S“;‘!(Kﬁ + [S]) {2)

For pH-dependence studies, data were collected at 10 or 30°C in
buffer A and analysed as described by Marchal et al. [10].

NADH-dissociation rate from the thioacylenzyme-NADH complex

Experiments were carried out in the absence of CoA in 50 mM
potassium phosphate (pH 8.2) at 30°C. To evaluate the rate of
NADH dissociation from the thioacylenzyme-NADH complex,
the coupled pyruvate/LDH assay was used as an NADH trapping
system. One syringe was filled with MSDH (7.5 or 15 uM) and
NAD (4 mM), and the other contained either MMSA (ImM) or
MSA (2 mM), LDH (7.5 uM) and pyruvate (20 mM).

Decarboxylation rate of the thioacylenzyme iniermediate

The rate of the decarboxylation process was evaluated at 30°C
by using the PEP/PEPC/MDH system as a coupled assay.
To minimize the background level of carbon dioxide present,
nitrogen was bubbled through the stock potassium phosphate,
MgCl, and PEP solutions. The reaction mixture containing
50 mM Tes (pH 8.2), 10 mM MgCl,, 0.4 mM NADH, 4 mM PEP,
100 units/ml MDH and 10 units/ml PEPC was divided into two
equal volumes. MSDH (3 or 6 M, final concentrations) and NAD
(2 mM) were added to one volume, and MMSA (1 mM) to the
second. The two volumes were pre-incubated separately for 5 min
to remove residual bicarbonate, and then mixed together. NAD
reduction and NADH oxidation were recorded at 340 nm. The
total rate of formation of both bicarbonate and carbon dioxide was
assayed by supplementing the reaction mixture with 500 units of
bovine erythrocyte carbonic anhydrase/ml.

RESULTS
Evidence for a lag-phase

Progress curves for enzymatic turnover exhibited an imtial lag-
phase, which prevented detailed kinetic and mechanistic char-
acterization of the catalytic pathway. As shown in Figure 1, the
steady-state rate was attained after approx. 5 min when the re-
action was initiated by addition of apo-(wild-type) MSDH. The
lag-phase was eliminated after pre-incubation of the apoenzyme
with NAD. By contrast, pre-incubating the apo-form wiéthMSA

© 2006 Biochemical Society
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Figure 1
B. subtilis

Progress curves for enzymatic turnover of wild-type MSDH from

Assays were performed at 30°C under the following conditions: 50 mM potassium phosphate
buffer (pH 8.2), 2mM NAD, 500 M MMSA and 500 M CoA. In curve A, the reaction was
initiated by adding 0.125 .M 2po-MSDH and the steady-state rate was attained after approx.
5min (solid line). In curve B, the enzyme pre-incubated for 20 min in the presence of 2 mM
NAD was added lo the complete assay o initiate the reaction.

or CoA at concentrations much higher than the K, values had
no effect. Moreover, pre-incubating apo-MSDH with both NAD
and MMSA did not diminish the duration of the lag-phase when
determined with NAD alone. Therefore MSDH activation appears
to be promoted only by NAD. The simplest model capable of
explaining the enzyme activation is:

ki ky
E & [E*NAD] 1:’ [E'+NAD]

-1 =3

where E and E’ are the inactive and active forms of the en-
zyme respectively. To gain more insight into the role of NAD in
the enzyme activation process, the quenching of tryptophan fiuor-
escence intensity upon cofactor binding was evaluated. When
apo-MSDH was excited at 297 nm, a fluorescence emission
maximum was observed at 335 nm (results not shown). Addition
of NAD led to fluorescence quenching, which is in fact the con-
sequence of two additive effects: (i) the formation of the binary
E + NAD complex upon NAD binding to the apo-structure, which
results in 75 % of the quenching and the rate of which cannot be
attained even when using a stopped-flow apparatus, and (ii) a slow
phase which is time-dependent and represents 25% of the
quenching (Figure 2). This experiment was carried out using
several NAD concentrations ranging from 0-5mM, and at
each NAD concentration a k., value was calculated by
fitting the slow additional fluorescence quenching to a mono-
exponential equation. This allowed the determination of a K, of
0.38 mM for NAD and a kg, e Of 0.18 min~' (Figure 3). The
kope mee Value is consistent with the duration of the lag-phase
when the MSDH apo-form is used for activity assays (Figure 1).
Therefore the slow phase is likely to be representative of enzyme
activation. In this context, the NAD concentration-dependence of
this phase is in agreement with mechanism I.

MSDH from B. subtilis contains five tryptophan residues.
Analysis of the fluorescence properties of each of the W28F,
W76F, W177F, W397F, and W468F MSDH mutants revealed
that time-dependent additional quenching is due only to Trp™*
(Figure 2).

Kinetics of the reaction of apo- and holo-(wild-type) and QCys
MSDHs with 2PDS and IAM

The reaction of 2PDS with apo-(wild-type) MSDH led to the
formation of 4 moles of pyridine-2-thione per monomer under

&) 2006 Biochemical Society

’ 1
£ 100 L |
e = a8
wy )

. z
'; 90 - WITTF | WT6F |
9 i 2 Ll WI77F
S . WIF
2 ] |
- % 4 \ \w’m A
i 3
% : i (W2RF ‘-""""——J.g..\“_ WKL
g 6
=
=
2
=
s 504
& |
40 y————— 1
0 20 40 60 h{}]
Time (min)

Figure 2 Time-course of the MSDH fluorescence change induced by NAD-
binding

Fluorescence quenching was recorded after addition of 2 mM NAD to 1.25 M wild-type (WT)
and WA468F MSDHs dissolved in S0 mM potassium phosphate butfer, pH 8.2 at 30°C. The
inset details the tluorescence quenching recorded for the W2BF WT6F, W177F and W397F
MSDHs under the same experimental conditions. Excitation and emission wavelengths were
297 and 335 nm respectively. The raw fluorescence quenching data were converted into refative
flugrescence intensities using the fluorescence intensity of the apo-forms as a reference
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Figure 3 Effectof NAD concentration on the rate of the apo — holo transition

Apo-(wild-type) MSDH (1.25 ;M) was incubated inthe presence of NAD (0.25-5 mM) in 50 mM
potassium phosphate buffer, pH 8.2 at 30°C. The time-course of the MSDH fluorescence change
induced by NAD-binding was then recorded at 335 nm. At each NAD concentration a K.y value
was calculated by fitting the slow additional fluorescence quenching to a mono-exponential
equation. Data were fitted to eqn (1) demonstrating a K, 0f 0.38 + 0.08 MM and a ko mas 0f
0.18+0.01 min~'

native conditions, as determined from the absorbance change at
343 nm. This strongly suggested that, in addition to the catalytic
Cys™ that is expected to be reactive, three other cysteine residues
in the apo-structure were also reactive. MSDH from B. subtilis
contains six cysteines at positions 49, 176, 302, 305, 369 and
430. Therefore to selectively study the chemical reactivity of
Cys™™ towards 2PDS, we substituted alanine for all the cysteine
residues, except Cys™™. The fact that QCys MSDHs had catalytic
parameters similar to those of the wild-type enzyme (see below)
suggested that the substitutions did not cause significant effects
at either the structural or enzymatic levels. Thus QCys MSDHs
could be considered as representative of the wild-type enzyme.
in order to study the pH-dependence of the second-order rate
constant k. for the reaction of Cys™ with 2PDS. As shown in
Figure 3 and Table I, the pK,,, of approx. 8.7 ohmiréeii for the
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Table 1 Parameters for the pH-dependence of the second-order rate
constants for the reaction of Cys®® with 2PDS and IAM for the wild-type
and OQCys MSDHs

Kinetics of the reaction of Cys*™ with 2PDS and 1AM were determined over a pHrange of 5.5-9 at
30°C The experimental conditions are described in the Expenimental section. The second-order
rale conslants at each pH were fitted to a monosigmoidal equation using Sigmaplot (SPSS) to
determineg the pK ;S The error estimates are those provided by the program

Enzyme Cys*™ kp (M~ .571) PKuge
Apo-MSDHs
Wild-type
+ 1AM 30+8 8954015
QCys
+ IAM 16+5 8.80+020
+2PDS* (144+01) x 107 8.70+005
(18+0.1) x 10 8.75+005
Activaled-MSDHst
Wild-type
+ 1AM 19+1 815+0.05
QCys 8.10+0.10
+ 1AM 9+1
+2PD3* (5.14+0.3) = 10¢ 860+010
7+2 7.90+0.10

* Kinetic transients showed the contribution of two populations of Cys*@ present in equal
concentration within the tetramer with two cysteines exhibiting a chemical reactivity higher than
the other two

t Activated forms refer to wild-type and QCys MSDHs pre-incubated for 20 min with 2 mM
NAD at 30°C in 50 mM potassium phosphate buffer, pH 8.2

apo-QCys MSDH represents the contribution of two populations
of Cys™ that are present in equal concentrations within the
tetramer, with &, values of 1.4 x 10° M~'. s~ for two cysteines,
and 1.8 x 10* M~"-s™" for the other two respectively. A similar
behaviour was observed for the holo-form. Indeed, two cysteine
residues exhibited a k; of 77 M~ -s~', which is at least 2 orders
of magnitude lower when compared with the apo-form, whereas
the two remaining cysteine residues were still reactive, with a &,
value of 5.1 x 10° M~" . 57" (Figure 4 and Table 1). Moreover, the
pK ,, of the less reactive cysteine residues shifted 1o 7.9 whereas
the pK,,, of the other two was not significantly changed.

Another means by which to characterize Cys'” reactivity was
to follow the loss of activity upon IAM alkylation. In this case,
only the Cys™ belonging to the *active’ subunits is probed. The
inactivation process of the apo-(wild-type) and QCys MSDHs
obeyed pseudo-first-order kinetics. The pH-rate profiles showed a
sigmoidal behaviour with a pK,, of 8.95 and 8.80, and &, values
of 30 and 16 M~'-s' for apo-(wild-type) and QCys MSDHs
respectively (Table 1). For both holo-forms, Cys™ exhibited a
pK . of approx. 8.1, close to the value (7.9) obtained for the two
less reactive Cys™ residues in QCys MSDHs when using 2PDS.
The k; values for holo-forms were approx. 2-fold lower than those
of the apo-forms (Table 1).

Steady-state kinetic parameters of wild-type and QCys MSDHs

Prior to any kinetic studies, wild-type or QCys MSDHs were activ-
ated in the presence of NAD. The kinetic parameters determined
at the optimum pH of 8.2 and at 30°C for the MSDH-catalysed
reaction under steady-state conditions are summarized in Table 2.
The wild-type enzyme displayed K, values of 2.3 mM and
1.78 mM for NAD, and 0.1 mM and 0.03 mM for CoA using
MMSA and MSA as substrates respectively, and the k., value
was 6.7-fold higher when using MSA as the substrate. The kinetic
parameters for the QCys MSDHs are similar to those of the
wild-type enzyme. The K, values for NAD and MMSA were
1.8-fold lower und 2.1-fold higher respectively, whereas the K,
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Figure 4 pH-dependence of the second-order-rate constant k, for the
reaction of Cys** with 2PDS on QCys MSDH

Kinetic studies were performed over a pH range of 5.5-9.0 or 6.0-9.0 in buffer A at 30°C
The MSDH concentration was 1.55 .M and 2PDS was 20- or 30-fold in excess relative to the
Iree-SH concentration. Experimental data were analysed as described by Marchal and Branlant
18]. (A) Transients obtained on the apo-form were best described by 2 double exponential
expression reflecting the contribution of two populations of non-equivalent Cys*™® present in
equal concentrations (at pH < 6.5, only one population was observed). Both oata sets were
litted against a one-pKa model, which gave a pKy, 0f approx. 8.7 but different k; values of
14 x10°M' -5~ (@)and 1.8 x 10° M~" . s~" (#) respectively. (B) As described for the
apo-form, two populations of Cys*™ were also characterized in the nolo-form. Data sets were
litted against & one-pKa model, which gave k; and pK, values of 77M~"'-s~" and 7.90
(W), and 5.1 x 10*M~" - s~" and 8.60 (&) respectively. As described above, the two Cys*™
populations were not distinguishable at pH < 6.5. Thus the & value of approx. 20M~" .5~'
exhibited by the ‘activated’ Cys®™ (M) at pH < 6.5 reflects the contribution of the ‘non-activaled
population (A) (k; approx. 130 M=" - s~" at pH 6.0). Therefore the pK g, value of 7.9 s slightly
overestimated

for CoA and the k., remained unchanged. In the absence of
CoA, the steady-state rate constant (k) of 107+ 57" reflects the
poor efficiency of the hydrolytic process in the MSDH-catalysed
reaction compared with the transthioesterification step.

Determination of the rate-limiting step

Prior to any single turnover experiments, wild-type or QCys
MSDHs were activated in the presence of NAD.

Analysis of the overall step leading to thioacylenzyme formation

Under pre-steady-state conditions, at pH 8.2 and 30°C, fastkinetic
experiments showed a burst of NADH production at a concen-
tration of 2 mM NAD and sub-saturating MMSA or MSA con-
centrations. A similar &, of approx. 500 s™" was measured for
the wild-type and QCys MSDHs in the presence or absence of
CoA irrespective of the substrate used. These results indicate
that the rate-limiting step takes place after hydride transfer and
show that the acylation process is CoA-independent.ﬁTﬁm burst

(© 2006 Biochemical Society
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Table 2 Kinetic parameters of the wild-type and QCys MSDH-catalysed reactions under steady-state conditions

Kinetic parameters were deduced from non-linear regression of experimental data sets, according to the Michaelis—-Menten model; k.. values are expressed per subumit (considering four active
subunits per tetramer). The steady-state initial rates of the reaction of wild-type and QCys MSDHs were measured at 30°C in 50 mM potassium phosphate butfer, pH 8.2 As mentioned in the
Experimental section, the determination of the decarboxylation rate was performed in 50 mM Tes, pH 8.2. Thus control experiments were performed in the same buffer and, as expected, the kinetic
parameters obtained were similar to those obtained using potassium phosphate buffer. ky,o values represent the steady-state rate constants of the reaction in the absence of CoA

MSDH K MMSA (mM) K NAD (mM) K CoA (mM) ey (s7") Kuo (s7')
Wild-type 0.06+0.01 2304006 0.12+002 11401 102
QCys 0.17+0.03 122+0.14 0.10+003 125+012 10-*
K MSA (mM) Ko NAD (mM) K CoA (mM) ke (s7") ko (57')
Wild-type 0.12+0.01 1784039 0.030+0.01 74403 10~
0 1 Table 3 Parameters for the pH-dependence of wild-type and QCys MSDHs
pre-steady-state kinetics
o Kae mar and K values were deduced from non-linear regression analysis of experimental data
§‘ collected at 10 or 30°C on a SX18MV-R stopped-flow apparatus, according to equation (2}
A B Other experimental data are given in the Experimental section. pH-dependence experiments
o were carried out in butfer A at 10 and 30°C (for more details see the Experimental section)
E IR Data were analysed by non-linear regression analysis against a one-pK, model
Z A i
oo R MSDH Kigrai (57) Ks (mM) Ko Cys™
LTEIR . WIM-WD&
o L] 10 (L] 2 pL1] U MMSh
Time () 10°C 450410 36402 54+01°
30°C 1200 + 180% 35+10f 57+0.1+
Figure 5 Burst kinetics for the MSDH-catalysed reaction MSA
9 8 MSDkcatsiyse 30°C 2900+ 9004 474184 60+ 0.1+
The experiment was carried out under pre-steady-state conditions in 50 mM potassium phos- QCys
phate buffer (pH 8.2) at 30°C and in the absence of CoA. Under these experimental conditions, MMSA
accumulation of the thioacylenzyme is observed due to the very low steady-state rate, 10~ - s~'. 30°C 480+20 22+02 59401t

After mixing, the reaction contained 2 mM NAD, 500 «M MMSA and 4 ;M (curve A) or 8 M
(curve B) of "activated-MSDH. The burst of NADH production was monitered at 340 nm. The
extrapolated intercept from the steady-state rate portion corresponds to a burst of 0.5 mol of
NADH/mol of MSDH monomer.

magnitude observed during the first turnover with both substrates
showed that only 2mol of NADH were formed per mol of
tetramer (Figure 5). As a control experiment, NAD concentration
was increased to 20 mM, but this did not modify the magnitude
of NADH production and the k. This burst magnitude is related
to both the number of functional active sites and the k,/k, or
k,.lky,o ratios. Considering the values given in Tables 2 and
3, the theoretical burst magnitude should be 4 for tetrameric
MSDH. Therefore the data clearly indicate that wild-type and
QCys MSDHs exhibited half-of-the-sites reactivity.

The pH-dependence of the acylation rate constant for the wild-
type enzyme was determined in the absence of CoA. To avoid any
k../K s contribution to the pH-k,. curve, the experiment should be
carried out at a saturating MMSA concentration over the full pH
range (5.0-8.5). Owing to the fact that the acylation rate appeared
to be too fast at 30°C, the experiments were performed at 10°C.
The apparently similar K value of 3.6 mM determined at both
pH 5.0 and 8.5, which is 60-fold higher than the K, obtained
under steady-state conditions (Table 3), suggested no variation in
the K value within the pH range 5.0-8.5. At an MMSA concen-
tration of 10 mM which was found to be saturating, the pH—k.
profile exhibited a sigmoidal curve that was related to the contri-
bution of one ionizable group of pK,,, 5.4 that must be deproton-
ated for acylation, and characterized by a k,. of 450 s™' (Figure 6,
see legend). The same experiment was also performed at 30°C and
at sub-saturating substrate concentrations i.e. 0.5 mM MMSA
and 0.4 mM MSA. Under these conditions, the pH-k, profile

© 2006 Biochemical Society

* Experiment carried out at saturating concentrations of MMSA.

+ Experiments performed using sub-saturating concentrations of MMSA (0.5 mM) or MSA
(0.4 mM)

4 At greater than 3mM MMSA or 2mM MSA, acylation appears o be too fast at 30°C
to allow accurate determination of k. values. The k. . and K values were then estimated
by exirapolation o saturating MMSA or MSA concentrations and fitting experimental data fo
eqn (2).
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Figure 6 Representative pH-dependence of the acylation rate constant k,.
for the wild-type MSDH-catalysed reaction

Pre-steady-state data were collected at 10°C on 2 SX18MV-R stopped-fiow apparatus (Applied
PhotoPhysics) using the 5 el cell, by rapidly mixing 4 ;M wild-type MSDH, 2 mM NAD and
10 mM MMSA (final concentrations) over a pH-range of 5-8.5 in buffer A At pHs lower than 5
MSDH was not stable. NADH appearance was monitored at 340 nm and experimental data (@)
were besl fitled by non-linear regression analysis against a one-pKa model, dentified by the
best-fit theoretical curve (solid ling)
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Figure 7 Representative transient for the determination of (A) the NADH
dissociation rate and (B) the decarboxylation rate from the wild-type
thioacylenzyme intermediate with MMSA as substrate

(A) A solution of 7.5 «M LDH, 20 mM pyruvate and 1 mM MMSA was rapidly mixed with an
equal volume of 7.5 .M ‘activated-MSDH and 4 mM NAD. Both syringes contained 50 mM
potassium phosphale bufter, pH8.2. Under the same experimental conditions, the rate of
oxidation of free NADH by LDH was shown to be 130 s~ Data collected were best fitted to a
triphasic expression using the Origin 7 software (Microcal), as shown by the lack of systematic
deviation n the plot of residuals (lower panel). The first phase represents the acylation step, the
second one the NADH consumption after its release from the thioacylenzyme—-NADH complex
ang the third one could be due to the reverse LDH-catalysed reaction, The rate constants obtained
for the global fitting are 72 + 15", 56+ 15", and (3.00+ 0.07) x 10-? 5~' respectively
(B) The rate of the decarboxylation process was determinated at 30 °C from the thioacylenzyme
intermediate by using the PEP/PEPC/MDH system as a coupled assay. Experimental conditions
are described in detail in the Experimental section. Data collected using a split ime-base
(2000 points for the first 100 ms, and 2000 poinls for the remaining 10 5) were best fitled 1o a
triphasic expression using the Origin 7 software as shown by the lack of systematic deviation
in the plot of residuals (lower panzl). The first phase represents the acylation step, the second
one the bicarbonate release and the third one could be due to the reverse MDH-catalysed
reaction. The rate constants oblained for the global fitting are 415+ 55", 25+0.15~". and
(1.00+0.01) x 107% 5~ respectively.

could also include a k,/Kg contribution. In fact, similar pK,,,
values were obtained (5.7 and 6.0) using MMSA and MSA
respectively. As expected, data obtained from QCys MSDHs and
a sub-saturating concentration of MMSA at 30°C did not differ
significantly from those of the wild-type MSDH, with similar
pK ., and k. .., and K values that were decreased only 2.5-fold
and 1.6-fold respectively (see comment, Table 3).

NADH release from the thioacylenzyme—NADH complex is nof
rate-limiting

The rate of NADH dissociation from the thioacylenzyme-NADH
complex was determined using LDH as an NADH-trapping sys-
tem. The experiment was performed using wild-type MSDH at
pH 8.2 and 30°C under pre-steady-state conditions and in the
absence of CoA. The resulting progress curves were fitted to a tri-
phasic expression: the first kinetic phase represents the burst of
NADH production associated with the acylation process, whereas
the second corresponds to the titration of the NADH that disso-
ciates from the thioacylenzyme-NADH complex, and the third
in which the rate is very low, could be due to the reverse LDH-
catalysed reaction. Under the experimental conditions used (see
Figure 7A), the rate of NADH oxidation by LDH (130s™") was
higher thun the apparent rate constants of 56 s~' (Figure 7A) and
50 s7' (results not shown) determined for the second kinetic phase
using MMSA and MSA as substrates respectively. Thus these
apparent rate constants can be assigned to the NADH release
from the thioacylenzyme-NADH complex. These rates — which
are likely to be underestimated values of the intrinsic rates of
NADH release — are 51-fold and 7-fold higher than the &, values
using MMSA and MSA as substrates respectively.

Determination of the decarboxylation rate and identification of bicarbonate
as a product of the MSDH-catalysed oxidation of MMSA

In the absence of CoA, HPLC analysis identified propionate and
acetate as the products of the wild-type-catalysed reactions with
MMSA and MSA as substrates respectively. This result suggested
that the decarboxylation process precedes CoA-binding. To valid-
ate this assumption, a coupled assay was used to determine (1) the
rate of the decarboxylation of the thioacylenzyme intermediate
and (ii) whether carbon dioxide or bicarbonate is released as a
final product. For this assay, PEPC was used as a bicarbonate
(but not carbon dioxide)-trapping system to convert PEP into
oxaloacetate, the reduction of which into malate by MDH was
monitored by NADH disappearance at 340 nm (see Figure 7B).
Again, this experiment was performed at pH 8.2 and 30°C under
pre-steady-state conditions and in the absence of CoA. A rate
of 2.5 57" was found for the rate of bicarbonate formation. This
value is much higher than the rate of noncatalysed hydration of
carbon dioxide, which is approx. 0.04 s™' at room temperature
[18]. Therefore this demonstrates that bicarbonate is the end
product of thioacylenzyme decarboxylation. Moreover, the rate
of bicarbonate formation is similar to the k., values of wild-
type and QCys MSDH-catalysed reactions (Table 2). Indeed, as
described in Table 2, k,, values were expressed per subunit taking
into account four active subunits per tetramer. If we consider the

half-of-the-sites reactivity, the ‘true’ k., value is 2.2 5",

DISCUSSION

MSDH from B. subrilis exhibits a marked lag-phase in activity
assays. Binding of NAD to the apo-form promotes an activation
step that converts the enzyme from an inactive form to an active
one. Thus a conformational rearrangement is likely to accompany
the activation process. This is supported by a modification of the
Trp*™ environment as shown by the additional time-dependent
fluorescence quenching observed upon NAD binding. Inspection
of known three-dimensional structures of non-phosphorylating
CoA-independent ALDHs [1-3] shows that position 468 is
located at the dimer interface. Therefore the change in the Trp*™*
fluorescence properties in MSDH likely reflects a local rearrange-
ment within the dimer interface. However, the molcﬁcglar and

© 2006 Biochemical Society



114 C. Stines-Chaumeil, . Talfournier and G. Branlant

structural factors which are responsible for MSDH activation
remain to be characterized. In this context, a coenzyme-induced
disorder-to-order transition of the loop containing residue 468,
similar to that reported by Hurley et al. [19] on the human mito-
chondrial ALDH2, is a possibility. The observation that after one
turnover the lag is suppressed suggests that MSDH undergoes
structural imprinting. /n vitro, this imprinting appears to be
promoted only by NAD. No effect is observed in the presence of
MMSA that would support a kinetic mechanism whereby NAD
acts as the first-binding substrate followed by MMSA (or MSA)
as the second substrate. The lag-phase observed with MSDH has
already been reported for yeast ALDH, for which the rate of the
conformational rearrangement induced by NADP-binding was
shown to be accelerated in the presence of Mg®* [20,21]. However,
this is not a general feature since the MSDH-activation process
does not exhibit such a dependence towards divalent cations such
as Mg or Ca™* (results not shown). The question regarding the
physiological significance of the lag-phase in MSDH still remains
to be addressed.

MSDH from B. subtilis exhibits a half-of-the-sites reactivity.
That is supported by the stoichiometry of NADH formation of
2 moles per tetramer in the absence of CoA. Since the presence
of CoA had no effect on the rate of the acylation step, the value of
2 moles of NADH per tetramer is representative of what occurs in
the presence of CoA. The half-of-the-sites reactivity shows that
only two active sites per tetramer are functional and therefore
raises the question as to whether two populations of active sites
already pre-exist in the apo- and holo-enzymes. This seems to be
the case at least for the catalytic Cys™. First, kinetic data obtained
for the apo-QCys MSDH, using 2PDS as a specific cysteine probe,
reveal the contribution of two Cys™ species exhibiting a pK
of approx. 8.7, but different reactivities. Second, formation of the
holo-form induces an at least 230-fold decrease in the reactivity
of two Cys™” residues per tetramer with a pK,,, shift from approx.
8.7107.9, whereas it has little effect on the reactivity and the pK,,,
of the two remaining Cys™” residues. The TAM inactivation data,
from which a pK ,,, of 8.1 was determined, provide strong evidence
for the assignment of the 7.9 pK,,, to the Cys™” belonging to the
two ‘active’ subunits.

Among the non-phosphorylating ALDH family members, there
are few that share this property of the half-of-the-sites reactivity.
It has been considered as an extreme example of negative co-
operativity [19,22], but the structural basis for this co-operativity
is still not understood. Studies of the tetrameric human liver mito-
chondrial ALDH have led to the proposal of a model where there
is one functioning and one non-functioning subunit in each dimer
pair [22]. Tt is tempting to apply such a model to the tetrameric
MSDH from B. subtilis.

The k,.-versus-pH curve fits to a monosigmoidal profile with
a pK,,, between 5.4 and 6.0 depending on the substrate used. To
be active, Cys™* of MSDH should exist in the deprotonated form.
Since the transient hemithioacetal intermediate is not protonated,
due to the presence of an oxyanion hole, the pK,,, value of 5.4-6.0
can be assigned to Cys™. Tt is also expected that in the pH range
5-8.5, the carboxyl group of the substrate does not contribute
to the k,.-versus-pH curve as the protein environment composed
of Arg'* and Arg" (C. Stines-Chaumeil, unpublished work) is
likely to decrease its pK,,, to a value of less than 4.5. The pK,, of
5.4-5.7 for Cys™ in the ternary NAD-MMSA-MSDH complex
strongly suggests that formation of the ternary complex induces an
additional local conformational rearrangement within the active
site, leading to a decrease of the Cys™ pK,,, value by more than
2 units, when compared with the MSDH-NAD binary complex.
Thus the Cys*™ activation mode appears to be sequential in MSDH
from B. subrilis with a Cys™ pK,,, shift from approx. 8.8 in the
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apo-form to approx. 8.0 in the binary complex and finally 5.4-
5.7 in the ternary complex. A notable feature of this activation
process is the low reactivity of the two catalytic Cys*” residues in
the holo-form. However, this does not prevent the acylation step
from being fast and not rate-limiting.

As shown in the Results section, the acylation process is not
rate-limiting because the acylation rate, determined in the pres-
ence or absence of CoA, is much higher — at least 350-fold —
than the k_, value. Thus the rate-limiting step follows NADH pro-
duction, although one needs to bear in mind that in virro the “true’
rate-limiting process is associated with the structural imprinting
reaction (the kinetic studies can be considered as representative of
the in vivo situation in B. subrtilis. Indeed, the NAD concentration
is likely to be such that MSDH is in an MSDH-NAD form).
The fact that the apparent dissociation rate constants for NADH
release from the thioacylenzyme—-NADH complex were higher
than the &, values showed that this step is not rate-limiting and
occurs prior to transthioesterification. Thus the rate-limiting step
is associated with either the f-decarboxylation step, the trans-
thioesterification, the release of the product or any of the potential
conformational changes. In fact, the f-decarboxylation process is
likely to be rate-limiting for the overall reaction. This is sup-
ported by the value of 2.5s' for the rate of bicarbonate
formation determined with MMSA as a substrate, which is
similar to the k_, value (see Table 1). The fact that bicarbonate
is the end product of the thioacyl enzyme decarboxylation is
confirmed by the values of the decarboxylation rate which are
similar in the presence or absence of carbonic anhydrase. The
question which now arises is related to the MSDH-catalysed
formation of the bicarbonate. A possible mechanism would
result in the direct release of bicarbonate product as proposed
for the B-ketoacyl synthase domain of a multifunctional fatty
acid synthase [23]. An alternative mechanism would require the
inclusion of an additional step for hydration of carbon dioxide
after decarboxylation. Finally, our studies also show that the
decarboxylation step occurs on the thioacylenzyme intermediate,
and thus leads to formation of a new thioacylenzyme species
that should be competent to undergo a nucleophilic attack by
a CoA molecule to form the activated-CoA ester product. The
proposed ping-pong mechanism (Scheme 2) is in accordance
with the kinetic mechanism described for the acetaldehyde and
the succinate dehydrogenases, which also belong to the CoA-
dependent ALDH family [24,25].

As indicated in the Introduction section, the MSDH from
B. subtilis belongs to the structural family of the non-phosphoryl-
ating ALDHs. However, as shown in the present study, MSDH
from B. subtilis exhibits several peculiar properties when com-
pared with GAPN from Streprococcus mutans, a CoA-indepen-
dent ALDH extensively studied by our laboratory. First, the
lag-phase exhibited during the enzymatic turnover in MSDH is
absent in GAPN. Second, the Cys™” activation mode is different.
As described above, the ternary-complex formation is essential
for full Cys' activation in MSDH. In GAPN, the scenario is
clearly different. Formation of the NADP-GAPN binary complex
is sufficient to achieve full activation of the catalytic Cys"?,
although addition of the substrate Kinetically favours formation of
a competent ternary complex [8]. Thus it appears that among the
non-phosphorylating ALDH family, evolution has led to different
solutions to achieve the chemical activation of the catalytic Cys™”.
Third, both tetrameric enzymes are composed of two populations
of non-equivalent active sites, but in GAPN all the subunits
are functional although they differ in catalytic efficiency (A.
Pailot, personal communication). Finally, MSDH exhibits two
other major differences: its active site is adapted to catalyse a
B-decarboxylation of the substrate and a transthioesterification
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process. This explains why the ordered kinetic mechanism of
GAPN, in which NADPH dissociates last, is not relevant to
the MSDH mechanism in which NADH release precedes the
transthioesterification. In this context, it would be informative
to know how the CoA molecule is recognized by MSDH and in
particular whether and how the NADH- and CoA-binding sites
overlap with each other. Determination of the three-dimensional
structures of MSDH from B. subtilis in complex with its different
co-substrates will be very informative.
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Résultats

4. Questions qui restent posées suite a ce travail

L analyse et I'interprétation de nos différents résultats laissent un certain nombre de

questions sans réponse :

Quels sont les facteurs structuraux et/ou moléculaires impliqués dans le processus
d’activation de la MDSH mis en évidence par I’existence d’une phase de latence ?
Quels sont les facteurs structuraux et/ou moléculaires impliqués dans les propriétés
de réactivité de demi-site ?

Quel est le mécanisme détaillé de la B-décarboxylation ? Le bicarbonate est-il
directement produit ou bien I’hydratation du CO; est-elle catalysée par I’enzyme ?
Quel environnement protéique est impliqué dans la stabilisation du groupement
carboxylate des subtrats ? Les résidus invariants R124 et R301 sont-ils impliqués ?
Quel(s) role(s) peuvent-ils jouer dans le processus de décarboxylation ?

L’étape de transthioestérification ne peut étre étudiée puisqu’elle est située apres
I'étape de décarboxylation qui est limitante. Quels sont les facteurs structuraux et
moléculaires impliqués dans la reconnaissance du CoA ? Quelle est la nature de
I"environnement protéique permettant I'abaissement du pK,,, du groupement
thiolate du CoA et son positionnement adéquat nécessaire a une

transthioestérification efficace ?
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1. Spécificité de substrat

1.1. Stratégie

Comme dans les GAPN, les résidus R124 et R301 sont invariants dans les MSDH. Ceci
est déduit des alignements des structures primaires des MSDH caractérisées biochimiquement
avec le consensus de GAPN (Figure 29). Il a été¢ montré que ces deux arginines dans la GAPN
de S. mutans étaient impliquées dans le positionnement et la reconnaissance du substrat G3P,
notamment au niveau de la stabilisation du phosphate (voir Introduction page 35). Il était
donc raisonnable d’émettre I'hypothése que dans les MSDH ces deux résidus pouvaient étre
impliqués dans la reconnaissance et la stabilisation du groupement carboxylate des substrats
MMSA ou MSA et/ou dans le positionnement du substrat pour former un complexe
Michaelien efficace.

Afin de confirmer ces hypotheses, nous avons généré les mutants R124L, R301L ainsi
que le double mutant R124L/R301L puis étudié¢ I’impact de ces substitutions sur |’efficacité

de la catalyse.

124 301

Homo sapiens DVFISGLQVVEHA  FGAAGQICMALST
Rattus norvegicus DVERGLQVVEHA FGARAG !CHALST
Pseudomonas fluorescens DIFZGLEVVEHA FGAAGQRICMATSV
Brucella melitensis DIQZGLEVVEVC YGSAGERCMAISV
Pseudomonas aeruginosa DVWiGIEVVEHA VGAAGOEEMAISV
Streptomyces coelicor JGLEIVDLA YGSAGERCMAISA
Bacillus subtilis

SGLEVVE A FG AGQRICMA S
3 D F R
RY FNGQCA SR

(i"lhcr ENVEFA  FGSAGESCMACAV
IRE]
K

Consensus GAPN

EV
EV
Consensus MSDH ov
EV
Consensus ALDH D

Figure 29 : Alignement partiel de séquence autour des résidus R124 et R301 des MSDH
et comparaison avec les autres ALDH non-phosphorylantes.

Les séquences de 7 MSDH caractérisées biochimiquement ont été prises en compte.
L alignement de séquence a été réalisé a I'aide du logiciel Bioedit et la numérotation des
acides aminés a été faite suivant la nomenclature de Weiner (Wang et Weiner, 1995). Les
résidus arginines, conservés dans les MSDH et les GAPN, sont surlignés en noir. 19
séquences de GAPN et 40 séquences d’ALDH (a I'exception de GAPN) issues des banques
de données EMBL, Swiss-Prot, GenBank™, et Pir ont été alignées pour déterminer deux
consensus représentatifs. Seuls les résidus conservés a plus de 95% sont mentionnés.

1.2. Etude des propriétés enzymatiques des mutants R124L, R301L et R124L/R301L

Les parametres cinétiques déterminés pour les différents mutants a |’¢tat stationnaire
sont rassemblés dans le tableau 2. La substitution des résidus R124 et R301 par un résidu

leucine conduit a une diminution importante de la vitesse globale de la réaction par rapport a
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celle de I'enzyme de type sauvage. Les affinités apparentes pour le substrat MMSA et le
NAD" sont augmentées pour les mutants R124L et R301L alors que I'affinité apparente pour
le CoA est diminuée d’environ 5 fois pour ces deux mutants. Les paramétres cinétiques n’ont
pas pu étre déterminés pour le double mutant R124L/R301L a cause de la trop faible valeur de
kew (inférieur a 107 s). Les études réalisées en cinétique rapide indiquent que pour
I'ensemble des mutants générés |'¢étape limitante de la réaction reste associée a la
désacylation. De plus, le fait d’observer un saut de production de NADH correspondant a 2
moles par tétramére montre que les trois mutants présentent des propriétés de réactivité de

demi-site comme cela a été montré pour le type sauvage.

Ky MMSA Ky CoA Ky NAD' keat 57) Etape
(mM) (uM) (mM) limitante
Type sauvage 0,06 0,01 120 £ 20 2,30+ 0,06 1,1 £0,1 Désacylation
R124L 0,006 + 0,001 570+ 70 0,06 £0,01 0,030 +0.005 Désacylation
R301L 0.023 + 0.005 620 = 80 0,12+ 0.01 0.07+ 0,01  Désacylation
R124L/R301L nd nd nd <107 Désacylation

Tableau 2 : Parameétres cinétiques déterminés pour les mutants R124L et R301L

nd : non déterminé car k., trop faible

Les paramétres cinétiques ont été¢ déduits a partir des jeux de données expérimentales par
régression non-linéaire suivant le modele de Michaelis-Menten ; les valeurs de ke sont
exprimées par sous-unités (en considérant quatre sous-unités actives par tétramere). La vitesse
initiale de la réaction a été¢ mesurée a 30 °C dans un tampon phosphate de potassium 50 mM
pH 8,2 avec des enzymes préalablement activées par le NAD".

1.3. Etude de I’étape d’acylation pour les mutants R124L, R301L et R124L/R301L

Les études réalisées en cinétique rapide montrent que, pour les mutants, aucune
saturation n’est observable avec le substrat MMSA (tableau 3), contrairement au type sauvage
pour lequel un Ks de 3,6 mM a pu étre déterminé. Les substitutions R124L, R30IL et
R124L/R301L conduisent donc a une forte diminution de I’affinité apparente pour le MMSA.
Ces résultats refletent I'importance des résidus R124 et R301 dans la fixation du substrat

MMSA.
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Ks MMSA (mM) Kops max (s™) ky M's™)
Type sauvage 3.5+ 1.0 1200 + 180 3.33.10°
R124L > 15 / 6000
R301L > 15 / 5400
R124L/R301L 15 / 650

Tableau 3 : Constantes de vitesse de second-ordre k; et constantes d’affinité apparente
Ks de I’étape d’acylation pour le type sauvage et les mutants R124L, R301L et
R124L/R301L.

Les mesures ont été réalisées a 30°C en cinétique rapide et en absence de CoA dans un
tampon phosphate de potassium 50 mM pH 8,2 ; en présence de 8 uN (en sites) d'enzyme,
préalablement activée avec du NAD" 2 mM, et d’une concentration de MMSA variant de 0 a
12 mM. Pour le type sauvage, I’ajustement des données expérimentales par régression non
linéaire a I"équation (1) a permis la détermination par extrapolation d’un Ks de 3,5 £ 1| mM
pour le MMSA et un kops max de 1200 £ 180 s”'. Par contre, seule une constante de vitesse de
second-ordre k> a pu étre déterminée pour les trois mutants.

Kobs = Kobs max - [S] / Ks + [S] éq (I)

La comparaison des constantes de vitesse de second-ordre & entre les mutants et le type
sauvage indique que I’efficacité de I'étape d’acylation est diminuée respectivement d’un
facteur 55 et 62 pour les mutants R124L et R301L, et d’un facteur 512 pour le double mutant
R124L/R301L. Ceci indique que les étapes conduisant a la formation de I’'intermédiaire
thioacylenzyme sont au moins 55 fois moins efficace que pour le type sauvage. Ces étapes
incluent la reconnaissance du substrat MMSA, I’attaque nucléophile de la C302 sur la
fonction aldéhyde en C1 ainsi que le transfert d’hydrure. Cette faible efficacité pourrait
s’expliquer par une attaque nucléophile non efficace de la C302 sur la fonction aldéhyde du
substrat due par exemple a une augmentation de son pKjp, par rapport au type sauvage ou a un
positionnement relatif de la fonction aldéhyde par rapport a la C302 non optimal pouvant
conduire a un transfert d’hydrure moins efficace. Dans le but d’écarter ou de valider la
premiére hypothese, une étude de la variation de la constante de vitesse de second-ordre k> en
fonction du pH a été réalisée. Cette étude n’a été réalisée que pour le mutant R124L a sous-
saturation en MMSA. Le résultat obtenu indique que cette vitesse apparente dépend d’un seul
groupement ionisable de pKjp, 5.9 (Figure 30) proche du pKjp, de 5,7 déterminé pour la C302

dans le type sauvage dans des conditions expérimentales similaires.
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Figure 30 : Variation de la constante de vitesse de second-ordre k; en fonction du pH
pour le mutant R124L de la MSDH de B. subtilis.

Les constantes de vitesse associées a I'étape d’acylation (kohs) ont été mesurées a 30 °C en
cinétique rapide en absence de CoA, dans un polytampon composé de succinate 22 mM,
imidazole 29 mM, diéthanolamine 29 mM a une force ionique constante de 60 mM. Les
mesures ont été réalisées sur le mutant R124L préalablement activé en présence de 2 mM de
NAD" et 4 mM de MMSA. Les points expérimentaux ont été ajustés a une équation de type
monosigmoide par régression non lin¢aire. Un pKypp de 5.9 £ 0,1 et un ka jax de 5100 + 200
M. s ont été déterminés.

Le pKypp de 5,9 peut donc étre attribué a la C302, le groupement carboxylate du substrat
devant, de par son environnement protéique composé des arginines 124 et 301, avoir un pKyy,
trés bas sans doute inférieur a 4. L efficacité de I’étape d’acylation étant comparable dans les
trois mutants, il est probable qu’un résultat identique aurait été obtenu avec les mutants
R301L et R124L/R301L. Une comparaison de nos résultats avec ceux obtenus sur GAPN de
S. mutans permet d’affiner nos interprétations. En effet, il a ét¢ montré que le résidu R124 de
GAPN était impliqué uniquement dans la reconnaissance du groupement phosphate en C; du
substrat D-G3P, la substitution R124L se traduisant par une diminution de I'efficacité de
I’étape d’acylation d’un facteur 16, dii a un effet Ks. Par contre, la substitution des résidus
R301 et R459, avait conduit a une diminution d’un facteur 10° de I'efficacité de I’étape
d’acylation indiquant un rdle des deux arginines non seulement dans la fixation du
groupement phosphate en Cs mais aussi dans le positionnement et I’orientation corrects du D-
G3P vis-a-vis de la C302. Dans la MSDH. les effets observés sur la constante de vitesse k>
pour les trois mutants sont beaucoup moins drastiques suggérant un rdle majeur des résidus
R124 et R301 au niveau de la fixation du substrat via leur interaction avec le groupement
carboxylate, la diminution de la constante de vitesse résultant principalement d’une

augmentation du Ks.
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1.4. Détermination d’une constante de vitesse apparente de relargage du NADH du
complexe thioacylenzyme-NADH.

La caractérisation cinétique de |’étape d’acylation des trois mutants, montre que, méme
a sous-saturation en substrat, la vitesse apparente de formation du NADH est largement
supérieure au ke démontrant que I'étape limitante pour les trois mutants était située apres le
transfert d’hydrure. Elle pouvait étre associée au relargage du cofacteur réduit, a la
décarboxylation, a I'étape de transthioestérification, au relargage du produit ou encore a des
changements conformationnels potentiels de I’enzyme. Nous avons donc entrepris de
déterminer une constante de vitesse apparente de relargage du NADH a partir du complexe
thioacylenzyme-NADH en utilisant une approche expérimentale identique a celle décrite pour
le type sauvage dans [article 2. L’utilisation du systéme couplé pyruvate/lactate
déshydrogénase nous a permis de déterminer des ko apparents pour chacun des trois mutants.
Les valeurs mentionnées dans le tableau 4 sont trés certainement largement sous-estimées par
rapport aux constantes de vitesse de relargage intrinséque, les expériences n’ayant pu étre
réalisées qu’a une concentration sous-saturante de MMSA au niveau de |’étape d’acylation.
Cependant, malgré ces conditions, les ki apparents mesurées sont largement supérieurs aux
valeurs de k¢, d’un facteur 20 a 96 selon les mutants. Ceci montre que la vitesse de relargage
du NADH du complexe thioacylenzyme-NADH n’est pas limitante pour ces mutants comme

nous I'avons montré pour le type sauvage (voir article 2).

komr apparent Keat {s")
NADH (s
Type sauvage 57 1.1
R124L 24 0,03
R301L 1,5 0,07
RI24L/R301L 1,0 <107

Tableau 4: Constantes de vitesse apparentes de relargage du NADH du complexe
thioacylenzyme-NADH pour les mutants R124L, R301L et R124L/R301L.

Les ko apparents ont été mesurés a 30°C en cinétique rapide et en absence de CoA dans un
tampon phosphate 50 mM pH 8.2. Une solution de 30 uN de lactate déshydrogénase. 20 mM
de pyruvate et | mM de MMSA a été mélangée a un volume équivalent d’une solution
contenant 30 ou 60 uN de MSDH activée et 4 mM de NAD'. Dans les mémes conditions
expérimentales, la constante de vitesse d’oxydation du NADH libre par la lactate
déshydrogénase est de 130 s™'. Le traitement des données expérimentales est détaillé dans
I"article 2.'" valeurs tirées de I'article 2.
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1.5. Identification des produits de la réaction en présence de CoA

L analyse des produits de la réaction en présence de MMSA et de CoA a été réalisée par
chromatographie échangeuse d’anions a I’aide d’une colonne source 15Q Pharmacia” couplée
a un systéme Akta Explorer Amersham®. L’élution des produits présents dans le mélange
réactionnel a été effectuée par un gradient de KCI dans un tampon phosphate de potassium 50
mM pH 8,2. L’utilisation de témoins a permis d’identifier le PPCoA comme produit de la
réaction catalysée par les mutants R124L et R301L (pour le double mutant R124L/R301L, les
conditions expérimentales n’ont pas permis de détecter le PPCoA, le ke €tant trop faible (<
107 s') pour permettre son accumulation). Les résultats obtenus pour les mutants R124L et

R301L prouvent que la réaction de décarboxylation a bien lieu.

1.6. Etudes cinétiques du type sauvage et des mutants avec le propionaldéhyde
comme substrat

1.6.1. Stratégie

Le propionaldéhyde (PPA) est un substrat non naturel de la MSDH. L intérét d’effectuer
des études cinétiques avec ce substrat est qu’il ne posséde pas de groupement carboxylate par
rapport au substrat naturel MMSA (Figure 31), ce qui permet de s’affranchir de |"étape de -
décarboxylation du substrat dans la réaction globale. De plus, I'intermédiaire thioacylenzyme
formé sera identique a celui obtenu avec le substrat MMSA aprés |'étape de décarboxylation.
Cette étape étant limitante pour la MSDH de type sauvage, I'utilisation du PPA devait
permettre d’appréhender I'étape de transthioestérification par le CoA et de valider nos
interprétations concernant le role des résidus R124 et R301 dans la fixation du(des) substrat(s)
naturel(s) via la stabilisation du groupement carboxylate. En effet, la substitution des résidus
R124 et R301 ne devrait pas conduire a des modifications significatives des parameétres

cinétiques obtenus avec le PPA pour la MSDH de type sauvage.

MMSA PPA

Figure 31 : Représentation schématique des substrats MMSA et PPA
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1.6.2. Les constantes cinétiques a I’état stationnaire

Les valeurs de Ky et de kg, déterminées en présence de CoA sont rassemblées dans le
tableau 5. Les résultats obtenus montrent que la substitution R124L conduit seulement a une
diminution d’un facteur ~ 4 du k., et de I’affinité apparente pour le CoA par rapport au type
sauvage alors que les Ky pour le NAD" et le PPA sont inchangés. Pour le mutant R301L, les
parameétres cinétiques n'ont pas pu étre déterminés avec précision a cause de la diminution
d’un facteur supérieur a 10 de Iaffinité apparente pour le CoA. Cependant, la vitesse globale
de la réaction catalysée par ce mutant est du méme ordre de grandeur que celle déterminée

pour le mutant R124L et le type sauvage.

KvmPPA Ky CoA  KyNAD ke (s7) étape keat (MMSA)

(mM) (uM) (uM) limitante )
Type sauvage 98+03 85+10 3313 63=0, désacylation 1,1 £0,1
R124L 9311 330+35 38+1 14=02 désacylation 0,030+ 0.005
R301L nd* > 1000° nd* > 1,5  désacylation 0,07 = 0,01

Tableau 5: Parameétres cinétiques déterminés pour le type sauvage et les mutants
R124L et R301L

* La forte augmentation du Ky pour le CoA n’a pas permis de se placer a une concentration
saturante en CoA pour déterminer avec précision les autres Earamétres cinétiques. La valeur
de kea pour le mutant R301L est par défaut supérieure a 1,5 s,

Les paramétres cinétiques sont déduits a partir des jeux de données expérimentales par
régression non-linéaire suivant le modele de Michaelis-Menten ; les valeurs de k. sont
exprimées par sous-unités (en considérant quatre sous-unités actives par tétrameére). La vitesse
initiale de la réaction a été mesurée a 30 °C dans un tampon phosphate de potassium 50 mM
pH 8.2 avec des enzymes préalablement activées par le NAD™.

Nos résultats montrent également que le k. avec le PPA est plus élevé d'un facteur
environ 6 pour le type sauvage par rapport a celui déterminé avec le MMSA. Le fait que la
vitesse de formation du NADH soit plus rapide que le k., (voir paragraphe suivant) suggere
que le ke de 6,3 s correspond a la constante de vitesse associée a I'étape de trans-
thioestérification. Ceci suppose, comme cela a été démontré pour le type sauvage, que la
vitesse de relargage du NADH du thioacylenzyme ne soit pas limitante. Cette hypothése.
quoique trés raisonnable, demande a étre validée. Le fait que le ke déterminé pour les
mutants R124L et R301L soit peu modifié par rapport a celui du type sauvage, suggére un

comportement de ces mutants semblable a celui du type sauvage. Seule reste a expliquer la
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diminution d’affinité apparente du CoA pour le mutant R301L. Enfin, le fait que le k¢ pour le
mutant R124 soit 47 fois plus rapide avec le PPA comme substrat qu'avec le MMSA est un
fort argument en faveur de I'intervention des arginines 124 et 301 en vue de faciliter la [3-

décarboxylation et la formation du bicarbonate comme produit final (voir Partie discussion).

1.6.3. Etude de I’étape d’acylation

Pour le type sauvage, les études réalisées en cinétique rapide montrent, comme attendu,
que I"affinité apparente pour le PPA est drastiquement diminuée (facteur 720) par rapport au
MMSA avec un Ks de 2,6 M et un kops max de 120 s™ (figure 32). Pour les mutants R124L et

R301L. aucune saturation n'a été observée avec le PPA.
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Figure 32 : Etude de la variation de la constante de vitesse associée a I’étape d’acylation
(kobs) en fonction de la concentration en PPA pour le type sauvage de la MSDH.
Les constantes de vitesse associées a |’étape d’acylation (kops) ont été mesurées a 30 °C en
cinétique rapide en absence de CoA, et a pH 8.2 dans un polytampon composé de succinate
22 mM, imidazole 29 mM, diéthanolamine 29 mM a une force ionique constante de 60 mM.
Les mesures ont été réalisées en présence de 8 uN de MSDH de type sauvage préalablement
activée, de NAD" 2 mM et d’une concentration de PPA variant de 0 a 1.4 M. L ajustement
des données expérimentales par régression non linéaire a I’équation (1) (page 73) a permis la
¢termination par extrapolation d’un Ks de 2.6 + 0,6 M pour le PPA et un Agps may de 120 £ 20

-1
S .

La comparaison des constantes de vitesse de second-ordre k> entre les mutants R124L et
R301L et le type sauvage indique une efficacité de I'étape d’'acylation avec le PPA
comparable pour les trois enzymes (Tableau 6). Un tel résultat conforte nos précédentes

interprétations concernant le role des résidus R124 et R301 dans la stabilisation du

groupement carboxylate.
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KS PPA KS MMSA kul)s max kl (M-l' S-I) kl (M-]' s-l)

(M) (mM) (s") PPA PPA MMSA

Type sauvage 2.6+ 0,6 3.5+ 1,0 120 + 20 36 3,33.10°
R124L >3 >15 / 110 6000
R301L >3 >15 / 114 5400

Tableau 6 : Constantes de vitesse de second-ordre k; et constantes d’affinité apparente
Ks de I’étape d’acylation pour le type sauvage et les mutants R124L et R301L.

Les mesures ont été réalisées a 30°C en cinétique rapide et en absence de CoA dans un
tampon phosphate de potassium 50 mM pH 8,2 ; en présence de 8 uN (en sites) d'enzyme,
préalablement activée, de NAD™ 2 mM, et d’une concentration de PPA ou de MMSA variant
de0al,4Moude0al2mM respectivement. Pour le type sauvage, I’ajustement des données
expérimentales par régression non linéaire a I’équation (1) page 73 a permis la détermination
par extrapolation d’un Ks de 2,6 £+ 0,6 et un kgps max de 120 = 20 pour le PPA ou un Ks de 3,5
+ 1 mM pour le MMSA. Par contre, seule une constante de vitesse de second-ordre k> a pu
étre déterminée pour les deux enzymes mutées.

Une étude de la variation de la constante de vitesse apparente kyps en fonction du pH a
¢té réalisée pour le type sauvage a sous-saturation en PPA. Le résultat obtenu indique que la
constante de vitesse apparente dépend d’un seul groupement ionisable de pKip, 6.0 (Figure
33).

| /ﬂ
7/
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Figure 33 : Variation de la constante de vitesse apparente A,y en fonction du pH pour le
type sauvage de la MSDH de B. subtilis avec le PPA comme substrat.

Les constantes de vitesse associées a I'étape d’acylation (kops) ont été mesurées a 30 °C en
cinétique rapide en absence de CoA, dans un polytampon composé de succinate 22 mM,
imidazole 29 mM, diéthanolamine 29 mM a une force ionique constante de 60 mM. Les
mesures ont été réalisées sur le type sauvage préalablement activé en présence de 2 mM de
NAD™ et 50 mM de PPA. Les points expérimentaux ont été ajustés a une équation de type
monosigmoide par régression non linéaire. Un pKy,p de 6,0 = 0,1 et un Agps max de 2,3 = 0,1 g
ont été déterminés.

Comme le PPA ne porte aucune fonction ionisable, le pKy,, de 6,0 peut étre attribué a la

C302. Ce résultat confirme que, pour le type sauvage, la diminution de I'efficacité de I’étape
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d’acylation d’un facteur 10* par rapport au substrat MMSA n’est pas due a une augmentation
du pKypp de la C302, mais résulte probablement d’un positionnement non optimal de la
fonction aldéhyde du PPA vis-a-vis de la fonction thiolate de la C302 pouvant conduire

éventuellement a un transfert d hydrure moins efficace sur le pyridinium du NAD".

2. Evolution de site actif de la MSDH : introduction d’une activité
hydrolytique

2.1. Stratégie

Les résultats cinétiques obtenus pour le type sauvage de la MSDH montrent que le site
actif est adapté pour le CoA mais pas pour activer une molécule d’eau puisque I"hydrolyse est
trés peu efficace avec un ke de I'ordre de 10” s, Un autre volet de I'étude a donc consisté a
essayer de modifier par ingénierie protéique la spécificité d'accepteur d'acyle de la MSDH en
vue d'introduire une activité hydrolytique efficace.

Les ALDH non-phosphorylantes, sauf celles CoA-dépendantes, possedent un résidu
E268 invariant qui joue un réle essentiel dans I’étape d’hydrolyse (voir introduction page 35).
La stratégie a donc été d’introduire un résidu glutamate dans le site actif de la MSDH CoA-
dépendante et d’étudier I'impact de cette substitution sur I'efficacité de ['étape de
désacylation. Dans la séquence de la MSDH de B. subtilis, ce résidu E268 est substitué par un
résidu leucine non conservé. De plus, l'inspection de 'alignement des séquences des ALDH
non-CoA et CoA-dépendantes (Figure 34), et la comparaison des structures
tridimensionnelles de la MSDH de B. subtilis (Dubourg, communication personnelle) avec les
différentes formes de la GAPN de S. mutans (Figure 35) a révélé un environnement différent
de la position 268. En effet, cet environnement est plus hydrophobe dans le site actif de la
MSDH de B. subtilis. Hormis le résidu L268, les résidus W177, M178 et V244 invariants
dans les MSDH ont pu étre identifiés. Le résidu W177 est également conservé dans les ALDH
non-CoA dépendantes mais dans GAPN un résidu Ser est retrouvé a cette position. En fait, la
chaine latérale du résidu W177 adopte un positionnement similaire a celui du résidu R459
impliqué dans le positionnement et I"orientation du substrat G3P dans GAPN. Par contre, les
résidus M178 et V244 sont remplacés par les résidus K178 et T244 dans les ALDH non-CoA
dépendantes, la position 178 étant trés fortement conservée alors que la position 244 est
invariante. Enfin, le résidu L427 invariant dans les ALDH non-CoA dépendantes est remplacé

par un résidu asparagine dont le réle serait de stabiliser le groupement carboxamide de la
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partie nicotinamide du cofacteur NAD". Le tableau 7 récapitule les positions conservées dans

les ALDH non-CoA dépendantes ou les MSDH.

268 427 465
KRVQANMGRK PY TAIFT PVPLPMFSFT
KRVQANMGAK PY TAIFT PVPLPMFSFT
KRVQSMMGAK P TGLFT PVPVPFFSFT
KRVQCFGGAK EFGYGVAIFT PVPIAYYTFG
KRVQSFAGAK PY TSIFT PVPLPFFSFT
KRVQALGGARK P TAIFT PVPVGYHSFG
KRVQSLTGAK EF. ACLFT PAPMAFFPFS
KRVQ GAK P GYGT IFT PVP FSF
P ELGGK G LQ VFT RG D FPF

VTLELGGK G LAA VFT PFG

A A A

Homo sapiens

Rattus norvegicus
Pseudomonas fluorescens
Brucella melitensis
Pseudomonas aeruginosa
Streptomyces coelicor
Bacillus subtilis
Consensus MSDH
Consensus GAPN
Consensus ALDH

Figure 34 : Alignement partiel de séquences comprenant des résidus proches
spatialement de la position 268 (voir aussi figure 35).

Les séquences de 7 MSDH caractérisées biochimiquement sont prises en compte.
L’alignement de séquence a été réalisé a 1’aide du logiciel Bioedit et la numérotation des
acides aminés est en accord avec la nomenclature de Weiner (Wang et Weiner, 1995). Les
résidus seulement conservés dans les MSDH sont surlignés en noir. Les triangles noirs
indiquent le résidu 268 et les positions proches spatialement de ce résidu. 19 séquences de
GAPN et 40 séquences d’ALDH (a I’exception de GAPN) issues des banques de données
EMBL, Swiss-Prot, GenBank '™, et Pir ont été alignées pour déterminer deux consensus
représentatifs. Seuls les résidus conservés a plus de 95% sont mentionnés.

N169 268
F465
174
% T303

R459

Figure 35 : Représentation schématique du site actif de la GAPN de S. mutans (d’aprés
Cobessi et al., 2000).

Pour des raisons de lisibilité seules les chaines latérales des résidus constituant
I’environnement de la position 268 ont été représentées.
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ALDH non-CoA MSDH
dépendantes
E268 X
K178 M178
T244 V244
L427 N427
F465 F465

Tableau 7 : Positions conservées dans le site actif des MSDH ou des ALDH non-CoA
dépendantes.

Remarque : Le résidu K178 n’est pas localisé a proximité immédiate de la position 268 mais
dans GAPN, et probablement dans les autres ALDH non-CoA dépendantes, la liaison
hydrogéne établie entre les chaines latérales des résidus K178 et T244 est indispensable au
maintien d’une architecture du site actif compatible avec la catalyse (Pailot, communication
personnelle).

Cette approche rationnelle de la problématique nous a conduit a générer un certain
nombre de mutants multiples car il était évident que la seule substitution L268E ne serait pas

suffisante pour permettre I'introduction d’une activité hydrolytique efficace.

2.2. Résultats préliminaires

Dans un premier temps, I'étude des propriétés cinétiques du mutant L268E a montré que
I"introduction d’un résidu Glu n’avait pas d’effet drastique sur la vitesse de la réaction globale
en présence de CoA avec une diminution d’un facteur 20. Nous avons également montré que
I"étape d’acylation n’était pas limitante et que le mutant L268E présentait des propriétés de
réactivité de demi-site comme le type sauvage. Par contre, |'activité hydrolytique n’était pas
améliorée.

La plupart des mutants générés a savoir L268E/W177S, L268E/V244T/MI78K,
L268E/V244T/M178K/W177S ont tous présenté une activité trop faible pour que les
parameétres cinétiques puissent étre déterminés. Seul le double mutant L268E/V244T a pu étre
¢tudié partiellement. L’étape d’acylation reste efficace avec un ks seulement diminué d'un

facteur 4 par rapport au type sauvage. De plus, les affinités apparentes pour le substrat. le
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CoA et le NAD" ne sont pas modifiées. Par contre, le ke est diminué d’un facteur 10 en
présence de CoA alors que I’activité hydrolytique n’a pas été améliorée.

Nos résultats bien que préliminaires montrent que toute substitution va probablement
conduire a une perturbation au moins locale de I'architecture du site actif et qu’il sera
impossible d’introduire une activit¢ hydrolytique efficace. Une alternative consisterait a
envisager une approche d’évolution dirigée qui potentiellement pourrait nous permettre de
convertir une ALDH CoA dépendante en ALDH non-CoA dépendante. Cependant, une telle
approche sera difficile a mettre en ceuvre du fait de la nécessité de disposer d’un test de
criblage suffisamment sensible pour permettre la détection d’une activité « hydrolytique » sur

des extraits bruts.
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Nos études ont montré que le mécanisme catalytique de la MSDH de B. subiilis
implique une étape d’activation NAD"-dépendante qui se traduit par I'existence d’une phase
de latence lors des tests d’activité. Une réorganisation conformationnelle du site actif avec
une vitesse de 0,18 min"' accompagne la levée de cette phase de latence avec un abaissement
du pKapp de la C302 catalytique d’environ 8,7 a 7.9. Le fait que I’addition de MMSA ou de
MSA seul n’a aucun effet sur la durée du temps de latence est en faveur d’un mécanisme
séquentiel ordonné dans lequel la fixation du NAD" précede celle du substrat. Ceci est
confirmé par le fait que I’addition de MMSA de fagon concomitante au NAD" n’accélére pas
le processus d’activation. La formation du complexe ternaire MSDH/NAD "/substrat amene a
un abaissement supplémentaire du pKy,, de la C302 de 7.9 a environ 5,5. Ces résultats
suggérent une réorganisation structurale locale supplémentaire au niveau du site actif lors de
la formation du complexe ternaire indispensable a ["activation optimale de la C302.

L’ étape d’acylation a été montrée étre non limitante pour la réaction globale avec un k,

' déterminées

> 4 1000 s largement supérieur aux valeurs de k. de 1,1 et 6,7 §
respectivement avec le MMSA et le MSA. Elle est aussi indépendante de la présence de CoA.
L’ efficacité de cette étape implique nécessairement un positionnement adéquat de la fonction
aldéhyde du substrat qui est plane par rapport au thiolate du C302. Ceci doit étre en partie
assuré¢ par les deux résidus invariants R124 et R301 dont le role est de stabiliser le
groupement carboxylate du substrat. L’attaque nucléophile de la C302 sur la fonction
aldéhyde conduit alors a la formation de I'intermédiaire tétraédrique thiohémiacétal dont la
charge négative est stabilisée par la présence d’un site de reconnaissance oxyanion composé
de la chaine latérale du résidu invariant N169 et du NH de la chaine principale des résidus
302 et 303. Le transfert d hydrure vers le Cy4 de la partie nicotinamide du cofacteur peut alors
se faire sans assistance basique, comme cela a été montré pour GAPN de S. mutans (Cobessi
et al., 2000). Nous avons également montré que les étapes de relargage du cofacteur réduit
NADH et de pB-décarboxylation précédaient la liaison du CoA. L’analyse cinétique
approfondie de chacune de ces étapes a permis de montrer que le relargage du NADH est non
limitant et précéde le processus de décarboxylation qui représente I'étape cinétiquement
limitante de la réaction globale. Cette étape de décarboxylation conduit a la libération de
bicarbonate et génére un nouvel intermédiaire thioacylenzyme qui doit étre compétent pour
subir I"attaque nucléophile de la molécule de CoA et produire I’ester de CoA qui sera ensuite

libéré.
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L’ensemble de nos résultats est donc en faveur d’un mécanisme cinétique de type ping-
pong (Figure 35) comme cela a été montré pour 1’acétaldéhyde déshydrogénase et la succinate
déshydrogénase (Shone et Fromm, 1981 ; S6hling et Gottschalk, 1993).

NAD*
Es

2
R-CH
&9
R124, R301
Attaque nucléophile ﬂ

NAD-O' H
E S%Q) Site de reconnaissance

oxyanion
Intermédiaire thiohémiacétal R-CH

0“0

Transfert d’hydrure 1L R124, R301

(&

NADH fo) Site de reconnaissance
E_._~

s—c” oxyanion
Intermédiaire thioacylenzyme R-CH
07 9 Ri124, R301
Relargage du NADH suivi de la
production de bicarbonate NADH
HCOy

Site de reconnaissance
oxyanion

Figure 35 : Représentation schématique du mécanisme proposé pour les réactions
catalysées par la MSDH de B. subtilis.

R représente un groupement CHj; pour le MMSA et le PPCoA alors qu’il représente un atome
d’hydrogene pour le MSA et 1’acétylCoA.
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Nos études cinétiques préliminaires sont d’ailleurs en accord avec ce mécanisme et
montrent qu’il existe une inhibition par le CoA et le NAD" dont il faudra tenir compte dans le
traitement des données. A ce stade, il reste a déterminer I'ordre de fixation des différents
substrats pour définir le type de mécanisme ping-pong suivi par la MSDH. L’approche
consistera a effectuer des expériences de compétition par les produits de la réaction afin de
pouvoir totalement le valider.

Ce mécanisme ameéne plusieurs commentaires. Bien que nos expériences aient
clairement permis de montrer que le processus de décarboxylation constituait I'étape limitante
de la réaction globale, il est évident qu’in vitro celle-ci est associée a I’étape d’activation de la
MSDH par le NAD". Par contre, il est probable qu'in vivo la concentration intracellulaire de
NAD" permette I'existence d'une forme activée de la MSDH. De plus, le fait que la phase de
latence associée a ce processus d’activation disparaisse aprés un seul cycle catalytique montre
que la MSDH subit un phénoméne « d’empreinte structurale » qui est initié par la liaison du
NAD" a I'apoenzyme. Une phase de latence avait déja été décrite pour I’ALDH cytosolique
de levure. Pour cette ALDH, le changement conformationnel induit par la liaison du cofacteur
est accéléré par la présence d’ions Mg®*(voir Introduction page 33), ce qui n’est pas le cas de
la MSDH pour laquelle I'étape d’activation ne semble pas dépendre de cations divalents
comme le Mg> ou le Ca®".

Nous avons montré que le mode d’activation de la C302 était séquentiel avec un
abaissement progressif du pKj,, de la C302 d’environ 8,8 dans I'apoenzyme a ~ 8,0 dans la
forme holo puis a ~ 5.5 dans le complexe ternaire MSDH/NAD/substrat. Dans un contexte
plus général, ce mode d’activation est clairement différent de celui décrit pour la GAPN de S.
mutans. En effet, il a ét¢ montré que dans GAPN, la formation du complexe binaire
GAPN/NADP" est suffisant pour permettre I'activation compléte de la C302 bien que
I’addition du substrat favorise cinétiquement la formation d’un complexe ternaire efficace
(Marchal et Branlant, 1999). Ainsi, il apparait qu’au sein de la famille des ALDH non-
phosphorylantes, 1’évolution a conduit a différentes solutions pour permettre une activation
optimale de la C302 catalytique. La question qui reste posée concerne la nature des facteurs
moléculaires et/ou structuraux impliqués dans I'activation de la C302 dans la MSDH. Il est
probable que cette activation résulte de plusieurs effets additifs locaux comme cela a été
montré pour GAPN (voir Figure 18 page 29). Linfluence de la charge positive portée par le
cycle pyridinium du cofacteur peut étre exclue tout au moins au niveau du complexe binaire
MSDH/NAD™ car le pKy, de 7.8 déterminé pour la C302 dans le complexe binaire

MSDH/NADH est similaire a la valeur d’environ 8,0 déterminée dans le complexe
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MSDH/NAD". De méme, I’implication des résidus R124 et R301 peut étre aussi exclue. En
effet, les valeurs du pKa de C302 déterminées a partir de la courbe décrivant la variation du
koss de 1’étape d’acylation en fonction du pH sont semblables dans 1’enzyme sauvage et dans
les enzymes ou les résidus R124 et R301 ont été substitués. L’inspection de la structure
tridimensionnelle d’un complexe binaire MSDH/NAD® (Dubourg H., communication
personnelle) ne permet pas I’identification d’autres éléments structuraux mais il est possible
que des groupements NH peptidiques ou le NH; de la chaine latérale de N169 soient
impliqués comme cela a été proposé pour GAPN.

Enfin, dans le cadre plus général des ALDH phosphorylantes et non-phosphorylantes,
le mécanisme de type ping-pong que nous proposons se distingue du mécanisme séquentiel
ordonné décrit pour les ALDH non-phosphorylantes non-CoA dépendantes. Pour ces
dernieres, un travail de collaboration entre notre groupe et 1’équipe de Biocristallographie de
Nancy I a trés récemment conduit a I’obtention d’un complexe thioacylenzyme/NADPH de
GAPN de S. mutans. L’analyse de la structure cristalline de ce complexe a permis de mettre
en évidence I’isomérisation de la partie NMNH du cofacteur aprés le transfert d’hydrure
(Figure 36 ; D’Ambrosio ef al., en révision). Cette isomérisation s’avére indispensable pour
que le résidu E268 joue son role lors de I’étape d’hydrolyse et est en accord avec le
mécanisme cinétique décrit dans lequel le cofacteur NAD(P)H se dissocie apres le relargage

du produit.

Figure 36 : Superposition des structures cristallines d’un complexe ternaire non
covalent de la GAPN de S. mutans (Cobessi et al., 2000) et de P’intermédiaire
thioacylenzyme (D’Ambrosio et al., en révision).
Les deux conformations adoptées par le cofacteur au cours de 1’étape d’acylation (NADP") et
de désacylation (NADPH) sont représentées et illustrent le basculement complet de la partie
NMNH du cofacteur au cours de I’acte catalytique.
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Le basculement complet de la portion NMNH est rendu possible par I'existence d’une large
cavité qui est également retrouvée dans les structures des autres ALDH non-phosphorylantes
non-CoA dépendantes et qui implique des résidus conservés. Il est donc raisonnable de
postuler que I'isomérisation du cofacteur est partie intégrante du mécanisme catalytique de
cette famille d’ALDH. A I'inverse, nos résultats montrent clairement qu’un tel basculement
n’est pas nécessaire dans la MSDH puisque le relargage du NADH préceéde la liaison du CoA.
Comment peut-on expliquer cette différence ? Une des hypothéses serait que les sites de
fixation du CoA et du cofacteur NAD" se superposent au moins partiellement. Dans ce cas, le
départ du NADH serait un préalable a la liaison du CoA. Pour répondre a cette question, il
serait nécessaire de connaitre la structure d’un complexe ternaire MSDH/NAD/CoA. Une
alternative serait I’absence de la cavité décrite pour les ALDH non-phosphorylantes non-CoA
dépendantes rendant impossible I'isomérisation du cofacteur réduit. L’inspection de la
structure tridimensionnelle d’un complexe binaire MSDH/NAD™ de B. subtilis montre qu’une
cavité équivalente existe (Dubourg H., communication personnelle). La structure de la MSDH
de B. subtilis étant quasiment superposable a celles des autres ALDH non-phosphorylantes, il
est clair que I’évolution a conduit a deux solutions différentes pour permettre a la seconde
étape du mécanisme catalytique des ALDH non-phosphorylantes d’étre efficace. La question
qui se pose alors concerne la nature des facteurs moléculaires et/ou structuraux responsables
du départ « précoce » du NADH au cours de la réaction catalysée par la MSDH. Il est
possible que la cavité présente dans la MSDH constitue la poche de liaison du CoA, ce qui
empécherait toute isomérisation du cofacteur. Dans ce contexte, la résolution de la structure
d’un complexe MSDH/CoA s’avererait trés informative. Enfin, se pose la question d’une
éventuelle étape d’échange de cofacteur (relargage de NADH/entrée de NAD") précédant
I’étape de transthioestérification. Ceci a déja été proposé pour le mécanisme de la GAPDH
qui est de type ping-pong comme pour la MSDH (Harrigan et Trentham, 1974). Dans ce cas,
I"étape d’échange précederait I"attaque nucléophile de I'intermédiaire thioacylenzyme par une
molécule de phosphate inorganique. Cet échange n’est cependant pas la conséquence d’une
géne stérique empéchant la phosphorolyse de se faire. En fait. I’entrée d’une nouvelle
molécule de NAD™ aurait comme rdle de polariser la fonction carbonyle de I'intermédiaire
thioacylenzyme avec comme conséquence de conduire a une accélération de la vitesse de
I’étape de phosphorolyse.

Au cours de nos travaux, une étude cinétique approfondie du mécanisme catalytique
de la MSDH a été entreprise. Néanmoins, I'é¢tude des deux étapes caractéristiques de la

réaction catalysée par les MSDH n’a été que partiellement abordée, c’est le cas de I'étape de
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[-décarboxylation ; ou pas du tout abordée, c’est le cas de I’étape associée a la
transthioestérification.

Au niveau de I’étape de décarboxylation, ce qui n’a pas été déterminé est le mécanisme
qui conduit a la formation du bicarbonate. Un mécanisme possible conduit a un relargage
direct de bicarbonate (mécanisme A Figure 37) et implique I’attaque nucléophile d’une
molécule d’eau activée sur la fonction carboxylate du substrat MMSA ou MSA conduisant a
la formation d’un intermédiaire tétraédrique chargé négativement. La présence du site de
reconnaissance oxyanion composé du résidu invariant N169 et du groupement NH-peptidique
de la C302 favoriserait le relargage du bicarbonate. La protonation de I’intermédiaire énolate
conduit alors a la formation d’un nouvel intermédiaire thioacylenzyme compétent pour 1’étape
de transthioestérification. Une alternative consisterait en la production de CO; également
favorisée par la présence du site de reconnaissance oxyanion. L’hydratation du CO; en
bicarbonate serait ensuite catalysée au niveau du site actif de la MSDH (mécanisme B Figure
37).

Site de reconnaissance Site de reconnaissance Site de reconnaissance
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Figure 37 : Mécanismes proposés pour la réaction de décarboxylation catalysée par la
MSDH de B. subtilis.
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Les deux mécanismes impliquent une stabilisation de la fonction carboxylate du substrat
et de I'intermédiaire tétraédrique formé dans le mécanisme A. Ceci pourrait étre le role des
résidus R124 et R301. En effet, les résultats obtenus sur les mutants R124L et R301L avec le
substrat MMSA et le PPA (voir partie 2 des résultats) sont clairement en faveur d’un réle de
ces deux résidus arginines dans la stabilisation du groupement carboxylate. Dans ce cas, la
vitesse associée a |’étape de décarboxylation devrait étre affectée pour les deux mutants. Pour
confirmer cette hypothése, cette vitesse devra étre déterminée par une approche identique a
celle développée pour le type sauvage.

Dans les deux mécanismes, le site de reconnaissance oxyanion joue un role central dans
la réaction de décarboxylation en polarisant la fonction carbonyle de [I'intermédiaire
thioacylenzyme. Dans le mécanisme A, le role des charges positives portées par les chaines
latérales des résidus R124 et R301 serait d’augmenter le caractére électrophile du carbone du
groupement carboxylate et de bien le positionner pour permettre une attaque nucléophile
efficace de la molécule d’eau. Un mécanisme similaire a récemment été décrit pour le
domaine B-cétoacyl synthase d’une « fatty acid synthase » multifonctionnelle (Witkowski et
al., 2002). Dans le mécanisme B, le role des résidus R124 et R301 serait de placer le
groupement carboxylate selon une orientation permettant de positionner la liaison C-C qui
sera rompue, perpendiculairement aux orbitales  de la fonction carbonyle de I'intermédiaire
thioacylenzyme. Ce mécanisme, impliquant un recouvrement d’orbitales maximal, est proche
de celui proposé pour la méthylmalonylCoA décarboxylase. Pour cette enzyme, I’orientation
adéquate du groupement carboxylate est assurée par une liaison hydrogeéne avec la chaine
latérale d’un résidu tyrosine (Benning et al., 2000).

En I"état actuel de nos connaissances il n’est pas possible de valider ou d’exclure I'un ou
I"autre de ces mécanismes. D ailleurs, d’autres questions restent encore sans réponse :

- quel environnement protéique est impliqué dans le positionnement et I’activation de
la molécule d’eau (mécanisme A) ?
- quelle est la nature du catalyseur acide permettant la protonation de I’espece énolate
générée (mécanismes A et B) ? Est-ce une molécule d’eau ou un résidu du site actif ?
- comment est catalysée |’hydratation du CO, en bicarbonate (mécanisme B) ?
Les deux mécanismes faisant intervenir au moins une molécule d’eau, si I'étape limitante
pour la réaction de décarboxylation est associée a I’activation de cette molécule d’eau, la
substitution de H,O par D>O devrait conduire a un effet isotopique de solvant. Ce n’est pas ce

qui est observé, ce qui permet d’exclure cette hypothése.
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Le deuxiéme point que notre étude n’a pas permis d’aborder est I'efficacité de I'étape de
transthioestérification car cette étape est située aprés |'étape limitante qu’est I'étape de
décarboxylation. Cependant, comme indiqué dans la partie 2 des Résultats, I'utilisation d’un
analogue de substrat qui ne possede pas de groupement carboxylate comme le PPA pourrait
apporter des ¢éléments de réponse. En effet, les résultats préliminaires obtenus avec le PPA
montrent que |'étape limitante est située aprés celle du transfert d’hydrure. Dans I’hypothése
raisonnable ou le mécanisme cinétique avec le PPA reste de type ping-pong. il est probable
que I’étape associée au relargage du cofacteur réduit n’est pas limitante. Cela devra bien sir
étre validé par une approche similaire a celle utilisée avec le substrat naturel MMSA. La
réaction d’oxydation du PPA en PPCoA ne faisant plus intervenir d’étape de décarboxylation,
le processus limitant pour la réaction globale devrait étre associé a la transthioestérification.
Le fait que pour le type sauvage le k., déterminé avec le PPA soit augmenté d’un facteur
environ 6 par rapport a celui déterminé avec le MMSA est en faveur de cette hypothése. Dans
ce cas, une étude de la variation de la vitesse globale de la réaction en fonction du pH nous
permettrait d’accéder aux pK,,, de groupements ionisables impliqués dans |étape de
transthioestérification. En particulier, le pK,,, de la fonction thiolate du CoA, qui doit étre
activée, devrait pouvoir étre déterminé. Dans ce contexte, il serait donc aussi trés intéressant
de déterminer la structure d’un complexe binaire MSDH/CoA ou d’un complexe ternaire
MSDH/NAD/CoA. Cette connaissance pourrait permettre d’un c6té d’identifier les facteurs
moléculaires et structuraux impliqués dans la liaison du CoA et la nature du contexte
protéique impliqué dans I"activation et I'orientation adéquates de la fonction thiolate du CoA
pour une attaque efficace sur I'intermédiaire thioacylenzyme et d’un autre coté de comprendre
pourquoi nos essais d’ingénierie en vue de transformer une ALDH SCoA-dépendante en une

ALDH non-phosphorylante efficace mais non ScoA-dépendante ont échoué.

Enfin, nous avons montré que la MSDH de B. subtilis présente des propriétés de
réactivit¢ de demi-site avec deux sous-unités actives par tétramere. Parmi les ALDH non-
phosphorylantes, cette réactivit¢ de demi-site n’a ét¢ décrite que pour un petit nombre
d’ALDH et a été interprétée comme un exemple extréme de coopérativité négative (Zhou et
Weiner, 2000 : Hurley et al., 2001). Les études réalisées sur I’ALDH2 de foie humain et son
variant oriental ont conduit a la proposition d’un modéle dans lequel seule une sous-unité
serait active par dimére. Ce modéle est-il applicable a la MSDH ? Si un phénoméne de
coopérativité existe entre les deux monomeres d’'un méme dimeére, I’interface inter-monomére

doit étre impliquée. Nous avons indiqué précédemment que la fixation du NAD" sur la forme
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apo de la MSDH conduit a une réorganisation structurale lente du site actif des monomeres
actifs (voir discussion de I'Article 2). Cette réorganisation conduit & une extinction de
I"émission de fluorescence du résidu W468. L'inspection de la structure cristalline du
complexe binaire MSDH/NAD" de B. subtilis indique que le W468 se situe a I"extrémité N-
terminale d’un brin B qui suit une boucle de 23 résidus impliquée dans les contacts inter-
monomeres au sein d’'un méme dimeére (Dubourg H., communication personnelle). Ainsi, la
modification des propriétés de fluorescence du résidu W468 refléte-t-elle au minimum une
réorganisation structurale de I’interface intra-dimere.

Des études antérieures menées au laboratoire par Arnaud Pailot sur la GAPN de S.
mutans avaient montré que dans cette autre ALDH non-phosphorylante, les quatre sous-unités
ne sont pas équivalentes. Contrairement a la MSDH de B. subtilis, cela ne se traduit pas par
des propriétés de réactivité de demi-site strict. Par contre, I'étude de 1’étape d’acylation en
cinétique rapide montre que pour deux sous-unités la vitesse associée a cette étape est
nettement supérieure a 1500 s (et ne peut donc pas étre déterminée avec précision par des
techniques classiques en cinétique rapide), alors qu’elle est de I'ordre de 500 5! pour les deux
autres sous-unités. La substitution F465Y dans GAPN conduit & la perte des propriétés de
coopérativité, les quatre sous-unités devenant équivalentes avec une vitesse associée a |’ étape
d’acylation d’environ 120 s™'. Comment expliquer ce résultat ? L inspection des alignements
de séquences de I'ensemble des ALDH et des structures cristallines disponibles indiquent que
ce résidu invariant est localisé dans une boucle équivalente a celle décrite dans la MSDH (voir
paragraphe précédent). Il est donc possible que la substitution F465Y ait entrainé une
modification de la conformation de la boucle 445-467 méme mineure, rendant les quatre sous-
unités équivalentes en terme d’efficacité catalytique.

L analyse de I'alignement des séquences de cette région indique la conservation de deux
résidus Pro (P457 et P459) dans les MSDH, alors qu’un troisieme résidu Pro est présent en
position 453 sauf pour la MSDH de B. subtilis oi on retrouve un autre résidu Pro mais en
position 464 (Figure 38 page 94). Ce résidu P464 est également retrouvé dans GAPN. Il est

d’ailleurs quasiment invariant dans les ALDH non-CoA dépendantes.
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445 467
Homo sapiens V DVGQVGVNVP IPVPLPMFSF TG
Rattus norvegicus V DVGQVGVNVP IPVPLPMFSF TG
Pseudomonas fluorescens I DVGQVGINIP IPVPVPFFSF TG
Brucella melitensis V QVGMVGINVP IPVPIAYYTF GG
Pseudomonas aeruginosa I EVGQVGINIP IPVPLPFFSF TG
Streptomyces coelicor I EAGMVGVNVP IPVPVGYHSF GG
Bacillus subtilis I DAGMLGINLG VPAPMAFFPF SG
Consensus GAPN E GTV IN RG D FPF G
Consensus ALDH LAGTVW N PF GG

Discussion

Figure 38 : Alignement de séquences de la région 445-467 des MSDH caractérisées
biochimiquement et comparaison avec d’autres ALDH.

Les résidus P457 et P459 invariants dans les MSDH sont écrits en bleu alors que le résidu
P464 est écrit en vert. Les consensus GAPN et ALDH ont été déterminés comme indiqué dans
la 1égende de la Figure 34 page 81.

Le nombre important de résidus Pro dans la boucle 445-467 doit entrainer des
contraintes géométriques importantes qui vont fortement influencer sa conformation. Pour
valider cette hypothése, les trois résidus Pro de la MSDH de B. subtilis ont été substitués en
Ala. Les résultats préliminaires obtenus sur les mutants P457A et P464A sont prometteurs
dans la mesure ou les quatre sous-unités deviennent fonctionnelles. Bien qu’il existe un
différentiel important en terme d’efficacité de 1’étape d’acylation entre les sous-unités, avec
un kgys > 1000 s pour deux des sous-unités et d’environ 1 st pour les deux autres, ce résultat
confirme I’importance de cette boucle dans 1’expression des propriétés de coopérativité. Ceci
a d’ailleurs été confirmé trés récemment par des études sur I’ALDH2 (Larson ef al., 2005 voir
introduction paragraphe 2.4.1.2 page 31). Il est maintenant nécessaire d’affiner la
caractérisation cinétique des mutants P457A et P464A. De plus, la résolution de la structure
tridimensionnelle d’un complexe binaire P464A-MSDH/NAD" ou P457A-MSDH/NAD"
devrait s’avérer informative. En effet, la superposition de cette structure a celle du complexe
binaire MSDH/NAD™ de type sauvage pourrait permettre I’identification de facteurs
moléculaires et/ou structuraux impliqués dans ce phénoméne de communication inter-sous-
unités,

Au niveau évolution, il est probable que ces propriétés de réactivité de demi-site (totale
ou partielle) soient conservées dans I’ensemble des ALDH non-phosphorylantes. Qu’en est-il
des ALDH phosphorylantes ? Des résultats antérieurs obtenus au laboratoire sur la GAPDH,
une ALDH phosphorylante homotétramérique, sont aussi en faveur de I’existence d’une
réactivité de demi-site similaire a celle décrite précédemment pour GAPN. Ainsi, cette partie
de notre étude dégage-t-elle des perspectives qui s’inscrivent dans une problématique plus
générale en vue de caractériser les facteurs moléculaires impliqués au niveau des interfaces

dans les propriétés de coopérativité de la superfamille des ALDH.
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1. Matériel biologique

1.1. Plasmide et phage

pBluescript I SK " modifié au niveau du codon initiateur de la traduction: phagemide de
3kb contenant un fragment du géne codant la [-galactosidase d’E. coli qui permet la
complémentation des souches portant lacZAM15. Il porte également le géne responsable de
résistance a I'ampicilline (amp") et I'origine de réplication du phage M13. La présence d’une
cassette de clonage contenant des sites de restriction uniques et I’introduction d’un site Ndel

au niveau de I’ATG permet le clonage du géne codant la protéine que I’on désire surexprimer.

pSKmsdbsub : plasmide recombinant pBluescript SK™ obtenu par clonage de la séquence
codante du géne de la MSDH de B. subtilis.

1.2. Souche bactérienne

E. coli DH5a:: supE44, AlacU169. (¢80 lacZAMI5), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
relAl (Hanahan, 1983). Cette souche est utilisée pour la préparation de plasmide, la

mutageneése dirigée et la production en erlenmeyers de la MSDH de type sauvage ou mutée.

1.3. Milieux de culture

Milieu riche LB :

Tryptone 10g/L
Extrait de levure 5g/L
NaCl S5g/L

H»O distillée qsp 1L
pH ajusté a 7,5 par NaOH 10 N, autoclavé pendant 50 min a | bar

Milieu SOC (glucose) :

Bactotryptone 2% (p/v)
Extrait de levure 0,5%(p/v)
NaCl 10 mM
KClI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSOq4 10 mM
Glucose 20 mM
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Pour les milieux solides, 15 g de bacto-agar sont ajoutés par litre de milieu de culture
avant stérilisation. Pour la sélection des clones recombinants, de I'ampicilline est ajoutée a

une concentration de 100 mg/L apres stérilisation.

2. Techniques de génie génétique
2.1. Transformation des bactéries supercompétentes

La souche DH5a est rendue supercompétente grace a la méthode de Inoue (Inoue ef al.,
1990). Une culture bactérienne est réalisée en milieu SOB a une température comprise entre
18 et 20°C, sous forte agitation. Cette derniére est arrétée en phase exponenticlle de
croissance lorsque la DOgoonm atteint 0,3-0,5 puis centrifugée. Le culot est alors repris dans
une solution de TB froid (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM, KCl 250 mM, MnCl> 55 mM,
pH 6.7). Aprés une incubation de 10 min dans la glace et une nouvelle centrifugation. le culot
est repris dans 1/10°™ du volume initial de solution TB en présence de DMSO (7 % final).
Des fractions aliquotes sont rapidement congelées par immersion dans de I'azote liquide et

stockées a -80°C.

Pour la transformation, 50 ng d’ADN plasmidique sont mélangés a 50 ul de cellules
supercompétentes. Le mélange est placé dans la glace pendant 30 min puis est soumis a un
choc thermique de 30 s a 42°C et enfin, placé dans la glace pendant 5 min. Les cellules sont
régénérées dans 200 a 400 pl de milieu SOC sous agitation pendant une heure a 37°C. Le
mélange de transformation est ensuite étalé sur boite de Pétri LB contenant |'antibiotique de

sélection (Amp) puis incubé a 37°C pendant une nuit.
2.2. Préparation de ’ADN

La minipréparation d'ADN est une technique utilisée pour la préparation rapide d'une
faible quantité d'ADN (a partir de 2 a 5 ml de culture) dans un but d'analyse ou de criblage. Le
protocole passe d’abord par la lyse alcaline des cellules grace a une solution de NaOH 0,2 N
SDS 1%. Le mélange est ensuite neutralisé par une solution d’acétate de potassium/acide
acétique. puis centrifugé. L’ADN plasmidique contenu dans le surnageant est alors
directement précipité par ajout d’éthanol a 100 %. Le culot ainsi obtenu est alors lavé a
I"éthanol 70 % puis séché, et repris en tampon Tris-HCI 10 mM, EDTA | mM, pH 8. L"ADN

plasmidique est finalement traité par la ribonucléase A (1pg.ml") avant d’étre précipité par un
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melange PEG 20 %/NaCl 2,5M. Un kit de purification plasmidique (Qiagen) est utilisé pour

les préparations en plus grande quantité.

2.3. Analyse de ’ADN

2.3.1. Amplification de ’ADN par la réaction de polymérisation en chaine (PCR
pour « polymerase chain reaction »)

Afin de vérifier la présence du géne codant la MSDH sur le plasmide aprés mutagenése
ou clonage, la portion d’ADN comprise entre deux oligodésoxynucléotides fixés de part et
d’autre du gene dans le plasmide est amplifiée, et sa taille est vérifiée par migration sur un gel
d’agarose.

L amplification est réalisée directement sur les cellules d’une colonie obtenue apres
mutagenese ou clonage, déposées dans un microtube et auxquelles sont ajoutés un mélange de
2’-désoxynucléotide triphosphate (ANTP) et la polymérase ADN-dépendante thermostable de

Thermus aquaticus (Tag-polymérase) :

Oligodésoxynucléotide 1 100ng
Oligodésoxynucléotide 2 100ng
Tampon PCR 10x Spl
dNTP (1,25 mM de chaque) Sul
Tag-polymérase (Boehringer) 2 unités
H>0 qsp 50pul

La réaction est effectuée dans un appareil Biorad, par répétition d’un cycle comprenant
une étape de dénaturation (30 s a 94°C), une étape d’hybridation (30 s 4 42°C) et une étape
d’¢longation (30 s a 74°C).

25ul du produit issu de la réaction de PCR sont ensuite déposés sur un gel d’agarose 0,8

% (p/v) en présence d’un marqueur de taille.
2.3.2. Digestion par les enzymes de restriction
Pour vérifier la taille des plasmides et du fragment inséré, I’ADN est hydrolysé par des

enzymes de restriction (Roche et Biolabs) a une concentration de 5 U/ug d’ADN pendant une

a deux heures a 37°C dans les conditions d’utilisation décrites par le fournisseur. Les
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fragments d'ADN hydrolysé sont ensuite séparés et visualisés par électrophorése sur gel

d’agarose 1 % (p/v).
2.3.3. Séquengage de ’ADN double brin

LL”ADN double brin (db) a été séquencé suivant la méthode de Tabor et Richardson
(Tabor et Richardson, 1987) en utilisant la sequenase (usb™). Cette technique a été utilisée
pour la vérification de la séquence codante du géne de la MSDH de B. subtilis aprés insertion

dans le vecteur d’expression plasmidique et aprés mutagenese.

1% étape : Dénaturation de I'’ADN db circulaire
ADN plasmidique db 0,5 pmole
NaOH 2,5 N 2L
H>O qsp 20 uL

2™ étape : Hybridation de I'amorce nucléotidique

Oligodésoxynucléotide 6 pmoles
NaAc 3M, pH 4.6 4 uL
Ethanol 75 uL

Le mélange est incubé 10 min a -80°C, puis centrifugé 15 min a 16000g.
Le culot est repris dans :

H-O 8 ulL

Tampon 5x 2 ul

(Tris-HC1 200 mM, MgCl, 50 mM, NaCl 250 mM, pH 7.5)

LLe mélange est incubé 2 min a 95 °C.

3™ stape : Elongation

Ajout de :
(a->P)dATP 5 uCi
dithiothréitol (DTT) 100 mM I ul
Sequenase 2 unités
Mélange d’extension 5x 2ulL

(dCTP, dGTP, dTTP 7,5 uM chacun)

LLe mélange est incubé 5 min a température ambiante.
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4™ gtape : Arrét de la réaction
Mélange précédent 3,5uL
2°,3’-didésoxynucléotide triphosphate 2.3 pL

(ddNTP)/dANTP (20 pM/200 pM)

Le mélange est incubé 5 min a 37 °C. La réaction est stoppée par I'ajout de 3.5 pL de
bleu de formamide. Les produits de la réaction sont fractionnés sur un gel de polyacrylamide
dénaturant (polyacrylamide 6%/urée 8 M). Aprés migration, I’ADN est fixé sur le gel par
trempage dans de I'acide acétique 10% (v/v). Les bandes d’ADN élongué sont révélées par

autoradiographie.

2.4. Mutagenése dirigée selon la réaction de PCR

2.4.1. Principe de la méthode

La méthode utilise I’ADN polymérase thermostable Pfu de Pyrococcus furiosus (six fois
plus fidéle dans la réplication de ’ADN que la polymérase Taq) pour répliquer les deux brins
du plasmide avec une grande fidélité et sans déplacer les oligodésoxynucléotides de
mutagenese.

Elle nécessite aussi un plasmide double brin superenroulé et un couple
d’oligodésoxynucléotides de mutagenése portant chacun la mutation a introduire. Les
oligodésoxyribonucléotides, chacun complémentaire d’un des deux brins du plasmide, vont
servir d’amorces 3°’OH pour la synthése de ’ADN par I’ADN polymérase Pfu, ce qui conduit
a un plasmide muté aux extrémités non religuées.

Le produit d’amplification est ensuite traité avec I'endonucléase Dpnl (séquence cible
5°-G™ATC-3"), spécifique de I'’ADN méthylé et hémiméthylé, pour digérer I’ADN parental
et ainsi sélectionner I’ADN néosynthétisé contenant la mutation. L’ADN isolé de la plupart
des souches d’E. coli est dam méthylé et donc susceptible d’étre digéré par Dpnl. Une
fraction du mélange de digestion est utilisée pour transformer des bactéries DH5a
supercompétentes qui vont religuer les extrémités du plasmide muté et le répliquer (Figure 39

page 101).
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2.4.2. Mutagenese

1° étape : Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Plasmide db 100 ng
Oligodésoxynucléotide | 125 ng
Oligodésoxynucléotide 2 125 ng
Tampon PCR 10x 5uL

dNTP (1.25 mM de chaque) | uL

Pfu polymérase (Boehringer) 2.5 unités
H,O qsp 50 puL

La réaction est effectuée dans un appareil Biorad par répétition de 18 cycles. chaque
cycle comprenant une étape de dénaturation (30 sec a 95°C), une étape d’hybridation (1 min a
55°C) et une étape d’élongation (10 min a 68 °C).

Le produit issu de la réaction de PCR est ensuite incubé dans la glace. de fagon a ce que

la température devienne inférieure a 37 °C.

2™ gtape : Digestion du produit de la réaction de PCR
Produit de la PCR 50uL
Dpnl 10 unités

Le mélange de digestion est ensuite incubé 2 heures a 37 °C.
3me étape : Transformation des bactéries supercompétentes
La transformation est réalisée avec 5 pL du mélange de mutagenése et 80 plL de
bactéries DHS5a supercompétentes. Les cellules sont étalées sur boite LB avec Amp.

En général, une centaine de clones est obtenue par cette méthode avec un taux de
mutation variant de 50 a 80 %. Les clones sont séquencés pour vérifier la présence de la

mutation désirée et I’absence de toute autre mutation dans le géne io/A.

2.5. Technique de clonage

L’ORF du géne codant la MSDH de B. subtilis est amplifiée par la réaction de PCR a
I"aide de deux oligodésoxyribonucléotides amorces contenant des extensions en 5™ et en 3™ de
fagon a introduire les sites de restriction Ndel au niveau du site d’initiation de la traduction

enS’ et Sacl en 3", Le fragment d’ADN amplifié est hydrolysé par les enzymes de restriction
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@4‘ Site a muter

Dénaturation du plasmide et hybridation des
oligodésoxynucléotides de mutagenese

©,‘ Oligodésoxynucléotides de mutagenese

i Action de la Pfu ADN polymérase

Digestion des brins parentaux
méthylés avec Dpnl

Transformation de cellules
supercompétentes
E. coli DH5a ’

Plasmide muté

Figure 39: Principe de la mutagenése par réaction de PCR.
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Ndel et Sacl comme le vecteur pBluescript SK* ot a été introduit un site Ndel. Les produits
d’hydrolyse sont ensuite purifiés sur gel d’agarose 1 % (p/v) a I'aide du kit « Nucleospin
extract » (Macherey-Nagel®™). Un dixiéme de la quantité récupérée est déposé sur gel
d’agarose pour analyse et estimation de la concentration finale.

La réaction de ligation est effectuée avec la T4 ADN ligase (1 U) (Roche) dans le
tampon MgCl; 5 mM, DTT 1 mM, ATP 1 mM, Tris-HCI 66 mM, pH 7,6 en présence de 50
ng de vecteur hydrolysé et d’un exces molaire de 3 a 10 fois du fragment contenant I'ORF. Le
mélange est incubé une nuit a 16°C. Aprés transformation de la souche E. coli DH5a par le
mélange de ligation, les clones obtenus sont testés pour la présence de la séquence contenant
I’ORF par la technique de PCR sur colonie. Les clones positifs sont soumis a une analyse de
restriction puis a un séquengage pour vérifier I'absence de mutation au sein de la séquence

codante. Le plasmide obtenu est appelé pSKmsdbsub.

3. Production, purification et caractérisation de ’enzyme MSDH

3.1. Production des enzymes MSDH de type sauvage et mutés

."enzyme MSDH est produite dans la souche d'E.coli DH5a par le plasmide
recombinant pSKmsdbsub portant le géne codant la MSDH sauvage ou mutée.

Les cultures sont ensemencées au 1/100°™ en milieu LB supplémenté en ampicilline
(200mg/L). Elles sont incubées pendant 24 heures a 37 °C, sous agitation. Les cellules
récoltées par centrifugation a 3000 g, sont lavées au tampon A (Saccharose 25 %, EDTA 5

mM, Tris-HCI 5 mM, pH 7,5) et stockées a =20 °C.

3.2. Purification

3.2.1. Eclatement des cellules et précipitations fractionnées au sulfate
d’ammonium

Le culot cellulaire, issu d'un litre de culture, est repris dans 20 mL de tampon de
purification (KPi 50 mM, B-mercaptoéthanol 10 mM, pH 8.2) et broyé sous une pression de
1350 bars a I'aide d’un broyeur de cellules (ConstantSystems”). Les débris cellulaires sont
¢liminés par centrifugation a 30000g pendant une heure.

Le surnageant est amené a 40 % de saturation en sulfate d’ammonium, puis il est placé
une heure a 4°C sous agitation. La protéine, restée en solution, est récupérée dans le

surnageant apreés centrifugation pendant 45 min a 30000g puis le surnageant est amen¢ a 80 %
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de saturation en sulfate d’ammonium. A cette concentration en sel, I'enzyme précipite et une
derniére centrifugation aprés une heure a 4°C sous agitation permet de la récupérer dans le

culot.
3.2.2. Filtration sur gel

Le culot est repris dans un volume minimum de tampon de purification puis déposé sur
une colonne de gel filtration ACA34 (acrylamide 3 %, agarose 4 %, BIOSEPRA) dont le
domaine de fractionnement se situe entre 20 et 350 kDa. L’élution s’effectue dans le méme
tampon et est suivie par la lecture de la DO a 260 et a 280 nm. Les fractions contenant la

protéine (fractions pour lesquelles le rapport DO2go/DOx¢ est proche de 1) sont rassemblées.
3.2.3. Chromatographie échangeuse d’anions

La solution contenant I'enzyme MSDH est diluée pour obtenir une DOxg égale a 2 puis
injectée sur une colonne Sépharose Q préparative (agarose 6 % comprenant des groupements
triméthylammonium méthylés, Pharmacia®), équilibrée dans le tampon KPi 50 mM, pH 8.2 et
couplée a un systéme FPLC (Pharmacia™). L élution est réalisée par un gradient de KCl de 0 a
I M dans le méme tampon sous un débit de SmL/min. Cette étape permet de séparer |'enzyme
des fragments d’acides nucléiques ou d’autres contaminants protéiques encore présents apres
filtration sur gel. Les fractions contenant la protéine MSDH sont rassemblées et concentrées
par filtration sous pression sur membrane Amicon YM30. A ce stade, la protéine MSDH est
pure et peut étre conservée a -20°C sous forme précipitée en présence de sulfate d’ammonium

(90% de saturation) et de [3-mercaptoéthanol 10 mM.

3.2.4. Caractérisation des enzymes MSDH de type sauvage et mutées

3.2.4.1. Electrophoreése sur gel de polyacrylamide dénaturant

L électrophorése dénaturante permet de suivre I'évolution du degré de pureté de
I’enzyme au cours de la purification (Laemmli, 1970). Aprés concentration des protéines par
migration dans un gel a 5 %, celles-ci sont séparées suivant leur taille dans un gel a 10 %. Les
échantillons sont dénaturés par chauffage avant dépot et le gel, ainsi que le tampon

d’électrophorése (tampon glycine), contiennent du dodécylsulfate de sodium (SDS).
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Les protéines sont colorées spécifiquement par le bleu de Coomassie R-250 a 0.2 %

(p/v) ou par le nitrate d’argent, en fonction des quantités déposées sur le gel.
3.2.4.2. Détermination de la masse moléculaire

LLa masse moléculaire du monomere de la MSDH apres purification est déterminée par
spectrométrie de masse électrospray. Etant donné que cette technique nécessite un échantillon
débarrassé de toute trace de sels, la solution de la protéine est injectée sur une HiPrep 26/10
Deasalting (Amersham Biosciences”) puis éluée par un flux isocratique de bicarbonate
d’ammonium 50 mM a pH 7.5. L’échantillon lyophilisé est ensuite analysé au Laboratoire de
Spectrométrie de Masse Bio-organique UMR-CNRS-ULP 7509 a Strasbourg dirigé par le Dr

Van Dorsselaer.

3.2.4.3. Détermination de I’état oligomérique : filtration sur gel Superose 12
couplée au systéme FPLC

Le support chromatographique de cette colonne est constitué de particules d agarose
réticulé de 10 pm de diameétre. Les pores représentent 55 % du volume et la gamme de
séparation s’étend de 1 a 300 kDa. L injection de I’échantillon protéique (0,5 mg ans 200 pL)
est réalisé grace a une boucle d’injection avec un débit de tampon phosphate (KPi 50 mM ,
KCl 150 mM, pH 8,2) de 0.2 mL/min. La colonne, d’une contenance de 23 mlL, a été
étalonnée avec un mélange de marqueurs de poids moléculaires. La détermination du volume
mort (Vy) et du volume total (V;), respectivement 6.9 et 18,2 mL, permet de calculer le
coefficient de partition K,, selon I'équation K,, = (V. — V,,) / (V/-V,) ou V, représente le

volume d’¢lution de la protéine.
3.2.4.4. Mesure de la concentration
La concentration en enzyme d une solution est calculée a partir de la DO mesurée a 280
nm en utilisant pour I’enzyme tétramérique un coefficient d’extinction de 51000 M~ .cm’

'déterminé a 'aide des méthodes de Lewis (Mach e al., 1992) et de Gill et Von Hippel (Gill
et Von Hippel. 1989) et de Scopes (Scopes. 1974)
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3.2.4.5. Synthése chimique du méthylmalonate semialdéhyde et du malonate
semialdéhyde

3.2.4.5.1. Synthése (Kupiecki et Coon, 1960)

100 g de Zinc en granulés et 25 ml de benzéne sec sont chauffés a reflux jusqu’a
¢bullition. Une solution de 36,2 g d’éthyl 2-bromopropionate et 40 ml d’éthylorthoformate
dans 75 ml de benzéne sec sont ajoutés goutte a goutte pendant 45 min. La solution est
chauffée a faible ébullition jusqu’a épaississement du mélange réactionnel, puis 75 g de Zinc
sont ajoutés. Le mélange est chauffé a reflux pendant 6 heures. Il est ensuite placé dans une
ampoule a décanter avec 200 ml d’éther et 100 g de glace. La solution est acidifiée par ajout
d’acide acétique, puis la phase éthérée est lavée avec 150 ml d’eau et 150 ml de bicarbonate
de sodium 5% froid. Les traces d’eau présentes dans la phase éthérées sont alors éliminées par
ajout de sulfate de magnésium et distillation sous pression réduite. La purification du produit
est réalisée par distillation fractionnée a 95-98°C sous une pression de 16 mm de mercure. Le
produit est saponifié¢ par ajout de soude 2 N pendant 5 heures sous agitation, puis acidifié par
H2SO4 0,5 N pendant une heure. Le pH est ajusté a 4,75 par une solution de KOH 2N. Le
MMSA est conservé a -80°C. A I'issue de la premiere étape de synthése et purification par
distillation fractionnée, 13,3 g de produit protégé sont obtenus, soit un rendement de 36%
basé sur la quantité d’éthyl 2-bromopropionate de départ. Le spectre RMN montre que ce
produit protégé sur la fonction acide et la fonction aldéhydique est pur. Pour la synthése du
MSA, le produit intermédiaire obtenu avant saponification est commercialisé chez Acros
Organic”. Les protocole de saponification et d’acidification sont identiques a ceux décrits

pour la synthése du MMSA.

3.2.4.5.2. Dosage

Le MMSA et le MSA sont dosés enzymatiquement en présence d’un excés de MSDH,
de NAD" 2 mM et dans des conditions de réaction irréversible (en absence de CoA) par
dosage du NADH formé au spectrophotometre a 340 nm. Un rendement de 80% est obtenu
par rapport au produit protégé. Le rendement global de la synthése pour le MMSA est de
29%.
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3.2.4.6. Dosage de la concentration en NAD" contenu dans ’enzyme en sortie
de purification par fluorimétrie

Le contenu en NAD" de la MSDH purifiée est dosé enzymatiquement aprés ajout de
MMSA en suivant I'apparition de NADH par fluorimétrie. La réaction est réalisée dans des
conditions irréversibles d’hydrolyse (en absence de CoA). La quantité de NADH formée est
dosée sur un spectrofluorimétre SAFAS flx par excitation a 358 nm et enregistrement du
spectre d’émission de 340 a 640 nm, le pic d’émission maximum du NADH étant situ¢ a 460
nm. L'émission de fluorescence est étalonnée a l'aide d'une gamme de concentration en
NADH.

3.2.4.7. Suivi de I’extinction d’émission de fluorescence des résidus
tryptophane

L extinction d’émission de fluorescence des résidus Tryptophane de la MSDH induit par
la liaison du NAD" est enregistrée sur un spectrofluorimétre SAFAS flx aprés addition de 2
mM NAD" a 5 uN de MSDH dans un tampon KPi 50 mM pH 8.2 a 30 °C. Les longueurs
d’ondes d’émission et dexcitation sont respectivement de 297 et 335 nm. Pour le suivi du
réarrangement en fonction de la concentration en NAD', les valeurs de ks sont déterminées
pour chaque concentration en NAD" par ajustement a une monoexponentielle. Les données
sont alors ajustées a |’équation suivante pour déterminer la constante de dissociation

apparente de NAD" et le k. maximal.

kohs — (kohsmax X [NAD+]) / (K[)app + [NAD+])

3.2.4.8. Test enzymatique

Les tests d’activité enzymatique sont effectués dans un tampon KPi 50 mM pH 8.2 ou
un tampon TES 50 mM pH 8.2 a saturation des différents substrats dans un volume de 500 pL
en suivant |"apparition de NADH a 340 nm en fonction du temps. L activité spécifique de

I"enzyme est exprimée en pmoles de NADH produit par minute et par unité de DO a 280nm.

3.2.4.9. Identification des produits de la réaction

3.2.4.9.1. En conditions d’hydrolyse

L"identification des produits de la réaction en absence de CoA est réalisée par HPLC. Le

mélange réactionnel contient 16 uN de MSDH, 500 pM de MMSA (ou 400 pM de MSA), et
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2 mM de NAD". La production de NADH est suivie sur un spectrophotométre SAFAS
MONACO a 30 °C dans un tampon KPi 50 mM pH 8.,2. Aprés réaction compléte, 1’enzyme
est précipitée par addition de 0.2 N HCI et éliminée par centrifugation. Une partie du
surnageant est injectée sur une colonne [OA2000 (Alltech®) suivie d’une élution isocratique
par une solution d’'HCI 0,1 N. Les produits sont détectés par réfractométrie en utilisant un
détecteur SP 8430 RI (Spectra-Physics®) et le MMSA, le MSA, les acides acétique,

propionique, malonique et méthylmalonique sont utilisés comme références.

3.2.4.9.2. En présence de CoA

L identification des produits de la réaction en présence de CoA est réalisée par HPLC.
Le mélange réactionnel contient 0.2 pN de MSDH, 500 uM de MMSA, 2 mM de NAD" et
500 uM de CoA. La production de NADH est suivi sur un spectrophotométre SAFAS
MONACO a 30 °C jusqu’a I’équilibre de la réaction dans un tampon KPi 50 mM pH 8.,2. Une
partie de la réaction est injectée sur colonne source 15Q Pharmacia® dans un tampon 50 mM
phosphate de potassium pH 8.2, avec un tampon d’élution 50 mM phosphate de potassium, |
M KClI pH 8,2. Les produits sont détectés par suivi de I"absorbance a 280, 260 et 205 nm. Le
NAD'", le NADH, le MMSA, le CoA et le PPCoA sont utilisés comme témoins.

4. Techniques d’étude des propriétés enzymatiques des enzymes MSDH de
type sauvage et mutées

4.1. Détermination des constantes cinétiques (k.,) et de Michaelis (Ky) a I’état
stationnaire

Les parameétres cinétiques pour les différents substrats et cofacteurs sont réalisés dans
les conditions de test d’activité en se plagant a des concentrations saturantes pour deux des
substrats et en faisant varier celle du troisiéme selon une gamme allant de 0,5 a 10 Kv. Les
points expérimentaux sont analysés par régression non lin€aire selon le modele de Michaelis-

Menten a I'aide du logiciel Sigma plot 6.0.

4.2. Etude de I’étape d’acylation

4.2.1. Titration de site

La vitesse de désacylation étant plus rapide en présence de CoA, on se place en

conditions d’hydrolyse pour pouvoir observer le premier cycle de la réaction enzymatique au
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spectrophotomeétre. La réaction est déclenchée par I'ajout de ’aldéhyde. La concentration en
enzyme est choisie pour observer un saut d’apparition de NADH de 0.05 et 0.1 DOssonm

(respectivement 8 et 16uN en sites).

4.2.2. Etude de I’étape d’acylation en cinétique rapide

Les conditions expérimentales et I'analyse des résultats sont décrites avec précision dans
le chapitre « Experimental Procedures » de I'article 2 page 61. Les conditions expérimentales
utilisées pour les mutants R124L, R301L et R124L/R301L sont identiques a celles décrites

dans [article.

4.3. Détermination de la constante de vitesse apparente de relargage (k,s) du NADH

Les conditions expérimentales et I'analyse des résultats sont décrites avec précision dans
le chapitre « Experimental Procedures » de I'article 2 page 61. Les conditions expérimentales
utilisées pour les mutants R124L, R301L et R124L/R301L sont identiques a celles décrites

dans ["article.

4.4. Détermination de la constante de vitesse de I’étape de B-décarboxylation

Les conditions expérimentales et I'analyse des résultats sont décrites avec précision dans

le chapitre « Experimental Procedures » de I’article 2 page 61.

5. Techniques d’étude de la réactivité de la Cys302 dans les enzymes
sauvages et mutées

5.1. Utilisation de la sonde 2,2°- dipyridyl disulfide (2PDS)

La C302 étant tres réactive dans le mutant QCys, les cinétiques ont été suivies sur un
appareil a cinétique de mélange rapide SX18MV-R (Applied PhotoPhysics) a 30 °C dans des
conditions de pseudo-premier-ordre sur une gamme de pH allant de 5 a 9 dans un tampon
mixte SID a force ionique constante.

Dans le cas ou la réactivité de la C302 est faible. les cinétiques été effectuées sur le

spectrophotometre SAFAS MONACO.
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Les constantes de pseudo-premier-ordre ks sont déterminées a chaque pH en suivant
I"absorbance A a 343 nm en fonction du temps t suivant I’équation suivante ou a; représente
I’amplitude du saut, k = kqps, et ¢ représente la valeur de I'ordonnée a I’origine.

A=a(l-e™+c eql

La constante de deuxieéme ordre &, est calculée en divisant le ks par la concentration en
2-PDS et les données sont alors ajustées a 1’équation 2 dans laquelle &* représente la constante
de deuxieme ordre pour la forme thiolate.

by =k (1/(10PKrPi 1))y eq2

5.2. Utilisation de la sonde iodoacétamide (IAM)

5.2.1. Principe

L’iodoacétamide est un agent alkylant, réagissant essentiellement sur les cystéines
accessibles. La modification covalente de la cystéine essentielle conduit a une perte totale
d’activité. L’ordre de la réaction, c’est-a-dire le nombre de mole d’IAM réagissant par mole
d’enzyme, et la réactivité chimique de la cystéine essentielle sont déterminés en suivant les

cinétiques d’inactivation de I'enzyme. Le modéle cinétique de I’inactivation est le suivant :

k>
E + I'l[ —p E'l"

v=-d(E)/dt =k (E) (I)"
Si (I>>>(E), (I)" est constant et kqps = k(I)" est une constante de pseudo-premier ordre.
d(E)/dt = -kops * (E)
In(Eo)/(E) = InAy/A = kops t,
A représentant I"activité résiduelle de I’enzyme et Ay I'activité initiale. Le tracé In (A,/A) en
fonction du temps t permet de déterminer Aops.
La représentation de la régression linéaire de I'équation suivante permet de déterminer
I'ordre de la réaction :
In(kobs) = n In(1) + In(k)
ol k, est la constante de vitesse de second ordre indépendante de la concentration en [AM.
L.’étude de la variation de la constante k> (déduite de la valeur de k.ps) en fonction du pH
permet de titrer d’une part, le pK apparent et d’autre part, la réactivité chimique des formes

thiolates impliquées.
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5.2.2. Protocole

L inactivation par la sonde IAM est réalisée dans le tampon SID pour une étude en
fonction du pH, a une température de 30°C, en présence ou en absence de NAD" et a une
concentration en IAM de 30 a 100 fois supérieure a la concentration en enzyme. Pour une
¢tude en fonction du pH, le rapport IAM-enzyme doit étre constant. L inactivation est suivie

par la mesure de I"activité résiduelle dans les conditions de test dactivité.
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Résumé

Les Aldéhyde Déshydrogénases (ALDH) non phosphorylantes non Coenzyme A (CoA)
dépendantes ou CoA dépendantes forment une famille d'enzymes structuralement et
phylogénétiquement apparentées. Ces enzymes NAD(P)"-dépendantes interviennent au niveau
du métabolisme cellulaire et dans des processus de détoxication. Elles catalysent la
conversion d'aldéhydes en leurs acides correspondants (activés ou non par le CoA) par un
mécanisme a deux étapes : une étape d’acylation incluant un processus d’oxydoréduction a
transfert d’hydrure suivie d'une étape de désacylation. Alors que les ALDH non CoA
dépendantes ont été bien caractérisées au niveau structural et de leur mécanisme, trés peu
d’informations sont disponibles pour les ALDH CoA dépendantes. C’est dans ce cadre que la
caractérisation des facteurs structuraux et moléculaires intervenant dans la catalyse chimique
et la spécificité structurale de la Méthylmalonate Semialdéhyde Déshydrogénase (MSDH)
tétramérique de Bacillus subtilis a été entreprise. Les MSDH sont impliquées dans les voies
du catabolisme de la valine et des bases pyrimidiques. Elles catalysent I’oxydation du
malonate semialdéhyde (MSA) et du méthylmalonate semialdéhyde (MMSA) respectivement
en acétyl-CoA et en propionyl-CoA. La réaction catalysée par la MSDH présente deux
différences majeures par rapport au mécanisme catalytique des ALDH non CoA dépendantes,
a savoir une étape de B-décarboxylation et une étape de transthioestérification.

L’utilisation combinée de sondes spécifiques des Cys, de la spectroscopie de
fluorescence, des techniques de cinétique rapide et classique et de génie génétique, nous ont
permis de proposer un mécanisme catalytique de la MSDH de B. subtilis. Nos études ont ainsi
montré que [’étape limitante pour la réaction globale est associée a la réaction de fB-
décarboxylation, qui se produit sur I'intermédiaire thioacylenzyme aprés le relargage du
NADH et avant ['étape de transthioestérification. Nos résultats indiquent également que le
bicarbonate, dont la formation est catalysée par la MSDH, est un des produits de la réaction.
L’ensemble de nos résultats est donc en faveur d’un mécanisme cinétique de type ping-pong.
L’étape d’acylation est trés efficace avec seulement deux sous-unités sur quatre qui sont
actives. Ce résultat démontre que la MSDH présente des propriétés de réactivité de demi-site
qui restent a étre expliquées au niveau structural. Une étape préalable d’activation NAD'-
dépendante est observée qui se traduit par I’existence d’une phase de latence lors des tests
d’activité. Ce processus d’activation est accompagné d’une réorganisation conformationnelle
de I’interface monomére/monomeére d’un méme dimére comme le suggere la modification des
propriétés de fluorescence du résidu W468 qui est proche de cette interface. Il conduit
¢galement a un abaissement du pKj,, de la C302 catalytique d’environ 8,7 a 7,9. La formation
du complexe ternaire MSDH/NAD/substrat conduit a une diminution du pK,,, de la C302 de
7,9 a environ 5,5 ce qui suggeére une réorganisation structurale supplémentaire du site actif
lors de la formation du complexe ternaire. Le mode d’activation de la C302 est donc
séquentiel avec un abaissement progressif du pKa,, d’environ 8,7 dans I’apoenzyme a 7,9 dans
la forme holo puis a ~ 5,5 dans le complexe ternaire. Nous avons également montré qu’au
sein du complexe ternaire, les résidus invariants R124 et R301 interagissent avec le
carboxylate du substrat. Ils participent au positionnement efficace de la fonction aldéhyde du
substrat vis-a-vis de la C302 et a la stabilisation du carboxylate.

Mots clés : ALDH CoA dépendante, mécanisme catalytique, B-décarboxylation, réactivité de
demi-site, sites de spécificité structurale, transthioestérification.
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