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Introduction

Les aldéhyde déshydrogénases catalysent 1’oxydation
d’aldéhydes en leurs acides correspondants.

La super-famille des aldéhyde déshydrogénases se décompose
en deux classes d’enzymes : les phosphorylantes et les non
phosphorylantes. Cette derniere est subdivisée en deux sous-
classes. Au sein de la famille des aldéhyde déshydrogénases,
la répartition des enzymes est conditionnée par la nature du
produit final de la réaction catalysée :

I_ Clgsses d_’_é_LDHs Sous-Classes d’ ALDHs Nature des produits Eroduits
Phosporylantes %///////////////////// ////////////4 Phosphorylé R-COOPO;*
Non CoA-dépendantes non phosphorylé R-COOH
Non Phosphorylantes
CoA-dépendantes acylé par le CoA R-COCoA
Commentaires : CoA pour coenzymeA - Non CoA-dépendantes pour les enzymes qui ne nécessitent pas le CoA
comme cofacteur - CoA-dépendantes pour les enzymes qui nécessitent le CoA comme cofacteur.

La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, GAPDH, est le représentant emblématique
de la famille des aldéhyde déshydrogénases. Jusque dans les années 90, les propriétés
enzymatiques et structurales de la GAPDH (phosphorylante) ont été transposées aux aldé¢hyde
déshydrogénases non phosphorylantes (Feldman er Weiner, 1972b ; Weiner et al., 1976 ;
Takahashi ef al., 1981 ; Hempel et al., 1993).

Ce chapitre introductif” a pour vocation de présenter 1’état des connaissances sur la classe des
aldéhyde déshydrogénases non phosphorylantes. Les termes ALDH(s) et CoA-ALDH(s)
désignent respectivement les aldéhyde déshydrogénases non CoA-dépendantes et les aldéhyde
déshydrogénases CoA-dépendantes. La premiere partie de 1’introduction s’attachera, dans un
premier temps, a présenter les aldéhyde déshydrogénases (ALDHs), a I’exception des CoA-
ALDHs, et a les replacer dans un contexte physiologique. Dans un second temps, cette partie
se focalisera sur le fonctionnement enzymatique et la structure des aldéhyde déshydrogénases
non CoA-dépendantes (ALDHs). Bien que les aldéhyde déshydrogénases CoA-dépendantes
appartiennent & la famille des aldéhyde déshydrogénases, elles feront I’objet de la seconde
partie de ce chapitre introductif. Cette dernicre partie se compose de deux sous-parties, dont la
premiere fait part des CoA-ALDH non décarboxylantes. La seconde sous-partie fait mention
des CoA-ALDH carboxylantes et plus particulierement de la méthylmalonate semialdéhyde
déshydrogénase de Bacillus subtilis, enzyme sur laquelle porte ce travail de these.

* £ £ il 2 . . < 3
Toutes ces enzymes présentent également une activité estérasique qui est occultée pour plus de clarté.
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1. Les aldéhyde déshydrogénases

1.1. La physiologie des ALDHSs

1.1.1. Généralités

Les aldéhydes sont des composés ubiquitaires dans 1’environnement. Ils correspondent
a des intermédiaires ou & des produits impliqués dans de trés divers processus physiologiques
et pharmacologiques (Lindahl, 1992). Le caractére €lectrophile du carbone de la fonction
aldéhydique leur confeére une forte réactivité (Arnaud, 2004). Les aldéhydes peuvent ainsi
établir de fagon spécifique ou aspécifique, des liaisons covalentes avec un grand nombre de
molécules telles que I’ADN, les phospholipides et les protéines (Guichardant et al., 1998 ;
Uchida, 2000 ; Brooks et Theruvathu, 2005 ; DelRio er al., 2005). Par conséquent, la
formation de molécules aldéhydiques peut avoir des incidences aussi bien sur la vie cellulaire
et le génome que sur ’homéostasie et les traitements thérapeutiques. L’oxydation des
aldéhydes par les ALDHs est un des moyens employés pour détoxiquer les cellules.

1.1.1.1. L’expression et la localisation des ALDHs chez les
eucaryotes

Des ALDHs ont été caractérisées chez divers organismes : vertébrés (mammiferes),
invertébrés (poulpe, insectes, ...), végétaux, levures, champignons, bactéries et archae. Leur
expression est constitutive ou induite (Lindahl et Evces, 1984a,b ; Bunting et al., 1994).
L’induction peut étre déclenchée par des molécules endogeénes ou exogenes (Antonenkov et
al., 1985). Par exemple, le phénobarbital, médicament de la famille des barbituriques, induit
la production d’ALDH dans le foie de rat (Dunn et al., 1989 ; Damon et al., 1996).

Au sein d’un méme organisme eucaryotique, la localisation subcellulaire est un des criteres de
distinction des ALDHs. En général, elles se répartissent entre le cytosol, les mitochondries et
le microsome (Eckfeld et al., 1976 ; Lindahl, 1979). Les ALDHs sont également présentes



1. Les aldéhyde déshydrogénases Introduction

dans les péroxisomes (Turteltaub ez Murphy, 1987) et les chloroplastes (O’Connell er Kelly,
1989). Les ALDHs mitochondriales possédent un peptide signal d’importation du c6té N-
terminal (Braun et al., 1987 ; Wang et Weiner, 1994).

Chez les mammiferes, les ALDHs sont exprimées dans tous les organes et plus
particulierement dans le foie, les reins et le cerveau (Rothschild er Guzman Barron, 1954 ;
Erwin et Deitrich, 1966). La répartition subcellulaire est conditionnée par le type cellulaire et
I’état de la cellule. Dans les hépatocytes de rat, I’activité ALDH se concentre au niveau des
mitochondries. Par opposition, une cellule hépatique tumorale présente une forte activité
ALDH au niveau du cytosol (Huang et Lindahl, 1990).

1.1.1.2. Classification des ALDHs

Les enzymes de la super-famille des aldéhyde déshydrogénases (non phosphorylantes)
métabolisent une grande variété d'aldéhydes endogeénes et exogenes. La présence des génes
codant pour les ALDHs dans la grande majorit€ des génomes d’archae, d’eubacteries et
d’eucaryotes soutient la notion que ces enzymes sont des composants importants des
processus métaboliques dans les organismes vivants (Sophos et Vasiliou, 2003). Les aldéhyde
déshydrogénases non phosphorylantes qui appartiennent a cette superfamille peuvent étre
classées selon leurs spécificités de substrats (Tableau I.1).

Classes d’ALDHs Dénomination des enzymes _: _ Numéro EC _!

ALDHs non spécifiques Aldéhyde déshydrogénases (1,2 et 3) EC1.2.1.3
Semialdéhyde déshydrogénase EC1.2.1.32

Semialdéhydes Succinate-semialdéhyde déshydrogénase EC 1.2.1.16(24)

déshydrogénases Methylmalonate-semialdehyde déshydrogénase* EC 1.2.1.27
Aspartate semialdehyde déshydrogénase EC1.2.1.31
2-amino-adipate-6-semialdehyde déshydrogénase EC 1.2.1.32
Glutamate semialdehyde déshydrogénase EC12141
Bétaine déshydrogénase EC1.2.1.8
Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase non- EC 1219

Les autres ALDHs phosphorylante e
Phénylacétaldéhyde déshydrogénase EC 1.2.1.39
Lactaldéhyde déshydrogénase EC 1.2.1.22
10-formyltetrahydrofolate déshydrogénase EC1.5.1.6
Al-pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase EC1.5.1.12

Protéines « ALDH-like » Antiquitine
Protéine humaine de liaison aux androggnes de 56kDa
Les cristallines

Tableau L1 : Enzymes de la famille des aldéhyde déshydrogénases non phosphorylantes classées
selon la spécificité de substrat (Vasiliou ef al., http://www.aldh.org/, 2005).

* cette enzyme fera ultérieurement 1’objet d’une attention particulidre (voir partie 2.2)

Dans cette famille d’aldéhyde déshydrogénases non phosphorylantes, les protéines sont
classées en familles et sous-familles en fonction du pourcentage d’identité de séquences. Des
enzymes qui présentent une identité de s€quence inférieure a 40 % sont considérées comme
appartenant a des familles distinctes tandis que celles qui présentent une identité de séquence
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supérieure a 60 % sont considérées comme appartenant a une méme sous-famille (Vasiliou ez
al., 1999). Cette classification est mise en exergue au travers de la notation employée pour

désigner

les ALDHs (Tableau 1.2).

Symbole aldehyde déshydrogénase
principal
ALDH1A~
—T A & Famille Identité de séquences <40 %
Symbole principal
Famille Sous-famille Identité de séquences > 60 %
Sous-famille
(Gene X Distinction des génes d’une
Géne méme sous-famille
Tableau L2 : Nomenclature de classification et de désignation des aldéhyde déshydrogénases non

phosphorylantes (Vasiliou et al., http://www.aldh.org/, 2005).

Chez les eucaryotes, les génes codant pour des ALDHs ont été classés en 20 familles (Sophos
et Vasiliou, 2003 ; Tableau 1.3)

[ Familles

Enzymes concernées

__Distributions des enzimes !

ALDHs de classe 1 Humains
ALDH1 10-formyltetrahydrofolate déshydrogénase Humains
ALDH activée par le magnésium Humains
Indole-3-acétaldéhyde déshydrogénase Animaux, Champignons
ALDH2 ALDH:s de classe 2 Humains, Plantes
ALDH3 ALDHs s de classe 3 Mammiferes, Poissons, Insectes,Plantes
ALDH4 A-pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase Animaux, Plantes, Champignons
ALDHS succinate-semialdéhyde déshydrogénase Animaux, Plantes, Champignons
ALDHé Meéthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase Animaux, Plantes
ALDH7 Protéines Antiquitine Mammiferes, Poissons, Plantes
ALDHS Rétinaldéhyde déshydrogénase Humains
ALDH$ y-aminobutyraldéhyde déshydrogénase Mammiferes, Poissons
ALDHI§ Bétaine aldéhyde déshydrogénase Plantes, Levures
ALDHL1 Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase Plantes
non phosphorylante
AILLDH:12 Inconnue® Plantes
ALDHI3 Proche ALDH3 mammiferes Protozoaires
AILLDH14 Inconnue* Levures
ALDH15 Inconnue* Levures
ALDHi6 Inconnue* Levures
ALDHI7 Inconnue* Drosophila melanogaster
AILLDH18 Glutamyl- y-semialdéhyde déshydrogénase Animaux, Plantes, Champignons
ALDH1% y-glutamyl phosphate reductase Plantes
ALDH28 Protéines 2 domaines multiples %ﬁfﬁ;ﬁglia ((Plzro(;z)ozs(?:iit;)
Tableau 1.3 : Liste des 20 familles d’aldéhyde déshydrogénases chez les eucaryotes et des enzymes
appartenant a ces familles (Sophos ef Vasiliou, 2003).
* Inconnue pour des ALDHs identifiées par alignement de structures primaires, mais dont
la fonction est inconnue.
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1.1.2. Implication des ALDHs humaines dans le
métabolisme

En 2004, le génome humain contenait 17 génes qui appartiennent a la famille des
aldéhydes déshydrogénases non phosphorylantes. Ces génes sont répartis en 10 familles et 13
sous-familles. Les mutations dans plusieurs génes d'ALDHs sont a ’origine moléculaire des
erreurs innées du métabolisme et sont généralement associées a des maladies (Vasiliou et al.,
2004).

1.1.2.1. Métabolisme de ’éthanol

Dans un premier temps, 1’attention s’est focalisée sur les ALDHs capables de convertir
I’acétaldéhyde en acide acétique. Toutes les ALDHs » sont capables d’effectuer cette
conversion avec une efficacité catalytique plus ou moins grande. L’acétaldéhyde est un
intermédiaire extrémement toxique du métabolisme de [’éthanol. L’accumulation
d’acétaldéhyde dans 1’organisme a des effets secondaires désagréables telles que des nausées
et des arythmies cardiaques (Crabb et al., 1989).

Chez ’'Homme, 90% de 1’éthanol ingéré est éliminé par dégradation métabolique au niveau
hépatique. L’ALDH2, mitochondriale, joue un rdle prépondérant dans cette détoxication
(Goedde et Agarwal, 1990). I’ALDHI1A1 cytosolique et ’ALDH1B1 mitochondriale
participent également a I’oxydation de 1’acétaldéhyde (Ueshima et al., 1993 ; Yoshida et al.,
1992 ; Stewart et al., 1995).

Chez 50 % de la population orientale, une déficience de I’ALDH mitochondriale, I’ALDH2,
est a 'origine de I’intoxication déclenchée par la consommation d’alcool (Yoshida et al.,
1984). Le disulfirame, inhibiteur de I’ALDH?2, est une des molécules employées dans le
traitement de 1’alcoolisme (MacKerell et al., 1985).

1.1.2.2. Métabolisme et biosynthese de GABA

L’acide y-aminobutyrique (GABA) est un neurotransmetteur majeur qui inhibe le
systéme nerveux central (Olsen, 2002). Il est généré principalement & partir de 1’acide
glutamique par I’acide glutamique décarboxylase (Olsen, 2002). Le succinique semialdéhyde
est un intermédiaire du métabolisme de 1’acide y-aminobutyrique (Bessman ef al., 1953). Le
succinique semialdéhyde est soit métabolisé en acide succinique par succinate semialdéhyde
déshydrogénase (SSDH), I’ALDHS5A1 (Chambliss et Gibson, 1992) ou soit en 4-
hydroxybutyrate par la 4-hydroxybutyrate déshydrogénase (EC 1.1.1.61), 4-HBAD
(Nirenberg et Jakoby, 1960 ; Breitkreuz et al., 2003).
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y-aminobutyrate

o-cétoglutarate pyruvate
GABA-T
glutamate alanine

semialdéhyde succinique

+

NAD NAD(P)H
SSDH 4-HBAD
NADH NAD(P)*
succinate y-hydroxybutyrate
Figure .4 : Mécanisme de dégradation de 1’acide y-aminobutyrique.

GABA-T pour GABA transaminase ; SSDH (ALDHS5A1) pour succinate semialdéhyde
déshydrogénase et 4-HBAD pour 4-hydroxybutyrate déshydrogénase.

Une perte d’activit¢ de I’ALDHS5A1 engendre une acidurie y-hydroxybutyrique qui est
associée a une accumulation de GABA et de 4-hydroxybutyrate dans le sérum sanguin (Pearl
et al., 2003). Cette acidurie a un impact grave sur le développement neurologique (Gibson et
al., 1998).

Une voie alternative de biosynthése du GABA implique une déamine oxydase qui catalyse la
désamination du 1,4-diaminobutyrate en acide y-hydroxybutyrique. Ce dernier est oxydé en
GABA par I’ALDH9A1 cytosolique (Ambroziak et Pietruszko, 1987). L’ALDH9A1 catalyse
I"oxydation d’autres aldéhydes biogéniques qui dérivent de mono-, di- et polyamines comme
la bétaine aldéhyde (Chern et Pietruszko, 1995).

1.1.2.3. Métabolisme des aldéhydes gras

Le métabolisme des alcools gras, de I’acide phytanique, des glycérolipides et du
leucotriene B4 conduit a la formation de composés aldéhydiques appelés aldéhydes gras.
L’ALDH3A2, microsomale et exprimée constitutivement, oxyde tous ces aldéhydes gras
(Kelson et al., 1997). Une déficience en ALDH3A2 serait a I’origine de I’accumulation
d’alcools gras a longues chaines, d’aldéhydes gras a longues chaines et de métabolites en
relation (Lin er al., 2000 ; Lossos et al., 2006). La perte de I'activité de ’ALDH3A2 par
diverses mutations est a I’origine d’une maladie génétique autosomale récessive, le syndrome
de Sjogren-Larsson SLS (De Laurenzi et al., 1996 ; Willensem et al., 2001).
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1.1.2.4. Métabolisme des acides aminés

Le catabolisme des acides aminés génére de nombreux intermédiaires métaboliques
aldéhydiques. Le glutamate-y-semialdéhyde est I’intermédiaire commun au métabolisme de la
proline (ornithine) et a celui de I'arginine (Figure 1.5). Le glutamate-y-semialdéhyde est en
équilibre avec le A'-pyrroline-5-carboxylate et est oxydé par I’ALDH4A1l en glutamate
(Farrés et al., 1988). Une perte d’activité de I’ALDH4A1 cause une maladie autosomale
récessive, I’hyper-prolonémie de type II, qui se manifeste par des troubles neurologiques
(Valle et al., 1976 ; Geraghty et al., 1998).

\
oxidase (

ornithine &-
aminotransferase

glutamate
semialdehyde
dehydrogenase |

. histidine ammonia
uracanate hydratase
glutamate ! .
dehydrogenase . imidazolonepropionase
. glutamate formimino transferase

Figure 1.5 : Voie de dégradation commune des résidus arginyl et prolyl via le glutamate-y-
semialdéhyde.

http://www.biocarta.com/pathfiles/m_argininecPathway.as
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1.1.2.5. Meétabolisme des aldéhydes issus de la péroxydation des
lipides

Plus de 200 aldéhydes ont ét€ identifi€és comme des produits résultant de la
péroxydation des lipides dont principalement le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et la
malondialdéhyde (MDA) (Esterbauer et al., 1991). Plusieurs voies permettent la détoxication
du 4-HNE en divers composés dont deux qui utilisent une aldéhyde déshydrogénase :

0
H3C X
OH
HO
NADH , L.
acide 4-hydroxynonénoique
(4-HNA)
NAD"
ALDHa
O
H
HO
4-hydroxynonenal (4-HNE) GST
NAD®  NADH
GS-HNE —LA GS-lactone-HNA
ALDHb
Figure L6 : Métabolisme du 4-hydroxynonénal (4-HNE).

GST pour glutathione-S-transférase et GS- pour glutathion conjugué.

Le terme ALDHa désignent toutes les ALDHIA1, ALDH3Al, ALDH2 et ALDH5A1
capables d’oxyder Ie 4-hydroxynonénal (4-HNE) en acide 4-hydroxynonénique (4-HNA),
tandis que le terme ALDHb désigne 1’ ALDH, non identifie, qui catalyse 1’oxydation

Quatre ALDHs, au minimum, jouent un rdle dans I’oxydation du 4-HNE en acide 4-
hydroxynonénoique (4-HNA) : ALDH1A1 (Manzer et al., 2003), ALDH3A1 (Pappa et al.,
2003), ALDH2 (Mitchell er Peterson, 1987) et ALDHS5A1 (Murphy et al., 2003). Aucune
ALDH n’a été identifiée pour I’oxydation du GS-HNE en GS-lactone-HNA. A titre
d’exemple, lors d’un stress oxydatif, comme une exposition aux ultraviolets, du 4-HNE est
produit dans les cellules épithéliales du cristallin de I’eil. L’accumulation de cet aldéhyde
induit une cataractogénése chez I’homme, le rat et la souris. Dans ce cas, la détoxication du 4-
HNE par ’ALDH1AL1 est a I’origine du maintien de la clarté du cristallin de 1’ceil (Choudhary
et al., 2005).

I’ALDHI1AL est également capable de métaboliser le MDA (Manzer et al., 2003 ; Townsend
et al., 2001). L’accumulation du MDA semble étre impliquée dans plusieurs maladies
neurodégénératives comme les maladies de Parkinson et d’Alzheimer (Dib et al., 2002).
Aujourd’hui, aucune relation n’a pu étre démontrée entre I’accumulation de MDA et une
déficience en ALDH1AL.
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1.1.2.6. Métabolisme du cyclophosphamide

Le cyclophosphamide (CP) est un agent alkylant fréquemment employé dans le
traitement des maladies hématologiques malignes ou non malignes. Cette prodrogue est
activée en 4-hydroxycyclophosphamide (4-hydroxy-CP) par les cytochromes P450
hépathiques. Dans les cellules, le 4-hydroxy-CP est -éliminé, sous sa forme tautomérique
I’aldophosphamide, en « moutarde phosphoramidée » et acroléine actifs. Ces produits
inhibent la synthé¢se d’ADN et induisent la mort cellulaire par alkylation de 1I’ADN.
L’oxydation par une ALDH est une des deux autres voies d’élimination de 1’aldophosphamide
(Sladek, 1999). L’ALDH1Al1, 'ALDH3A1 et I’ALDH5A1 catalysent 1’oxydation de
I’aldophosphamide en carboxy-phosphamide (Sladek, 1999).

1.1.2.7. Meétabolisme du folate

L'acide folique (vitamine B9), appelé aussi tétrahydrofolate ou encore folate, est
indispensable a toute division cellulaire car il est a la base de réactions intervenant dans la
syntheése des acides nucléiques et de certains acides aminés. La 10-formyltétrahydrofolate
déshydrogénase (FDH) catalyse la conversion du 10-formyltétrahydrofolate en
tétrahydrofolate et dioxide de carbone. La FDH est une enzyme bifonctionnelle qui résulte de
la fusion de deux genes. La partie carboxy-terminale de cette enzyme présente jusqu’a 50%
d’homologie de séquence avec les membres de la famille des ALLDHs et posseéde une activité
aldéhyde déshydrogénase (Cook et al., 1991). L’ALDHIL1 est ’ALDH qui représente les
FDH (Cook et al., 1991 ; Vasiliou et al., 2004).

1.1.2.8. Biosynthese de P’acide rétinoigque

L’acide rétinoique (RA) est un facteur critique dans de nombreux processus de
développement. L’acide rétinoique agit directement sur I’expression des génes en se liant a
des récepteurs, les récepteurs d’acide rétinoique (RAR) qui sont impliqués dans des voies de
signalisation (Duester, 2000). La biosynthése du RA a partir du rétinol procede en deux étapes
par l'intermédaire du rétinal (rétinaldéhyde). Chez I’homme, quatre ALDHs catalysent
I’oxydation du rétinal en RA : ALDHI1A1, ALDH1A2, ALDH1A3 et ALDH8A1 (Tableau
L7).

. Nature du
substrat

Rdles potentiels dans le développement Références l

Dockham et al., 1992

all-trans-rétinal*®

ALDHIAL | g s rétinals | SYnthesedeRA El Akawi et Napoli, 1994

ALDHIA2 all-trans-rétinal* | Régulateur de la synthése de RA lors de Wang ef al., 1996
9-cis-rétinal I’embroygénése Niederreither et al., 1997

ALDH1A3 | all-frans-rétinal* | Production RA pour la « nasal formation » Grun et al.,2000

ALDHS8A1 | O;cis-rétinal Synthese de RA Lin et al., 2003
all-trans-rétinal

Tableau L.7 : Idéhyde déshydrogénases impliquées dans Poxydation du rétinal en RA.

* substrat utilisé pour lequel I’enzyme a Ja meilleure efficacité catalytique.
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1.1.3. Exemples d’implication des ALDHSs

1.1.3.1. TLes ALDHs et la détoxication des aldéhydes de sources
exogenes

La voie de détoxification la plus connue est celle qui permet d’éliminer 1’éthanol
exogene via I’acétaldéhyde. Toutes les ALDHs sont capables d’effectuer la conversion de
I’acétaldéhyde en acide acétique avec une efficacité catalytique plus ou moins grande. Ce
role, chez I’'Homme, a été discuté dans le paragraphe 1.1.2.1. L’acétaldéhyde déshydrogénase
accomplit également cette fonction de détoxication chez Drosophila melanogaster qui se
développe a proximité de fruits endommagés, sources d’éthanol (Fry er Saweikis, 2006).
déshydrogénase, les ALLDHs ont une grande latitude d’action, des aldéhydes aliphatiques aux
aldéhydes aromatiques. A titre d’exemple dans les hépatocytes et les érythrocytes humaines,
PALDH1 (cytosolique) est capable de prendre en charge la détoxication de
I’aldophosphamide issu de la biotransformation d’un médicament anti-cancéreux et d’oxyder
le rétinaldéhyde en acide rétinoique (Dockham er al., 1992 ; Dockham et al., 1997).

1.1.3.2. Les ALDHs et le fonctionnement cellulaire

Un stress osmotique (forte salinité, sécheresse par exemple) induit la biosyntheése ou
I’intégration de solutés organiques dans le but de créer une force osmotique interne et
d’empécher ’eau de diffuser en dehors de la cellule (Kempf er Bremer, 1998). La bétaine,
avec son ammonium quaternaire N-méthylé, est I'un des osmoprotecteurs employés par les
mammiferes, les microorganismes et les plantes (LeRudulier ef Bouillard, 1983 ; Landfald et
Strgm, 1986 ; Craig, 2004). La bétaine ou glycine bétaine (Figure 1.9) résulte le plus
fréquemment de I’oxydation a deux étapes de la choline (Csonka ef Hanson, 1991). La bétaine
aldéhyde correspond au métabolite intermédiaire qui est oxydé en bétaine par la bétaine
aldéhyde déshydrogénase (Figure 1.9), BADH (Rothshild er Guzman Barron, 1954).

Dans les chloroplastes des feuilles d’amarante, plante de la famille des amaranthacées, la
BADH (Figure 1.8) produit wun autre osmoprotecteur puissant, le  3-
diméthylsulfoniopropionate, par oxydoréduction du 3-diméthylsulfoniopropionaldéhyde
(Vojtéchova et al., 1997).

i I
HSC\ +/\)’k T H3C\ +/\/LO.
/S H /S
HaC HsC
Figure 1.8 : Oxydoréduction par la BADH du 3-diméthylsulfoniopropionaldéhyde en 3-

diméthylsulfoniopropionate de feuilles d’amarante (Vojtechova et al., 1997).

10




1. Les aldéhyde déshydrogénases Introduction

CH:0H CHO Coor
|
| | |
CH; O 20, CH, CH;
| \ | |
HiC N CH; /\ > HC N CH; /\' > HCe }N - CHs
CHs IFepey 2¥dqy CH NAD MADH,H' CH;
Cheline MO Bétaine aldéhyde BALDH Bétaine
CH,OH CHO oo
| | |
CHL CIL CH:
H;C NT CH; / \ » e NT CHs “7"?’ HC jfr CHs
CH; NADY NADHH CHs NADT NADH,B' CH;
Choline CbH Bétaine aldéhyde BALDH Bétaine
Figure L9 : Voies de biosynthése de Ia bétaine ou glycine bétaine chez les mammiféres, les

microorganismes et les plantes.

Partie supérieure : Choline monooxygénase (CMO) chez les plantes (Brouquisse et al.,
1989 ; Zeigel et al., 1986). Parie inférieure : Choline déshydrogénase (CDH) chez les
mammifgres et les microorganismes (Barrett ef Dawson, 1975 ; Zeisel e Wurtman, 1981).
BADH pour bétaine aldéhyde déshydrogénase chez les les mammiferes, les
microorganismes et les plantes.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogéne de plus en plus insensible aux
antibiotiques classiques. De plus, elle est capable de croitre malgré la forte osmolarité du
milieu qui est la conséquence de I'infection des tissus. Derni¢rement, des travaux ont montré
que la BADH de Pseudomonas aeruginosa est a 1’origine de la survie des bactéries lors
d’infections de patients. Dans ce cas, cette enzyme permet d’assimiler le carbone et I’azote
provenant de la choline et de ses précurseurs et également de produire de la glycine-bétaine.
La BADH de P. aeruginosa est alors proposée comme cible pour un nouveau traitement
antibiotique (Velasco-Garcia er al., 2006).

La bétaine est également un donneur de groupement méthyle comme par exemple dans la
réaction de transméthylation de 'homocystéine en méthionine chez ’homme (Rao et al,
1998).

La BADH de Escherichia coli présente 75 a 77% et 80 % d’homologie de séquence avec les
BADH cytoplasmique du rat et chloroplastique de feuille d’épinards respectivement (Boyd et
al., 1991). Chez I’homme, 1’oxydation en deux étapes, de la choline en bétaine s’effectue dans
la mitochondrie (Chern et Pietruszko, 1999).

11
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1.1.3.3. Les ALDHs et la « matiére premiére »

Les bactéries et champignons adaptent leurs métabolismes en fonction de leurs
milieux de croissance. Les ALDHs permettent a ces organismes d’utiliser un grand nombre de
molécules exogenes comme source de carbone et d’énergie (1a « matiere premiere »).

Chez E. coli, la lactaldéhyde déshydrogénase serait a I’origine de cette adaptation en
permettant I’incorporation de L-fucose, du L-ramnose et du L-galactose (Sridhara et Wu,
1969 ; Chen et al., 1987 ; Zhu et Lin, 1989).

Chez Ustilago maydis, champignon parasite du mais, 1’incorporation du tryptophane et du L-
arabinose pourrait s’effectuer par I’intermédiaire de 1’indole-3-acétaldéhyde oxydé par une

ALDH non spécifique (Basse et al., 1996).

1.1.3.4. ILes ALDH:s et la production d’équivalents réducteurs

Le NADH intervient dans le transfert des électrons dans la chaine respiratoire
mitochondriale pour produire de 1'ATP, tandis que le NADPH intervient au niveau
cytoplasmique dans la biosynth&se des acides gras et des stérols (Weil, 2005).

Chez les bactéries et les archéons, le NADPH provient essentiellement de la phase oxydative
de la voie de pentoses phosphates ou voie d’Entner-Doudoroff (glucose-6-phosphate
déshydrogénase et 6-phosphogluconate déshydrogénase) (Weil, 2005 ; Ahmed et al., 2004).
Un mécanisme alternatif a cette voie (figure 1.1.3.4.a) qui utilise une ALDH, la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPN), permet également de produire du
NADPH (Boyd et al., 1995 ; Ahmed et al., 2005 ; Iddar et al., 2005). La GAPN catalyse la
conversion du glycéraldéhyde-3-phosphate en 3-phosphoglycérate en présence de NADP"

(sans molécule de phosphate inorganique).

GAPN est également a ’origine de la production de NADPH chez les plantes supérieures
photosynthétiques (Habenicht er al., 1994 et 1997) et les algues vertes (Iglesias et al., 1987;
Bustos et Iglesias, 2003).

1.1.3.5. ILes ALDHis et les protéines de structures

Le cristallin de I’ceil est composé a 80-90% de protéines solubles appelées cristallines.
Ces protéines sont responsables des propriétés optiques du cristallin et sont également
impliquées dans le métabolisme.
Les ALDHs sont les seules cristallines connues qui sont communes aux vertébrés et
invertébrés (Wistow et Kim, 1991 ; Tomarev et al., 1991 ; Tomarev ez Piatigorsky, 1996).
L’Q-cristalline des invertébrés est un homologue de la premicre classe des ALDH (Zinoviera
et al., 1993 ; Piatigorsky, 2003). Chez les mollusques bivalves, I’Q-cristalline est désignée par
le terme ALDH1A9 (Piatigorsky et al., 2000). L’ Q-cristalline est généralement un constituant
minoritaire du cristallin (Zinovieva et al., 1993). Par opposition, la L-cristalline du calmar
(céphalopode décapode) représente 70% des protéines solubles du cristallin (Montgomery et
McFall-Ngai, 1992). Cette L-cristalline présente environ 50% d’identité de s€quence avec
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I’ALDH1 humaine. Toutes ces ALDHs du cristallin sont inactives et semble &tre a 1’origine
de la transparence du cristallin.

ATP ,
glucose ——L——T——» glucose-6-phosphate CLASSIQUE
|
11 & NAD(P)H 9 ‘: NAD(P)H
gluconate 6-phospho-gluconate

ATP ,
B o6 onval lcanate . 2’Gé*°'3'3‘lésc°gr3]'£'PhOSPhO SEMI-PHOSPHORYLANTE
: 13 =giu e :

pyruvate pyruvate

glycéraldéhyde glycéraldéhyde-3-phosphate

15 i\ NAD(P)H/Fd" 10 l\ NAD(P)H/Fd™ NAD(P)H

glycerate

6
3-phospho-glycérate 47—- 1,3-diphospho-glycérate
- l ATP

2-phospho-glycérate - NON-PHOSPHORYLANTE

8
ATP
pyruvate <__¥ phospho-énoylpyruvate
9
Figure 1.10 : Catabolisme du glucose par différentes voies d’Entner—Doudoroff (Ahmed ef al.,
2005).

Les intermédiaires non-phosphorylés sont places & gauche, tandis que les intermédiaires
phosphorylés sont a droite. La réaction essentielle pour les différentes voies d’Entner-
Doudoroff (ED) surlignées en vert (glucokinase/hexokinase pour la voie ED classique,
KDG kinase pour la voie ED semi-phosphorylante et glycerate kinase pour la voie ED
non-phosphorylante ED). Les enzymes impliquées : 1, giucokinase/héxokinase; 2,
glucose-6-phosphate déshydrogénase; 3, 6-phosphogluconate deshydratase; 4-, KDPG
aldolase; 5, GAPDH; 6, 3-phosphoglycérate kinase; 7, phosphoglycérate mutase; 8,
énolase; 9, pyruvate kinase; 10, GAPN/GAP oxydoréductase; 11, glucose déshydrogénase
GDH; 12, gluconate deshydratase GAD; 13, 2-céto-3-désoxygluconate (KDG) kinase; 14,
KD(P)G aldolase; 15, aldéhyde déshydrogénase/aldéhyde oxydoréductase et 16, glycérate
kinase.

Chez les rats a trompe (vertébrés), 1’n-cristalline est la protéine majoritaire du cristallin. L’'n-
cristalline appartient a la classe premiére classe des ALDHs (ALDH1A2) (Graham et al.,
1996 ; Bateman et al., 2003). In vitro, cette ALDH convertit le rétinaldéhyde en acide
rétinoique. In vivo, I’n-cristalline aurait uniquement un rdle structural dans le cristallin.
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Dans la cornée de lapin, I’ALDH1 présente des propriétés comparables a celles des ALDHs
du cristallin (Evces er Lindahl, 1989 ; Jester ef al., 1999 ; Piatigorsky et al., 2001).

1.2. L’avancée des connaissances sur les
ALDHSs

1.2.1. Préambule

Dans les milieux biologiques, chaque constituant est présent en faible concentration.
Par conséquent, une réaction organique a une probabilité tres faible de se produire. En
rassemblant les partenaires de la réaction chimique, les enzymes ont pour fonction
d’augmenter cette probabilité. Une fois complexés aux enzymes, les réactifs se trouvent dans
un nouvel environnement qui est propre a chaque enzyme. Les enzymes participent
fréquemment a la réaction chimique par 1’intermédiaire de certaines de ses fonctions
chimiques. L’addition de toutes ces fonctions conduit a abaisser les barrieres énergétiques des
réactions catalysées permettant ainsi a celles-ci de se produire dans les conditions
physiologiques. Les enzymes sont qualifiées de catalyseurs biologiques.
L’étude d’une réaction enzymatique débute apres caractérisation des principaux intervenants :
le réactif (appel€ substrat) et le produit final. La littérature a rapidement montré qu’une
majorité d’enzyme nécessite I’intervention de partenaires : cofacteurs ou coenzymes.
L’enzyme dépourvue de ses cofacteurs est qualifiée d’apoenzyme par opposition au terme
holoenzyme qui correspond a 1’association enzyme/cofacteur(s).
A ce stade de I’étude, ’enzyme peut &tre classée en fonction de la réaction catalysée
(oxydoréduction, transfert de groupement, ...), de la fonction chimique mise en jeu (alcool,
cétones, ...), des cofacteurs (NAD(P)", cytochrome, ... ) ou des groupements échangés
(méthyl, acétyl-CoA, ...). A la suite de la réaction catalysée, I’enzyme se retrouve dans son
état initial ou est modifiée de fagon covalente (intra- ou intermoléculaire) ou non covalente.
Dans ce dernier cas, elle devra étre régénérée. Cette régénération nécessite fréquemment
I’intervention d’une autre enzyme.
Une réaction catalysée par une enzyme est caractérisée par le nombre d’étapes, 1’ordre
d’intervention des molécules, par les états intermédiaires de I’enzyme et par sa réversibilité ou
irréversibilité. Au cours de la réaction, les enzymes peuvent se trouver dans différents états
conformationnels et €tre modifiées de facon covalente. Avant d’aboutir au produit final, le
substrat peut passer par différents états intermédiaires (isolables) et/ou transitoires (non
isolables).
Au niveau structural, les enzymes présentent des états oligomériques variés. Les contacts
inter-monomérique sont de natures variées : liaisons covalentes, €électrostatiques, hydrogéne
et/ou de van der Waals. Lorsque ces contacts sont concentrés sur une petite zone du
monomere, celle-ci est appelée domaine d’oligomérisation. Chez les enzymes oligomériques,
soit chaque monomere est actif, soit I’activité chimique est répartie sur 1’ensemble du
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multimére. Un monomere en activité peut influencer, positivement ou négativement, 1’ activité
de ses associés : c’est la coopérativité.

L’ acte catalytique nécessite généralement I’intervention de résidus aminoacyls spécifiques qui
sont qualifiés de résidus aminoacyls catalytiques.

1.2.2. Les ALDHs avant la connaissance de la
structure tridimensionnelle

Ce paragraphe rapporte toutes les hypothéses qui ont ét€ €mises au sujet du
fonctionnement enzymatique des ALDHs et qui s’avérent étre proches des hypothéses
actuelles.

1.2.2.1. Les ALDHs cofacteur-dépendantes

1.2.2.1.1. Présentation

L’activité aldéhyde déshydrogénase a été révélée en 1949 par les travaux de Racker
sur la «dismutation » de [’acétaldéhyde en éthanol et acide acétique. L’activité
déshydrogénase s’effectue indépendamment de la réaction de conversion de 1’ acétaldéhyde en
éthanol. Les ALDHs sont capables de convertir des aldéhydes a chaines aliphatiques de
longueurs variables et des aldéhydes aromatiques, en leurs acides correspondants (Racker
substrat comme la bétaine aldéhyde déshydrogénase (Rothschild et Guzman Barron, 1954).
L’activité aldéhyde déshydrogénase nécessite la présence d’un cofacteur de type dinucléotide
diphosphate (Racker, 1949 ; Erwin et Deitrich, 1966). La majorité des ALDHSs sont NAD"-
dépendantes 2 1’exception de quelques unes qui sont NADP'-dépendantes (Guerrillot et
Vandcasteele, 1977 ; Byers et Meighen, 1984). L’activité enzymatique est suivie par la
mesure de I’absorbance a 340 nm du cofacteur réduit (Racker, 1949) :

Aldéhyde + NAD(P)" — Acide + NAD(P)H

La conversion des aldéhydes en acides correspondants par les ALDHs est irréversible
(Rothschild et Guzman Barron, 1954 ; Kraemer et Dietrich, 1968 ; Feldman et Weiner ;
1972). Les aldéhyde déshydrogénases sont classées dans la famille des oxydoréductases car
elles agissent sur les fonctions aldéhydiques et transférent un hydrure (H') sur un cofacteur de
type NAD(P)" : EC 1.2.1.3 (Enzyme Nomenclature Committee, 1992).

Les ALDHs existent sous deux formes oligomeriques : le tétramére (Feldman et Weiner,
1972a) ou le dimere (von Tigerstrom et Razzell, 1968b). Cette association oligomérique est
régie par tous les types de liaisons a I’exception de la liaison covalente (Loomes et Jornvall,
1991). Chaque monomere a une taille moyenne de 50 a 60 kDa (Eckfeld er al., 1976,
Weretilnyk er Hanson, 1989 Archiv). En 1954, Rothschild et Guzman Barron supposent que
d’un point de vue tridimensionnel, le site d’oxydation est situé a proximité de celui de la
réduction. Cette hypothese est réitérée en 1981 par Bahr-Lindstrom et ses collaborateurs puis
en 1989 par Kitson.
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1.2.2.1.2. Le mécanisme catalytique

L’oxydoréduction des aldéhydes en acides correspondant par les ALDHs est effectuée
en deux étapes (Schéma I.11 ; Rothschild er Guzman Barron, 1954 ; Ting et Crabbe, 1983) et
dans un ordre établi (von Tigerstrom et Razzell, 1968a ; Ting ef Crabbe, 1983). Le mécanisme
est qualifi€ de Bi Bi ordonné selon la nomenclature de Cleland (Cleland, 1967 ; Vallari et
Pietruzsko, 1984b). Il s’agit d’un systéme & deux substrats et deux produits (Bi Bi), la fixation
des substrats et la libération des produits s’effectuent dans un ordre établi (ordonné) et la
réaction débute apres la fixation séquentielle des deux substrats (Schéma 1.12).

1) Acylation Enz + NAD(P)" + RCHO — Enz-COR + NADP(H)
2) Désacylation Enz-COR + H,0 — RCOOH + Enz
Schéma L.11 : Mécanisme réactionnel & deux étapes des aldéhyde déshydrogénases.

L’enzyme est symbolisée par « Enz », RCHO désigne un aldéhyde ol « R » permet de
distinguer les aldéhydes. L’acylenzyme est représenté par Enz-COR et le produit par
RCOOH.

L’établissement du complexe binaire par fixation NAD(P)" sur DI'enzyme précede
nécessairement la fixation du substrat en vue de former un complexe ternaire compétent
(Duncan e Tipton, 1970 ; Eckfeld et Yonetani, 1976). La premicre étape correspond a la
formation de 1’acylenzyme et du cofacteur réduit NAD(P)H (Feldman et Weiner, 1972) : c’est
I’étape d’acylation. La seconde étape aboutit a la libération de I’acide formé puis reldche du
NAD(P)H (Vallari et Pietruzsko, 1984b) : c’est I’étape de désacylation.

NAD" RCHO RCOOH NADH

k; l k, k, lk-z ks T k, ko o1k,
E E

E.NAD" E.NAD' %  E.NADH E.NADH
RCHO — .RCOOH
P

Schéma 112 : Mécanisme catalytique séquentiel ordonné de P’aldéhyde déshydrogénase de foie
humain (Vallari et Pietruzsko, 1984b).

La lettre «E » est utilisée pour représentée I’enzyme. RCHO et RCOOH sont utilisés
pour désignés respectivement aldéhyde et un acide. Le «.» signifie que les €lements
NAD, RCHO, NADH et RCOOH sont complexés & I’enzyme.

L’acylenzyme est formé par attaque d’un groupement nucléophile sur le carbone électrophile
de la fonction aldéhydique (Deitrich ef al., 1962). L’attaque nucléophile est assurée par un
groupement sulfthydryle (—SH) qui appartient a la chaine latérale d’une cystéine de I’enzyme
(Feldman et Weiner, 1972b, von Bahr-Lindstrom er al., 1985). Sur la base du mécanisme
catalytique de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, Feldman et Weiner (1972) ont
montré que la formation de 1’acylenzyme est précédée par la formation d’un intermédiaire
réactionnel tétraédrique, de type hémithioacétal (Schéma 1.13).
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OH
R—CHO 4 Enz—SH — Enz—-—S“i—\H
R
Schéma .13 : Intermédiaire hémithioacétal proposé par Feldman et Weiner (1972).

L’enzyme est symbolysée par « Enz ». Le fonction sulthydryle réactive de 1’enzyme est
représentée sous —SH. R-CHO désigne un aldéhyde quelconque.

L’hydrure, issu de la fonction aldéhydique, est transféré de facon stéréospécifique sur le
quatrieéme carbone (voir nomenclature NAD" en annexe) du cycle nicotinamide du NAD(P)"
(Levy et Vennesland, 1957). Jones et ses collaborateurs (1987) ont montré une
stéréospécificité de type pro-R pour les aldéhyde déshydrogénases de foie de rat. Cette
premiére étape est conditionnée par la fixation et I’orientation du substrat et du cofacteur dans
I’enzyme. Deitrich et ses collaborateurs (1962) ont supposé que I’orientation et la stabilisation
du substrat sont nécessaires pour une efficacité catalytique optimale. Ils ont alors proposé un
mécanisme catalytique ou apparaissent des points d’ancrage, non covalents, entre le substrat
et I’enzyme (Schéma 1.14).

0]
- CONH k,
>&\H S 2 _
R / N—p, ®

K, o)
T \>; S CONH2
k4 R H p—
N""‘""R1
H \—
CONH
k O ’
5 —
— )J\ 4+ | Enzyme + H
H,0 R o) N—~R,;
H \—
Schéma 1.14 : Mécanisme catalytique de I’aldéhyde déshydrogénase de foie de bovin (Dietrich et
al., 1962). .

RCHO désigne un aldéhyde quelconque. R; désigne les parties ribose + pyrophosphate +
adénosine du cofacteur dinucléotidique. -S™ correspond a I’atome de soufre de la chaine
latérale du résidu cystéyl impliqué dans la réaction. Les fieches en noire représente les
intéractions supposées entre le substrat et ’enzyme, tandis que les fleches rouges
indiquent le processus réactionnel.
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L’ordre de la réaction est a mettre en relation avec la flexibilit€ conformationnelle des
ALDHs. Les enzymes sont dites plus réactives a la suite de la fixation du NAD(P)" (von
Tigerstrom et Razzell, 1968a; Hart er Dickinson, 1978). Cette fixation engendre un
changement conformationnel qui rend les fonctions thiol (-SH) plus accessibles et donc plus
aptes a attaquer la fonction aldéhydique (Wiseman ef al., 1980 ; Kitson, 1981). Cette
augmentation de la réactivité des ALDHSs est également montrée par le changement de la
valeur du pKa d’une fonction chimique réactive titrée : de 8,5 a 5 (Bennett ef al., 1983). Le
NADH est libéré suite a un changement de conformation de 1’enzyme (MacGibbon et al.,
1977a ; Bennett er al., 1982 ; Blackwell et al., 1987). Par conséquent, la conformation des
ALDHs évolue tout au long de la réaction.

Blackwell et ses collaborateurs (1987) présentent un mécanisme catalytique pour les aldéhyde
déshydrogénases ou chaque étape est définie par ses constantes de vitesses k. et k,. La
constante de vitesse globale de la réaction d’oxydoréduction est conditionnée par la vitesse de
réaction la plus lente (Schéma L.15).

k,, NAD* . kaRCHO . ks " ke
|3 E.NAD E.NAD .RCHO *E.NAD .RCHO
k.| k-l k—3 k—4
ks k. kg
*E.NADH.Acyl — = *E.NADH E.NADH E 4+ NADH
kg k,
Schéma .15 : Mécanisme catalytique des aldéhyde déshydrogénases (Blackwell et al., 1987).

« E » et « E* » correspondent respectivement a 1'enzyme sous sa forme native et non
native. RCHO et RCOOH sont utilisés pour désignés respectivement aldéhyde et un
acide.

Le «. » signifie que les élements NADY, RCHO, NADH et RCOOH sont complexés 2
I'enzyme.

En fonction des ALDHs, I'acylation (Dietrich et al., 1962 ; Mann et Weiner, 1999) ou la
désacylation limite la vitesse de la réaction. Lors de I’étape de désacylation, soit 1’attaque
nucléophile (Feldman et Weiner, 1972) ou soit la libération du NAD(P)H (Eckfeld et
Yonetani, 1976 ; Hill et al., 1991) est limitante.

Certaines ALDHs tétramériques présentent une réactivité de demi-site : deux sous-unit€s
activites par tétramere (Hart ef Dickinson, 1977 ; Ambroziak et al., 1989). Dans ce cas, deux
molécules de NAD(P)H sont titrées par tétramere.

L’activité catalytique est influencée par des éléments chimiques extérieurs. Etant donnée la
nature des fonctions réactives (—SH), I’€tude in vitro de I'activité des ALDHSs nécessite de se
placer en condition réductrice (Jakoby, 1958ab; von Tigerstrom et Razzell, 1968a).
[ activité des ALDHs tétramériques de mammiferes est modulée par la présence de cations
divalents (Takahashi et Weiner, 1980). Le cation Mg2+ inhibe 1'activité des ALDHs du
cytosol (Takahashi er al., 1980 ; Vallari et Pietruszko, 1984a) et augmente I'efficacité
catalytique des ALDHs mitochondriales (Dickinson et Hart, 1982 ; Vallari et Pietruszko,
1984b).
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Etant donné le pKa de la fonction sulfhydryle (-SH) d’une cystéine (environ 8,7), la cystéine
catalytique doit étre activée sous forme de thiolate (-S°). Deux hypothéses ont €t€ proposées
quant a 'origine de cette activation. La premiere hypotheése fait intervenir une base, un
glutamate, qui activerait la cystéine en prenant I’hydrogéne de la fonction thiol (Kitson et
Kitson, 1994). Dans le cas de la deuxieme hypothése, la charge positive portée par le
nicotinamide du NAD" serait a I’origine du changement de pKa de la fonction thiol de la
cystéine de telle sorte qu’elle soit sous forme de thiolate (Farres et al., 1994).

1.2.2.1.3. Les résidus aminoacyls impliqués

Un monomere d’aldéhyde déshydrogénase est composé de 500 résidus aminoacyls en
moyenne (Farres et al., 1989 ; Guan et Weiner, 1990).
La majorité des résidus aminoacyls impliqués dans la catalyse ont été identifiés par I’étude
des ALDHs de mammiferes. De plus, la numérotation de ces résidus essentiels est basée sur la
numérotation de la séquence des aldéhyde déshydrogénases cytosolique et mitochondriale
humaines (Hempel ef al., 1993).
L’attaque nucléophile du substrat est réalisée par le groupement thiol d’une cystéine du site
actif (Hempel et al., 1982). L’alignement de seize structures primaires d’ALDH (Hempel et
al., 1993) ainsi que des titrations par l'iodoacétamide (Farres er al., 1995) ont permis
d’identifier avec précision la « cystéine catalytique » du site actif : le résidu cystéinyl 302.
Chez les GAPDH, le role de résidu aminoacyl nucléophile est également tenu par une
cystéine. La fonction thiol de ce dernier est activée par une histidine (Polgar, 1975). Sur ces
connaissances, Takahashi et ses collaborateurs ont imputé un mécanisme similaire aux
ALDHs (1981) avec deux résidus cystéinyl et histidyl catalytique. Cette hypothese a été
réfutée par les travaux d’Abriola et de ses collaborateurs (1987). En fait, le résidu glutamyl
268 est le second résidu aminoacyl essentiel du site actif (Hempel et al., 1989 ; Abriola et
al.,1990 ; Wang et Weiner, 1995).
Un troisieme résidu aminoacyl a €té révélé par I’étude d’une ALDH mitochondriale humaine
inactive (Yoshida et al., 1984). La mutation du résidu glutamyl 487 en résidus lysinyl suffit a
rendre cette ALDH inactive (Hempel et al., 1984). Par contre, les mutations en résidus
glutaminyl, asparaginyl ou histidyl sont conservatives (Kurys et al., 1993 ; Farres et al.,
1994). L’affinité de I’enzyme pour son cofacteur est diminuée chez les mutants Glu487Lys
(Farres et al., 1994). Ainsi, le résidu glutamyl 487 participe 2 la fixation du NAD(P)".
Un autre résidu aminoacyl, séryl 74, participe a la fixation du NAD(P)+ et plus
particulierement a la fixation de son motif pyrophosphate (Loomes ef al., 1990 ; Rout et
Weiner, 1994).
La Cys302, le Glu268 et le Glu487 sont strictement conservés (Hempel et al., 1993). Seule la
méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase ne présente pas de Glu268 (Hempel et al.,
1993). La particularité catalytique de cette enzyme a coenzyme-A pourrait expliquer cette
absence (Kedishvili et al., 1992).

L’avenement des séquengages et des alignements de séquences, a permis d’identifier une
séquence signature de la fixation du NAD(P)" (Hempel et al., 1993). Cette séquence est
comparable a celle du repliement de Rossmann, GxGxxG ol «Xx » désigne un résidu
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aminoacyls quelconque (Rossman ez al., 1974). Les résidus glycyls 245 et 250 représentent la
séquence signature de la fixation du cofacteur (Hempel et al., 1984 ; Loomes et Jornvall,
1991 ; Vedadi et al., 1995). Le second résidu glycyl est le plus souvent remplacée par un
résidu thréonyl en position 247 (Hempel et al., 1993). Ainsi, le site de fixation du NAD(P)" a
une topologie de repliement de type o/f plan.

1.2.2.2. Les ALDHs -cations-dépendantes de Saccharomyces
cerevisiae

1.2.2.2.1. Présentation

En 1951, Black découvrit la premi¢re ALDH de Saccharomyces cerevisiae, activée
par K™ et NAD(P)"-dépendante (Black, 1951 ; Seegmiller, 1953 ; Bostian et Betts, 1978a,b).
Elle a été qualifiée « d’ALDH de Black ». Cette enzyme mitochondriale (Jacobson et
Bernofsky 1974) se présente sous la forme d’un homotétramere de 200 kDa de masse
moléculaire (Steinman et Jakoby, 1967 et 1968 ; Clark et Jakoby, 1970a, b). En condition
aérobie, elle est impliquée dans le métabolisme oxydatif de 1’éthanol via I’oxydo-réduction de
I’acétaldéhyde.

En 1953, Seegmiller mit en évidence une seconde ADLH dans le cytosol de la levure de
boulanger, activée par Mg** et NADP*-dépendante. Cette dernidre est un homotétramere
d’environ 190 kDa de masse moléculaire (Dickinson, 1996). Bien que présente en condition
aérobie, I’ALDH cytosolique de levure participe principalement a 1’oxydation du pyruvate en
acétaldéhyde spécifique de la fermentation.

1.2.2.2.2. ALDHs K'-dépendantes

Description

L’étude du mécanisme catalytique de « I’ALDH de Black » a mis en évidence deux

ALDHs K*-dépendantes. Dans un premier temps, les travaux de Bradbury et des ses
collaborateurs ont montré que I’ALDH de levure de boulanger présente un mécanisme
catalytique propre. En effet, le cofacteur NAD(P)" se fixe uniquement sur le complexe binaire
enzyme-substrat (Bradbury et Jakoby, 1971a-b et 1972). L’acide (le produit) serait reldché
avant le cofacteur réduit selon un mécanisme bi-bi ordonné (Cleland , 1963).
Dans un second temps, en 1978b, une autre ALDH K*-dépendante a été révélée par les études
de Bostian et Betts. Elle se distingue de la précédente ALDH a K* par son mécanisme
catalytique. Les études enzymatiques ont montré que cette nouvelle ALDH, stimulée par K,
présente un mécanisme semblable a celui des ALDHs de mammiféres ou le complexe binaire
correspond 2 la fixation du cofacteur sur ’enzyme. Dans ce cas, la fixation du NAD" induirait
un changement de conformation qui augmenterait la constante d’association pour le substrat
et qui rendrait les groupements sulfhydryles plus accessibles et par conséquent plus réactifs
(Wiseman et al., 1980).
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Role du cation monovalent (K*)

La fixation d'ions K* induit un nouvel état conformationnel de I’enzyme qui est stable
dans le temps (Betts ef al., 1979 ; Bostian et al., 1982 ; Dickinson et Haywood, 1987). Selon
Bostian et ses collaborateurs (1982), I'ALDH K*-dépendante de S. cerevisiae a deux types de
sites de fixation de 1'ion K.

1.2.2.2.3. ALDH Mg2+-dépendanle (Dickinson, 1996)

L’étude enzymatique de I’ALDH cytosolique de §. cerevisiae révele un temps de
latence. Celui-ci est supprimé par pré-incubation de 1’enzyme avec son cofacteur, le NADP".
La fixation de ce dernier induit un changement de conformation lent de I'enzyme. Ainsi,
I’enzyme passe d’un état faiblement actif a un état complétement actif.

[."addition de Mg2+ augmente |affinité de I’enzyme pour son cofacteur NADP" et stabilise
¢galement le complexe binaire enzyme/NADP".

1.2.3. La structure tridimensionnelle des ALDHs

En 1997, une structure d’ALDH dimérique de rat (ALDH3) et une structure d"’ALDH
tétramérique de bovin (ALDLH2) ont été publiées (Liu er al., 1997 ; Steinmetz et al., 1997).
Mises a part quelques ALDHs. comme I"’ALDH3 (Figure 1.16), les ALDHs sont composé€es
de quatre sous-unités identiques : ce sont des homotétraméres (Figure 1.16). C'est pour cetie
raison que la premiere structure d’ALDH tétramérique, I’ALDH2 bovine, est la structure de
référence pour les ALDHs (Steinmetz et al., 1997).

Qu’elles soient dimériques ou tétramériques, les ALDHs présentent un repliement identique
de leurs sous-unités. Chaque monomere se subdivise en trois domaines structuraux distincts :
le domaine de fixation du cofacteur, le domaine catalytique et le domaine d’oligomérisation.

Figure .16 : a) Tétrameére de I’ALDH mitochondriale de bovin (ALDH2) (Steinmetz ef al., 1997).
b) Dimére de ’TALDH3 de rat (Liu et al., 1997).
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1.2.3.1. Structure de ’ALDH2 bovine (Steinmetz ef al., 1997)

L'ALDH?2 de foie de bovin est un homotétramére qui présente une masse moléculaire
de 218 kDa. Les quatre monomeéres sont superposables entre eux. L’enchainement des
structures secondaires d'un monomere est détaillé dans le Schéma , tandis que la structure et

la topologie du monomeére sont respectivement présentées dans la Figure et Figure 1.20.

BiBPafaayeses | BsPe | PattePBotic BeopBroBe | Pa g P te-ouBaosPe oy Py oy e [ty Bio
" DO R DC e, oo
partie 2" partie 37 partie

Schéma L17 :

Enchainement des structures secondaires de I’ALDH2 de foie de bovin.

Le brin B est situé a I'extrémité amino-terminale tandis que le brin 10 est a I'extrémité
carboxy-terminale. DFC pour domaine de fixation du cofacteur., DO pour domaine
d’oligomérisation et DC pour domaine catalytique.

Figure 118 :

Réprésentation en rubans du monomere de I'ALDH2 humaine.
Les hélices et les brins sont respectivement colorés en bleus indigo et bleu turquoise.
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Le domaine d’oligomérisation est structuré en feuillet § anti-parallele a trois brins. Le
domaine de fixation du cofacteur et le domaine catalytique sont repliés sur la base du méme
motif, le repliement canonique de Rossmann (Rossmann et al., 1974). Ce dernier correspond
a une topologie de repliement de type o/f plane qui est caractéristique du site de fixation des
cofacteurs dinucléotidiques comme le NAD" et le NADP" (Ohlsson et al., 1974 ; Rossmann et
al., 1975). Le repliement de Rossmann™ est constitué de deux motifs identiques qui sont
chacun composés de trois brins disposés en feuillet B paraliele et de deux hélices o qui
connectent les brins entre eux : faosPeocPc et PooeProsPr respectivement (Figure ). Ces deux
motifs sont juxtaposés par le premier brin de chaque motif (Ba et Pp). Le repliement
canonique de Rossmann posséde la séquence signature suivante: GxGxxG. Les deux
premiers résidus glycine de cette séquence sont localisés sur la boucle qui relie le brin By et
P’hélice ap tandis que la troisieéme est contenue dans la partie amino-terminale de 1’hélice ag.
Ce sous-site du repliement de Rossmann caractérise le site de fixation du groupement
pyrophosphate du NAD(P)" (Carugo & Argos, 1997).

Cter

Figure L.19: Topologie du Rossmann fold et localisation de la séquence signature GxGxxG du site
de fixation du NAD(P)".

Steinmetz et ses collaborateurs (1997) ont déterminé deux structures de I’ALDH2 : 1)
I’ALDH2 sous forme apo et 2) I’ALDH2 sous forme holo (complexe binaire avec le NAD™).
Ces deux structures sont enti€rement superposables (Ca). Par conséquent, la fixation du
cofacteur n’engendre pas de changement conformationnel drastique. Chez I’holoenzyme, les
quatre sites sont occupés par une molécule de NAD™, et ce, de facon équivalente (méme taux
d’occupation).

Figore L20 : Topologie du monomere de I’ALDH?2 (ci-dessous).
Les brins sont représentés par des fléches et les hélices par des cylindres. Le sens de la
fleche indique le sens de la structure primaire. Les contours de la structure secondaire de
Pextrémité N-terminale sont surlignés en bleu et ceux de I'extrémité C-terminale en
rouge.

* La notation par des lettres majuscules des brins et des hélices est propre au repliement canonique de
Rossmann tandis que la notation par des chiffres (employée ci-dessous) désigne les brins et les hélices qui
n’appartiennent pas au repliement canonique de Rossmann.

Pour le domaine catalytique, les brins et les hélices sont également désignés par des lettres et des chiffres qui
sont agrémentés de «* » pour les distinguer de ceux du domaine de fixation du cofacteur.
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1. Aldéhyde déshydrogénases Introduction

1.2.3.1.1. Structure du domaine de fixation du cofacteur

Présentation

Par analogie avec le repliement Rossmann canonique, le domaine de fixation se
compose d’un feuillet § parallele principal a cing brins (Ba, Bs, Be, Bp et Bg) qui est complété
en amont par un feuillet B anti-parallele a deux brins (B; et B2) et en aval par un brin (o)
positionné de facon antiparalléle. Les brins i, Bs et Po sont spécifiques aux domaines de
fixation du cofacteur des ALDHs. Deux groupes d’hélices a entourent ce feuillet central a huit
brins. Le premier groupe est constitué par les hélices ap, ap et o, tandis que les hélices o, oc,
a; et a3 forment le second groupe. Le domaine présente une extension du c6t€ amino-terminal
par rapport au repliement de Rossmann : un feuillet B antiparallele & deux brins (B3 et Pa).
Chez les ALDHs, le sous-site de fixation du motif pyrophosphate differe de celui du
repliement canonique de Rossmann. Premi¢érement, la séquence signature des ALDHs est du
type GxxxxG ou le troisieme résidu aminoacyl est le plus souvent une thréonine, et non une
glycine. Deuxieémement, cette séquence est délocalisée sur la boucle qui relie le brin Bp et
I’hélice og.

Description du mode de fixation du NAD" (Figure )

Le cycle adénine s’insere entre les hélices ap et ag. La position du cycle est stabilisée

par des contacts de van der Waals établis avec des résidus aminoacyls de ces hélices (Gly225,
Pro226, Val249 et Leu252).
Le ribose de 1’adénosine est principalement stabilisé par des liaisons hydrogene formées par
ses fonctions hydroxyles (—OH) en positions 2’ et 3’. La fonction amine de la chaine latérale
du résidu Lys192, incluse dans le brin (g, établit une liaison hydrogene avec les deux
fonctions hydroxyles. La fonction hydroxyle en position 2’ établit une seconde liaison
hydrogeéne avec la fonction carboxylique de la chaine latérale du résidu Glu195 tandis que
celle en position 3° forme une seconde liaison hydrogéne avec 1’atome d’oxygene de la
fonction carbonyle du résidu Ile166.

Un des atomes d’oxygene du groupement phosphate 1i€ a 1’adénosine établit deux liaisons
hydrogeéne avec le résidu Ser246; une avec 1’azote de la fonction amide de la chaine
principale et ’autre avec la fonction hydroxyle de la chaine latérale.

Le groupement phosphate du c6té du nicotinamide est stabilisé par la formation de deux
liaisons hydrogéne avec le résidu Trp168. La fonction amine du noyau indole de la chaine
latérale du résidu Trpl68 forme une liaison hydrogeéne avec un des atomes d’oxygéne du
groupement phosphate et I’azote de la fonction amide de la chaine principale établit une
liaison hydrogene avec I’ autre atome d’oxygene du groupement phosphate.

La position et 1’orientation du ribose du nicotinamide sont stabilisées par des contacts de van
der Waals effectués avec le cycle aromatique de la chaine latérale du résidu Phe401. Les
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1. Aldéhyde déshydrogénases Introduction

fonctions hydroxyles en position 2° et 3° forment chacune une liaison hydrogéne avec la
fonction carboxylique de la chaine latérale du résidu Glu399.

[es résidus aminoacyls de la poche de fixation du cycle nicotinamide contribuent a
I'orientation de ce dernier. e cycle nicotinamide établit des contacts de van der Waals avec
les chaines latérales des résidus Asnl69, Thr244 et Cys302. L’azote de la fonction
carboxamide positionnée sur le carbone 5 du cycle effectue une liaison hydrogéne avec
I'atome d’oxygene de la fonction carbonyle du résidu 1le269. Sur tous les résidus impliqués
dans la fixation du NAD", sculs les résidus Lys192 et Glu399 sont strictement conservés chez
les ALDHs (Hempel ef al., 1993).

La structure de I’holoenzyme montre que la cystéine (Cys302) et le glutamate (Glu268)
catalytiques sont situés de part et d’autre du nicotinamide. Cette structure a permis de révéler
un nouvel résidu aminoacyl, I’ Asn169 qui est positionné a proximité de la cystéine catalytique
et qui s’avere €tre I'un des résidus aminoacyls strictement conservés chez les ALDHs
(Hempel et al., 1993). Ce résidu, a la fois proche du site de fixation du cofacteur et de la
cystéine catalytique est impliqué dans le mécanisme enzymatique (voir paragraphe 1.2.4.1).

21269 3}:{}

Figure 1.21 : Vue stéréoscopique du site de fixation du NAD™ de PALDH2 bovine.
Les traits en pointillés représentent les lizisons hydrogénes élablis entre les NAD™ et
I'enzyme. Les atomes de carbone sont en gris, d’oxygéne en rouge, d’azote en bleu
indigo. de soufre en jaune et de phosphore en orange.

Description du site de fixation du cofacteur

Par analogie avec le domaine de fixation du cofacteur, le domaine catalytique présente
une topologie de type o/f plane. Il se compose d’un feuillet B parallele principal a cinq brins
(Ba'. Ps', By Bo- et Per) qui est complété par un feuillet B anti-paralléle a deux brins (B7 et Bg).
Au niveau de la structure primaire (la séquence), ces deux brins s’inserent entre les brins Bg-
et Be. Les brins Ba, Bss Per, Po et Bg correspondent aux brins du repliement de Rossmann

canonique . Deux groupes d’hélices a entourent le feuillet central a sept brins. Le premier

* i & u n i .
L'annotation par un « ' » de la lettre en indice permet de distinguer les structures secondaires du
domaine catalytique et du domaine de fixation du cofacteur qui correspondent a celle du repliement de
Rossmann canonique.
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groupe est constitué par les hélices oy, s, ap et o tandis que les hélices ag: et o forment le
second groupe. La cystéine catalytique, Cys302 appartient a la boucle qui joint I'hélice ag au
brin Bg-.

1.2.3.1.2. Description du site actif (Figure 1.22)

Un tunnel hydrophobe de 12 A de longueur s'étend de la cystéine catalytique a la
surface du tétramere. Ce tunnel correspond au site de fixation du substrat et est situé a
I’oppos€ du site de fixation du cofacteur. Le cycle nicotinamide divise la base de ce tunnel en
deux parties. La dénomination de ces deux parties est fondée sur la stéréospécificité de
I"attaque nucléophile du carbone en position 4 du nicotinamide. Les parties A et B (également
les faces A et B du nicotinamide) correspondent respectivement a une attaque de type pro-R
ou de type pro-S. Le groupe de trois résidus aminoacyls cystéines, en position 301-303
(spécifique de I"'ALDH2 humaine) est représentatif de la partie A, tandis que les chaines
latérales des aminoacyls Thr244, Glu268 et Glu476 constituent la partie B. Le tunnel du site
actif est essentiellement composé de résidus aminoacyls hydrophobes. L’entrée du site actif
est délimité par I'extrémité amino-terminale de I'hélice o3, par I'extrémité carboxy-terminale
de I'hélice ap: et par la boucle qui relie Bp- et I’hélice og.

Figure 1.22 : Site actif de ’TALDH2 bovin.

La chaine principale est représentée sous forme de lacet bleu. Les chaines latérales des
résidus qui composent le site sont détaillées. Les atomes de carbone sonl en gris,
d'oxygene en rouge, d'azote en bleu indigo, de soufre en jaune et de phosphore en
orange.

2y




1. Aldéhyde déshydrogénases Introduction

1.2.3.1.3. Oligomérisation de I’homotétramere

Les ALDHs tétramériques résultent de 1’association de deux dimeres; d’ou la
qualification de dimere de dimeres (Schéma ). Les quatre monomeres sont désignés par les
lettres A, B, C et D. Deux monomeres s’associent en dimere par I’intermédiaire des brins Pg,
Bio et de I'hélice ag. Le brin 1y du domaine d’oligomérisation d’un monomere établit des
contacts avec le brin Bg du domaine catalytique de 1’autre monomere et inversement, tandis
que les hélices or du domaine de fixation du cofacteur intéragissent entre elles. Cette
dimérisation engendre la formation deux feuillets [ anti-paralleles a dix brins
((B7BsPBc’Pr-BaBoBe )(P1oPesPs)) chacun (voir la Figure ). Les diméres forment un tétramere par
contacts entre les brins s des domaines d’oligomérisation. Le tétramere est alors composé de
deux feuillets B antiparall¢le principaux a vingt brins chacun. Chacun de ces deux feuillets
réunis deux domaines catalytiques de dimeres différents par I’intermédiaire de deux domaines
d’oligomérisation appartenant aux deux autres monomeres.

Contacts a I’origine de la dimérisation * Contacts a I’origine de la tétramérisation
A avec fgB
Pro ot P BsA avec 3sD
t
B avec fprA ©
Pio P BsB avec 3sC
ogA avec opB

Schéma .23 : Structures secondaires en contact lors de Passociation oligomérique chez PALDH2
humaine.
Les lettres A, B, C et D désignent les monomeres.
* : ces contacts sont transposables au dimére CD.

En remarque, le résidu Glu487 de I’ALDH2, résidu aminoacyl clé dans l’intolérance a
I’alcool, est inclus dans le brin amino-terminal 10 du domaine d’oligomérisation.
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Figure 1.24 : Les deux fenillets [ antiparalléles a I'origine de la tétramérisation.

Les brins du monomére A sont en bleus, ceux du monomeére B sont en verl, ceux du
monomére C sont en jaune el les brins du monomére D sont en rouge.

A gauche el du haut vers le bas de la figure, c'est-a-dire de A a B a C puis D, les brins
sont les suivants : (RSN A (BIERER 5. (BsBoPio)c et (m}n-
A droite et du haut vers le bas de la figure. c'est-i-dire de A a B a C puis D, les brins sont

les suivants : ( )Bs ( A (MD el (BePoBaPeBePs Br)c-

29



1. Aldéhyde déshydrogénases Introduction

1.2.3.2. Les structures connues d’ALDHs

Il est important de rappeler qu’un formalisme s’est instauré pour la dénomination des
ALDHs de mammiferes de telle sorte que les ALDHs du cytosol sont appelées ALDHI1, que
celles des mitochondries sont qualifiées d’ALDH2 et que le terme ALDH3 désigne les
ALDHs dimériques associées aux cellules tumorales (Lindahl, 1992).

Les structures de douze ALDHs distinctes ont été déterminées et déposées dans la
« Protein Data Bank (PDB)» depuis 1997: ’ALDH3 de rat, TALDH2 de bovin, la
rétinaldéhyde déshydrogénase de rat (RALDH), ’ALDH1 de mouton, ’ALDH2 humaine, la
bétaine aldéhyde déshydrogénase (BADH) de morue, la glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase non-phosphorylante (GAPN) de Streptococcus mutans, la GAPN de Vibrio
harveyi, I'n-cristalline du rat a trompe, ’ALDH d’Escherichia coli, la GAPN de
Thermoproteus tenax et la A'-pyrroline-5-carboxylate déshydrogénase (PSCDH) de Thermus
thermophilus. Plusieurs structures ont parfois ét€ déterminées pour une méme ALDH. Dans
ce cas, les structures correspondent a différents états (complexes, mutants, salinité, ...) de
I’ALDH (Tableau ). Le constat est que toutes ces structures sont identiques et globalement
superposables entre-elles.
Dans un premier temps, la détermination de ces structures a permis de discuter les résultats
obtenus au préalable sur le fonctionnement des ALDHs. Dans un second temps, les structures
ont mis a jour des facteurs moléculaires impliqués dans I’oligomérisation, le mécanisme
catalytique et I’allostérie.
Toutes les structures d’holoenzyme (enzyme/NAD(P)") présentent un  point
commun important pour la compréhension du mécanisme enzymatique des ALDHs. Le motif
nicotinamide mononucléotide (nicotinamide + ribose + phosphate) n’a pu étre modélisé€ avec
exactitude par manque d’informations (peu de densité électronique). Ceci signifie que le motif
nicotinamide mononucléotide effectue des interactions faibles avec le site de fixation du
cofacteur, contrairement au motif adénosine mononucléotide (adénosine + phosphate). Seule
la structure de I'n-cristalline de rat a trompe présente un NAD" bien défini sur toute sa
longueur (Bateman et al., 2003). Cette exception s’explique par le rdle structural et non
fonctionnel de cette ALDH dans le cristallin de I’ceil. Les protéines solubles du cristallin (les
cristallines) fixent des chromophores qui servent de filtre comme par exemple la vitamine A
(Wistow et Kim, 1991). Dans le cas de I’n-cristalline, naturellement complexée au cofacteur,
la fixation de ce dernier (plutdt sous forme réduite) pourrait jouer le role de filtre contre les
ultraviolets proches (Bateman et al., 2003).
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Tocalisation ! .
Enzymes Organismes cellulaire Codeg Dates® ,E tat de . Etz}t. Ligands Expériences Res: Reférences
PDB I'enzyme | oligomérique : A
(organe)
rat cytoplasme Liuet al
ALDH3 (Rattus fp. 1ad3 | 1996 | native | dimérique NAD* SIRAS | 26 et a.,
norvegicus) (foie) 1997
. - 1 i ¢ Eri g .
ALDH2 bovin mitochondries 2g8 el native tetramerique NAD" MIR 2,65 Steinmetz et
(Bos taurus) (foie) 1adz | 1998 | native | tétramérique Sm* 2,75 al., 1997
rat " Lamb et
RALDH (Rattus cytoglasme 1bi19 | 1998 native tétramérique NA%.) MR 2,7 | Newcomer,
norvegicus) (embryon) | c 1999
mouton cytoplasme | . . .- " Moore et
ALDHI1 (Ovis aries) (foie) 1bxs | 1998 native tétramérique NAD MR 2,35 al., 1998
. . s NAD* Nietal.,
%ch 1999 native tétramérique Mn?, M g2+ MR 2,58 1999
. . . NAD*
1009 2003 native tétramérique Na*, Mg?* 2,6
NADH
Na*, Mg*
2003 | native | tétramérique guanidine 2,15
1,2-éthanediol
crotonaldehyde
NADH
+ -
2003 | native | tétramérique | N ME 19
guanidine
1,2-éthanediol Perez-Miller
NAD* et Hurley,
+ '+
humain , _ 2003 | C3028 | téamerique | N ME 142 2003
ALDH2 (Homo mitochondrie guamdme.
sapiens) (foie) 1,2-éthanediol
” 2003 | C3025 | téramérique NAD® 2,65
q Na", M g2+ 3!
. P o NAD"
2003 native tétramérique Na*, Mg2+ 2,45
NAD*
. . . Na* 245
2003 native tétramérique M g2+ (faible R
concentration)
. . ‘o " ” Hurley et
2003 native tétramérique Na 2,25 al., 2001
2003 | native | tétramérique daidzin 24 | Loweer ;’P
Na*
2005 | E487K | tétramérique |  guanidine 21 | Lawonet
p . al., 2005
1,2 éthanediol
BADH (rgc;l(’iu:s cytoplasme 1998 native tétramérique MR 21 Johansson
(bétaine) Calliaras) (foie) 1998 | native | tétramérique NAD" 2,8 | etal,1998
- v — 5 5
1998 native tétramérique :842- MR 1,8 Cobessi et
1998 | native | tétramérique N A];P* 2,6 al., 1999
+
GAPN StrZ);iZZEC”S cytoplasme 1999 | C284S | tétramérique Né];PP 3,0 [ Cobessier
1., 2000
1999 | native | tétramerique SO~ 25| ¢
. o NADP* D’ Ambrosio
2005 | E250A | tétramérique G3P 2,55 et al., 2006
. i MIR et
_ , < L .
ALDH Vibrio harveyi cytoplasme 2000 native dimérique NADP 15 MAD 2.5 ﬁl;v;z(;oeet
2000 | native dimérique NADP* 2,1 v
Rat & trompe "
T cytoplasme - ‘ " NAD Bateman et
n-cristalline (Ei%z:rrj;ﬁus (cristallin) 2002 | native | tétramérique DTT MR 2,4 al., 2003
NAD*
Escherichia 2004 native tétramérique bétaine MR 2,2 | Gruez et al.,
ALDH coli cytoplasme aldéhyde 2004
2004 | native | tétramérique Ca™ 2,1
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Enzymes

GAPN

Organismes

Thermoproteus

Localisation
collulatre C(])ges Dates® ’E tat de : Et%t- Ligands Expériences Rgs‘ Réferences
(organe) PDB Penzyme | oligomérique A

NADP* Pohl et al.,

| 2002 | native | tétramérique Na" MAD 24 2002

NADP*
2004 | L378F | tétramérique Na* 23
AMP Lorentzen et

AP al., 2004

2004 | L378F | tétramérique Na* 2,55
ADP

NADP*
Na*
a-D-Glucose-1-
phosphate
NADP*
Na*
Fructose-6-
phosphate
NAD*

Na* 22 Lorentzen et
o-D-Glucose-1- > al., 2004
phosphate
NADP*
Na*
2004 | L378F | tétramérique |Glycéraldéhyde- 2,25
3-phosphate
AMP
NADPH
2004 | native | tétramérique Na* 2,35
AMP

1 2004 | L378F | tétramérique 24

cytoplasme

2004 | L378F | tétramérique 2,3

2004 | L378F | tétramérique

Al-pyrroline-5-
carboxylate
déshydrogénase

Thermus
thermophilus

2004 | native |dodécamérique MRD MR 14
NAD*, Na*
2005 native |dodécamérique| MRD, MPD 1.8
ion acétate

MRD, MPD
ion acetate

2005 | native |dodécamérique 14
Inagaki et
NADH, CI' Tahirov, NP
MRD, MPD, 1.9
S-Hydro- >
cystéine**
NAD*, CI
2005 native |dodécamérique | MRD, MPD 1,4
anion citrate

cytoplasme

2005 | native |dodécamérique

Tableau 1.25 :

Description des structures d’ALDH déposées dans la PDB.

« NP » : non publi€ ; « Rés. » : résolution ; « PDB » : « Protein Data Bank » ; MRD :
((4R)-2-Méthylpentane-2,4-diol) ; * : date de dépdt de la structure dans la PDB ; ** : pour
oxyder la Cys322
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1.2.4. Retour sur le mécanisme enzymatique des
ALDHs

Toutes les ALDHs, a I’exception de celles de levure, semblent présenter un
mécanisme enzymatique commun (Marchal et al., 2001). En 1993, I’étude des séquences
primaires de seize ALDHs a révélé vingt-trois résidus aminoacyls invariants (Hempel et al.,
1993). Onze de ces résidus correspondent a des résidus aminoacyls glycine et trois a des
prolines qui doivent étre des résidus aminoacyls clés dans la conservation de I’intégrité des
structures secondaires au cours de I’évolution (Hempel et al., 1993). Les neuf autres
correspondent aux résidus aminoacyls suivants : Cys, Lys, Arg, Glu, Thr, Ser, Phe et deux
Asn. La détermination des structures d’ALDHs ainsi que des études enzymatiques ont €té
employées pour établir le role de tous ces résidus invariants.

1.2.4.1. Description du mécanisme enzymatique des ALDHs

Les ALDHs appartiennent 2 la classe des oxydoréductases (EC 1) qui convertissent de
facon irréversible un aldéhyde en un acide carboxylique (EC 1.2) au cours d’une réaction a
deux étapes. Elles utilisent un cofacteur dinucléotidique de type NAD(P)" ; les ALDHs sont
dites NAD(P)*-dépendantes (EC 1.2.1). Le mécanisme catalysé par ces enzymes est de type
Bi Bi séquentiel ordonné (Schéma ).

NAD(P)" Aldéhyde Acide NAD(P)H
Enzyme l l T T Enzyme
Complexe Complexe
binaire ternaire
l Schéma 1.26 : Mécanisme Bi Bi séquentiel ordonné des ALDHs

Généralement, 1’étape de désacylation représente 1’étape limitante de la réaction (MacGibbon
et al., 1977b; Weiner et al., 1976 ; Marchal et al., 2000), a 1’exception de 1’ALDH3
dimérique de rat ou le transfert d’hydrure lors de I’étape d’acylation limite la réaction (Mann
et Weiner, 1999).
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1.24.1.1. La premiére étape : I’acylation

L’étape d’acylation correspond & 1’attaque nucléophile de la cystéine catalytique sur le
carbone é€lectrophile de la fonction aldéhydique et au transfert d’hydrure (H') de cette méme
fonction sur le quatriéme carbone NC4 du nicotinamide. L’acylenzyme et le cofacteur réduit
sont formés au terme de cette étape.

L’ attaque nucléophile par la cystéine n’est possible qu’avec une fonction thiol (-SH) activée
en thiolate (—S°). Les dernieres avancées concernant cette activation ont été réalisées par
Branlant et collaborateurs en 2001. L’activation de la cystéine catalytique (Cys302) est
multiparamétrique. La fixation du cofacteur NAD(P)" puis du substrat sur ’enzyme sont 2
lorigine d’un réarrangement local qui implique uniquement des chaines latérales
environnantes, le cofacteur et le substrat. A la suite de ce réarrangement, la charge positive du
nicotinamide du cofacteur se situe a proximité de la chaine latérale de la cystéine catalytique
qui change également d’orientation. La cystéine est alors dans un environnement qui favorise
son activation. L’activation de la cystéine catalytique serait différente pour I’ALDH de Vibrio
harveyi (Ahvazi et al., 2000) et la bétaine aldéhyde déshydrogénase (BADH) de
Pseudomonas aeruginosa (Gonzdlez-Segura et al., 2002). La cystéine de 'ALDH de V.
harveyi serait activée par un résidu histidyl du site actif qui Iui est propre (Histidine en
position 450 dans cette structure). Ce résidu histidyl jouerait le r6le de base comme chez la
GAPDH (Soukri et al., 1989). Chez la BADH de P. aeruginosa sous forme apo, la cystéine
catalytique existerait déja sous forme activée et établirait une liaison électrostatique avec une
chaine latérale chargée positivement. Dans ce cas, la fixation du cofacteur et du substrat
induirait des réarrangements locaux qui libererait la cystéine pour la rendre plus réactive vis-
a-vis du substrat.

La formation de 1’acylenzyme est précédée par la formation d’un intermédiaire thiohémiacétal
(Feldman et Weiner, 1972). Contrairement au mécanisme de la GAPDH, I’hydroxylate de cet
intermédiaire réactionnel n’est pas protoné par une base. La charge négative est stabilisée par
un environnement particulier appelé site de reconnaissance oxyanion. Ce site a été révél€ par
les structures de I’ALLDH2 de bovin (Steinmetz et al., 1997 ) ainsi que par les structures de
GAPN de S. mutans (Cobessi et al., 1999). La chaine latérale du résidu Asn169 est le résidu
aminoacyl représentatif de ce site. L’azote de la chaine principale de la cystéine catalytique
intervient dans une moindre mesure dans la stabilisation de 1’intermédiaire thiohémiacétal
(Steinmetz et al., 1997 ; Johansson et al., 1998 ; Cobessi et al., 2000).

Le transfert d’hydrure sur le carbone NC4 du nicotinamide s’effectue de facon
stéréospécifique, il est de type pro-R (face A) (Jones ef al., 1987 ; Hammen et al., 2002). Ce
transfert est uniquement possible si le carbone NC4 du nicotinamide est 2 une distance, de la
cystéine catalytique, compatible avec le transfert d’hydrure. Lorsque le nicotinamide du
cofacteur est bien orienté et bien positionné, il est dit en position de « transfert d’hydrure »
(Steinmetz et al., 1997 ; Moore et al., 1998). Dans les structures d’holoenzymes ou le
cofacteur est modélisé€ en position de transfert d’hydrure, le carbone NC4 du nicotinamide et
I’atome de soufre de la chaine latérale de la cystéine catalytique sont alors distants d’environ
3,5 A (Hammen et al., 2002 ; Perez-Miller et Hurley, 2003 ; Bateman et al., 2003).
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1.2.4.1.2. Laseconde étape : la désacylation

L’acide puis le cofacteur réduit sont libérés au cours de 1’étape de désacylation.
L’acide est formé par attaque nucléophile d’une molécule d’eau sur la fonction carbonyle de
I’acylenzyme. La molécule d’eau doit étre activée en hydroxylate (HO") et orientée pour étre
un bon nucléophile. Le role de base activatrice primordial pour la réaction enzymatique, a été
attribué au résidu glutamyl 268 qui est conservé (Marchal et al., 2000). Les structures des
complexes binaires, avec le nicotinamide en position de transfert d’hydrure révélent que le
nicotinamide du NAD(P)" est interposé entre les chaines latérales des résidus Cys302 et
Glu268 (Steinmetz et al., 1997 ; Johansson ef al., 1998 ; Cobessi et al ; 1999 ; Ahvazi, 2000 ;
Pohl et al., 2002 ; Bateman et al., 2003). Dans cette condition, le résidu Glu268 ne peut jouer
son role de base. Les structures ont également révélé une certaine flexibilit€ de la
conformation du cofacteur oxydé (NAD(P)") ol seul le motif nicotinamide du cofacteur
adopte plusieurs conformations et ou le pyrophosphate joue le rle de charniere (Steinmetz et
al., 1997 ; Moore et al., 1998 ; Johansson ef al., 1998 ; Lamb et Newcomer, 1999 ; Hurley et
al., 2001). Le complexe ALDH2 humaine / NADH montre que sous forme réduite, le
nicotinamide libére I’espace entre les résidus Cys302 et Glu268 par une simple rotation de la
liaison phosphodiester (Moore et al., 1998). Dans ce cas, le cofacteur adopte une
conformation étendue (13,3 A entre le centre des cycles de I’adénine et du nicotinamide
contre 11,2 A lors du transfert d’hydrure ; Hammen et al., 2002) et le nicotinamide est dit en
position « d’hydrolyse » (Moore et al., 1998). La structure récente du complexe ternaire de la
GAPN de §. mutans (D’ Ambrosio et al., 2006), seule structure d’acylenzyme d’ALDH,
confirme que le nicotinamide réduit n’est plus dans sa position initiale aprés formation de
I’acylenzyme. Dans ce cas, le NADPH est soit dans son site de fixation avec la conformation
permettant la désacylation ou soit dans un autre site non loin du site actif. Dans cette
structure, 1’atome d’oxygeéne de la fonction carbonyle établit des liaisons hydrogéne avec la
chaine latérale du résidu Asnl69 et I’atome d’azote de la chaine principale de la cystéine
catalytique. La structure de I’acylenzyme de GAPN de S. mutans révele que le site oxyanion,
formé par ces deux résidus aminoacyls, est également impliqué dans la stabilisation de
I’acylenzyme et dans le processus de déacylation.

. o, .

1.2.4.1.3. La spécificité de substrat

La comparaison des ALDH1 a rétinaldéhyde et des ALDH2 a acétaldéhyde montre
que I’entrée du site actif de ces ALDHs leur est propre. L’entrée du site actif des ALDH1 est
plus large que celle des ALDH2. A la suite de cette comparaison, la boucle de I’entrée du site
actif, qui connecte le brin By a I'hélice as, est proposée pour étre le facteur structural a

.....

,,,,,

(Cobessi et al., 2000 ; D’ Ambrosio et al., 2006).

35



2. Les aldéhyde déshydrogénases CoA-dépendantes Introduction

2. Les aldéhyde déshydrogénases CoA-
dépendantes (CoA-ALDH)

2.1. Préambule

Le NC-IUBMB" mentionne plusieurs enzymes qui sont cofacteur dinucléotidique
dépendantes et qui oxydent une fonction aldéhydique en acyl-CoA par transthioestérification
du coenzymeA (Tableau ). Seule 1la méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase est classée
dans la famille des aldéhyde déshydrogénases (Kedishvili et al., 1992 ; Vasiliou et al.,
http://www.aldh.org/, 2005). Cette enzyme se distingue doublement des ALDHs par
I'utilisation du CoA et par la décarboxylation enzymatique de substrat. Bien que
I’acétaldéhyde déshydrogénase, la butyraldéhyde déshydrogénase et la glyoxalate
déshydrogénase n’appartiennent pas a la super-famille des aldéhyde déshydrogénases, leur
mécanisme enzymatique est présenté dans ce chapitre, car il a servi de base pour I’étude de
celui des malonate semialdéhyde et méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénases. D’apres
la littérature, les autres enzymes du Tableau n’ont pas un mécanisme enzymatique
comparable a celui des aldéhyde déshydrogénases et c’est pourquoi elles ne sont pas
présentées dans ce second chapitre. Pour plus de clarté, les méthylmalonate semialdéhyde et
malonate semialdéhyde déshydrogénases sont regroupées sous le terme CoA-ALDHs tandis
que I’acétaldéhyde, la butyraldéhyde et la glyoxalate déshydrogénases sont rassemblées sous
la dénomination CoA-ALDHs non décarboxylante.

" NC-TUBMB : “ Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology .
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Introduction

Dénomination des enzymes

Clostridium kluyveri

Burton et Stadtman, 1953
Smith ef Kaplan, 1980

Organismes Réferences

EC 1.2.1.10 | Acétaldéhyde déshydrogénase | Escherichia. coli Shone e Fromm, 1981
Clostridium beijerinckii Yan et Chen, 1990
EC 1.2.1.17 | Glyoxalate déshydrogénase Pseudomonas oxalaticus Quayle et Taylor, 1961
Rattus norvegicus Goodwin et al., 1989
BC 12.1.18 Malonate-semialdéhyde Pseudomonas aeruginosa Waters et Venables, 1986
e déshvdrogénase Yamada ef Jakoby, 1960
ydrog Pseudomonas fluorescens Hayaishi et al., 1961
Chloroflexus aurantiacus Strauss ef Fuchs, 1993
Oryza sativa Oguchi ef al., 2004
) i B Sokatch et al., 1968
Méthylmalonate-semialdéhyde | Pseudomonas aeruginosa Bannerjee et al., 1970
EC1.2.1.27 | P
déshydrogénase Hatter ef Sokatch, 1988
Rattus norvegicus Goodwin et al., 1989
8 Kedishvili et al., 2000
Bos taurus Johnson et Gilbertson, 1972
Canard Wang et Kolattukudy, 1995
< < . < P ] ] j Lee et Mei , 1997
EC 1.2.1.42 | Héxadécanal déshydrogénase i'totobac.termm leiognathi c et Meighen
Pinus sativum Vioque et Kolattukudy, 1997
Acinetobacter calcoaceticus Reiser et Somerville, 1997
Acinetobacter Ishige et al., 2002
Populus euramericana Sarni et al., 1984
Zea mays Pichon et al., 1998
Picea abies Luderitz et Grisebach, 1981
. Wengenmayer et al., 1976
C 1.2.1.44 i . Gly cine max L. Luderitz et Grisebach, 1981
EC1.2.1. Cinnamoyl-CoA réductase Forsythia suspensa Gross et Keeiten, 1975
Arabidopsis thaliana Lauvergeat et al., 2001
Phaseolus mungo Grima-Pettanati et al., 1989
Nicotiana tabacum Ralph et al., 1998
Brassica napobrassica Rhodes et Wooltorton, 1975
Pisum sativum Vioque et Kolattukudy, 1997
Acinetobacter sp. Ishige ez al., 2002
Photobacterium leiognathi Lee et Meighen, 1997
Riendeau et al., 1982
EC 1.2.1.50 Acyls gras a longues chaines Rodriguez et al., 1983
et CoA réductase . Wall ef Meighen, 1986
Photobacterium phosphoreum | .\ . al.. 1986
Rodriguez et al., 1986
Wall e Meighen, 1989
Simmondsia chinensis Metz et al., 2000
Mus musculus Cheng et Russell, 2004
Inui ez al., 1984, 1985, 1987, 1989,
EC 1.2.1.51 | Pyruvate déshydrogénase Euglena gracilis 1990 et 1991
Nakazawa et al., 2000 et 2003
EC 1.2.1.57 | Butyraldéhyde déshydrogénase | Clostridium acetobutylicum Palosaari et Rogers, 1988

Tableau 1.27 :

Enzymes A NAD(P)* qui oxydent une fonction aldéhydique en présence de CoA.
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2.2. Mécanisme enzymatique des CoA-ALDHs
non décarboxylantes

2.2.1. Présentation des CoA-ALDHs non
décarboxylantes

Les CoA-ALDHs non décarboxylantes interviennent principalement dans les voies
d’incorporation de molécules qui sont sources de carbone et d’énergie. A titre d’exemple, lors
de la fermentation, la butyraldéhyde déshydrogénase est impliquée dans les voies de
transformation des sucres du sol en butanol chez Clostridium acetobutylicum (Palosaari et
Rogers, 1988).

Les dénominations d’acétaldéhyde déshydrogénase et de butyraldéhyde
déshydrogénase sont quelque peu restrictifs. En effet, ces deux enzymes sont capables
d’oxyder, en présence de NAD" et de CoA, plusieurs substrats aldéhydiques en acyl-CoA
comme 1’acétaldéhyde, le propionaldéhyde et le butyraldéhyde (Polisaari e Rogers, 1988 ;
Yan et Chen, 1990). La glyoxalate déshydrogénase de Pseudomonas oxalaticus se distingue

,,,,,

uniquement le glyoxalate et NADP (Quayle ef Taylor, 1961 ; Quayle, 1966).

2.2.2. Mécanisme enzymatique des CoA-ALDHSs non
décarboxylantes

Le mécanisme enzymatique a été étudi€ chez les CoA-ALDHs non décarboxylantes

des organismes suivants : Clostridium kluyveri (Burton et Stadtman, 1953 ; Smith et Kaplan,
1980), Escherichia coli (Rudolph et al., 1968 ; Clark et Cronan, 1980 ; Shone et Fromm,
1981) et Clostridium beijerinckii NRRL B592 (Yan er Chen, 1990).
La CoA-ALDH non décarboxylante catalyse 1’oxydation d’un aldéhyde en acyl-CoA en
présence de NAD™ (Burton et Stadtman, 1953 ; Smith et Kaplan, 1980). D’aprés les études de
Clark et Cronan (1980) chez E. coli, la réaction catalysée est réversible. Tout comme les
ALDHs, cette CoA-ALDH non décarboxylante catalyse une réaction a deux étapes,
I’acylation et la désacylation, et proceéde via le groupement thiol d’une cystéine (Rudolph et
al., 1968). L’étape d’acylation aboutit a la formation de I’acylenzyme et du cofacteur réduit.
Le produit transthioestérifié par le CoA est formé puis libéré au cours de I’étape de
désacylation (Rudolph et al., 1968). La cinétique enzymatique de type ping-pong proposée en
1968 par Rudolph et ses collaborateurs, a ét€ validée par les travaux de Smith et Kaplan en
1980 (Schéma ).
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NAD" CH;CHO NADH CoA CH;COSCoA
¢ l ? i Enzyme
E.NAD" E.NAD" « E.NAD* E-COCH; E.CoA « E.CH;COSCoA
CoA— CH;CHO ~ -COCH; -COCH;
Schéma 1.28 : Mécanisme enzymatigue de cinétique ping-pong de la CoA-ALDH non

décarboxylante de Clostridium kluyveri (Smith et Kaplan, 1980).

Le mécanisme appliqué a 1’acétaldéhyde (CH3CHO) est tout a fait transposable au
propionaldéhyde et au butyraldéhyde.

En 1981, I’étude de la CoA-ALDH non décarboxylante de E. coli (Shone et Fromm,
1981), apporte des précisions sur le type de mécanisme: bi uni uni uni ping-pong. Le
cofacteur se fixe en premier sur I’enzyme libre, puis le substrat se lie en second.
L’acylenzyme et le NADH sont ensuite formés et le cofacteur est libéré par I’enzyme avant
que le CoA ne s’y fixe. L’arrivée du CoA déclenche 1’étape de désacylation qui aboutit au
produit final, un acyl-CoA.

L’étude du mécanisme enzymatique de la CoA-ALDH non décarboxylante de E. coli a
apporté des précisions sur le fonctionnement de 1’enzyme (Rudolph ef al., 1968 ; Shone et
Fromm, 1981). Cette CoA-ALDH non décarboxylante présente un temps de latence qui est
levé par incubation de 1’enzyme dans un milieu réducteur (dithiothréitol (DTT), B-
mercaptoéthanol) enrichi en cofacteur. L’incubation en présence de NAD" aurait pour effet de
faire passer I’enzyme d’un état inactif & un état actif par un possible changement de
conformation. La fixation du cofacteur et du substrat contribue & augmenter la réactivité de la
fonction thiol de la cystéine catalytique. La présence de molécules réductrices telles que le
DTT permettrait d’activer le CoA lors de I’étape de désacylation.

Toutes les études portant sur les CoA-ALDH non décarboxylantes de E. coli et C. kluyveri,
révelent, en plus d’une activité aldéhyde deshydrogénase, une activité alcool déshydrogénase
qui tend & montrer que les deux activités sont réunies en un complexe multienzymatique. La
CoA-ALDH non décarboxylante de Clostridium acetobutylicum est capable d’oxyder, de
facon réversible, 1’acétaldéhyde, le propionaldéhyde et le butyraldéhyde avec une meilleure
affinité pour ce dernier (Polisaari et Rogers, 1988). Chez ce microorganisme ainsi que chez
Clostridium beijerinckii NRRL B592, I’activité aldéhyde déshydrogénase est indépendante de
I’activité alcool déshydrogénase (Polisaari et Rogers, 1988 ; Yan et Chen, 1990).
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2.3. Les CoA-ALDHs

2.3.1. Présentation

Les méthylmalonate semialdéhyde (Yamada er Jakoby, 1960) et malonate
semialdéhyde (Sokatch ef al., 1968) déshydrogénases catalysent respectivement 1’oxydation
du méthylmalonate semialdéhyde (MMSA) et du malonate semialdéhyde (MSA) en
propionyl-CoA (PPCoA) et acétyl-CoA (AcCoA) (Figure ).

+
C HO NAD NADH SCoA
H——CHjs » H H
COOH CH,
CoASH CO,
Méthylmalonate semialdéhyde Propionyi-CoA
CHO M NADH SCoA
H H > CHsj
COOH
CoASH CO,
Malonate semialdéhyde Acetyl-CoA
Figure 1.29 : Réactions catalysées par la méthylmalonate semialdéhyde et la malonate

semialdéhyde déshydrogénases.

«* » signifie que le carbone est asymétrique : R-méthylmalonate semialdéhyde et S-
métylmalonate semialdéhyde.

En 1993, Hempel et ses collaborateurs distinguent la MSDH de foie de rat des autres ALDHs.
Elle est 'unique aldéhyde déshydrogénase non-phosphorylante qui ne présente pas de
glutamate catalytique (Glu268). Diverses études sur le mécanisme enzymatique des ALDHs
montre que ce résidu a un rdle majeur dans la seconde étape du mécanisme, 1’étape de
désacylation. En effet, le Glu268 active, positionne et oriente la molécule d’eau qui attaque le
carbone €lectrophile de I’intermédiaire réactionnel acylenzyme (se référer au paragraphe
1.2.4.1.2). L’absence de ce résidu chez la MSDH serait en accord avec son mécanisme
enzymatique particulier qui nécessite une molécule de coenzymeA (Hempel et al., 1993).
Dans ce cas, le CoA joue le r6le de nucléophile lors de cette seconde étape et transthioestérifie
I’acylenzyme.
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De plus, ces deux enzymes (EC 1.2.1.27 et EC 1.2.1.18) catalysent la -décarboxylation de
leurs substrats (Figure ). A ce jour, elles sont les seules CoA-ALDHs a posséder cette
propriété.

2.3.2. Implications des CoA-ALDHSs

2.3.2.1. Les CoA-ALDHs et le métabolisme des acides aminés

2.3.2.1.1. Meétabolisme de la 3-alanine

La B-alanine est le seul acide aminé P naturel, mais elle ne participe pas a I’élaboration
des protéines (Weil, 2005). Chez Pseudomonas fluorescens (Hayaishi et al., 1961) et P.
aeruginosa (Waters et Venables, 1986), la B-alanine et le pyruvate sont métabolisés sous
I’action d’une transaminase en L-g-alanine et en malonate semialdéhyde. Ce dernier composé
est ensuite oxyd€ en acétyl-CoA et CO, par une enzyme qui s’est révélée Etre la malonate
semialdéhyde déshydrogénase (Hayaishi er al., 1961). Cette enzyme est également un
intermédiaire du catabolisme de la B-alanine chez les mammiferes (Politt ez al., 1985). En
1987, Gray et ses collaborateurs montrent qu’une déficience de la méthylmalonate
semialdéhyde déshydrogénase est & l’origine de 1’accumulation de B-alanine dans des
fibroblastes d’enfants. De ce fait, la malonate semialdéhyde déshydrogénase intervient dans
tous les métabolismes qui s’effectuent via la B-alanine telle que la voie de dégradation des
bases pyrimidiques cytosine et uracile chez les mammiferes (Fink er al., 1953), les plantes
(Walsh et al., 2001), les levures (Gojkovi€ et al., 2001) et les bactéries (Vogels et van der
Drift, 1976).

2.3.2.1.2. Métabolisme de la valine

Chez les bactéries telles que Pseudomonas aeruginosa (Sokatch et al, 1968),

Pseudomonas putida (Marshall et Sokatch, 1972) et Streptomyces coelicolor (Zhang et al.,
1996), la méthylmalonate semialdehyde dehydrogenase est impliquée dans le catabolisme de
la valine (Massey et al., 1976). Dans ce cas, elle catalyse la conversion du méthylmalonate
semialdehyde en propionyl-CoA et CO, (Bannerjee et al., 1970). Une déficience de cette
enzyme empéche P. aeruginosa de croitre dans un milieu qui contient uniquement de la
valine comme source de carbone (Steele ef al., 1992).
Chez les mammiféres, les trois acides aminés branchés (valine, leucine et isoleucine) sont
trois des neuf acides aminés essentiels (Weil, 2005). Divers travaux montrent qu’a 1’instar des
bactéries la méthylmalonate semialdéhyde est I'un des intermédiaire du catabolisme de la
valine chez les mammiferes (Tanaka ef al., 1975 ; Manning et Pollitt, 1985). En 1989 et en
1992, 1a méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase a été respectivement caractérisée chez
le rat et I’homme (Goodwin et al., 1989 ; Kedishvili et al., 1992). Une déficience de cette
enzyme s’accompagne d’une accumulation de 3-hydroxybutyrate dans les urines et n’a
aucune incidence sur le phénotype (Chambliss et al., 2000).
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2.3.2.2. Les CoA-ALDHs et le métabolisme de la thymine

L’uracile, la cytosine et la thymine constituent les bases pyrimidiques ubiquitaires qui
composent les acides nucléiques (Weil, 2005). Le catabolisme de 'uracile et de la cytosine
procede via le malonate semialdéhyde (voir paragraphe 2.3.2.1.1) tandis que celui de la
thymine procede par I’intermédiaire du méthylmalonate semialdéhyde (Robinson et al.,
1957). Ce dernier est métabolisé en propionyl-CoA par la méthylmalonate semialdéhyde
déshydrogénase (Goodwin et al., 1989).

2.3.2.3. Les CoA-ALDHs et la « matiére premiére »

Chez Pseudomonas fluorescens, la malonate semialdéhyde déshydrogénase permet
I’assimilation de carbone et d’énergie a partir de ’acide acétylénemonocarboxylique du sol
(Yamada et Jakoby, 1960).

Chez Bacillus subtilis, la méthylmalonate pourrait &tre impliquée dans le catabolisme du myo-
mnositol par oxydation du malonate semialdéhyde en acétyl-CoA et CO, (Yoshida et al,
1997). L’étude du catabolisme du myo-inositol montre I’implication de dix genes (de A a J),
appelés iol qui codent pour des protéines. L’activit¢ méthylmalonate semialdéhyde
dehydrogénase a été attribuée a la protéine codée par iolA d’aprés ses homologies de
structures primaires (Yoshida et al., 1995 ; Yoshida et al., 1997). Une découverte similaire a
été réalisée chez Rhizobium leguminosarum bv. viciae qui est un hdte symbiotique des
nodules radiculaires des légumineuses telles que le pois et le soja (Fry et al, 2001). La
caractérisation du geéne codant pour la méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase chez
ces deux microorganismes tend a montrer que cette enzyme serait impliquée dans le
catabolisme du myo-inositol.

Les microorganismes sont capables de recruter et d’adapter les enzymes des voies
métaboliques de molécules naturelles dans le but de dégrader des composés synthétiques
nitroaromatiques (Spain, 1995). Burkholderia cepacia R34 utilise le 2,4-dinitrotoluéne du sol
comme source de carbone, d’azote et d’énergie (Johnson et al., 2002). La méthylmalonate
semialdéhyde déshydrogénase serait employée dans la voie de dégradation de 1’acide 2,4-
dihydroxy-5-méthyl-6-ox0-2,4-hexadienoique issu du catabolisme du 2,4-dinitrotolu¢ne.

2.3.24. Les CoA-ALDHs et les plantes

L’auxine, phytohormone primordiale, et le zinc induisent la formation de cals et de
racines chez les plants de riz, Oriza sativa (Saeki et al., 2000). Au niveau moléculaire, cette
induction se traduit par une augmentation de la production de sept protéines dont la
méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase (Oguchi et al., 2004). Cette dernicre serait
ainsi impliquée dans les étapes de développement des cellules et des organes du riz.

42



2. Les aldéhyde déshydrogénases CoA-dépendantes Introduction

2.3.3. Mécanisme enzymatique des CoA-ALDHSs

2.3.3.1. Meécanisme enzymatique de la méthylmalonate
semialdéhyde et de Ia malonate semialdéhyde
déshydrogénases

L’activité aldéhyde déshydrogénase a CoA décarboxylante a été révélée en 1960 par la
caractérisation de la malonate semialdéhyde déshydrogénase chez Pseudomonas fluorescens
(Yamada et Jakoby, 1960). Dans ce cas, une seule enzyme catalyse la conversion du malonate
semialdéhyde en acétyl-CoA en présence de cofacteur dinucléotidique et de CoA (Schéma ).

HOOC-CH3-CHO + NAD" + CoA — CH3-COSCoA + CO, + NADH + H"

Schéma L.30 : Réaction catalysée par la malonate semialdéhyde déshydrogénase de P. fluorescens
(Yamada ef Jakoby, 1960).

Cette activité est confirmée par 1’étude de la conversion du méthylmalonate
semialdéhyde en propionyl-CoA chez Pseudomonas aeruginosa (Sokatch et al., 1968). En
1970, une MSDH est purifiée chez P. aeruginosa (Bannerjee et al., 1970). L’étude des
méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénases de P. aeruginosa (Bannerjee et al., 1970) et
de foie de rat (Goodwin et al., 1989) révele que cette enzyme catalyse a la fois la conversion
du méthylmalonate semialdéhyde et du malonate semialdéhyde en leur acyl-CoA
correspondant. Elles sont regroupées sous la dénomination MSDH pour méthylmalonate
semialdéhyde déshydrogénase.

Le méthylmalonate semialdéhyde est une molécule chirale, avec un seul carbone asymétrique
en position 2 (voir nomenclature en annexe). Le catabolisme de la valine produit
I’énantiomere S (Manning et Pollitt, 1985), tandis que la voie de dégradation de la thymine
forme I’énantiomere R (Manning et Politt, 1985). Du fait de la labilité€ de 1’atome d’hydrogene
porté par le carbone asymétrique, il est impossible d’isoler un énantiomére. Pour Goodwin et
ses collaborateurs (1989), la MSDH ne serait pas stéréospécifique. Elle serait de
stéréospécificité R pour Roe et ses collaborateurs (1998). Dans ce cas, I’énantiomere S, issu
du catabolisme de la valine, subirait une racémisation naturelle ou assistée par une racémase,
pour devenir substrat de la MSDH.
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2.3.3.2. Mécanisme enzymatigue de la méthylmalonate
semialdéhyde déshydrogénase de Bacillus subtilis
(Stines-Chaumeil, 2005 ; Stines-Chaumeil ef al., 2006)

L’étude du mécanisme enzymatique de la méthylmalonate semialdéhyde
déshydrogénase de Bacillus subtilis a fait I’objet du travail de thése accompli par Claire
Stines-Chaumeil (2005) et d’une publication par le méme auteur (2006).

La MSDH de Bacillus subtilis (Bs_MSDH) appartient & la famille des aldéhyde
déshydrogénases et a pour particularité d’étre NAD" et coenzyme-A -dépendante. La
Bs_MSDH est une enzyme tétramérique de 220 kDa de masse moléculaire. Elle catalyse
respectivement la conversion du malonate semialdéhyde et du méthylmalonate semialdéhyde
en acétyl-CoA et propionyl-CoA. En ce qui concerne 1’oxydation de la fonction aldéhydique,
la Bs_ MSDH procéde en deux étapes, 1’acylation et la désacylation. La cinétique du
mécanisme enzymatique est de type ping-pong (Schéma ). La Bs_MSDH présente une
réactivité de demi-site avec deux sous-unités actives par tétramere.

2.3.3.2.1. L’étape d’acylation

Cette étape est indépendante de la fixation du CoA. La fixation du cofacteur NAD" et
du substrat est de type séquentiel ordonné. Le substrat se fixe a ’enzyme uniquement aprés
formation du complexe binaire Bs_ MSDH/NAD". L’enzyme présente un temps de latence qui
est levé par incubation préliminaire de la Bs_ MSDH avec le cofacteur. La formation du
complexe binaire s’accompagne de 1’abaissement du pK,, de la cystéine catalytique
(Cys302) d’environ 8,7 a 7,9. Comme pour les ALDHs, cette activation de la cystéine
catalytique serait due a des réarrangements locaux au niveau de 1’orientation des chaines
latérales du site actif et du cofacteur suite a la fixation du NAD". La formation du complexe
ternaire poursuit I’activation de la cystéine catalytique en amenant le pK,,, de cette dernitre a
5,5. La fixation du substrat engendrerait également des réarrangements locaux qui
impliqueraient les chaines latérales des résidus aminoacyls du site actif, le cofacteur et le
substrat. L’attaque nucléophile de la cystéine catalytique sur la fonction aldéhydique du
substrat est uniquement possible aprés bon positionnement et bonne orientation de cette
fonction dans le site actif. L’étude du mécanisme enzymatique de mutants, élaborés sur la
base du mécanisme enzymatique de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase non
phosphorylante de Streptococcus mutans (voir paragraphe 1.2.4.1.3), semble indiquer que
deux résidus arginyl (Argl24 et Arg301) participent a la stabilisation du substrat dans une
position adéquate. De par la charge positive de la chaine latérale du résidu arginyl, les résidus
Argl24 et Arg301 pourraient stabiliser la fonction carboxylique du substrat. La formation de
I’acylenzyme nécessite le passage par un intermédiaire tétraédrique, dont la charge négative
portée par I’atome d’oxygene li€ au carbone en position 1 est stabilisée par un site oxyanion.
Le résidu Asnl169 constitue le résidu majeur de ce site (paragraphe 1.2.4.1.1 pour les
ALDHs). Par homologie avec les ALDHs, les atomes d’azote de la chaine principale de la
cystéine catalytique (Cys302) et du résidu aminoacyl suivant (Met303) pourraient également
étre des composants du site oxyanion (paragraphe 1.2.4.1.1). Le cofacteur est ensuite réduit
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2. Les aldéhyde déshydrogénases CoA-dépendantes Introduction

par transfert d’hydrure sur le carbone en position 4 du nicotinamide. Le NADH est relaché
avant la fixation du CoA qui déclenche 1’étape de déacylation et apres la f-décarboxyaltion de
I’acylenzyme.

2.3.3.2.2. La B-décarboxylation

La B-décarboxylation survient aprés formation de I’acylenzyme et la libération du
NADH. Cette décarboxylation libere du bicarbonate (HCO3') et produit ainsi un nouvel
acylenzyme. Cette étape limite 1’ensemble de la réaction catalysée par la Bs_ MSDH.

Deux mécanismes ont ét€ proposés pour expliquer la B-décarboxylation de 1’acylenzyme
(Schéma ). Dans le premier mécanisme (A), le bicarbonate est produit directement par attaque
nucléophile d’une molécule d’eau sur la fonction carboxylique de 1’acylenzyme. Cette
décarboxylation est assistée par le site oxyanion de ’enzyme. Dans le second mécanisme (B),
la décarboxylation résulterait uniquement de la position de la fonction carboxylique, en
position B, par rapport a la fonction carbonyle et serait favorisée par la présence du site
oxyanion. Des travaux complémentaires sont nécessaires pour valider I’un ou 1’autre de ces
deux mécanismes.

E—S E—S

>~ '\ Sitede
O reconnaissance O
oxyanion

Hy;C

E—S

Site de
reconnaissance

Site de
reconnaissance

oxyanion

O -
Arg124(107) Arg124(107) ¥ Arg124(107)

Arg301(283) Arg301(283) Arg301(283)
E—S

Site de Site de
reconnaissance reconnaissance O
oxyanion oxyanion

—_— e H3C

+
Arg124(107) CO,4+H,O)/== HCO3- + H
Arg301(283)
?
Schéma L.31: Meécanismes proposés pour Ia réaction de décarboxylation catalysée par Bs_ MSDH.

L’atome de soufre de la cystéine catalytique de ’enzyme est symbolisé par « E-S ». Le
CO; est libéré sous forme de bicarbonate HCO;'. La numérotation entre parenthéses des
résidus aminoacyls correspond a celle employée lors de ’étude structurale.
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NADY =
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R H
O O /Rriza107)
R301(283)
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.\ Site de
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R124(107)
R301(283)
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R301(283)

Libération de NADH et |\ NADH
production de bicarbonate | 2 HCO,

Site de
O ) reconnaissance
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Transthioestérification 1

R——H
H

Schéma 132 : Mécanisme enzymatique de la Bs_ MISDH

« R » représente un groupement méthyl (-CH;) pour le méthylmalonate semialdéhyde et
le PPCoA. «R » correspond a un atome d’hydrogene pour le malonate et I’acétyl-CoA.
La numérotation entre parenthéses des résidus aminoacyls correspond a celle employée

lors de 1’étude structurale.
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2.3.3.2.3. L’étape de désacylation

L’étape de désacylation fait suite respectivement aux étapes d’acylation et de P-
décarboxylation. De ce fait, la désacylation s’effectue sur un nouvel acylenzyme (dépourvu de
fonction carboxylique). Cette étape nécessite la fixation sur I’enzyme et 1’activation du CoA.
Le départ du NADH étant un préalable 2 la fixation du CoA, il est supposé que le NAD"
pourrait partager son site de fixation avec le CoA.
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Objectifs

Les objectifs du travail de theése

Ce travail de thése avait pour objectif d’étudier la structure de la méthylmalonate
semialdéhyde déshydrogénase de Bacillus subtilis (Bs_MSDH). Cette étude devait conduire a
I’identification des éléments structuraux impliqués dans le mécanisme catalytique de cette
enzyme en vue d’expliquer les propriétés singulieres de cette aldéhyde déshydrogénase par
rapport aux enzymes de la méme famille.

Pour atteindre cet objectif, le plan de travail était tout d’abord, de déterminer les
conditions de cristallisation puis, de résoudre la structure de la Bs_MSDH. Le travail devait se
poursuivre par I’obtention de cristaux de complexes enzyme/susbstrats et par la résolution des
structures de ces complexes afin de mettre en évidence les caractéristiques structurales de
I’enzyme qui font d’elle une aldéhyde déshydrogénase particuliere. Les aldéhyde
déshydrogénases catalysent en deux étapes, ’acylation et la désacylation, la conversion
d’aldéhyde en leurs acides correspondants. La Bs_ MSDH est une aldéhyde déshydrogénase
coenzymeA-dépendante a activité décarboxylante qui convertit respectivement le malonate
semialdéhyde et le méthylmalonate semialdéhyde en acétyl-CoA et propionyl-CoA (PPCoA).

Sachant que le fixation de NAD" sur ’enzyme est un prérequis 4 I’obtention d’un
complexe ternaire compétent, la détermination des structures de I’enzyme sous ses formes
apo- et holoenzyme avait pour dessein de révéler les changements structuraux engendrés par
la fixation de ce cofacteur. L’obtention de cristaux d’acylenzyme semblait possible & partir
d’une enzyme native car la constante de vitesse a 1’état stationnaire (kgag) est de 103 sten
I’absence de CoA. A ce jour, aucune structure d’aldéhyde déshydrogénase CoA-dépendente
n’a €té€ résolue avec ou sans le CoA. La littérature révele que pour la fixation de ce cofacteur,
par opposition aux cofacteurs NAD(P)", il n’existe ni de structure primaire, ni de repliement
caractéristiques de sa fixation (Engel er Wierenga, 1996 ; Modis et Wierenga, 1998). Les
études enzymatiques de la Bs_MSDH n’ayant pas permis d’identifier des résidus aminoacyls
impliqués dans la fixation du CoA, la résolution de la structure du complexe enzyme/CoA
semblait nécessaire. Pour cela, nous avons envisagé de former trois complexes qui
permettraient d’identifier le site (voir le tableau ci-dessous).

Structures a déterminer _ Objectifs
Apoenzyme Mettre en évidence les changements structuraux consécutifs a la fixation du
Holoenzyme NAD".
Acylenzyme Détermination de I’état conformationnel de I’enzyme acylée.
Enzyme + CoA Identification du site de fixation du CoA squent des résid
entification du site de fixation du CoA et par conséquent des résidus
Enzyme + CoA + NAD" : -oncetp q
aminoacyls impliqués.
Enzyme + PPCoA
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1. Cristallogénése Matériel et Méthodes

La méthylmalonate semialdéhyde deshydrogénase de Bacillus subtilis est produite et
purifiée par 1’équipe du Professeur Guy Branlant au laboratoire de Maturation des ARN et
d’Enzymologie Moléculaire (MAEM, UMR 7567 CNRS-UHP). La protéine est surexprimée
dans la souche recombinante d’ Escherichia coli HB 101 (Dubourg et al., 2004).

1. Cristallogénese

1.1. Préparation de la protéine

Initialement, la protéine est conservée dans le tampon de purification, saturé & 90 % en
sulfate d’ammonium. Avant d’entreprendre les essais de cristallisation, la protéine est
dialysée contre une solution de tampon phosphate (KPi 50mM et pH8,2) supplémentée en
DTT (1 mM) et EDTA (1 mM). Deux techniques de dialyse ont été utilisées :

- le boudin de dialyse (membrane Spectra/Por®7, 10000 MWCO', Spectrum®

Laboratories Inc.)

- la cellule a filtre (centricon®, 30000 MCWO, Millipore Corporation).

La concentration de la protéine et I’activité enzymatique sont déterminées par mesure de la
densité optique sur un spectrophotometre Uvikon 922 (Kontron Instruments).

1.2. Les méthodes employées

1.2.1. La diffusion de vapeur

Le principe de cette méthode est de concentrer graduellement une solution contenant
la molécule a cristalliser (Mc Pherson et al., 1995) par diffusion de vapeur. La cristallisation
des macromolécules biologiques nécessite la présence d’un agent précipitant, qui a pour
fonction de diminuer la solubilité de la macromolécule sans pour autant la dénaturer.

La diffusion de vapeur induit une augmentation de la concentration en macromolécule
biologique et en agent cristallisant dans la goutte. L’augmentation de la concentration de ces
deux composantes a pour objectif de placer la macromolécule biologique en condition de
sursaturation. Dans les conditions favorables, la solution qui compose la goutte atteint la zone
de nucléation du diagramme de phase (Figure ) ou des germes cristallins se forment. La
formation des germes induit une diminution de la concentration en solution de macromolécule

! MWCO “Molecular Weight Cut-off” ou seuil de coupure en Dalton.
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biologique pour atteindre une zone de métastabilité (zone de croissance), de telle sorte que la
concentration est suffisante pour que les cristaux persistent et croissent.

Courbe de limite de solubilité

¥ Y
Zone de Zone de ' Zone de
o métastabilité nucléation précipitation
3 .
g
o
S
o
)
]
5
o .
D % Sursaturation
©
£
o
B
o
@
£
=
@
<
L
®
=
e
@
o 4
€
<]
o % Sous-saturation
B
Concentration en agent cristallisant
Figure IL.1 : Diagramme de phase bidimensionnel d’une macromolécule biologique en fonction

de sa propre concentration et de la concentration en agent cristallisant.

Les fléches en noir portées sur le diagramme indiquent 1’évolution de la concentration en
solution de macromolécule biologique lors de la cristallisation par la méthode de la
diffusion de vapeur. La courbe de limite de solubilité (bleu foncé) sépare les zones de
sursaturation (une zone hachurée et deux zones en dégradés de bleu) la zone de sous-
saturation (blanche)

Les techniques de la goutte suspendue et de la goutte assise sont les techniques les plus
usitées pour mettre en ceuvre cette méthode (Schéma ). Une goutte, composée de la
macromolécule biologique et de 1’agent précipitant, est introduite dans une enceinte, close
hermétiquement, qui contient un puits d’agent précipitant & une concentration supérieure. La
différence de concentration en agent précipitant, entre la goutte et le puits, a pour but
d’induire la diffusion de vapeur. La position de la goutte est la principale différence entre ces
deux techniques. Cette différence est primordiale puisqu’elle ne confere pas les mémes
surfaces d’échange a la goutte et par conséquent les mémes propriétés d’échanges. D’ou les
divergences de résultats, pour une méme condition de cristallisation, en fonction de la
technique employée.
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Lamelle en verre sur joint

- A
Goutte () d'étanchéité
La goutte suspendue Puits
Solution de
cristallisation =

Lamelle en verre sur joint

-
d'étanchéité
Goutte ——>O

La goutte assise Puits

Solution de

cristallisation >
Schéma I1.2 ; Description des techniques de la goutte assise et de Ia goutte suspendue.

Le joint d’étanchéité correspond généralement & un dépdt de graisse de type vaseline.

1.2.2. Le « batch »

La méthode « batch » est la méthode la plus simple (Sauter et Giégé, 2001). En effet,
I’agent précipitant est ajouté a la solution contenant la macromolécule, de fagon a placer
directement celle-ci en condition de sursaturation. La technique la plus couramment utilisée
est celle de la goutte & huile. La goutte de mélange, macromolécule biologique-agent
cristallisant, est en immersion compléte dans un puits rempli d’huile (qui ralentit fortement
I’évaporation).

1.3. Les aspects pratiques de la cristallogénese

1.3.1. Phénomeéne multi-paramétrique

L’obtention d’un échantillon de macromolécule biologique pure, structuralement
homogene et en quantité suffisante, est primordiale avant de commencer une expérience de
cristallogénese. Par ailleurs, de nombreux parameétres sont a prendre en compte pour
déterminer les conditions ab initio de cristallisation d’une macromolécule biologique. Les
principaux parametres de nature physico-chimiques et biochimiques sont listés ci-dessous :

- Parametres physiques : température, pression, méthode de cristallisation, ...

- Paramétres chimiques : pH, nature de 1’agent cristallisant, additifs, ...

- Paramétres biochimiques : contaminations, vieillissement de I’échantillon, fixation

des ligands, ...
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1.3.2. Démarches employées

Actuellement, différentes stratégies peuvent étre employées pour déterminer les
conditions initiales de cristallisation d’une macromolécule biologique. Ces stratégies sont
généralement menées en parallele afin d’augmenter les probabilités de réussite.

Des I’obtention d’une condition initiale de cristallisation, celle-ci est affinée par variations des
parametres physico-chimiques (température, pH, concentrations de I’agent cristallisant et de
la macromolécule biologique, ...).

Pour cette étude, seules les méthodes d’échantillonnage décrites ci-dessous ont ét€ utilisées.

1.3.2.1. Matrices d’échantillonnage « clairsemées » (Jancarik et
Kim, 1991 ; Doudna ef al., 1993)

Les matrices d’échantillonnage clairsemées rassemblent un ensemble de conditions de
cristallisation qui ont déja permis [’obtention d’un grand nombre de cristaux de
macromolécules biologiques. L’utilisation de ces matrices permet de tester de larges gammes
de pH et d’agents cristallisants (sels, polymeres et solvants organiques).

1.3.2.2. Méthode de criblage factoriel complet (Carter, 1999)

Les méthodes de criblage factoriel ont ét€ développées sur la base de méthodes
mathématiques. Le prérequis & ’emploi de ces méthodes de criblage est la détermination des
parametres physico-chimiques et biochimiques a tester. Avant de débuter les essais,
I’expérimentateur se limite a quelques tampons, pH, agents cristallisants, concentrations en
macromolécules biologiques et températures de conservation des essais.

Le criblage factoriel complet consiste a tester toutes les combinaisons possibles d’association
des paramétres retenus. Cette méthode ne peut étre employée que pour un nombre restreint de
parametres a faire varier.

Cette méthode a été développée afin de tester de maniere égale et efficace tous les paramétres
considérés. Son emploi permet principalement de mettre en évidence les parameétres qui ont

I’incidence la plus grande sur la cristallisation d’un échantillon biologique.

1.3.2.3. Matrices de criblage développées

Les matrices de criblage commerciales suivantes ont €té¢ employées pour détecter des
conditions de cristallisation de la Bs_MSDH : « Crystal ScreensTM 1 & 2 » de Hampton
Research, « Clear Strategy ScreensTM I & II » et « Structure Screens 1 & 2 » de Molecular
Dimensions Limited, « Wizard Screens 1 & 2 » de Emerald Biostructures et « JBS Screens 1
to 10 » Jena BioScience. D’autres matrices ont été mises au point spécifiquement pour la
cristallisation de 1a Bs_ MSDH (Tableau , Tableau , Tableau , Tableau et Tableau ).
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W Masse moléculaire des PEG (g.mol )
400 | 600 | 1000 | 1500 { 3500 | 4000 | 6000 | 8000 | 10000 | 20000
15
Pourcentage 20
de PEG (%)
30
Tableau IL.3 : Matrice de criblage a base de polyéthyléne glycol (30 conditions).
Matrice de criblage congue avec dix masses moléculaires différentes de polyéthyléne
glycol (PEG) dans le tampon phosphate KPi 50 mM et pH 8,2. La quantité de PEG
incorporé est exprimée en pourcentage de volume par volume (% V/V).
Tampon
Concentration en sulfate
Do 1] d’ammonium (M)
461 21 2,2 2.4 2,5
Acéate | 5.2 | | ! |
S]]
6,0
MES :
66| | | | |
721 | | | |
HEPES | 7,6 | | | |
2]
8,5
TRIZMA 2
891 | | | |
Tableau 114 : Matrice de criblage & base de sulfate d’ammonium (40 conditions).

Les tampons ont été choisis en fonction des pH a atteindre (pH dans la zone tampon).
Toutes les solutions tampons sont a une concentration de 50 mM 2 I’exception du tampon
acétate qui est 2 100 mM. Le symbole «|» signifie que la concentration en sulfate
d’ammonium est la méme pour les cellules d’une méme colonne.

10 % VIV
de PEG (M)

| Concentration en sulfate d’ammonium (M)

Tableau IL5 :

Matrice de criblage a4 base de polyéthyléne glycol et sulfate d’ammonivm (30
conditions).

Matrice de criblage concue avec cing PEG de masses moléculaires différentes dans le
tampon phosphate (KPi 50 mM et pHS,2). La quantité de PEG incorpor€ est exprimée en
pourcentage de volume par volume (% V/V). Le pH a ét€ réajusté & une valeur de 8,2
aprés incorporation du sulfate d’ammonium. Le symbole «|» indique que la
concentration en sulfate d’ammonium est la méme dans toute la colonne.
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Matériel et Méthodes

Concentration
en sulfate
d’ammonium
(M)

Concentration de la protéine (mg.mL
150 175 200 2

5

5 2
| | | |
| | | |
l | | |
l | | |
! | | |
1 | | |
| | | |
| | | |
| | I |
l l I |
| | | l
| | | l
| | | l
| ! | |
I l l |

Tableau IL6 : Premiére matrice d’affinement & base de suifate d’ammonium et concentrations en
Bs_MSDH testées.
Dans cette matrice d’affinement, le sulfate d’ammonium est mis en solution dans le
tampon phosphate KPi (50 mM et pH 8,2). Pour chaque concentration en sulfate
d’ammonium, le pH a été réajusté a une valeur de 8,2. Le symbole «|» indique que la
concentration en sulfate d’ammonium est la méme dans toute la colonne.
Tampon
Concentration en sulfate d’ammonium
.
1,9 , s
Acétate | | |
| | |
MES } I I
- | | |
Tableau I1.7 : Deuxiéme matrice d’affinement 2 base de sulfate d’ammoniun.

Les tampons acétate et MES ont €té utilisé€s de fagon a avoir un pH commun pour chaque
solution de sulfate d’ammonium. Le symbole « - » indique que le sulfate d’ammonium a
été mis en solution dans I’eau. Dans ce cas, le pH de la solution varie autour d’une valeur
de 5,5 en fonction de la concentration en sulfate d’ammonium. Ce phénomene est
symbolisé par la lettre V dans le tableau. Le symbole « | » indique que la concentration en
sulfate d’ammonium est la méme dans toute la colonne.
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2. Résolution de structures

2.1. Acquisition et traitement des données de
diffraction

2.1.1. Collecte des données

2.1.1.1. Préparation des cristaux en vue de collectes a basse
température

Un cristal de macromolécules biologiques se dégrade rapidement durant la collecte des

données de diffraction. Les radiations ionisantes incidentes engendrent des dommages
importants sur le cristal. Pour limiter la dégradation du cristal, la collecte des données
s’effectue & 100K par projection constante d’un flux d’azote sur le cristal.
L’espace occupé par le solvant représente 25 2 90% du volume total du cristal. La méthode de
la congélation rapide (« flash-cooling ») est la méthode employée actuellement pour amener
les cristaux de macromolécules biologiques de la température de cristallisation a 100K
(Rodgers, 1994 ; Garman er Schneider, 1997). L’objectif de cette méthode est d’éviter la
formation de glace qui pourrait diffracter et/ou dégrader le cristal. La congélation brutale et
rapide du cristal permet de vitrifier le solvant aqueux présent a I’intérieur et autour du cristal
(Mayer, 1985; Dubochet ef Schultz, 1988). Ainsi vitrifié, le solvant aqueux est figé sous une
forme amorphe qui ne peut diffracter. La vitrification est améliorée par adjonction d’additifs
chimiques qualifi€s de cryo-protecteurs tel que le glycérol. 2% & 30% en volume d’additifs
sont mélangés a la solution de cristallisation de la macromolécule biologique. Une autre
méthode consiste a tremper le cristal dans une huile pour créer un film autour de celui-ci. Si le
cristal résiste au trempage, cette méthode permet aussi d’éviter la formation de glace (Riboldi-
Tunnicliffe ef Hilgenfeld, 1999 ; Gakhar et Wiencek, 2005).

2.1.1.2. Collecte des données

2.1.1.2.1. Collecte au synchrotron

La lumigre synchrotron produite est en grande partie composée de rayons X. Les
rayons X sont des ondes €lectromagnétiques situées entre l'ultraviolet et les rayons gamma.
Ceux utilisés en cristallographie des macromolécules biologiques ont des longueurs d'onde
comparables aux distances interatomiques.

Des électrons, émis par un canon a électrons, sont d'abord accélérés dans un accélérateur
linéaire (linac) puis transférés dans un accélérateur circulaire (booster synchrotron) jusqu'a ce
qu'ils atteignent une énergie de plusieurs milliards d'électronvolts (GeV). IIs sont alors
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envoy€s dans l'anneau de stockage dans lequel ils tournent a énergie constante pendant
plusieurs heures a l'intérieur d'une chambre a vide. L'anneau de stockage est constitué de
sections courbes (aimants de courbure) et de sections droites (dans lesquelles se trouvent

notamment des ondulateurs formés de petits aimants juxtaposés). Lorsqu'ils passent dans ces
aimants, les électrons sont déviés et décrivent une trajectoire courbe. Cette déviation conduit
les électrons a émettre de la lumiere synchrotron.

Les faisceaux de rayonnement synchrotron €mis par les €lectrons se dirigent vers les lignes de
lumiére (Figure I1.8), disposées tout autour de l'anneau. Ces lignes de lumiere se
compartimentent de la facon suivante :

Descriptions |

1 - accolée al’anneau de stockage

Schéma descriptif Cabines

1 - comporte des instruments d'optique qui

donnent 4 la lumi¢re les caractéristiques
désirées pour I'expérience.

- contient un dispositif sur lequel est monté
I'échantillon a étudier.

- un ou plusieurs détecteurs enregistrent les
| informations générées au moment de
1 I'interaction de la lumiére avec la matidre.

Expérimentale

permet aux chercheurs de diriger leurs
expériences et de recueillir les données.

et Gy tonlidls -
De controle.

I Figure 118 : Ligne de lumiére de "ESRF Grenoble (http://www.esrf.fr)

2.1.1.2.2. Les lignes de lumigre utilisées

Les trois lignes de lumiére utilisées sont BM30A-FIP a Grenoble, X11 et BW7 a2 Hambourg.

_ BM30A-FIP i | BW7A r
Synchrotron ESRF-Grenoble DESY-EMBL Hambourg | DESY-EMBL Hambourg
Source synchrotron 6 GeV 4.5 GeV 45 GeV
Dispositif d’insertion aucun aucun « wiggler » multipdle
J-L.F , S. Panjikar, .
Responsables erret ant ar A. Schmuidt
L. Jacquamet V. Lamzin
Longueur(s) d’onde 0,4921,53 A 0,81 A 07a18A
Détecteur MAR CCD 165 mm MAR CCD 165 mm MAR CCD 165 mm
Resqlutlon maximale 143 A 0.8 A 07 A
possible
| Equipement de Oxford Cryosystem Oxford Cryosystem Oxford Cryosystem
refroidissement (-190 & +100 °C) (-170 2 +20 °C) (-170 3 +20 °C)
I Tableau IL.9 : Descriptifs et caractéristiques des lignes de lumiére utilisées.

Les conditions détaillées de collecte des données des expériences menées sont décrites
dans le chapitre Résultats.
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2.1.2. Le traitement des données

Actuellement, le traitement des données est effectu€é automatiquement par divers
programmes dont XDS (Kabsch, 1993) utilisé principalement pour cette étude.
Le traitement des données se décompose en deux étapes distinctes. La premiere étape consiste
a déterminer la maille cristalline et le réseau de Bravais qui caractérise le réseau cristallin. La
seconde étape correspond a la détermination des intensités qui permettent de définir le motif
du cristal étudié.

2.1.2.1. Détermination de la maille et du réseau de Bravais avec
XDS

Cette étape utilise un algorithme d’autoindexation développé par Wolfgang Kabsch
(1993). Dans un premier temps, les pics les plus intenses, correspondant aux tiches de
diffraction, sont localisés sur quelques clichés de diffraction. Dans un deuxiéme temps, le
programme établit une liste de vecteurs qui existent entre ces pics. Ensuite, le programme
détermine trois vecteurs non-coplanaires, linéairement indépendants et de plus petits modules
qui indexent, avec des valeurs enticres, les pics de diffraction. A l'issue de cette étape le
programme obtient les parametres de la maille réduite du cristal. L’ affinement des parametres
géométriques du systeme comme la position du faisceau direct sur le détecteur, la distance
cristal-détecteur, les parametres de maille, ... permettent de choisir dans la plupart des cas le
réseau de Bravais du cristal parmi 44 réseaux types. Le programme établit un facteur de
qualité d’indexation entre le réseau trouvé pour le cristal et chacun des 44 réseaux types.

2.1.2.2. Intégration et correction des intensités

XDS utilise un processus en deux étapes pour estimer l’intensité des taches de
diffraction. Cette méthode suppose que des réflexions voisines (aussi bien faibles que fortes)
possedent le méme profil normalisé. Tout d’abord, le logiciel prédit un profil tridimensionnel
moyen pour la réflexion a intégrer a partir de réflexions fortes voisines. Puis, celui-ci applique
au mieux le profil moyen sur le pic a intégrer pour en estimer I’intensité.

2.1.2.3. Mise a I’échelle et réduction du jeu de données

En fonction de l’orientation initiale du cristal, tout ou une partic de celui-ci est
immergé dans le faisceau de rayons X. La mise a I’échelle de toutes les images intégrées
permet de constituer un jeu de données complet.

Le jeu de données mis a 1’échelle est moyenné sur les réflexions équivalentes par les
symétries ou par leurs collectes multiples.
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2.1.2.4. Paramétres de suivi du traitement des données

La qualité du jeu de données obtenu est évaluée par plusieurs parametres issus de
I’analyse statistique des données (Tableau ). Seuls les parameétres qui correspondent a
I’ensemble du jeu de données et a la dernieére couronne de résolution sont résumés dans un
tableau de résultats.

Définitions

o . niveau de détail (en pratique observé dans les cartes de densité électronique) obtenu a
Résolution (A) partir du jeu de données de diffraction. L’information sur les détails de la structure est
- portée par les faisceaux diffractés observés a plus grand angle.

nmoergllll)rrge de fois que la diffraction d’une famille de plans (hkl) ou ses équivalentes est

- L taux de réflexions mesurées par rapport au nombre théorique de réflexions & mesurer
Complétude (%) . . .
e pour une résolution donnée.

, Ré;iiport‘ ol rapport entre I’intensité mesurée et I’écart type estimé de cette mesure.

estimation de la déviation entre différentes intensité€s équivalentes et leurs moyennes.
Rym = 2| Ij- <I>|/ X] I;] ot j est la j"™ mesure de Pintensité associée au nceud du réseau
réciproque (kkl) ou ses équivalentes et <I> la valeur moyenne.

I Tableaun 1110 : Description des paramétres d’évaluation de la qualité des données collectées.

2.1.3. Phasage par la méthode du remplacement
moléculaire

Le facteur de structure, représentant un terme de ’onde diffractée par une famille de
plans (hkl), est composé du module et de la phase @ : Fopg(hkl) = |[Fons(hKD|| €' .
L’amplitude de 1’onde diffractée (par une famille de plans (4kl)) est directement obtenue a
partir des clichés de diffraction. Mais la phase de cette onde reste a déterminer.
La méthode du remplacement moléculaire utilise un modgle atomique connu, correctement
orienté et positionné dans la maille de la structure inconnue, pour obtenir un jeu initial de
phases (Rossman, 1972 ; Tong & Rossman, 1990). Le mode¢le est orienté dans la maille par
une fonction de rotation puis positionné dans le cristal par une fonction de translation
(Lattman, 1985). Cette méthode est valable uniquement si le modele connu et le modeéle a
déterminer présentent une homologie structurale suffisante.
La suite de programmes de CNS (Brunger et al., 1998) a été utilisée pour effectuer les
remplacements moléculaires de cette étude.
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2.2, Affinement du modéele

Le modele construit dans la carte de densité électronique par remplacement

moléculaire ne rend pas bien compte des données expérimentales. Le processus d’affinement
a pour objectif de réduire 1’écart entre le modele et les données expérimentales.
L'affinement n'est possible, et ne converge de maniére satisfaisante, que si le nombre
d'observations est supérieur au nombre de parametres. Les paramétres sont au nombre de
quatre par atome (X, y, z, B). Pour favoriser la convergence, 1’affinement est réalisé sous
restreintes, par apport de données géométriques externes issues de 1’étude de structures de
petites molécules et de protéines obtenues a haute résolution (longueurs des liaisons, valeurs
des angles de wvalences, ...). Les coordonnées des atomes (X, y, z) sont affinées
indépendamment des facteurs d’agitation thermique B. Quant au taux d’occupation d’une
entité, comme un cofacteur, celui-ci est soit affin€ par des programmes adaptés soit, le plus
fréquemment, modifi€ manuellement suite a I’analyse graphique de la densité électronique.

Dans un affinement cristallographique, trois axes sont donc a prendre en compte : le

type de parametres a affiner, la méthode d’affinement et le critere de convergence. Le logiciel
CNS (Briinger et al., 1998) permet soit d’affiner le modele en corps rigide, soit les positions
X, ¥, z de chacun des atomes, soit les déplacements atomiques de maniere isotrope ou
anisotrope, ou soit les angles de torsion. Au cours du processus d’affinement par
minimisation, la « pseudo énergie potentielle » du systeme (Ey,;) est minimisée. Cette énergie
est composée de 1’énergie moléculaire de la protéine (FE,,) et d’une pseudo-énergie
cristallographique (E.s;) (Tableau ). Pour ce travail, I’algorithme du gradient conjugué a été
utilis€é pour minimiser 1’énergie potentielle du systeéme. Cet algorithme permet de changer
graduellement les coordonnées des atomes du systéme pour amener progressivement celui-ci
dans une conformation dont 1’énergie potentielle correspond a un minimum d’énergie local.
Pour pallier aux limites de I’affinement par minimisation, la dynamique moléculaire par la
méthode du recuit simulé peut &tre utilis€e. Dans ce cas, la température thermodynamique est
le parametre utilisé pour permettre au syst¢me de franchir des barrieres énergétiques de
Iordre de I’énergie cinétique. La température thermodynamique de départ est de I’ordre de
2500 K, puis elle est progressivement diminuée pour amener le systeme a 350 K. Le logiciel
CNS utilise deux critéres de convergence que ce soit pour un calcul de minimisation ou de
dynamique moléculaire. Le premier a pour objectif de minimiser le résiduel de moindres
carrés. Tandis que le second, basé sur la théorie de la maximisation de vraisemblance,
recherche le modele le plus probable.
Les facteurs d’agitations thermiques sont soient affinés individuellement pour chaque atome,
soient en groupe pour tous les atomes d’un méme résidu aminoacyl ou d’une méme molécule
de cofacteur. Le choix du type d’affinement des B est effectué en fonction de la résolution de
la structure et de la qualité de la densité électronique.
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Energies

totale Ei = Epor + E. iy

E, o1 = Eianges + Epon tiante

E. =E +E,+E,+E

k i’ constante de force

N .. .

d’oscillation harmonique El. = Zl k. ( lij - lij )2 17 — l;’ : allongement de la
des liaisons covalentes — 2 o . i .

Ly Taison (/ OJ est la distance de

référence)

k g; © constante de force

d’oscillation harmonique w1 i qin2 & — 0 . deplacement
des angles de valences Evi ; 9 km (15l 190 ) | 0 19,- |
angulaire ( T est I'angle de

référence)

k P barri¢re de torsion

7, : périodicité

potentielle des angles - Zl _
diedres E¢ - 2 k¢i [1 + COS(I’I,l¢i é‘l)] ¢i : angle diédre
J. phase déterminant le point
I3
zéro de la rotation
angles : définis par 4 atomes non
liés
1 K ¢ constante de force
d’oscillation des angles _ Z i iN2 ; .
de torsion Ep = 9 K? (; 50) é, ' — ; ; : déplacement

angulaire ( g o angle de torsion de

référence)

Non liantes - - ‘ i:\ Enon ligntes = Ec + Evaw .
g; et g; : charges partielles des

électrostatique g .
ou Ec= Z & atomes i et j.
de Coulomb paires1,4 E.€ 0 }"ij € : constante diélectique du milieu

e;; - valeur du puits du potentiel de
Lennard et Jones au niveau de Ry;.
6 12 . . .
Rij R.. R;; : distance d’interaction entre les
van der Waals E vdW Z EU 2 d.. + d. atomes i,j pour laguelle I’énergie
pairesl,4 y ) .
est minimale

dy : distance entre les atomes i,j

correspond 2 une énergie fictive appelée critére de convergence. Ce criteére peut &tre simplement
cristallographique [ la différence entre les facteurs de structure observés et calculés, mais il peut aussi étre fondé sur
des méthodes mathématiques plus complexes tel que la maximum de vraisemblance.

Tableau IL11 : Description des énergies moléculaire et cristallographique composant ’énergie
potentielle du systéme affiné.

60



2. Résolution de structures Matériel et Méthodes

L’alternance d’étapes d’affinement et de corrections manuelles du modele est nécessaire pour
converger vers le minimum « absolu » d’énergie.

Deux facteurs d’accord, Reis €t Ry, permettent de suivre et de contrOler le processus
d’affinement (Tableau ). Ces deux facteurs doivent diminuer de fagon concomitante durant le
processus.

Abréviations

Descriptions

e —
SR T

Facteurs d accord

Cristallographique Calculé a partir de (r) % des données
Libre Calculé a partir de (1-r) % des données
Tableau I1.12 : Description des facteurs d’accord utilisés pour suivre et évaluer le processus
d’affinement.

Les affinements des modeles des structures ont été effectués avec le programme CNS
(Briinger et al., 1998) dans les €tapes de calculs et, le programme Turbo-Frodo (Roussel et
Cambillau, 1991) pour les phases de reconstruction graphique.

2.3. Qualité des modeles

L’obtention de bons facteurs d’accords R.is €t Ry ne permet pas de préjuger seul de
la qualité du modele obtenu. La qualité et la justesse des modeles sont discutées a deux
niveaux :

1 . L aux données cristallographiques mesurées
niveau Modele sur le cristal étudié
seme | .. ¢évalué par a des structures de petites molécules ou des
el Géométrique rapport structures de protéine§ obtenues a haute
- résolution

Les parametres pris en compte concernent I’ensemble des données et la derniére couronne de
résolution.

2.3.1. Niveau cristallographique

Le processus d’affinement aboutit & un modele final caractéris€ par ses facteurs
d’accord Reys et Rgee €t son facteur d’agitation thermique moyen (B moyen). Des cartes de
densité électronique finales, de type fo-fc et 2fo-fc (ou 3fo-2fc), sont établies a partir de ce
modele. La qualité du modele obtenu est discutée apres 1’étude croisée des données présentées
dans le Tableau et en tenant compte de la résolution.
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l Données

. ; Dénominations
cristallographiques o

Facteur d’accord
cristallographique

Facteur d’accord
libre

Densité électronique

- ‘\ Rfrée

2fo-fe ou 3fo-2fc

Densité électronique

Facteur d’agitation

Criteres

valeur seule et par rapport au Ry,

valeur seule et par rapport au R

continuité de 1a densité

taux de présence, amplitudes des pics résiduels

valeur du B moyen par rapport a celui déduit de
la courbe de Wilson

thermique valeurs des B locaux par rapport au B moyen
du modele
Tableau 11.13 : Données disponibles pour évaluer, au niveau cristallographique, la qualité du

modéle déterminé en fonction de la résolution.

2.3.2. Niveau géométrique

Cette ultime étape est une étape de validation du modele en accord avec les
connaissances actuelles sur la structure des protéines. La géométrie du modele obtenu est
comparée a celles de structures connues et obtenues a haute résolution (Tableau ).

Criteres Expression
. longuezlr des liaisons r.m.s.d (A)
Giob Ao angles de valence r.m.s.d (°)
angles diedres r.m.s.d (°)
. angles impropres ram.s.d (°)
Chaines pﬁncipaleﬁi\s; ‘ angles ¢ et diagramme de Ramachadran
Chaines latéfaies . conformations rotameres possibles

Tableau I1.14 : Description des critéres géométrigues considérés pour évaluer un modéle.

r.m.s.d : écart quadratique moyen par rapport aux valeurs standards.

Le programme Procheck (Laskowski et al., 1993) a ét€ utilisé pour analyser la géométrie des
modeles obtenus.
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3. Modélisation moléculaire

Des travaux de modélisation moléculaire ont été entrepris aprés avoir obtenu la
structure cristallographique de la MSDH de Bacillus subtilis et en parallele avec la
détermination de structures de complexes enzyme-substrat(s).

Le terme modé€lisation moléculaire regroupe un ensemble de méthodes qui permettent de
simuler le comportement d’un systtme de particules. Le systeme étudié peut aller d’une
molécule simple diatomique jusqu’a des macromolécules biologiques de plusieurs dizaines de
milliers d’atomes. Seules les performances des ordinateurs limitent la taille du systéme étudié.
Ces études nécessitent de déterminer une expression de I’énergie d’interaction des atomes du
systeme moléculaire en fonction de leurs positions relatives. Les méthodes de modélisation
moléculaire reposent principalement sur deux approches différentes, la mécanique quantique
et la mécanique moléculaire, pour calculer I’énergie du systéme. Dans le cas de ce travail de
thése, la mécanique moléculaire a principalement été employée.

3.1. Meécanique moléculaire

La mécanique moléculaire est une approche qui permet I’analyse conformationnelle
d’un systeme. Cette approche repose sur les principes de la mécanique classique ou I’énergie
d’interaction d’un systeme est calculée en fonction de la position des noyaux des atomes tout
en ignorant le mouvement des électrons. Dans ce cas, les atomes sont assimilés & des points
massiques (éventuellement chargés) et les liaisons chimiques & des ressorts mécaniques. Cette
approche de la modélisation moléculaire utilise les champs de forces empiriques et la
minimisation d’énergie.

La mécanique moléculaire permet de décrire I’énergie en fonction des coordonnées atomiques
et de rechercher des minima d’énergie qui correspondent a des conformeres stables.

3.1.1. Champs de force

Cette approche est bas€e sur I’utilisation d’une fonction d’énergie potentielle
empirique Ey. Elle est définie empiriquement comme la somme des différentes contributions
qui traduisent les interactions physiques inter- et intramoléculaires du systeme étudié. Elle est
décrite (Tableau ) en termes internes reliés directement aux liaisons covalentes entre les
atomes (interactions liantes, Ejantes) €t €n termes externes correspondant aux interactions non
covalentes (interactions non liantes, Enop tiantes). Les parametres structuraux nécessaires a la
modélisation sont regroupés dans des champs de forces. Chaque champ de force regroupe
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I’ensemble des constantes de force et les coefficients d’interactions pour les forces s’exercant.
Le choix du champ de force s’effectue en fonction de la nature des molécules étudiées (acides
aminés, acides nucléiques, sucres, ...) et du programme utilisé pour modéliser. Les modeles
de la MSDH de Bacillus subtilis ont été générés en utilisant la suite de programmes Amber
(Asssisted Model Building with Energy Refinement), version 8 (Case et al., 2004) avec le
champ de force ff94 du programme.

L’énergie €lectrostatique est calculée pour chaque paire d’atomes (i, j) possible du systéme, ce
qui est extrémement cofiteux en terme de temps de calcul. Le nombre de ces interactions est
diminué en ayant recours a une approximation qui indique qu’au-dela d’une certaine distance,
les interactions non liantes ne sont plus prises en compte dans le calcul. Une spheére
d’interaction est alors déterminée autour de chaque atome. Elle est définie par son rayon
appelé rayon de coupure, 7,5, ou de troncature, ou encore « cut-off ».

3.1.2. Calcul des charges atomiques

La suite de programmes AMBER 8 est dotée de librairies dans lesquelles les charges
atomiques des résidus amino-acyls sont répertoriées. L’étape préliminaire de détermination
des charges atomiques est uniquement nécessaire lors de la modélisation moléculaire de
molécules non peptidiques ou de résidus modifiés par liaisons covalentes. Les charges
atomiques dépendent de la conformation de la molécule considérée. AMBER 8 utilise les
charges RESP (Restrained ElectroStatic Potential) qui tiennent compte de la mobilité
conformationnelle de la molécule. Les charges atomiques RESP sont calculées a partir du
potentiel électrostatique de chaque conformere. Le potentiel électrostatique est calculé au
niveau Hartree-Fock/6-31G* avec les mots clés pop=mk et iop(6/33)=2 par le programme
Gaussian 98 (Frish et al., 1998).

3.1.3. Minimisation

Pour un systeme a N atomes, 1’énergie potentielle est une fonction de 3N coordonnées
cartésiennes ou de 3N-6 coordonnées internes.
La fonction d’énergie potentielle présente de nombreux maxima, minima locaux et un seul
minimum global. Ces énergies minimales correspondent a des arrangements du systéme qui
traduisent des états stables du systeme. La recherche des minima est effectuée par des
algorithmes de minimisation. Ces algorithmes changent graduellement les coordonnées des
atomes du systéme pour amener progressivement celui-ci dans une conformation dont
I’énergie potentielle correspond 2 un minimum d’énergie local. Les deux algorithmes utilisés
successivement dans ce travail sont « Steepest descent » et le gradient conjugué. La méthode
qui utilise I’algorithme du « Steepest descent » (la plus grand pente) converge difficilement
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vers un minimum d’énergie. Elle est principalement employée pour « éliminer » les mauvais
contacts stériques (interpénétration des rayons de van der Waals entre atomes). La méthode
du gradient conjugué permet ensuite de converger plus ais€ment vers un minimum local
d’énergie.

Pour tendre vers le minimum global, de I’énergie doit étre apportée au systeme afin que celui-
ci franchisse les barrieres énergétiques. Cette énergie est apportée en chauffant le systeme de
fagon progressive ; c’est la dynamique moléculaire. Les travaux de dynamique entrepris dans

le cadre de cette étude ne sont pas présentés dans ce mémoire de these.

Energies Descriptions
Totale Etot = Eliantes + Enon liantes
Liantes Epiine: — Bnseons + Bohnees + Eimproi)rcé"" Basiee ‘
1 : longueur de la liaison
.. _ 2 Iy - longueur de la liaison &
Liaisons Eiaisons E = Z k,(1-1,) Péquilibre
ligisons k;, . constante de force
) 6 : angle de valence
Angles de E. = Z k(- 3 ) 8, : angle de valence
Evalences ¢ ¢ 0 *Eauili
valences angles Péquilibre
kg - constante de force
— _ 2 o : angle impropre
Angles impropres § Einpropros E,= . Z k o (@ wo) @, : angle impropre 2 I’équilibre
impropres k., : constante de force
5 @ : angle diedre
s E,= Y k;(1+cos(ng—95)) : phase
Angles di¢dres Eidres ¢ = ¢ 9 n: périodicité

Non liantes . |

Enon liamesé!& Ec + EvdWaais

kg : barriére de torsion

gietg; : charges partielles des

Electrzitathue E, Ec = Z 9.9, atomes i ot .
ed A oy ¢ : constante di€lectique du
de Coulomb i<j ij milien
¢;; : valeur du puits du potentiel
6 12 de Lennard et Jones au niveau
vander Waals | Eyawaas | Egy = Z e;| — 2( % j + ( v g ) R; : distance d’interaction entre
i<j i ij les atomes 1,j pour laquelle

I’énergie est minimale
dy : distance entre les atomes 1,

Tableau I1.15:

Description des énergies moléculaires qui composent I’énergie potentiel totale.

Dans 1’énergie de van der Waals, - Rij6 représente la dispersion attractive de London,
tandis que le terme Rij12 correspond a la répulsion due & P’exclusion de Pauli.

Le calcul de I’énergie moléculaire est propre a chaque champs de force.
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1- Cristallogénése Résultats

1. Cristallogénese

1.1. Données préliminaires

1.1.1. Propriétés de la méthylmalonate semialdéhyde
deshydrogénase de Bacillus subtilis

Les conditions de production et de purification de la méthylmalonate semialdéhyde
deshydrogénase de Bacillus subtilis (Bs_MSDH) ont été publiées en 2004 (Dubourg ef al.,
2004), tandis que I’étude des propriétés catalytiques de cette enzyme a été€ publiée en 2006
(Stines-Chaumeil et al., 2006). Le paragraphe 1.1.1 résume les propriétés physicochimiques et
enzymatiques déterminées par Claire Stines-Chaumeil de 2001 a 2005 (travail de DEA et
these).

1.1.1.1. Propriétés physicochimiques

La Bs_MSDH est une enzyme homotétramérique de 213800 Da de masse moléculaire
dont chaque monomére est composé de 488 résidus aminoacyls (Figures ). Elle présente un p/
théorique d’une valeur de 5,16 et reste stable dans une gamme de pH comprise entre les
valeurs 5,0 et 9,5. Son coefficient d’absorption molaire est de 204000 M'em™ par tétramere.

MAEIRKLENY
SKVAVPRRAR
LMMGDSLASI
TPLLTEKLVE
SENLEKRVQSL
MAKLOEKVAD
GYFVGPTIFD
AIRYFRENID
YPAPDFN

INGEWVESKT
ILFNFQQLLS
ATDVEAANYR
LFEKAGLPKG
TGAKNHTIVL
IKIGNGLDDG
NVITTEMTIWK
AGMLGINLGV

DQYEDVVNPA
QHKEELARLI
YPIGVVGGIA
VENVVYGAHD
NDANLEDTVT
VFLGPVIRED
DEIFAPVLEV
PAPMAFFPFS

TKEVLCQVPI
TIENGEKNTKE
PFNFPMMVPC
VVNGILEHPE
NIVGAAFGSA
NEKKRTLSYIE
IRVKNLKEAI
GWRSSFFGTL

STKEDIDYAA
ALGEVGRGIE
WMFPMATALG
IKAISFVGSESK
GERCMACAVV
KGLEEGARLY
ETANKSEFAN
HANGKDSVDF

QTAAEAFKTW
NVEFAAGAPS
NTFILKPSER
PVGEYVYKKG
TVEEGIADEF
CDGRENVEDD
GACLFTSNSN
YTRKKVVTAR

Figures I1L.1 :

Structure primaire de la Bs. MSDH.

La structure primaire de Bs_ MSDH est constituée de 488 résidus aminoacyls.

L’enzyme est purifiée dans un tampon de phosphate de potassium (KPi) a 50 mM et a pH de
8,2 contenant 10 mM de B-mercaptoéthanol. En fonction du lot de purification, 0 a2 10% de
molécules de NAD™ sont fixées sur la Bs_ MSDH. L’enzyme est conservée a -80°C aprés
~ précipitation dans une solution saturée a 90% de sulfate d’ammonium. Bs_ MSDH présente un
rapport densité optique (DO) a 280 nm sur DO & 260 nm d’environ 1,72.
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1.1.1.2. Propriétés enzymatiques

La détermination de 1’activité enzymatique de la Bs_ MSDH nécessite une incubation
préalable de ’enzyme a une concentration d’environ 20 uM, pendant 30 min a 37°C dans le
tampon KPi (50 mM et pH 8,2) additionné de 2mM de NAD". L’activité enzymatique est
mesurée par suivi de 1’absorbance a 340 nm de longueur d’onde. Cette mesure est réalisée a
30°C avec une concentration de 2 uM en enzyme (incubée), dans le tampon KPi (50mM et
pH 8,2) supplémenté en MMSA a 500 uM ou en MSA a 1 mM, en CoA 24 500 uM et en
NAD" 4 2 mM. Les propriétés cinétiques 2 I’état stationnaire de 1la Bs_MSDH sont regroupées
dans le Tableau III.2.

Ky MSA Ku NAD' Ku CoA keat
(mM) (mM) (mM) shH
0,12 £0,01 1,78 £ 0,39 0,03 £0,01 7,4+03
Ky MMSA Ku NAD' Ky CoA Keat
(mM) (mM) (mM) (s)
0,06 £ 0,01 2,30 + 0,06 0,12 £0,02 1,1+0,1
Tableau IIL.2 : Parameétres cinétiques & I’état stationnaire de la Bs_ MISDH (Claire Chaumeil, 2005)

Les paramétres cinétiques ont été réduits a partir des jeux de données expérimentales par
régression linéaire suivant le modéle de Michaelis-Menten ; les valeurs de k., (constante de
vitesse de la réaction) sont exprimées par sous-unité (en considérant quatre sous-unités
actives par tétrameres). MSA pour malonate semialdéhyde et MMSA pour méthylmalonate
semiald€hyde.

1.1.2. Etude bibliographique des conditions de
cristallisation des enzymes de la famille des
aldéhyde deshydrogénases

Au départ de 1’étude de la Bs_MSDH, la PDB n’avait pas recensé de structure de
CoA-ALDH et la littérature ne faisait mention d’aucune condition de cristallisation de MSDH
ou de CoA-ALDH. A cette période, quatorze structures de sept ALDHs distinctes avaient été
déterminées et publiées. Les cristaux de ces 14 enzymes ont ét€ obtenus par emploi de
polyéthyléne glycol ou de sulfate d’ammonium comme agent cristallisant (Tableau IIL.3). Ces
conditions de cristallisation ont servi de support pour 1’établissement de matrices de criblage
employées pour rechercher les conditions de cristallisation de la Bs_MSDH (voir paragraphe
1.2).
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Localisation Aszents
Enzymes Organismes cellulaire R Références
cristallisants
(organe)
rat cytoplasme
ALDH3 (Rattus yt( fI())ie) PEG-8000 Rose et al., 1990
norvegicus)
ALDH2 bovin mitochondries | PEG-8000 Steinmetz ef al., 1997
(Bos taurus) (foie)
rat cytoplasme S.A
RALDH (Rattus ytop o Lamb ef Newcomer, 1999
. (embryon) Ethylene glycol
norvegicus)
ALDH1 mouton cytoplasme PEG-5000 Moore et al., 1998
(Ovis aries) (foie)
. . b PEG-6000 Nietal., 1999
ALDH2 humam_ mltoch(?ndnes PEG-6000
(Homo sapiens) (foie) y Hurley et al., 2001
MgC12 ’
BADH morue cytoplasme
(bétaine) | (Gadus Calliaras) (foie) PEG-4000 Johansson et al., 1998
S.A. Cobessi et al., 1999
GAPN Streptococcus cytoplasme
mutans
S.A. Cobessi et al., 2000
ALDH Vibrio harveyi cytoplasme PEG-8000 Ahvazi et al., 2000
Tableaw IIL.3 : Tableau récapitulatif des agents cristallisants employés pour cristalliser les ALDHs au

départ de étude de la Bs_ MSDH (2001).

* date de dép6t des coordonnées et des facteurs de structures de chaque structure d’ALDH
dans la Protein Data Bank.

PEG pour polyéthylene glycol, PEG-8000 pour du PEG de 8000 g.mol’ de masse
moléculaire (idem pour PEG-4000, PEG-5000 et PEG-6000). S.A. pour sulfate
d’ammonium.

1.2.

Recherche des conditions de cristallisation

1.2.1. Préparation de Ila
cristallisation

protéine pour la

La protéine est préalablement dialysée contre le tampon de purification (S0mM de KPi
et pH8,2 ; 1 mM de DTT ; 1 mM EDTA). Au sortir de la dialyse en boudin, la protéine s’est
avérée étre instable et par conséquent inapte a la cristallisation. La cellule a filtre a été retenue
pour dialyser et concentrer la Bs_ MSDH. Aussi, la protéine est préparée en vue de la
cristallisation au moyen de cellules 2 filtre selon le protocole décrit dans le schéma IT1.4.

La qualité de I’échantillon protéique préparé est ensuite estimée par mesure de ’activité
enzymatique selon le protocole décrit dans le paragraphe 1.1.1.2.
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Incorporation de 1
1 mL de solution
protéique a dialyser

2 Incorporation de
tampon de dialyse
q.5.p. 2,5 mL

S <
Enchainement des étapes 2
ct 3 pendant 4 cycles.
Durée étape 3 : 1,5 heures

v
3

Centrifugation

w > (Rotor fixe) s
4500g, 4°C

RS

Enchainement de 1’étape 3 jusqu’a
obtention de la concentration en
protéine a atteindre.

Durée étape 3 : variable.

Phases de préparation de la protéine :

1 DIALYSE-1 2 DIALYSE-Z 3. CONCENTRATION

Schéma 1114 : Protocole de préparation de la Bs MSDH.

La Bs_MSDH est préparée en trois phases successives : dialyse, rincage et concentration.
La phase de dialyse-1 a pour but de retirer une partie du sulfate d’ammonium (SA) et
surtout de rassembler tous les aliquots de protéine utilisés. La phase de dialyse-2 est en fait
une phase de dialyse plus poussée au bout de laquelle il ne doit plus rester de SA. La
derniére phase consiste en une succession de cycles de centrifugation, allant de 1,5 heures a
30 minutes, qui vont permettre de concentrer la protéine.

g.s.p signifie quantité suffisante pour atteindre, ici un volume de 2,5 mL.
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1.2.2. Détermination des conditions de cristallisation

1.2.2.1. Les matrices de criblage

La recherche de conditions de cristallisation de la Bs MSDH a été réalisée en
employant la méthode de la diffusion de vapeur par la technique de la goutte suspendue.

Les matrices de criblage commerciales suivantes ont été employées pour détecter des
conditions de cristallisation de la Bs_MSDH : « Crystal Screen™ 1 & 2 » de Hampton
Research et, « Clear Strategy Screen™ I & II » de Molecular Dimensions Limited. Des
matrices de criblage de conception personnelle ont été utilisées en parallele, afin d’augmenter
le panel des conditions de cristallisation. L’étude bibliographique (paragraphe 1.1.2.) avait
révélé deux agents cristallisants potentiels: polyéthylene glycol (PEG) et sulfate
d’ammonium. Ces deux agents, seuls ou combinés, ont été utilisés pour concevoir des
matrices de criblage. La solubilit¢ du PEG varie en fonction du pH, ce qui explique que la
matrice de criblage a base de PEG ait uniquement été réalisée dans le tampon phosphate KPi
(50 mM) a pH 8,2 (tampon de conservation de la Bs_ MSDH). Pour une méme masse
moléculaire, le pourcentage de PEG en solution a été modulé. La matrice de criblage a base
de SA (2,1 a 2,5 M) a été réalisée dans une gamme de pH étendue grice a 1’emploi de
plusieurs solutions tampon. Pour la méme raison que la matrice de criblage a base de PEG, la
matrice de criblage qui allie les deux agents cristallisants a été réalis€ée dans le tampon
phosphate pH 8,2. Au total, trois matrices de criblage ont été congues pour rechercher les
conditions de cristallisation de la Bs_MSDH (voir Tableaux I1.3, 1.4 et IL.5 pages 53 dans le
chapitre Matériel & Méthodes). Tous ces essais préliminaires ont été réalis€s a trois
température différentes : 4, 12 et 20°C.

Les résultats probants ont ét€ obtenus avec les conditions de cristallisation ot le sulfate
d’ammonium est I’agent cristallisant majeur.

1.2.2.2. Détermination de 1’état et de la concentration de
I’échantillon protéique pour la cristallisation

Les tests de recherche de conditions de cristallisation de la Bs_ MSDH ont débuté avec

trois concentrations en protéine : 2,5 ; 5 et 10 mg.mL™". L’absence de cristaux et de précipités
a I’issu des premiers essais a conduit 2 réitérer les essais avec des concentrations supérieures
en protéine. La concentration a été augmentée par palier de 20 mg.mL™" jusqu’a 80 mg.mL™.
La gamme 2,5 a 80 mg.mL" correspond alors aux concentrations les plus couramment
observées dans les conditions de cristallisation publiées.
Dans un premier temps, ces augmentations de la concentration en protéine n’ont eu aucun
impact. Les essais ont alors été renouvelés en utilisant une Bs_MSDH incubée 30 min a 37°C
en présence de 20 mM NAD". L’étape d’incubation est nécessaire pour 1’obtention de
cristaux, de taille de ’ordre du micromeétre, dans les conditions de cristallisation a base de
sulfate d’ammonium. Leur petite taille (cristaux quasi inobservables) semblait indiquer que la
concentration en protéine était encore trop faible.
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A la suite de ce constat, la limite de solubilit¢ de la protéine a €t€ recherchée par
concentration poussée de cette dernidre. Arrivée 2 230 mg.mL’, la concentration de la
Bs_MSDH a €été stoppée par souci de préservation de la protéine. Les conditions a base de SA
ont alors €té test€ées avec des concentrations €levées en protéine : 100, 150, 175 et 200
mg.mL’l.

La Bs_MSDH cristallise 2 une concentration d’environ 200 mg.mL" et aprés incubation dans
20 mM de NAD" (30 min a 37°C), dans une solution de cristallisation & base de sulfate
d’ammonium a une concentration d’environ 2,0 M.

1.2.3. Affinement des conditions de cristallisation

1.2.3.1. Méthode de la diffusion de vapeur

Le sulfate d’ammonium est 1’agent cristallisant retenu pour cristalliser la Bs_ MSDH.
Différentes matrices d’affinement ont €té nouvellement congues pour définir les conditions
optimales de cristallisation de la Bs_MSDH.

Les techniques de la goutte suspendue et de la goutte assise ont ét€ testées lors de la
phase d’affinement des conditions de cristallisation par la méthode de la diffusion de vapeur.
Deux matrices de criblage ont été nécessaires pour définir les conditions de cristallisation de
la Bs_MSDH par la méthode de la diffusion de vapeur. La premiere matrice d’affinement a
permis de définir la concentration de la protéine et la gamme de concentration en SA
auxquelles cristallise la Bs_ MSDH (Tableau II.6 page 54 dans le chapitre Matériel &
Méthodes). Les résultats de cette matrice indiquent que la technique de la goutte suspendue
est la plus adaptée a ces conditions particulieéres de cristallisation ot la goutte présente une
viscosité importante. La deuxiéme matrice d’affinement (Tableau II.7 page 54 dans le
chapitre Matériel & Méthodes) a révélé la condition de préparation de la solution de
cristallisation et la température optimale de cristallisation.

Au final, la Bs_ MSDH donne des cristaux adaptés a 1’étude par la diffraction des rayons X
uniquement a 200 mg.mL‘l apres une incubation de 30 minutes a4 37°C en présence d’environ
20 mM de NAD", dans une gamme de concentration en sulfate d’ammonium non tamponnée
allant de 1,8 M a4 2,1 M (paliers de 0,1 M) et par la technique de la goutte suspendue & 20°C.

1.2.3.2. Méthode « batch »

A la suite d’un stage effectué dans le cadre d’échanges européens avec le groupe de
Biologie Structurale et de Cristallographie (Professeur Rolf Hingenfeld) de I’Institut de
Biotechnologie de Jena en Allemagne, une nouvelle condition de cristallisation de la
Bs_MSDH a ét€ identifiée par la technique de micro-batch dans 1’huile (paraffine). Durant ce
séjour, de nouvelles matrices de criblage commerciales ont été testées : « Wizard Screens 1 &
2 » de Emerald Biostructures et « JBS Screens 1 to 10 » Jena BioScience. Cette technique
s’est avérée étre trés productive (Bs_MSDH et autres protéines) et moins consommatrice de
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protéine et de solutions de cristallisation (quelques microlitres). Au retour de ce stage, la
technique de micro-batch dans I’huile a €été implantée au laboratoire afin d’affiner les
conditions identifiées.

Par cette technique, des cristaux de Bs_ MSDH ont été obtenus a 20°C avec une protéine a une
concentration de 150 mg.mL'l, toujours incubée dans 20 mM de NAD", dans une solution de
cristallisation contenant du sulfate d’ammonium a 3,0 M et du glycérol a 10 % V/V (en
volume). L’affinement des conditions de cristallisation a conduit a changer les conditions
d’incubation de la protéine. Dans ce cas, du glycérol a 5 % V/V est ajouté a la solution
d’incubation de la Bs_MSDH (150 mg.mL™").

Au final, la Bs_MSDH cristallise de fagon optimale a 150 mg.mL'l aprés une incubation de
30 minutes a 37°C en présence d’environ 20 mM de NAD" et 5 % V/V de glycérol, dans une
gamme de concentration en sulfate d’ammonium allant de 1,6 M a 3,1 M (paliers de 0,1 M) et
par la technique de micro-batch.

1.2.3.3. Description des cristaux obtenus

Les propriétés des cristaux obtenus par les techniques de la goutte suspendue et du
micro-batch sont résumées dans le Tableau .

Chronologiquement, les premiers cristaux ont €té obtenus par la technique de la diffusion de
vapeur, c'est-a-dire a une concentration de 200 mg.mL'I en Bs MSDH a environ 2,0 M de
sulfate d’ammonium. Dans ces conditions, la goutte est trés visqueuse et instable vis-a-vis de
perturbations extérieures telles que la mise a I’air et I’introduction d’un outil de prélévement
de cristaux. Les cristaux obtenus sont en forme de plaques dont 1’épaisseur est faible, rendant
les cristaux trés fragiles. Toute manipulation du cristal, comme la diffusion de molécules, est
risquée et nécessite un grand nombre de cristaux avec un rendement trés faible.

Les cristaux apparaissent au bout de 15 jours et le délai de prélevement est alors de deux jours
car I’état de la goutte est trés instable. Au-dela, les gouttes et les cristaux évoluent vers un état
inexploitable. Les cristaux prélevés sont ensuite conditionnés afin d’étre conservés et préts a
étre soumis aux rayons X. Les cristaux sont trempé€s dans une solution cryoprotectante
composée a 80 % de la solution de cristallisation et a 20 % de glycérol, puis congelés dans de
I’éthane liquide. Les cristaux congelés sont stockés dans un cryo-conteneur a azote liquide.
L’obtention d’une nouvelle forme cristalline par la technique de micro-batch parut salvatrice.
La manipulation de ces cristaux en forme de bipyramides est nettement plus aisée. Les
cristaux apparaissent au bout d’un mois et sont trés stables dans le temps. Ils sont également
congelés et conservés selon le protocole décrit ci-dessus.

; Techniques de cristallisation
Cristal
outte suspendue u-batch
Forme plaque bipyramide
Dimensions
AxBxC. (tren) 0,3x0,3x0,05 0.2x0.2x02
Stabilité instable stable

I Tableau II1.5 : Tableau récapitulatif des propriétés des cristaux de Bs_ MSDH obtenus.
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1.2.4. Cristallisations en vue de [Pobtention de
complexes de la Bs_ MSDH

La Bs_MSDH catalyse respectivement la conversion du malonate semialdéhyde et du
méthylmalonate semialdéhyde en acétyl-CoA et propionyl-CoA en présence de NAD" et de
CoA. La détermination de la structure de complexes de la Bs_ MSDH avec ses partenaires
réactionnels est une phase nécessaire pour la compréhension du mécanisme enzymatique au
niveau moléculaire. Seule la détermination des structures des complexes permet de vérifier si
les conditions utilisées étaient adéquates pour former les complexes attendus.

La procédure de préparation des solutions concentrées de NAD™ et de CoA a tout
d’abord été similaire a celle employée lors des tests enzymologiques, c'est-a-dire mise en
suspension dans I’eau distillée. Pour obtenir des concentrations finales de 20 mM en NAD" et
40 mM en CoA dans la solution protéique, les solutions meéres ont pour concentrations
respectives 700 mM et 500 mM. A ces concentrations, les solutions sont trés acides (inférieur
a pH 4,0) et leurs introductions dans la solution protéique (concentration supérieure a 200
mg.mL™") induisent la formation d’un précipité local réversible pour le NAD" et irréversible
pour le CoA. Pour remédier a ce probléme, le NAD" est mis en solution dans le tampon
phosphate pH 8,2 de préparation de la protéine (50 mM KPi, ImM DTT, 1 mM EDTA) et le
pH est ajusté a environ 7,0 par ajout d’hydroxyde de potassium (KOH 10 M). La quantité de
NAD™ est ensuite déterminée par mesure de la densité optique 2 260 nm et 340 nm. Le CoA
est mis en solution dans la solution mere du tampon de préparation de la protéine, dix fois
plus concentrée (KPi 500 mM, DTT 10 mM, EDTA 10 mM). A titre de remarque, la
concentration de la solution de CoA ne peut pas étre contrblée par simple mesure de
spectroscopie UV.

Quelle que soit la méthode de cristallisation mise en ceuvre, les cristaux de complexes
ont été obtenus selon le méme protocole. Le Tableau recense tous les essais de formation de
complexes. Les cristaux de complexes enzyme/NAD" ou enzyme/CoA ont été obtenus en
utilisant les conditions de cristallisation mentionnées ci-dessus (paragraphe 1.2.3.) apres
incubation de 1’enzyme en présence respectivement de 20 mM NAD™ et 40 mM de CoA. Les
cristaux du complexe enzyme/NAD*/CoA ont été obtenus selon le méme protocole, c'est-2-
dire par incubation préalable de 1’enzyme avec 2 la fois 20 mM NAD" et 40 mM de CoA. Les
complexes mettant en jeu les substrats et les produits’ de la réaction ont été obtenus par
diffusion de ces derniers dans les cristaux du complexe enzyme/NAD".

* Substrats : malonate semialdéhyde (MSA) et méthylmalonate semialdéhyde (MMSA).
T Produits : acétyl-CoA(AcCoA) et propionyl-CoA (PPCoA).
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Description des complexes
Cristaux Cofacteur 1 Cofacteur 2 Substrats 5 Produits

1 NAD*

2 NAD* CoA

3 CoA

4 NAD* MMSA

5 NAD* PPCoA
Tableau IIL6 : Tableau récapitulatif des essais de formation de complexes.

Le CoA introduit a été au préalable mis en solution dans le tampon phosphate KPi, 500 mM
et pH §,2. Le pH de la solution de CoA a &t€ ajusté a une valeur d’environ 7,0 avant d’étre
mis en contact avec la protéine.

2. Les structures déterminées

2.1. Jeux de données

2.1.1. Collecte des jeux de données

Les collectes de jeux de données sont effectuées a 100 K pour diminuer les altérations
du cristal par le rayonnement X. Afin d’éviter les problémes consécutifs a la congélation de
I’eau, les cristaux ont été préalablement plongés dans une solution de conservation
cryogénique pendant 30 secondes. Cette solution est composée a 80 % V/V de solution de
cristallisation et 20% V/V de glycérol.

Toutes les collectes ont été€ effectuées sur des lignes de lumiere de synchrotron. Aucune tache
de diffraction n’a pu étre observée lors de I'utilisation du diffractometre du laboratoire. Les
données de diffraction ont été obtenues par la méthode d’oscillation qui consiste a faire
tourner graduellement le cristal par pas d’oscillation de 0,2° ou 1° (en fonction du cristal)
selon un seul axe. Tous les jeux collectés sont complets et de ce fait potentiellement
exploitables avec une complétude supérieure a 98 %. Les cristaux en forme de bipyramide ont
une limite de résolution de 1,9 A tandis que les cristaux en forme de plaque diffractent au
maximum 2 2,5 A de résolution. Toutes les structures résolues présentent un tétramére par
unité asymétrique a ’exception de la structure CoA-NAD qui a deux tétrameres par unité
asymétrique.
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2.1.2. Les jeux de données collectés

Tous les jeux de données collectés sont répertoriés et décrits dans le Tableau . Seuls
les jeux de données collectés a partir de cristaux en forme de plaque ont pu étre exploités.

Structures

Holo-1 Holo-2 Holo-3*
Lieu ESRF FIP EMBL EMBL
Détecteur MAR CCD 165mm | MAR CCD 165mm | MAR CCD 165mm
Longueur d'onde (A) 1,0093 0,8126 0,8110
Pas d’oscillation (%) 1,0 0.5 1,0
Gamme d’oscillation (°) 180 180 180
Logiciel XDS XDS HKLsuite
Groupe d'espace P2,2,2, P2,2:2, R32
a(A) 194,98 195,24 108,68
b (A) 192,29 192,58 108,68
c(A) 83,39 83,56 153,13
B (%) 90 90 90
Gamme de résolution (A) 30,0-2,8 (2,9-2,8) 20,0-2,5 (2,57-2,5) 60,0-1,9 (1,97-1,9)
Nb. de réflexions mesurées 497047 786249 284428
Nb. de réflexions uniques 76875 108345 27601
Redondance 0.4 T2 10,3
Complétude (%) 98,9 (90,0) 99,5 (91,9) 100 (100)
<l/a(l)> 10,5 (2.9) 9,39 (3,58) 35,6 (2.4)
R erge (%) 12,5 (39,0) 13,8 (37,2) 6,9 (52,9)

Structures

Mmsa-1 Mmsa-2* Prop*
Lieu EMBL EMBL EMBL
Détecteur MAR CCD 165mm | MAR CCD 165mm | MAR CCD 165mm
Longueur d'onde (A) 1,240 0,8110 0,8110
Pas d’oscillation (°) 0,5 1,0 1,0
Gamme d’oscillation (°) 125 180 180
Logiciel XDS-SCALA HKLsuite HKLsuite
Groupe d'espace P2,2,2, C2 2
a(A) 196.1 187,88 189,16
b (A) 192,1 108,46 109,01
c(A) 83,4 120,13 118,77
B(°) 90 121,42 122,04
Gamme de résolution (A) 20,0-2,9 (3,06-2,90) | 60,0-3,0 (3,11-3,0) 30,0-2,8 (2,9-2,8)
Nb. de réflexions mesurées 344573 156812 192297
Nb. de réflexions uniques 70205 40397 49307
Redondance 4.9 3,9 3,9
Complétude (%) 99,4 (99,1) 99,4 (99,2) 99.4 (99.1)
<l/o()> 9,7 (3,3) 13,6 (4,6) 13,91 (2,8)
Rierge (%) 14,2 (41,0) 8,0 (19,0) 9,0 (23,0)
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Structures

CoA CoA-NAD*
Lieu EMBL EMBL
Détecteur MAR CCD 165mm | MAR CCD 165mm
Longueur d'onde (A) 1,240 0,8123
Pas d’oscillation (%) 0,5 0,2
Gamme d’oscillation (%) 150 168
Logiciel XDS-SCALA XDS-SCALA
Groupe d'espace P2,2,2, P2,
a(A) 195,5 192,36
b (A) 192,3 83,25
c(A) 83,32 194,95
B () 90 92,46
Gamme de résolution (A) 20,0-2,7 (2,85-2,70) | 20,0-2,5 (2,63-2,50)
Nb. de réflexions mesurées 531742 708782
Nb. de réflexions uniques 86543 213590
Redondance 6,1 33
Complétude (%) 99,5 (98.5) 98.4 (92,7)
<l/o(I)> 7,8 (3,4) 9.2 (3,8)
Rimerge (%) 19,8 (50,3) 9,7 (26.6)

Tableau I11.7 :

Tableaux des collectes de données.

Holo-1 et Holo-2 désignent deux collectes de données effectuées sur des cristaux en forme
de plaque de Bs_MSDH cocristallisée avec du NAD", tandis que Holo-3 correspond & une
collecte de données réalisée a partir d’un cristal en forme de bipyramide de la protéine
¢galement co-cristallisée avec du NAD'. Les collectes de données dont le nom est marqué
par un «*» correspondent 4 des collectes réalisées sur des cristaux en forme de
bipyramides. Pour la définition des termes, se conférer au chapitre « Malériel et
M¢thodes ». Le terme « Nb » est employ¢ pour désigner le mot « nombre ».

2.2.

Détermination des structures

2.2.1. La premiére structure de I’holoenzyme

2.2.1.1.

Résolution de la structure

La Bs_MSDH présente environ 33 % d’identité de structure primaire avec les ALDHs
tétramériques (Tableau ). De par ce pourcentage d’identité, la méthode du remplacement
moléculaire a tout d’abord été employée, mais elle s’est avérée étre suffisante pour obtenir la
structure. Le premier jeu de données, Holo-1 (2,8 A de limite de résolution), enregistré 2
I’ESRF de Grenoble (Tableau ) a permis de trouver la solution de remplacement moléculaire.
Toutes les structures d’ALDH tétramériques disponibles dans la PDB ont été testées pour
réaliser le remplacement moléculaire. Au moyen du logiciel CNS (Briinger, 1998), la
recherche de la fonction de rotation croisée suivie par celle de la fonction de translation ont
été réalisées dans la gamme de résolution 10 & 4 A. La structure de la bétaine aldéhyde
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deshydrogénase de foie de morue, sous sa forme holoenzyme, (Johansson ef al., 1998 ; code
PDB 1bpw) est la structure qui a donné la meilleure solution (Tableau ).

ALDHs Organismes gg{; f:;?;tﬁzl[‘é%f Egﬁgg{sl:: Références
BADH Gadus calliaras Ibpw 32 % 0,342 Johansson et al., 1998
ALDH2 Bos taurus ladz 32 % 0,319 Steinmetz et al., 1997
RALDH Rattus norvegicus 1bi9 34 % 0,314 Lamb ef Newcover, 1999
GAPN Streptococcus mutans leuh 34 % 0,301 Cobessi et al., 1999
ALDHI1 Ovis aries 1 bxs 33% 0,292 Moore et al., 1998

Tableau IIL8 : Tableau des structures d’ALDHs testées pour résoudre la structure par remplacement

moléculaire.

* pourcentage d’identité de structure primaire.
Les tests de remplacement moléculaire ont été effectucs avec le programme CNS (Briinger
etal., 1998).

La procédure de résolution de la structure de la Bs_ MSDH sous sa forme holoenzyme
a été publiée en 2004 (publication insérée a la fin du manuscrit).

2.2.1.2. Affinement de la structure de I’holoenzyme

Avec une limite de résolution a 2,5 /—D\, le deuxieme jeu de données, Holo-2, collecté a
I"EMBL de Hambourg a été utilisé€ pour affiner la structure de I’holoenzyme. L’affinement de
la structure Holo-2 a été effectué avec la suite de programmes du logiciel CNS (Briinger,
1998) dans la gamme de résolution 20,0 a 2,5 A avec 54,2 % de Reys: et Ryee (facteurs
d’accord de départ). La méthode du recuit-simulé en mode torsion (angles de torsion affinés)
a ¢été utilisée pour débuter I'affinement (« anneal » ; Briinger ef al., 1987 ; Briinger et al.,
1990 ; Briinger, 1992 ; Rice et Briinger, 1994 ; Pannu et Read, 1996 ; Adams et al., 1997).
Cet affinement de dynamique moléculaire a convergé apres plusieurs tentatives et uniquement
en utilisant une protéine composée seulement de résidus alanyl (polyalanine). Le systéme est
initialement placé a une température de 2500 K puis refroidi progressivement de 25 K par

minute. A I'issu de cet affinement les facteurs d’accord R €t Rge. Ont pour valeur respective
44.7 9 et 47,6 %.

Les résidus aminoacyls de la Bs_ MSDH ont été replacés manuellement & partir des cartes de
densité électronique 2fo-fc et fo-fc. Plusieurs cycles, de reconstruction graphique et
d’affinement par minimisation (Briinger, 1992 ; Pannu et Read, 1996 ; Adams et al., 1997),
ont été€ nécessaires pour placer I’ensemble des résidus aminoacyls. Seuls les deux premiers
résidus aminoacyls de 1’extrémité N-terminale (Metl, Ala2) et le dernier de I'extrémité C-
terminale (Asn487) n’ont pu étre modélisés pour cause d’absence de densité €lectronique.
Ensuite, de nombreuses boucles de la structure ont fait I’objet d’une reconstruction manuelle.
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La carte de densité électronique résiduelle (fo-fc) a révélé la présence de NAD" dans les
quatre monomeres. Les bibliotheques de topologie et de parametres du NAD" (Kleywegt et
Jones, 1998 ; Kleywegt er al., 2003) ont di étre adaptées a la conformation rencontrée du
cofacteur. Les quatre molécules de NAD" ont été affinées avec un taux d’occupation d’une
valeur de 1,0. Les molécules d’eau ont ét€ modélisées manuellement. Les statistiques
d’affinement final et celles du diagramme de Ramachandran sont présentées dans le Tableau .
Les coordonnées de 1’holoenzyme sont disponibles dans la PDB sous le code 1t90.

Structure Holo-2

Facteurs d’accord

R.sia (%0) 2,1

Rpree (%) 25,0 (5%)
Géométrie (r.m.s.d) :

Longueur des liaisons (A) 0,006

Angles de valence (°) 1,3

Angles diedres (°) 22,9

Angles impropres (°) 0,83
B moyen (A“’)

Protéine 30,1

NAD+ 34,2

Molécules d’eau 353
Ramachandran A B C D

Régions favorables (%) 88.8 | 89.8 | 90,7 | 90,0

Régions additionnelles (%) 10,2 973 8.6 9.0

Régions permises (%) 1,0 1,0 0,7 1,0

Régions défavorables (%) 0,0 0.0 0.0 0.0

Tableau I11.9 : Statistiques d’affinement et du diagramme de Ramachandran du modéle de la
structure Holo-2 finale.

Pour le facteur d’accord Rpg,,, la valeur entre parenthése correspond au pourcentage de
données utilisées comme contrdle I'évaluation du modele. Le terme « B » est 'abréviation
utilisée pour facteur isotrope de déplacement atomique.

2.2.2. Résolution et affinement des structures CoA et
CoA-NAD et Mmsa-1

Les structures ultérieures ont été déterminées par remplacement moléculaire en
utilisant la premiére structure, Holo-2, comme modele.

Des cycles successifs de reconstruction manuelle et d’affinement par minimisation ont
permis d’obtenir les modeles finaux. Seul le modele de la structure CoA-NAD est encore en
cours d’affinement. Pour les modeles qui présentent des molécules de CoA, ce dernier a été
modélis€é manuellement. Les librairies de topologie et paramétres de ce cofacteur ont été
déterminées avec le programme XPLO2D (Kleywegt 1995 er 1996 ; Kleywegt et Jones,
1997 ; Kleywegt et al., 2001 ; Kleywegt et al., 2003), inclus dans I’ensemble de programmes
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X-UTIL de la suite de programme Uppsala Software Factory (USF). Les librairies de
topologies et de parametres de protéines de CNS ont ét€ modifiées pour y introduire un
nouveau résidu aminoacyl qui correspond & la cystéine catalytique acylée par le substrat

MMSA.

Les diagrammes de Ramachandran et la géométrie des modeles sont en accord avec
les structures de protéines connues. Les statistiques d’affinement final et celles du diagramme

de Ramachandran sont présentées dans le Tableau .

Structures
Mmsa-1 CoA
Facteurs d accord
R i (%) 22,5 22,6
R (%) 27,0 (5%) 26,2 (5%)
Géometrie (rm.s.d):
Longueur des liaisons (A) 0,007 0,007
Angles de valence (°) 53 1,3
Angles diedres (°) 22,8 229
Angles impropres (°) 0,80 0,83
B moyen (AZ) i
Protéine 25,9 25,7
CoA 60
Molécules d’ean 22 32
Ramachandran
Régions favorables (%) 85,3 88,4 1 88,5 19001879
Régions additionnelles (%) 13,5 12,4 1 10,9 | 10,7 | 9,0
Régions permises (%) 1,2 1,2 | 0,7 0,5 0,7 1,0 1,0
Régions défavorables (%) 0604000000700, 00 ] 00

Tableau II1.10 :

Mmsa-1, CoA-NAD et CoA.

Pour le facteur d’accord Ry, la valeur entre parenthése correspond au pourcentage de
données utilisées comme contrdle dans 1’évaluation du modéle. Le terme «B» est

I’abréviation utilisée pour facteur isotrope de déplacement atomique.

Statistiques d’affinements et des diagrammes de Ramachandran des structures

2.3.

Deux jeux de données de 1I’holoenzyme ont été€ collectés a partir des cristaux en forme
de plaque. La description de la structure de I’holo-enzyme (avec NAD") décrite ci-aprés

s’appuie sur le modele affiné a une résolution de 2,5 A.

Structure de I’holoenzyme Holo-2
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Monoméres A B & D
A 0.283 | 0.288 | 0.155
. 0.199 | 0.269
C 0.23]
= il
Tableau ITL11: Valeurs des écarts quadratiques moyens en A correspondant a la superposition des

monomeres de la structure de I’holoenzyme.

Les superposilions des monoméres entre eux ont élé cffecluées uniquement par
superposition des alomes de carbone o

[La structure de I’holoenzyme, désignée par Holo-2, est un homotétramere dont les
monomeres sont superposables les uns aux autres par rotation de 180° selon trois axes 2
perpendiculaires deux a deux (Tableau ). Le repliement de la structure est comparable a celles
des aldéhyde deshydrogénases non CoA-dépendantes déposées dans la PDB (Tableau ).

ALDH ‘ Organismes l PDB | r.n.s (A)
ALLDH2 | Bos taurus \ ladz | 1,42
RALDH Rattus norvegicus 1bi9 | 1.45
ALDHI Ovis aries . 1 bxs 1,55
ALDH2 Homo sapiens 1001 1,38

BADH Gadus calliaras Ibpw 1,38

GAPN Streptococcus mutans 2euh 1.72

ALDH Vibrio harveyi lez0 248

n-cristalline Elephantulus edwardii [09j 1.48
ADLH Escherichia coli lwnb 1.69
GAPN Thermoproteus renax lky8 1,75

AlLDH-like Thermus thermophilus ‘ 2bhp 1,49

Tableau I11.12 : Valeurs des écarts quadratiques moyens en A correspondant a la superposition des
monoméres A de la structure Holo-2 et des structures des ALDHs tétramériques.
Les superpositions ont été effectuées a partir des structures disponibles dans PDB avec le
I"utilitaire MSDlite de la banque de données de structure de macromolécule de 'EBI
disponible en ligne http://www.ebi.ac.uk/msd/index.html.

La chaine principale de la protéine est bien définie dans la carte de densité électronique a
I'exception des extrémités amino- et carboxy- terminales. De ce fait, les résidus Metl, Ala2 et
Asn487 n’ont pu étre modélisés dans les quatre monomeres.

80




2- Les structures déterminées Resultats

2.3.1. Le monomere
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Figure IT1.13 :

Structure primaire annotée des structures secondaires de la Bs_ MSDH.

Le domaine de fixation du cofacteur s'élend des résidus aminoacyls 1-123 et 141-25] et les
structures secondaires qui le composent sont en bleu foncé. Les résidus aminoacyls 252 a
470 composent le domaine catalytique dont les structures secondaires sont en rouge. Celles
du domaine d’oligomeérisation (résidus aminoacyls 124-140 et 471-486) sont en bleu clair.

La «cysiéine catalylique » en position 284 est surlignée en vert. et la structure primaire
signature du site de fixation du NAD" est surlignée en mauve.

La représentation de la structure primaire a éi€ réalisée avec le logiciel Alscript (version
locale) de Barton (1993).

Un monomere est composé de dix-huit brins répartis en trois feuillets B principaux et
de quatorze hélices a qui s’organisent autour de deux des feuillets B principaux (Figure ). Le
monomere se subdivise en trois domaines : de fixation du cofacteur, catalytique et
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d’oligomérisation (Figure ). La structure tertiaire des deux premiers domaines est de type o/f3

plan. Ces domaines sont assimilables au « repliement de Rossmann » qui est la structure
tertiaire fréquemment rencontrée pour le domaine de fixation du cofacteur de type NAD(P)".
LLa chaine polypeptidique débute dans le domaine de fixation du cofacteur et se poursuit
successivement dans les domaines d’oligomérisation, de fixation du cofacteur, catalytique et
de fixation du cofacteur pour terminer dans le domaine d’oligomérisation.

2.3.1.1. Le domaine de fixation du cofacteur

Le domaine de fixation du cofacteur est principalement composé d’un feuillet B mixte
constitué des brins B2, By, Be, Ps, Ba. Bo. Pe et Bo. Le brin B, représente la premiére structure
secondaire de la Bs_MSDI (extrémité amino-terminale). Les hélices du domaine sont
disposées de part et d’autre du feuillet B mixte. Les hélices a;, ap et ag sont situées sur une
méme face du feuillet tandis que les hélices a, a3, ag et a¢ sont sur 'autre face. Le domaine
présente ¢galement un feuillet B antiparallele secondaire a deux brins, B3 et By, en amont du
brin .. Les brins et les hélices annotés par une lettre correspondent aux brins et aux hélices
du repliement de Rossmann canonique par opposition aux brins et aux hélices qui portent un
chiffre en indice.

Domaine d'oligomerisation

Figure I11.14 : Représentation en ruban de la structure tertiaire du monomeére de Bs_MSDH.
Dessin réalisé avec le logiciel MOLMOL (Koradi er al., 1996).

2.3.1.2. Le domaine catalytique

Un feuillet B mixte a sept brins (Ba', Bs', Bc, Bo's Be, B7 et Pg) constitue la base de la
topologie du domaine catalytique. Une des faces de ce feuillet est composée des hélices aa et
ag' tandis que les hélices ap, ag, o4 et as sont situées sur I'autre face. Ce domaine s’achéve
par I'hélice as. Le repliement de ce domaine étant de type o/f plan, la nomenclature utilisée
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s appuie sur celle du domaine de fixation du cofacteur ot I'annotation par des lettres désigne
les brins et les hélices du repliement de Rossmann canonique et celle par des chiffres spécifie
les brins et les hélices propres aux aldéhyde deshydrogénases.

2.3.1.3. Le domaine d’oligomérisation

Le domaine d’oligomérisation est uniquement composé des trois brins (Bs, Bs et Bio)
disposés en un feuillet B antiparalléle. Le brin ;o se poursuit au-dela du feuillet et correspond
a ’extrémité carboxy-terminale de la Bs_ MSDH.

2.3.1.4. Organisation spatiale des trois domaines

Dans un plan, les trois domaines des aldéhyde deshydrogénases et de la Bs_MSDH
s’organisent les uns par rapport aux autres pour former un monomere en forme de « L »
(Figure ). Les deux domaines o/p plans se font face, de telle sorte que la boucle, entre ag- et
Bg', qui porte la cystéine catalytique soit orientée vers la boucle, entre Bp et ag, qui porte la
séquence signature de la fixation du cofacteur NAD™. Ainsi associés, le domaine de fixation
du cofacteur et le domaine catalytique constituent le premier segment de la forme en « L ». Le
domaine d’oligomérisation forme le second segment de la forme en « L » qui est situé dans
I'espace a proximité du domaine de fixation du cofacteur du premier segment.

2.3.2. L’association oligomérique

Comme dans le cas des aldéhyde deshydrogénases, le tétrameére de la Bs. MSDH est
un dimere de dimere ot les monomeres A et B forment un dimere, et par conséquent les
monomeres C et D constituent I’autre dimeére (Tableau ).

Domaines 1 Brins des domaines | Monomeres | Oligomérisation
Catalytique " B Bs. By Bes Bas Booet P | B | A | Dimeres
Oligomérisation Pro, BeetPs A | B AB
()Iigomérisatio_n_ [ {im,_[;é?[i_ D - _FC | Din@s
Catalytique B. Bs. Be, Be's Pas Por et P C D CD

Tableau I1L15:  Oligomérisation de la Bs_MSDH,

Les brins Pee et Pip sont impliqués dans la dimérisation el les brins Ps dans la
tétramérisation,

Les monomeres s’ associent en dimere par formation de deux feuillets B mixte inter-chaines a
dix brins, via les brins Bg: (Gly432-Asn437) et B¢ (Lys474-Argd80). Chaque feuillet B ainsi
formé (Tableau ) résulte de I'association du feuillet § mixte du domaine catalytique (B7, s,
Ber, Bee Pars Bor et Bgr) avec le feuillet B antiparalléle du domaine d oligomérisation (Bg, e et
Bs). Et d'autre part, la dimérisation est relayée par les hélices ag (Lys230-Asn243) des
domaines de fixation du cofacteur.

83




2- Les structures déterminées Résultats

Domaine d'ocligomerisation

URETREREIH

Domaine catalytique

Tableau IIL.16 :  Schéma représentant un des deux feuillets B &4 dix brins a I'origine de la dimérisation.

Le code couleur sera conservé loul au long des résultats. Le monomére A et B sont
respectivement en bleu et en vert,

Les diméres AB et CD s’associent en tétramere par les brins Bs (Glyl124-Leul27). Le
brin Bs du monomeére A est en interaction avec le brin Bs du monomeére D, et celui du
monomere B est en interaction avec le brin Bs du monomere C. Les brins s sont en
interaction entre eux, par liaison hydrogéne, uniquement en leur centre via les résidus
aminoacyls Glyl24 et Aspl25 ; ils ne sont pas paralleles 'un a 1'autre. Ainsi, les quatre
monomeres sont associ€s les uns aux autres par deux pseudo-feuillets B mixtes (a 20 brins)
inter-chaines.

Au niveau du domaine d’oligomérisation (Tableau ), la boucle de connexion (Alal28-Glul35)
entre les brins fis et B, ainsi que extrémité carboxy-terminale du brin 3o (Tyr481-Phed86),
sont en interactions avec les hélices op: et ag' d’un monomere d'un autre dimere (par exemple
A avec C). Les hélices o, et a3 d'un monomere sont en interactions avec leurs homologues
dans le tétramere. Tous ces contacts (récapitulés dans le Tableau ) s’effectucnt avec le
monomere dont le domaine d'oligomérisation n’est pas impliqué dans le feuillet B
antiparallele a 20 brins ; c'est-a-dire le monomere C pour le domaine d’oligomérisation du
monomere A.

Monomeres A I C A C A (&
Structures
a-.-lcx;u‘Jlu:lm Bio (C) U el gy boucle Bs-fs O as el oy el oy
Alal28 CO | NH1 Arg423
Alal28 CO | NH2 Argd23
Ser129 OG | NHI Arg423
¥ . Prodgs | Leu396 Aspl33NH | NHI Arga23 | V2l03 Theg
Résidus aminoacyls Phed86 Lys397 = a a
| Tyra34 Valloa NH | NHLAgded | aenot  iGlyild
Glul35 OE] | NH2 Arg426
Glul135 OE2 | NH2 Arg426
Glul35 OE2 | NH2 Arg423
St hydrophobes
i _ hydrophobes liaisons hydrogene el
d intéractions . .
liaisons hydrogene

Tableau II1.17 :

Interactions inter-dimeéres du domaine d’oligomérisation de type A/C.

Ces intéractions sont également valables pour tous les domaines d'oligomérisation du

tétramere. Byo (Ct) pour la partie carboxy-terminale du brin B,q.
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2.3.3. Les sites importants

2.3.3.1. Le site de fixation du cofacteur NAD"

Quel que soit le monomere, la molécule de NAD" est bien définie dans la densité
€lectronique et a pu étre complétement modélisée (Figure ).

Figure I1L18 : Modélisation de la molécule de NAD" dans la densité électronique de la structure de la
Bs _MSDH sous forme holo-enzyme.

La carte de densité électronique est du type 2fo-fc avec un niveau de contour a 1.2 sigma.

Le site de fixation du cofacteur est principalement composé par des résidus
aminoacyls du domaine de fixation du cofacteur. L’adénine du NAD" s’insére entre les
extrémités amino-terminales des hélices ap et ag, et se pose sur les brins Ba. Bg et Pp. Les
résidus His209 et Val232 stabilisent le cycle par des contacts de van der Waals. Les
groupements hydroxyles du ribose de I’adénosine sont stabilisés par des liaisons hydrogene
¢tablies avec les résidus Lys176 du brin Bg, Glul79 de la boucle entre Bg et ac et AlalS0 du
brin Ba (Figure ). Le site de fixation du groupement pyrophosphate, de structure primaire
GSKPVG (Gly228 a Gly233), est bien situé entre I'extrémité carboxy-terminale du brin Bp
(Ala223-Val227) et I'extrémité amino-terminale de I’hélice ag (Lys230-Asn244). Les atomes
d’oxygene AOPI et NOPI (voir annexe 1) des deux groupements phosphate établissent des
liaisons hydrogéne avec les résidus Serl78 et Ser229 des deux boucles qui relient
respectivement les brins Bg et Pc aux hélices ac et ap. Les groupements hydroxyles du ribose
Iié au cycle nicotinamide sont stabilisés par le résidu Glu382 de la boucle qui relie I’hélice as
au brin B du domaine catalytique. Le nicotinamide est positionné entre deux boucles, I'une
connecte le brin Bp a I’hélice o dans le domaine de fixation du cofacteur et ’autre porte la
cystéine catalytique en position 284 (entre 1’hélice ag: et le brin Bg:). Le NH primaire du
groupement carboxamide du nicotinamide €tablit une liaison hydrogene directe avec le résidu

85




2- Les structures déterminées Résultats

Thr251 du domaine de fixation du cofacteur et deux liaisons hydrogeéne via une molécule
d’eau avec les résidus Asn4]0 et Ser455 du domaine catalytique. Le nicotinamide est dans
une position compatible avec le transfert d*hydrure. L’atome de carbone en position NC4 du
nicotinamide est en moyenne a 3,1 A de I'atome de soufre du résidu Cys284. Toutes les
interactions effectuées par le NAD™ sont récapitulées et détaillées dans la Figure .

S178/124
HO
!
f’
E3g2/399 !
H /S 00/
; 229/246
Q HO \ Vs
OH \ I - H,C
1 3
HN\ 0\ ‘\\ ‘l :I ,’, % CH3
Tas1/269 o s hN
8 455la71 ‘\\ 0
\ N \ \

N
H H,N / N\ / -.I \/ O~y o
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“Nayolazz I-Ii n N ( 4
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HoN Eoocl H200/226
2 179'195
Vaoq/
227/244 Rigialtos
Ki7e/192
Figure I111.19 : Description des intéractions entre la Bs_MSDH et le NAD™,

Les lignes pointillées rectilignes représentent les liaisons hydrogene identifiées qui sont
établies entre le site de fixation du cofacteur de la Bs_MSDH et le NAD". Les résidus
aminoacyls His209, Val212 el Val232 représentent la poche de fixation de I'adénine du
NAD". Le résidu arginyl 180 (Arg180) n’élablit pas de liaison hydrogéne avec le cofacleur,
mais est a proximilé du groupement pyrophosphate. Les lignes courbes en pointillées
indiquent les interactions de van der Waals. En indice des résidus aminoacyls sont indiquer
les positions qu'ils occupent respecltivemenlt dans le Bs_MSDH el les ALDH.

2.3.3.2. Le site actif

La « cystéine catalytique » appartient a la boucle qui lie I'hélice ag' (Asn264-Phe277)
et le brin Bg (Ala288-Glu293). Pour décrire le site actif de la Bs_MSDH (Figure ), le
tétramere est orienté de sorte que les brins Ba, Bp, Bx et Po du domaine de fixation du cofacteur
soient en arriére plan et que la cystéine catalytique soit en avant de ces brins. Le tunnel, qui
s'¢tend du domaine de fixation du cofacteur au domaine catalytique, est obstrué par le
nicotinamide du NAD" au niveau de la cystéine catalytique (Cys284). Cette derniére est
entourée de chaines latérales hydrophobes des résidus aminoacyls suivants : Phel54, Met157,
Trpl61, Met285, Arg283 (partie aliphatique) et Phe449 (Figure ). L’hélice ap: surplombe la
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cystéine catalytique. Deux résidus asparagyls, Asn153/169" et Asn410/427, sont positionnés 2
¢quidistance de Cys284/302. Le résidu Asn153 correspond au résidu asparagyl caractéristique
du site oxyanion (Asnl69 chez les ALDHI et ALDH2) qui est essentiel a la catalyse
enzymatique. De la cystéine catalytique a la surface de 'enzyme, les contours du site actif
sont définis par les hélices ag (Phel54-Gly170) et a3 (Thr98-Gly!17) situées du méme coté
que le NAD" et du c6té opposé, par la boucle (Asn437-Serd55) qui connecte les brins Pg el
Po. La boucle (Alal28-Vall34), qui relie les brins Ps et Bg du monomere qui compose le
dimere, compose Ja derni¢re face du site actif, en opposition au résidu Cys284. L’entrée du
site actif est restreinte par 1'hélice a» (Val65-Asn94) d’un monomeére de I’autre dimere. Par
exemple, I’hélice oy du monomere C réduit 'entrée du site actif du monomere A. Le résidu
leucyl Leu250 occupe une position équivalente a celle du résidu glutamyl 268 catalytique des
aldéhyde deshydrogénases.

oB’

Figure I11.20 : Représentation des structures secondaires qui définissent le site actif de la Bs_MSDH.

Les chaines principales sont représentées en lacet. Le code couleur est le suivant : rouge
pour la monomere A. jaune pour le monomére B et vert pour le monomere C. Les
monomeres A ¢t B constituent un dimére du tétramere.

" Les numéros correspondent aux posilions occupées respectivement chez la Bs_MSDH et les ALDH.
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R283/301
~ N153/167

M285/301 C284/302

F154/170

N410/427
M157/173

F449/465

——

W161/177

Figure I11.21 :

Représentation des résidus aminoacyls du site actif de la Bs_MSDH.

La chaine principale est représentée sous forme de lacet de couleur grise. Le NAD" n’est
représenté pas. Les numéros correspondent aux positions occupées respectivement chez la
Bs_MSDH et les ALDH.

24.

Structure de ’acylenzyme (Mmsa-1)

2.4.1. Généralités

Les cristaux d’acylenzyme ont été obtenus par trempage de cristaux d’holo-enzyme
(enzyme/NAD"), pendant 10 minutes, dans la solution de cristallisation enrichie en substrat
(SmM), le méthylmalonate semialdéhyde (MMSA).

lLa structure de I’enzyme acylée est un homotétramere dont les monomeéres sont
superposables les uns aux autres par rotation de 180° selon trois axes 2 perpendiculaires deux
a deux (Tableau ). La structure est comparable a celle de |'Holo-2 avec 0,269 A de
rms correspondant a la superposition des monomeres A. Les extrémités N-terminale (Met] et
Ala2) et C-terminale (Asn487) n'ont pu étre modélisées en raison de I'absence de densité

¢lectronique.
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Monoméres A B C D
A 0,257 | 0,270 | 0,231
B 0244 | 0,273
T 0,266
D K
Tableau I11.22 : Valeurs des écarts quadratiques moyens en A correspondant aux superpositions de la

structure de I'acylenzyme.

Les superpositions des monomeres entre eux ont €té elfectuées uniquement par
superposition des atomes de carbone .

Holo-2 A désigne le monomére A de la structure Holo-2.

2.4.2. Particularités de la structure Mmsa-1

2.4.2.1. Le site de fixation du cofacteur

La carte de densit¢ €lectronique résiduelle fo-fc révele que les quatre sites de fixation

du cofacteur sont dépourvus de NAD' ou de NADH. Le départ des quatre molécules de
NADH n’a pas affecté la conformation globale de la protéine et des sites de fixation du
cofacteur. Toutefois, deux changements notables ont ét€ observés au niveau de I’orientation
des chafnes latérales des résidus aminoacyls qui composent le site de fixation du cofacteur.
Le résidu Glul79, impliqué dans la stabilisation du ribose de I'adénosine via sa chaine
latérale. adopte une conformation différente en I'absence de cofacteur (Figure ). A noter, un
des deux groupements sulfate occupe la méme position que celle adoptée par la chafne
latérale du résidu Glul79 dans la structure Holo-2. L’orientation de la fonction acide en
direction des chaines latérales des résidus Val38 et Ile40 tend a supposer que la fonction
existe sous sa forme carboxylique (non chargée). De plus, un des atomes d’oxygene de la
fonction acide est 2 une distance de 2,7 A de la fonction carbonyle du résidu Pro39 qui est
compatible avec la formation d’une liaison hydrogene.

Dans la structure Holo-2 (Figure ), la chaine latérale du résidu Argl80 est orientée en
direction du phosphate li€ au ribose du nicotinamide. Compte tenu de la qualité des cartes de
densité électronique autour de ce résidu, aucune interaction n’a €t€ envisagée dans la structure
Holo-2. Par contre, les cartes de densité électronique sont bien définies autour du résidu
Argl80 dans la structure Mmsa-1. La conformation de la chaine latérale de ce résidu est
modélisée avec certitude. Le groupement guanidinium de la chaine latérale du résidu Argl80
est alors en interaction avec les molécules de sulfate présentées ci-dessous.
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N331
R180/196
R334
P39
E179/195
Figure 111.23 : Représentation en batons de la superposition particlle des sites de fixation du

cofacteur des structures Holo-2 et Mmsa-1.

Les structures Holo-2 et Mmsa-1 sont respectivement colorées en rouge et en bleu. La
molécule de NAD+ est de couleur or, tandis que les groupements sulfate sont de couleur
turquoise. Les numéros correspondent aux positions occupées respectivement chez la
Bs_MSDH et les ALDH.

Deux groupements sulfate sont modélisés dans chaque site. Ceux-ci n’occupent pas la
méme position que les groupements phosphate du cofacteur. Les atomes d'oxygéne du
premier groupement sulfate établissent des liaisons hydrogéne avec le groupement -NH- de
la chaine principale et le groupement guanidinium du résidu Argl80, et avec la fonction
hydroxyle de la chaine latérale du résidu Ser178 (Figure ). Le second groupement sulfate est
moins bien défini dans la carte de densité électronique. 1l est stabilisé dans sa position par des
liaisons hydrogene qui impliquent les chaines latérales des résidus Argl80, Asn331 et Arg334
(Figure ).

2.4.2.2. Le site actif

Les quatre résidus cystéyls en position 284 sont acylés par le substrat. Chacun d’eux
présente un taux d’occupation d'une valeur de 1. La densité €lectronique autour du résidu
acyl€ est bien définie dans deux monomeres (B et C) sur quatre. Seul le stéréoisomere S- du
MMSA se modélise dans la densité électronique de la structure (Figure ).
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Figure 111.24 : Représentation du résidu cystéyl 284 acylé par le méthylmalonate semialdéhyde (L)
modélisé dans la densité électronique.

La carte de densie €lectronique est du type 2fo-fe avec un niveau de contour a 1,2 sigma.

La Figure rend comple de la position du substrat dans le site actif ainsi que des
interactions qu’il effectue avec I’enzyme.

LLa fonction carbonyle est orientée vers le résidu asparginyl 153, ['équivalent du résidu
Asnl69 caractéristique du site oxyanion des aldéhyde deshydrogénases. [.'atome d’oxygene
de la fonction établit respectivement deux liaisons hydrogeéne de 3,0 et 2,7 A avec le ~NH, de
la chaine latérale de Asnl33 et le -NH- de la chaine principale du résidu cystéyl acylée 284.
Le groupement méthyle se positionne dans une poche hydrophobe constituée des résidus
aminoacyls Trp161 et Phe449.

Un des deux atomes d’oxygéne de la fonction acide terminale forme une liaison
hydrogéne avec le —~NH- de la chaine principale du résidu méthionyl 285 (/303). Cette
interaction fixe ’orientation et la position de cette fonction acide en direction de la chaine
latérale des résidus aminoacyls Argl07/124 et Arg283/301. Les cartes de densité électronique
permettent de modéliser le résidu ArglO7 avec certitude. Ce résidu aminoacyl est invariant
chez les méthylmalonate semialdéhyde deshydrogénases (voir alignement a la fin de ce
chapitre). Dans les monomeres B et C, la chaine latérale du résidu ArglQ7 est en interaction
avec la fonction acide du substrat. Aucune liaison hydrogéne ne peut étre considérée avec le
résidu arginyl 283.
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Trpl61/177

Phe449/465

Met285/303

Asnl53/169

Arg283/301
(

Figure I11.25 :

Description des inferactions entre la s MSDH et le substrat.

La chaine principale est représentée en lacet. Les lignes pointillées rendenl complent des
ltaisons  hydrogéne conslatées. Les numéros correspondenl aux posilions occupées
respectivemenl chez la Bs MSDH et les ALDH.

2.3,

Structure du complexe CoA-NAD

2.5.1. Généralités

Les cristaux de la Bs. MSDH complexée aux cofacteurs NAD" et CoA ont été obtenus
par cocristallisation. L'enzyme est préalablement incubée 30 minutes a 30°C dans le tampon
phosphate (50 mM, pH 8,2) supplémenté en CoA (40 mM) et NAD+ (20 mM). Les conditions
d’obtention des cristaux sont identiques a celles utilisées pour former les cristaux

d’holoenzyme.

LLa structure de ce complexe, appelée structure CoA-NAD, est un homotétramere dont
les monomeres sont superposables les uns aux autres par rotation de 180° selon trois axes 2
perpendiculaires deux a deux (Tableau ). La structure est comparable a celle de I'Holo-2,
0,218 A de rms (superposition des monomeres A). Les deux tétrameres présents dans |'unité
asymétrique sont superposables entre eux (0,144 A de rms). Les extrémités N-terminale
(Metl et Ala2) et C-terminale (Asn487) n’ont pu €tre modélisées en raison de ['absence de

densité €lectronique.
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Monomeres A B C D Monomeres = I G | H
A ~_| 0257 | 0.270 | 0.231 I 0.269 | 0.263 | 0.233
B | 0244 | 0,273 F 0234 | 0,263
C ] 0.266 | G | 0.250
> T ==
Tableau 111.26 : Valeurs des écarts quadratiques moyens en A correspondant a la superposition des

monomeéres de la structure CoA-NAD.

Les superpositions des monomeres entre eux ont été effectuées uniquement par
superposition des atomes de carbone . Les monoméres A, B, C et D constituent un
tétramere. tandis que le second est composé des monomeéres E, F, G el H.

['affinement de la structure CoA-NAD étant en cours d'achévement, les résultats
structuraux préliminaires sont présentés ci-dessous.

2.5.2. Particularité de la structure CoA-NAD

2.5.2.1. Lesite de fixation du cofacteur

[La carte de densité électronique résiduelle fo-fc indique que les quatre sites de fixation
du cofacteur des deux tétraméres sont occupés par des molécules de NAD™. A ce niveau
d'avancement de ['affinement, les molécules de cofacteur semblent présenter un taux
d’occupation d’une valeur de 1. Les molécules NAD" occupent la méme position dans leur
site que celle observée dans la structure Holo-2. 1ls présentent une conformation étendue avec
le cycle nicotinamide en position de transfert d’hydrure. Les contacts entre 'enzyme et le
colacteur sont les mémes que ceux décrits dans la structure Holo-2 (voir paragraphe 2.3.3.1
page 85).

2.5.2.2. Le site de fixation du CoA

Au niveau de tous les sites aclifs, la carte de densité €lectronique résiduelle fo-fc
révele la présence d’une molécule de CoA (Figure ). La densité électronique n’est pas
continue sur toute la longueur de la molécule, mais elle est suffisante pour modéliser
I'ensemble. La molécule de CoA adopte une conformation non étendue ou le motif
pantéthéine est en position syn par rapport au motif adénosine (voir la nomenclature et la
description du CoA en annexe).

A ce niveau d'avancement de I'affinement, le CoA a été modélisé dans un seul des
huit monomeres indépendants. Le site de fixation de la molécule de CoA coincide avec le site
actif (voir paragraphe 2.3.3.2 page 86). L’ensemble des structures secondaires qui définissent
ce site sont impliquées dans la stabilisation du CoA (Figure ).
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Figure 11127 : Modélisation de la molécule de CoA dans la densité électronique de la structure
CoA-NAD.

La carte de densité ¢lectromque est du type 2fo-fc avec un niveau de contour a 1,2 sigma.

[.e motif adénosine se situe en bordure extérieure du site actif, avec la fonction amine
secondaire en direction de la boucle qui relie les brins Be et B9. Le groupement phosphate en
position 3’ du ribose de 1'adénosine est orienté vers la surface du site actif en direction de
I’hélice @» d’'un monomere de 'autre dimere. Le groupement pyrophosphate se positionne
parallclement a I'hélice ag:. La partie pantéthéine (« bras ») adopte une conformation étendue
et occupe le centre du tunnel du site actif. La premiére fonction carbamide (équivalente a une
liaison peptidique) présente une conformation trans alors que la seconde adopte une
conformation cys. L.e CoA est placé dans le site de sorte que |"atome de soufre terminal du
bras pantéthéine soit 2 2,9 A de celui du résidu Cys284/302. Du groupement pyrophosphate a
la seconde fonction carbamide, la molécule de CoA n’est pas bien définie dans la densité
électronique (Figure ).

Le cycle adénine se fixe dans une poche majoritairement hydrophobe définie par les
résidus aminoacyls Leu438 et Thr478 du monomere concerné et par lle130, Alal31 et Vall34
de I"autre monomere du dimeére. Le CoA établit avec certitude quatre liaisons hydrogéne. Les
deux premiércs concernent la fonction amine primaire de I’adénine. Elle est en interaction
avec les fonctions carbonyles des chafnes principales des résidus Val440 et Alad442. La
troisieme interaction de type liaison hydrogéne implique ’atome d’oxygéne de la seconde
fonction carbonyle du CoA et une fonction amine en position epsilon de la chaine latérale du
résidu Arg283/301. La derniere liaison hydrogéne recensé€e concerne un atome d’oxygéne du
groupement phosphate qui succéde le ribose et le -NH; de la chaine latérale du résidu
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Asn271. La premiere fonction carbamide est située a proximité du groupement guanidinium
du résidu Argl07/124. Contrairement a ce qui est observé dans la structure Holo-2, la chaine
latérale de ce résidu est bien définie dans les cartes de densité €lectronique. Ici, la
conformation du résidu Argl07/124 est stabilisée par formation d’une liaison hydrogeéne avec
la chaine lat¢rale du résidu Glul10. Le groupement phosphate en position 3™ du ribose peut
potentiellement étre en interaction avec le groupement guanidinium du résidu Arg67 d’un
monomere de |’autre dimere. A titre d’exemple, le résidu Arg67 du monomere C se situe non
loin du groupement phosphate du CoA fixé dans le site actif du monomere A. Les interactions
définics entre le CoA et la Bs. MSDH sont récapitulées dans la Figure .

Figure 11128 : Représentation de la molécule de CoA dans le site actif dans la structure CoA-NAD.

Les chaines principales sont représentées en lacel. Le code couleur est le sulvant : rouge
pour la monomére A, jaune pour le monomére B el vert pour le monomere C. Les
monomeéres A el B constituent un dimére du tétramére.
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oB’

boucle B5-36
02

Figure 11129 : Description des interactions entre la Bs_MSDH et le CoA.
Les chaines principales sont représentées en lacet. Le code couleur est le suivant : rouge
pour la monomére A, jaune pour le monomeére B et verl pour le monomere C. Les
monomeres A el B constituent un dimere du (élramére.

2.6. Structure du complexe CoA

Les cristaux de la Bs_MSDH complexée au coenzymeA ont €t€é obtenus par
cocristallisation. L.'enzyme est préalablement incubée 30 minutes a 30°C dans le tampon
phosphate (50 mM, pH 8,2) supplémenté en CoA (40 mM). Les conditions d’obtention des
cristaux sont identiques a celles utilisées pour former les cristaux d’holoenzyme.

La structure de ce complexe, appelée structure CoA, est un homotétramere dont les
monomeres sont superposables les uns aux autres par rotation de 180° selon trois axes 2
perpendiculaires deux a deux (Tableau ). La structure est comparable a celle de 1'Holo-2,
0,191 A de rms (superposition des monomeres A). Les extrémités N-terminale (Met!l et Ala2)
et C-terminale (Asn487) n’ont pu é&tre modélisées en raison de |'absence de densité
¢électronique.
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Monoméres A B C D
A 0303 | 0.278 | 0.193
B ' 0213 | 0,286
G 0,259
~ D

Tableau 111.30 : Valeurs des écarts quadratiques moyens en A correspondant a la superposition des
monomeres de la structure du complexe CoA.

Les superpositions des monomeres entre eux onl ¢é effectudes uniquement par
superposition des atomes de carbone a.

2.6.1. Les particularités de la structure CoA

2.6.1.1. Le site de fixation du NAD"

La carte de densité €lectronique résiduelle fo-fc révéle que les quatre sites de fixation
du cofacteur sont occupés par deux groupements sulfate. Ceux-ci n'occupent pas la méme
position que les groupements phosphate du cofacteur. Ils adoptent les mémes positions et
forment les mémes interactions que celles observées dans la structure Mmsa-1 (voir
paragraphe 2.4.2.1 page 89 et Figure 111.23 page 90). Détail remarquable, la chaine latérale du
résidu Arg334 est bien définie dans les cartes de densité électronique contrairement a ce qui
est observé dans la structure Mmsa-1. Cette différence peut s’expliquer par les modes
opcratoires d’obtention des cristaux. Dans le cas de la structure Mmsa-1, les groupements
sulfate ne peuvent se placer dans le site de fixation du NAD" qu'apres le départ de celui-ci.
Or, les cristaux sont obtenus suite a I'incubation de I’enzyme avec du cofacteur, puis le
substrat est diffusé dans les cristaux. Pour la structure CoA, les groupements sulfate de la
structure CoA peuvent se placer dans le site des I'établissement de la goutte de cristallisation,
bien avant la formation des cristaux.

2.6.1.2. Le site de fixation du CoA

La carte de densité résiduelle fo-fc révele la présence d’une molécule de CoA dans le
site actif de chaque monomere. Seul le motif adénosine est bien défini dans les cartes de
densité clectronique. LLe CoA adopte les mémes conformation et position que celles
déterminées dans la structure CoA-NAD (voir paragraphe 2.5.2.2 page 93 et Figure page 95).
Cette structure confirme que le CoA se fixe dans le site actif bien que le NAD™ ne soit pas
présent. La limite de résolution de la structure ainsi que la qualité de la carte de densité
électronique n’apportent pas d’informations complémentaires a celles obtenues par la
structure CoA-NAD sur la fixation du CoA.
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3. Modélisation moléculaire

3.1. Objectif de la modélisation moléculaire

Les structures de I’holoenzyme et ’acylenzyme ont été respectivement obtenues en
2003 et 2005. Dans P’intervalle, des travaux de modélisation ont été entrepris pour tenter de

.....

ont été envisagées pour répondre a cette interrogation :

1 — Le « docking » moléculaire du substrat.
2 — La modélisation moléculaire sur un intermédiaire réactionnel.

3 — La dynamique moléculaire avec le substrat placé dans le site actif.

Apres considération du mécanisme enzymatique de la Bs_ MSDH et de la structure a notre
disposition, la modélisation moléculaire d’un intermédiaire réactionnel a été retenue. Le choix
reste a faire entre l’intermédiaire thiohémiacétal (qui précede le transfert d’hydrure) et
I’acylenzyme. Celui-ci s’est porté sur l’intermédiaire thiohémiacétal étant donné les
suppositions (par les connaissances enzymologiques sur la Bs_ MSDH) de stabilisation et de
position de ce dernier dans le site actif. En effet, I’atome d’oxygene non protoné de cet
intermédiaire est stabilisé sous sa forme hydroxylate par le site oxyanion (Figure ). Cet atome
doit étre a une distance compatible avec la formation de liaisons hydrogene avec le -NH, de
la chaine latérale du résidu Asnl53 et le -NH- de la chaine principale du résidu Cys284. De
plus, I’atome d’hydrogéne impliqué dans le transfert d’hydrure doit étre orienté en direction
du carbone NC4 du nicotinamide du NAD" sur lequel il est par la suite transféré. De ce fait, le
modele obtenu par modélisation moléculaire peut étre analysé et critiqué plus aisément.
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Figure ITL31 : Interactions supposées pour la stabilisation de ’'intermdédiaire thiohémiacétal en vue
de la modélisation moléculaire.

3.2. Modélisation des intermédiaires R- et S-

3.2.1. Préparation en vue de la modélisation

Le logiciel Amber version 8.0 (Case et al., 2004) a éié utilis¢ pour effectuer la
modélisation moléculaire des intermédiaires R- et S- de I’hémithioacétal. Les librairies
d’acides aminés de ce logiciel ne proposent pas de résidu cystéyl acylé et celles d’atomes ne
définissent pas d’atome d’oxygeéne chargé négativement lié a un atome de carbone. Les
librairies de topologie et de parametres du résidu cystéyl acylé par le MMSA ont été
préalablement créées en utilisant le programme leap du logiciel. Ce programme ne calcule pas
les charges des atomes. Celles-ci ont €té calculées avec le logiciel Gaussian 98 (Frish et al.,
1998) avec une charge globale de « -2 » pour un acide aminé modifié qui correspond a une
«cystéine acylée » par le MMSA. Cette charge globale résulte de 1’addition de la charge
négative de la fonction carboxylate terminale et de celle de I'atome d’oxygene li€ au carbone
en hybridation sp;. La géométrie des acides aminés modifiés R- et S- a été au préalable
optimisée par le logiciel Gaussian 98.
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3.2.2. Minimisation des modeles

3.2.2.1. La procédure de minimisation

L.e programme sander en mode minimisation du logiciel Amber a €té utilisé pour
minimiser les modeles de Ja Bs_MSDH. Les algorithmes du « steepest descent » et du
gradient conjugué ont €té successivement employes. Les parametres de minimisation sont
décrits dans le Tableau .

Paraméltres de == - s - .
£ \ Valeurs assignées Descriptions des parametres
mintmisation
imin I mode minimisation
nth \ 0
maxcyc | 3000 nombre du cycles de SD et GC
ncyc 2000 nombre de cycles de SD
scee 1.2
dielc 4,0 constante diélectrique
cut 12,0 cut off
ntmin | ]
Tableau 11132 : Description des critéres de minimisation des modeéles des stéréoisomeres de

I'intermédiaire thiohémiacétal.

Les termes « SD » et « GC » désignent respectivement les algorithmes de minimisation
« steepest descenl » el gradient conjugué. Pour le «cut off » se reporter au chapitre
Matériel & Méthodes.

3.2.2.2. Modeles obtenus par la modélisation moléculaire

Les modeles obtenus a I'issu de I’affinement vérifient les critéres définis au préalable.
[."atome d’oxygene, chargé négativement porté par le premier atome de carbone asymétrique,
est orient¢ vers la chaine latérale du résidu Asnl53. L’atome d’hydrogéne porté par le méme
atome de carbone est orienté en direction du cycle nicotinamide du NAD" et la distance qui le
sépare de 1'atome de carbone NC4 est compatible avec le transfert d hydrure.

L.es modeles obtenus révelent que la couronne de résidus aminoacyls hydrophobes du

site actif est compétente pour stabiliser le groupement méthyl (-CH3) de la cystéine acylée.
Cette couronne est composée des résidus Phel54, Metl57, Trpl6l, Arg283 (la partie
aliphatique de la chaine latérale), Met285 et Phe449. Cette modélisation semble indiquer que
les deux stéréoisomeéres de I'intermédiaire thiohémiacétal peuvent exister dans le site actif de
I’'enzyme (Figure ).
Quel que soit le modele, aucune liaison hydrogéne n’a été constatée entre la fonction acide et
I'enzyme. Les chafnes latérales des résidus Argl07 et Arg283 adoptent des conformations
différentes selon le modele. Elles sont a proximité de la fonction acide sans pour autant étre
en interaction avec les atomes d’oxygeéne de celle-ci.
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w161 w161
M157

F449 F154
F154 | S
R283 M285
R283 C284 U285 c284
Figure 11133 : Résultats de la modélisation des stéréoisoméres R- et S- de Iintermédiaire

thiohémiacétal.

La figure de gauche représente le stéréoisomere R- landis que celle de gauche représente le
sliéréoisomere S-.

4. Alignement de structures primaires

[."alignement de structures primaires présenté ci-dessous a €té réalisé avec le logiciel
Modeller (Sali er Blundell, 1993: Marti-Renon et al., 2000 ; Fiser et al., 2000). L"alignement
de la structure primaire de la Bs_ MSDH avec celles des aldéhydes deshydrogénases
(disponibles dans le PDB) résulte de I'alignement des structures tridimensionnelles de ces
enzymes. Les structures primaires de méthylmalonate semialdéhyde deshydrogénases ont été
prises dans la banque de données Swiss-Prot TTEMBL.

Le logiciel Alscript (version locale) a été utilisé pour représenter I'alignement (Barton, 1993).
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Discussion

Le travail de these s’est organisé dans 1’objectif de découvrir les éléments structuraux
qui sont probablement a I’origine du mécanisme enzymatique singulier de la méthylmalonate
semialdéhyde deshydrogénase de Bacillus subtilis, par rapport au mécanisme consensus établi
pour les aldéhydes deshydrogénases non CoA-dépendantes. Les mécanismes enzymatiques
des ALDHs et de la Bs. MSDH sont récapitulés dans le préambule. Cette discussion ne peut
se faire sans la connaissance des acides aminés conservés. Aussi, I’alignement des structures
primaires entre les ALDHs et les MSDHs, est présenté a la fin du chapitre Résulzats.

1. Préambule

1.1. Mécanisme enzymatique des ALDHSs

Les ALDHs catalysent I’oxydation d’aldéhydes en leurs acides correspondants par
attaque nucléophile d’un résidu cystéyl (Cys302) conservé, du site actif sur la fonction
chimique réactive du substrat. Le mécanisme cinétique est de type séquentiel ordonné a deux
étapes et avec passage par un intermédiaire réactionnel covalent, 1’acylenzyme. Le substrat se
fixe uniquement aprés la fixation du cofacteur, NAD(P)*, pour former un complexe ternaire
compétent pour réaliser 1’étape d’acylation. Lors de cette premi€re é&tape, [’attaque
nucléophile est assistée par un site oxyanion défini principalement par la chaine latérale du
résidu asparginyl conservé (Asn169) et par le -NH- de la chaine principale du résidu Cys302.
L’attaque nucléophile conduit a la formation d’un intermédiaire thiohémiacétal, tétraédrique,
puis & celle d’un intermédiaire thioacylenzyme et du NADH. Dans 1’enzyme, le cofacteur
réduit n’occupe plus le méme site que celui de la forme oxydée. Dans cet état
conformationnel, le cofacteur n’entrave pas le processus catalytique de désacylation. Lors de
cette seconde étape, une molécule d’eau activée par un résidu glutamyl conservé (Glu268),
effectue une attaque nucléophile sur ’acylenzyme pour former 1’acide. La molécule de
cofacteur réduit (NAD(P)H) est libérée en dernier. Pour les ALDHs tétramériques, la
désacylation est I’étape limitante de la catalyse.
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1.2. Mécanisme enzymatique de la Bs. MSDH

La Bs_MSDH appartient a la famille des aldéhyde desydrogénases. Elle a la
particularité de produire des acyls transthioestérifiés par une molécule de coenzymeA a partir
d’aldéhydes, et de décarboxyler ses substrats. Au niveau de la structure primaire, la
Bs_MSDH se distingue des ALDHs par I’absence du résidu Glu268 essentiel a 1’étape de
désacylation. La cinétique enzymatique de la Bs_ MSDH est de type ping-pong a trois étapes
principales, 1’acylation, la décarboxylation et la désacylation. Cette premiere étape procede
selon le méme schéma que celui des ALDHs a I’exception de I’issue de la réaction. L’étape
d’acylation s’acheéve par le départ du NADH en plus de la formation de 1’acylenzyme. Deux
molécules de NADH sont libérées par molécule d’enzyme. Aussi, la Bs_MSDH présente une
réactivité de demi-site. Le départ du NADH est suivi par la décarboxylation de I’acylenzyme
qui est I’étape limitante de la catalyse. L’acylation et la décarboxylation ne nécessitent pas la
présence de CoA. Le produit est libéré, suite a la fixation du CoA, par attaque nucléophile de
celui-ci sur I’acylenzyme lors de 1’étape de désacylation.

2. L’apport des structures résolues de la
Bs_MSDH versus son mécanisme
enzymatique

La structure de la Bs_ MSDH sous sa forme holo-enzyme (Holo-2) est la premiere
structure d’aldéhyde deshydrogénase CoA-dépendante et décarboxylante. Elle confirme que
le site actif ne présente pas de résidu qui pourrait jouer le role de base, a I'instar du résidu
Glu268, pour activer une molécule d’eau nécessaire a I’étape de désacylation. Les structures
Mmsa-1, CoA-NAD et CoA correspondent respectivement aux structures de 1’acylenzyme, du
complexe enzyme/NAD'/CoA et du complexe enzyme/CoA.

La structure de I’holoenzyme confirme que le NAD" se fixe bien dans le site de
fixation supposé. La densité €lectronique montre que les quatre sites du NAD™ sont occupés et
que le taux d’occupation des molécules de cofacteurs est de 1. Ce résultat est inattendu
sachant que la Bs_MSDH présente une réactivité de demi-site. En effet, deux sites occupés
sur les quatre ou un taux d’occupation moyen de 2 au global étaient attendus. Ce résultat peut
étre expliqué par le temps de mise en contact entre I’enzyme et le NAD" qui est de 1’ordre du
jour alors que, dans le cas des tests enzymatiques, ce temps est de I’ordre de la demi-heure. La
densité est continue tout le long de la molécule. Le nicotinamide est bien défini dans la
densité €lectronique. Il adopte une conformation compatible avec le transfert d’hydrure.
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Les cristaux d’acylenzyme ont été obtenus par diffusion du MMSA dans les cristaux
d’holoenzyme. La densité électronique de la structure déterminée indique que les quatre
monomeres sont acylés par le substrat et que les quatre molécules de NAD" ne sont plus
présentes sur I’enzyme. L’absence de cofacteur dans la structure de I’acylenzyme est un
résultat structural qui va dans le sens du mécanisme enzymatique a cinétique de type ping-
pong ou le cofacteur une fois réduit est libéré par ’enzyme. Quatre acyls avec un taux
d’occupation de 1 ont été modélisés dans le tétrameére. Tout comme pour 1’occupation des
sites de fixation du cofacteur, la réactivité de demi-site devait se traduire par un taux
d’occupation moyen de ¥2 ou par I’acylation de deux résidus de « cystéine catalytique » par
tétramere. Les conditions expérimentales sont probablement a I’origine de la divergence des
résultats obtenus. La fonction carbonyle de I’acyl est orientée vers le résidu Asnl153 qui
correspond au résidu asparaginyl du site oxyanion chez les aldéhyde deshydrogénases. Cette
fonction est également stabilisée par liaison hydrogene avec le -NH- de la chaine principale
de la « cystéine catalytique » (Cys284/302). La structure révele clairement que 1’acylenzyme
est toujours carboxylée. Cette structure va dans le sens de la cinétique enzymatique ot I’étape
de décarboxylation est I’étape limitante de la réaction. Cette structure répond également a une
question a laquelle il est difficile de répondre par des tests enzymatiques : la stéréospécificité
de la Bs_ MSDH. En effet, I’atome d’hydrogéne sur le carbone en position 2 est labile en
solution ; il y a « racémisation » instantanée. Ici, seul le stéréoisomere S- a pu €tre modélisé
dans la structure.

Quant a Pactivation du résidu cystéyl catalytique, les observations sont en faveur des
suppositions émises par 1’équipe d’enzymologie qui collabore sur ce sujet. Le résidu cystéyl
serait activé par la chaine latérale du résidu Asn153 (du site oxyanion) et les -NH- de la
chaine principale des résidus voisins (résidus proposés dans la these de Claire Chaumeil). De
plus, leurs travaux montrent que les fixations du cofacteur puis du substrat contribuent a la
diminution de pK,,, de la «cystéine catalytique ». Au regard des structures, la fixation du
NAD" pourrait restreindre la liberté conformationnelle de la chaine latérale du résidu cystéyl
de sorte que cette derniére soit uniquement orientée en direction du site actif de ’enzyme.

Les structures Mmsa-1 et CoA présentent deux groupements sulfate dans leurs sites de
fixation du cofacteur. Tout d’abord, nous pouvons exclure la possibilité qui consiste a
supposer que des molécules de NAD" puissent étre présentes dans le site avec un taux
d’occupation moindre. En effet, les groupements sulfate n’occupent en aucun cas la position
des groupements phosphate qui composent le motif pyrophosphate du cofacteur. Les
conformations des chaines latérales des résidus Argl80, Glul79 et Arg339 sont différentes
dans ces structures par rapport a la structure Holo-2. En outre, un groupement sulfate occupe
la position qu’adopte la chaine latérale du résidu Glul79 dans la structure Holo-2. Pour
rappel, ce résidu aminoacyl est invariant chez les aldéhyde deshydrogénases non CoA- et
CoA-dépendantes et stabilise le ribose de I’adénosine chez ces enzymes tétramériques. Au vu
de tous ces résultats structuraux et bien que 1’absence de la structure de I’enzyme sous sa
forme apo ne permettent pas de valider cette hypothese, le temps de latence de la Bs_ MSDH
pourrait &tre li€ & la réorientation des chalnes latérales des résidus aminoacyls cités
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précédemment. Cette réflexion peut encore &tre amenée plus loin sachant que le processus de
purification de la Bs_MSDH (Dubourg et al., 2004) procede via une phase de précipitation au
sulfate d’ammonium. Aussi, au cours de cette phase, des groupements sulfate peuvent intégrer
le site de NAD" et la phase de latence observée uniquement a Dinitiation de la réaction
enzymatique pourrait correspondre a I’expulsion des groupements du site par les molécules de
NAD" apportées lors de la phase d’incubation.

La structure Mmsa-1 est importante pour la compréhension du mécanisme
enzymatique. En plus, elle a été obtenue sans utiliser un mutant de I’enzyme comme cela est
le cas dans toutes les autres structures d’intermédiaire réactionnel. Ce sont les propriétés
enzymatiques intrinseques de I’enzyme qui ont permis ce résultat.

La formation de I’acylenzyme est bien indépendante de la fixation du CoA puisque les
cristaux d’acylenzyme n’ont jamais €t mis en contact avec ce cofacteur.

La structure confirme que I’acylation conduit a la libération du cofacteur réduit NADH. Les
cristaux ont été obtenus par diffusion du substrat MMSA dans les cristaux d’holoenzyme. Ces
conditions expérimentales rendent quasi improbables la réoccupation des sites de fixation du
cofacteur par des molécules de NAD" comme cela est proposé pour la glycéraldéhyde-3-
phosphate deshydrogénase (GAPDH) a mécanisme ping-pong (Harrigan et Trentham, 1974).
Pour finir sur cette structure, le substrat MMSA 1i€ de facon covalente & 1’enzyme présente
toujours sa fonction acide terminale. Cette observation est en accord avec le mécanisme
enzymatique déterminé ol ’étape de décarboxylation correspond a I’étape limitante et fait
suite a la libération du NADH. A ce jour, les avancées sur la connaissance du mécanisme
enzymatique de la Bs_ MSDH sont telles que deux hypotheéses peuvent étre proposées quant
au processus de décarboxylation. La premiére fait intervenir une molécule d’eau qui attaque,
sous forme activée, ’atome de carbone de la fonction acide, tandis que la seconde suppose
une B-décarboxylation par assistance du site oxyanion (voir le paragraphe 2.3.3.2.2 dans le
chapitre Introduction). Dans les deux hypothéses, la fonction acide est sous forme
carboxylate. En effet, la structure indique que les résidus Argl07 et Arg283 sont & proximité
de cette fonction, la contraignant a exister sous sa forme carboxylate. Dans la structure Mmsa-
1, un des deux atomes de la fonction acide du substrat est en interaction, via une liaison
hydrogéne, avec le -NH- de la chaine principale du résidu Met285. Cette liaison est en accord
avec la seconde hypothese proposée sur la base du mécanisme enzymatique de la
méthylmalonylCoA décarboxylase (Benning et al., 2000) ou la fonction acide effectue
¢galement une liaison hydrogéne avec un résidu aminoacyl de I’enzyme. Ce mécanisme est
conforté par la nature des résidus aminoacyls qui composent le site actif ; aucun d’entre eux
ne peut jouer le role de base activatrice de la molécule d’eau propos€ dans la premicre
hypothese (Schéma 1.2).
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E—S E—8 E—S
AN Asn153/169 B\ Asni53/169
O /,ul Cys284/302 | O / Cys284/302 O

HeCT] . HeC . HC

| O“\nm» 5/30 H

2 ' CO,+H,0)=—= HCO :

N Arg107/124 2+ == 3-+H
- ?
Schéma 1.2 : Mécanisme de décarboxylation retenu au vu des résultats structuraux: le

mécanisme sans assistance basique.

Les numéros correspondent aux positions occupées respectivement chez la Bs. MSDH et
les ALDH.

La structure CoA-NAD montre que les molécules de CoA et de NAD' peuvent
concomitamment se fixer a la Bs_ MSDH. Dans cette structure, le NAD" occupe le site de
fixation du cofacteur et ce dans la méme position que celle qu’il a dans la structure Holo-2.
Quant au CoA, celui-ci occupe le site actif de I'enzyme. En considérant uniquement cette
structure, des doutes subsistent sur le site de fixation du CoA qui, a ce stade d’avancement des
résultats enzymatiques, ne peut étre identifié. De plus, la cinétique enzymatique de type ping-
pong de I'enzyme est différente de celle des aldéhyde deshydrogénases non CoA-dépendante.
Une des hypotheses proposées par I'équipe d’enzymologie est que le NADH est libéré pour
que le site de fixation du cofacteur accueille le CoA. Les conditions expérimentales
d obtention des cristaux enzyme/CoA/NAD" aurait pu contraindre le CoA & occuper un autre
site que celui de fixation du NAD". La résolution de la structure CoA a permis de conclure : le
site actif est également le site de fixation du CoA.

3. Ce qui distingue la Bs_ MSDH des
ALDHSs au niveau structural

3.1. L’association oligomérique

Quelle que soit la structure de la Bs_MSDH, celle-ci est globalement superposable aux
structures des ALDHs tétramériques. La Figure montre que les feuillets des domaines du site
de fixation du cofacteur et du site actif sont structuralement €quivalents. Les principales
différences sont localisées au niveau des boucles, des hélices a et du feuillet du domaine
d’oligomérisation. Ce feuillet composé des brins Bs, Be et Bo ne présente pas de courbure ou
« twist » comme cela est observé dans les structures d’ALDHs connues. Cette particularité a
une incidence directe sur la dimérisation qui s’effectue via les brins Bjp et Bg (domaine
catalytique) des monomeres. Des informations intéressantes sont obtenues lorsque 1'on
superpose un monomere sur les quatre (par exemple le monomere A) de la Bs_ MSDH avec un
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monomere (par exemple le monomere A) d’'une ALDH tétramerique et que 1'on s’intéresse
aux différences sur I'ensemble des tétrameres. Cette procédure permet de montrer en
particulier que seul I'un des deux pseudo-feuillets a vingt brins des (étrameres est
superposable. La superposition via les monomeres B donne le résultat inverse avec 'autre
pseudo feuillet a vingt brins bien superposé. Ces différences sont probablement dues a
I"absence de twist dans le feuillet du domaine d’oligomérisation.

La différence locale la plus remarquable correspond a la partie carboxy-terminale (Ct)
de la Bs_MSDH qui adopte une conformation unique par rapport aux structures d’ALDHs.
Dans ces dernicres, cette extrémité suit la boucle de connexion entre les deux autres brins (Bs
et Be) du domaine. Dans la structure de la Bs_MSDH, la partie carboxy-terminale (Ct) est
orientée vers un autre monomere de ['autre dimere. Cette extrémité (Alad83-Phe486) est
seulement stabilisée par des contacts de van der Waals. La boucle entre les brins Bs et B¢ dans
la structure de la Bs_ MSDH est essentielle dans la stabilisation du groupement adénine du
CoA.

Figure IV.2 : Superposition d’un monomeére de la structure Holo-2 avec Pun de la structure de
I"ALDH2 de bovin (Steinmetz ef al., 1997).

Le rayon du lacet colorié en bleu est proportionnel a I'écarl qu'il exisle entre les

monomeres. Les régions avec deux lacets (rouge pour Holo-2 el vert pour I'ALDH2)
représentent des boucles présentant des insertions ou des délétions.
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3.2. Le site de fixation du NAD"

Chez la Bs_MSDH le site de fixation du cofacteur est comparable a celui des autres
ALDHs dont les structures ont été déterminées. Néanmoins, le cofacteur dans la structure de
la Bs_MSDH est bien défini dans sa totalité dans les cartes de densité €lectronique alors que
ce n’est pas le cas dans les structures d’ALDHs a I’exception de celle de I'n-cristalline
(Bateman et al., 2000). Cette exception est expliquée par le role non fonctionnel mais
structural de I’n-cristalline (voir le paragraphe 1.2.3.2 dans le chapitre Introduction).

Dans les structures Holo-2 et CoA-NAD, le NAD" adopte la position de transfert
d’hydrure (Steinmetz et al., 1997 ; Perez-Miller et Hurley, 2003) et établit des interactions
comparables a celles observées dans les ALDHs tétramériques. Ces interactions ne permettent
pas d’expliquer la différence de type de cinétique enzymatique entre les MSDHs et les
ALDHs tétramériques. La Bs_MSDH présentant un mécanisme de type ping-pong, le
cofacteur réduit est 1libéré avant I’étape de décarboxylation qui préceéde 1’étape de désacylation
(Stines-Chaumeil et al., 2006). Chez les ALDHs le mécanisme est du type séquentiel ordonné,
ce qui veut dire que le NADH est libéré en dernier a ’issue de 1’étape de désacylation. Les
analyses structurales des ALDHs tétramériques ont clairement montré que le motif
nicotinamide mononucléotide ne pouvait pas avoir la méme conformation dans ses états
oxydé et réduit. Une fois réduit celui-ci doit changer de conformation pour rendre le résidu
Glu268 (numérotation ALDHs et Leu250 dans la Bs_ MSDH) compétent pour activer une
molécule d’eau responsable de la désacylation.

Les études structurales de ’ALDH2 humaine en complexe avec NAD" et NADH
(Perez-Miller et Hurley, 2003) et de I’intermédiaire acylenzyme du mutant E268A de GAPN
(D’ Ambrosio et al., 2006) ont permis 1’observation de ce changement conformationnel. Ces
derniers auteurs mettent en évidence une cavité située a la surface de I’enzyme jouant le role
de site de fixation du motif nicotinamide mononucléotide réduit. Cette cavité composée de
résidus invariants est présente dans la structure de la Bs. MSDH. L’absence de cette cavité
aurait permis d’expliquer pourquoi les ALDHs et les MSDHs présentent des types de
mécanisme différents.

L’analyse approfondie du site de fixation de 1’adénine du cofacteur dinucléotidique a permis
d’apporter des éléments de réponse. L’analyse des facteurs d’agitation thermique (B), au vu
des résultats rapportés sur I’n-cristalline (Bateman et al., 2000), a révélé la particularité de la
Bs_MSDH. Le NAD" de cette enzyme est le seul & avoir un B moyen pour le cycle adénine
Iégérement supérieure a celui du cycle nicotinamide et il est surtout nettement supérieur au B
moyen de la protéine (Tableau ).
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l‘ Facteur d’agitation thermique B (A%
Adenine Nicotinamide
ALDHI1 de mouton 21,6 41,7 29,0
ALDH2 humaine 29,0 60,2 30,9
n-ctistalline 20,0 24,1 23,3
Holo-2 ~ 44,0 40,0 30,1
Tableau IV.3 : Moyenne des facteur d’agitation isotrope de déplacement atomique ou facteur

d’agitation thermique B des cycles adénine et nicotinamide.

Ces observations signifient que le cofacteur est globalement moins bien fixé dans son site de
fixation dans la Bs_ MSDH que dans les ALDHs. La superposition des structures holoenzymes
des ALDHs avec celle de 1a Bs_MSDH confirme que cette derniére est I’enzyme ou le cycle
adénine est le plus exposé au solvant. L’analyse de la poche de fixation de I’adénine permet
d’expliquer ces différences. Le cycle adénine s’ins€re entre les extrémités amino-terminales
des hélices ap et ag, et se pose sur les brins Pa, Bs et Pp. Le cycle adénine est principalement
stabilisé de part et d’autre par les chaines latérales des résidus His209 et Val232 des hélices
ap et ag. Le résidu Val232 (également Val232 dans les ALLDHs) est conservé dans les ALDHs
et les MSDHs alors que le résidu His209 est conservé dans les MSDHs. Ces derniéres
présentent par rapport aux ALDHs tétramériques une délétion au niveau N-terminal de
I’hélice ap de telle sorte que I’hélice débute par le résidu His209. Tandis que chez les
ALDHs, cette hélice présente un pas de plus tel que le résidu N-terminal Pro226
(numérotation ALDHs) de I’hélice occupe une position comparable de la chaine latérale du
résidu His209. La différence la plus importante se situe au niveau du résidu Val212 qui est
strictement conservé chez les MSDHs. Ce résidu correspond au résidu Gly229 chez les
ALDHs tétramériques a I’exception de celle de Thermoproteus tenax qui présente un résidu
alalyl. Le résidu Val212 réduit la profondeur de la poche de fixation du cycle adénine,
affaiblissant ainsi les contacts de van der Waals. Ces différences structurales pourraient
expliquer le type de mécanisme original de la Bs_ MSDH dans la famille des aldéhyde
déshydrogénases non-phosphorylantes.

Un autre élément de réponse provient peut-&tre du fait que les mécanismes catalytiques des
ALDHs et des MSDHs différent apres I’étape d’acylation et impliquent donc des résidus
différents. Les études enzymatique et structurale de la Bs. MSDH n’ont pas mis en évidence
de résidus essentiels pour le mécanisme autour de la position 250 (résidu Glu268 dans les
ALDHs). Les chaines principales autour de cette position sont superposables dans les
structures des ALDHs et de la Bs_MSDH. Cette position 250/268 se trouve a proximité du
site de fixation du cofacteur, et donc moins accessible au solvant en présence de celui-ci.
Dans le cas des ALDHs, le cofacteur réduit, présent lors de I’étape de désacylation, pourrait
contribuer a 1’augmentation de la réactivité du résidu Glu268 en le rendant ainsi apte a
P’activation d’une molécule d’eau. Par contre, dans le cas des MSDHs, la présence de
cofacteur dans les étapes suivant I’acylation ne doit pas étre nécessaire.
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3.3. Le site actif

Dans les ALDHs, les résidus Asn169/153 (ALDHs/MSDHs), Glu268/250 et
Cys302/284 sont indispensables au mécanisme enzymatique. Les aldéhyde déshydrogénases
non-phosphorylantes ne présentant pas de résidu glutamyl en position 268 ne sont pas classées
dans les ALDHs qui présentent une étape de désacylation hydrolytique (Hempel et al., 1993).
Cette position est occupée par un résidu leucyl ou asparaginyl chez les MSDHs. Le site actif
de la Bs_MSDH est globalement superposable a celui des autres ALDHs, ceci signifiant que
les atomes de carbones a (Ca) des résidus en positions 169/153, 268/250, 302/284 se
superposent. La couronne de résidus hydrophobes au cceur du site actif est présente dans
toutes les structures d’aldéhyde déshydrogénases non-phosphorylantes connues. 11 est difficile
par simple mesure de distances inter-Ca de révéler des différences entre les sites.

Les résidus Arg124/107 et Arg301/283 sont uniquement invariants chez les MSDHs et
les GAPNs. Dans ces dernieres, les structures du complexe ternaire (mutant
C302A/NAD'/G3P) et de I’acylenzyme obtenue a partir du mutant E268A (Cobessi et al.,
2000 ; Marchal et Branlant, 2002 ; D’ Ambrosio et al., 2006) indiquent que ces deux résidus
arginyls sont impliqués dans la stabilisation du groupement phosphate du substrat
glycéraldéhyde-3-phosphate. Un troisieme résidu arginyl participe également 2 la stabilisation
du substrat et est uniquement conservé chez les GAPNs. Le groupement guanidinium du
résidu Argl(7 de la Bs_MSDH est impliqué 2 la fois dans la stabilisation du substrat et du
CoA alors que celui du résidu Arg283 forme uniquement une liaison hydrogeéne avec le CoA.

Notre inté€rét s’est porté€ en premier sur un résidu asparaginyl, Asn410, qui est le résidu
symétrique du résidu Asnl53 par rapport a la « cystéine catalytique ». Ce résidu Asn410 est
conservé chez les MSDHs et correspond systématiquement a un résidu leucyl chez les
ALDHs. De plus, sa substitution par un autre résidu aminoacyl affecte de facon drastique
I’activité enzymatique (C. Chaumeil, communication personnelle).

Le site actif est non seulement le site de fixation du substrat mais il est aussi celui du
CoA. Le CoA s’ancre essentiellement dans ce site par formation de deux liaisons hydrogeéne
entre la fonction amine primaire de 1’adénine et les fonctions carbonyles de la chaine
principale des résidus Val440 et Ala442. Les deux résidus Pro441, Ala ouVal442 et Pro443
constituent une triade de résidus aminoacyls uniquement conservés chez les MSDHs. Les
résidus Pro contraignent les fonctions carbonyles des résidus Val440 et Ala442 de telle sorte
qu’elles forment le site de stabilisation de la fonction amine primaire de I’adénine du CoA.
triade PxP de cette boucle, ol « x » correspond a un résidu Ala ou Val, pourrait représenter la
structure primaire signature de la fixation du CoA. Toutes les structures secondaires qui
composent le site actif participent a la stabilisation du CoA dans la Bs_MSDH. Or le site actif
des ALDHs est compos€ de ces mémes structures secondaires, mais elles ne peuvent fixer le
CoA (Seegmiller, 1953 ; Rottschild et Guzman Barron, 1954 ; GAPN de Streproccocus
mutans, communication personnelle F. Talfournier).
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Les structures déterminées durant cette thése ont tout d’abord permis de confirmer les
résultats obtenus en enzymologie sur la Bs_ MSDH. A savoir :
- l'implication des résidus Asnl153 et Cys284 dans ’ensemble du mécanisme
enzymatique.
- I'implication du résidu Argl07 dans la stabilisation de I’acylenzyme et dans 1’étape
de décarboxylation.
- la cinétique enzymatique de type ping-pong ou le départ du cofacteur réduit
précede la fixation du CoA essentiel & 1’étape finale de désacylation.
Au cours de la discussion, une réflexion est menée sur 1’existence d’une phase de latence lors
du premier cycle catalytique de 1’enzyme. Cette phase consisterait en I’éviction de deux
groupements sulfate du site de fixation du NAD" et en la réorientation de la chaine latérale du
résidu Glu179. La modélisation du stéréoisomere S-MMSA dans la structure de ’acylenzyme
indiquerait que la Bs_MSDH est une enzyme stéréospécifique. Mais les modeles R- et S- de
I’intermédiaire thiohémiacétal, obtenus par modélisation moléculaire, laissent a penser que la
Bs_MSDH pourrait ne pas étre stéréospécifique. L’analyse des structures apporte également
des éléments de réponse au sujet du processus de décarboxylation. Ainsi, le mécanisme de B-
décarboxylation sans assistance basique (de la part de I’enzyme) semble €tre le plus probable.
Ce travail a surtout permis d’identifier le site de fixation du CoA et de déterminer les
€léments structuraux (résidus aminoacyls et structures secondaires) impliqués dans sa
fixation. En effet, une séquence primaire signature semble se révéler au regard des résidus
aminoacyls qui stabilisent le CoA. Cette séquence signature appartient a la boucle qui est
aldéhyde deshydrogénases non CoA-dépendantes. Dans le cas de la Bs_MSDH et
probablement des autres MSDHSs, la triade PA/VP pourrait constituer la structure primaire
signature de la fixation du CoA.

Méme si d’un point de vue global, la structure de la Bs_ MSDH est comparable a celle
des ALDHs tétramériques, 1’originalité de son mécanisme peut étre expliquée par sa structure.
En ce qui concerne [I’étape d’acylation, la Bs_ MSDH présente tous les éléments
indispensables a son accomplissement déja mis en évidence chez les ALDHs. Le départ du
NADH avant I’arrivée du CoA est dfi & une mauvaise fixation de la totalité de la molécule de
NAD". En effet, le cycle adénine est plus exposé au solvant dans la Bs_ MSDH que dans les
autres ALDHs ou, la zone d’interaction majeure entre 1’enzyme et son cofacteur se situe au
niveau de ce cycle. Le résidu Val212 (Gly229 chez les ALDHs) empéche le cycle adénine de
s’ancrer dans l’enzyme. Ce résidu étant conservé chez les MSDHs, le mécanisme
enzymatique de cinétique de type ping-pong peut &tre supposé pour toutes ces enzymes. Le
site de fixation du CoA est principalement défini par la boucle de spécificité de substrat (entre
les brins Bg> et PBo), la boucle qui relie les brins Bs et Bs de 1’autre monomere du dimeére
concerné et aussi par 1’hélice o, d’un monomere de I’autre dimere. Ce constat indique
pourquoi le domaine d’oligomérisation de la Bs_ MSDH a une conformation particuliere.
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Dans la perspective de valider I’hypotheése énoncée pour expliquer 1a phase de latence,
la résolution de la structure de la Bs_ MSDH sous sa forme apoenzyme parait indispensable.
Pour confirmer le r6le primordial de la structure primaire signature PxP dans la fixation du
CoA, la production d’enzymes modifiées par mutagénese dirigée des résidus prolyl impliqués
et la résolution des structures correspondantes restent a entreprendre. Quant a la poche de
dans le but de vérifier si le résidu Val212 est bien le résidu clef, a I'origine de la cinétique
enzymatique de type ping-pong chez la Bs_ MSDH. Les structures de ces enzymes modifiées
devront ensuite €tre déterminées. Le dernier point concerne le résidu Asn410, spécifique des
MSDHs et remarquable par sa position dans le site actif, dont le rOle n’est pas encore connu.
Seule la poursuite de I’investigation, au niveau enzymatique et structural, d’'une MSDH
pourra peut-&tre permettre de découvrir le rdle de ce résidu aminoacyl.

Le mécanisme enzymatique de la Bs_MSDH proposé a la suite des ces résultats est présenté
dans le schéma V.1 ci-apres.
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Expression, purification, crystallization and
preliminary X-ray diffraction data of
methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase from

Bacillus subtilis

Methylmalonate-semialdehyde dehydrogenase from Bacillus subtilis
was cloned and overexpressed in Escherichia coli. Suitable crystals
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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 P2;2,2,, with unit-cell parameters
a=1952, b = 1925, ¢ = 83.5 A, and contain one tetramer per
asymmetric unit. X-ray diffraction data were collected to 25A
resolution using a synchrotron-radiation source. The crystal structure

was solved by the molecular-replacement method.

1. Introduction

The members of the aldehyde dehydrogenase
(ALDH) superfamily oxidize a wide variety of
aldehydes to non-activated or CoA-activated
acids via 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 et al.,
1997; Marchal & Branlant, 1999; Marchal et al.,
2000; Cobessi et al., 2000). In contrast, little
information 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-dehydrogenase
(Manjasetty et al, 2003). Methylmalonate-
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 archaea to
mammals. Pseudomonas aeruginosa (Banner-
jee et al., 1970; Steele et al, 1992) and Strep-
tomyces coelicolor (Zhang et al., 1996) MSDHs
are involved in valine catabolism. Investigation
of the myo-inositol catabolism of Bacillus
subtilis (Yoshida et al., 1997) and Rhizobium
leguminosarium bv. Vicige (Fry et al, 2001)
revealed the putative implication of MSDH in
this pathway. In mammals, MSDH is a mito-
chondrial enzyme that is involved in the distal
portions of the valine and pyrimidine catabolic
pathways (Goodwin et al., 1989). Over the two
last decades, a possible correlation of organic
acidaemia with MSDH deficiency has been
explored (Gray et al, 1987; Chambliss et al.,
2000). Roe et al. (1998) proposed that a
psychomotor delay associated with methyl-
malonyl aciduria, without any increase of
propionylcarnitine in the blood or urine, could
be a direct consequence of MSDH deficiency.

This NAD-dependent ALDH catalyzes the
oxidation of methylmalonate semialdehyde
(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 B-decarboxylation step. Here, we
report 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. subtilis 168 genomic DNA as a template
and the forward and reverse primers
5-GAAGGAGGCAATACATATGGCAGA-
AATCAG-3 and 5-CTTACGCAACAAA-
GAGCTCATAGAGAAGC-3', respectively.
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 iolA into a
plasmid derived from pBluescriptSK+, yielding
pSKmsdbsub for overexpression under control
of the lac promoter. The cloned iolA ORF was
sequenced in order to confirm that no muta-
tions had been introduced in the amplification
reaction.

Escherichia coli DH5a transformants
containing the pSKmsdbsub plasmid were
grown at 310K for 24h in Luria-Bertani
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 50 mM potassium
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phosphate pH 82 (buffer A) containing
10mM B-mercaptoethanol. Cells were
disrupted by sonication, after which
unbroken cells and debris 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
to a Q-Sepharose column using a FPLC
system (Amersham Biosciences) previously
equilibrated with buffer 4. MSDH was
eluted at 330 mM KCl with a linear gradient
of 0-1 M KCl in buffer A at 5 ml min™".

At this stage, wild-type MSDH was pure
as checked by electrophoresis on 10%
SDS-—polyacrylamide gel (Laemmli, 1970)
followed by Coomassie Brilliant Blue R-250
staining and electrospray mass-spectrometry
analysis. The yield was estimated to be
~200 mg per litre of culture. The observed
monomeric weight was 53319Da (the
calculated weight without the N-terminal
Met is 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 et al., 1999). The obtained
value of 223 &+ 11 kDa is in good agreement
with the theorctical value expected for a
tetrameric enzyme, ie. 213 kDa. Purified
enzyme was stored at 253 K in the presence
of 10 mM B-mercaptoethanol. MSDH was
stable under these conditions for several
weeks. The concentration was determined
spectrophotometrically using an extinction
coefficient of 280 nm of 51000 @' cm™
deduced by the method of Scopes (1974),
Mach et al. (1992) and Gill & von Hippel
(1989).

2.2. Crystallization

The purified enzyme was dialyzed against
potassium phosphate buffer pH 7.8, 1 mM
DTT, 1 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 7.8
containing 20 mM NAD. Crystallization
experiments were performed using the
hanging-drop  vapour-diffusion = method
(Ducruix & Giegé, 1999) at room tempera-
ture. Drops were prepared by mixing 2 nl
protein solution with an equal volume of
reservoir solution and were suspended over
500 pl reservoir solution. The protein
concentration used for the first screenings
was 10 mg ml™", Initial crystallization trials
were carried out at 277 and 293 K using

Table 1
Statistics of X-ray data measurement for B. subtilis
MSDH crystals.

Values in parentpeses refer to the outermost resolution
shell (2.50-2.59 A).

Space group . P2;2,24

Unit-cell parameters (A) a=1952,b=1925,
c=835

Resolution range (A) 20.0-2.5

No. reflections measured 786249

No. unique reflections 108345

Completeness (%) 99.5 (91.9)

{Hlo(D)) 9.39 (3.58)

Riyerget (%) 13.8 (37.2)

T Ruerge = 2oat 0 Mg — T/ 2onat 2y Lnaa» Where I is
the intensity of observation j of Bragg reflection skl

commercially  available  sparse-matrix
screens and a home-made ammonium
sulfate kit (pH range 5.0-8.0 and ammonium
sulfate concentration range 1.0-3.0M in
steps of 0.1). The commercially screens used
were Crystal Screens I and II from Hampton
Research and Clear Strategy Screens I and
II from Molecular Dimensions Ltd. The
crystallization experiment was repeated by
increasing the protein concentration wuntil
crystals were obtained.

2.3. Data collection and diffraction
measurements

The cryoprotectant 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 FR591
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 CCD165
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
03 x 0.3 x 0.05mm under the following
conditions: 2.0-2.3 M ammonium sulfate
without buffer and a protein concentration
of 200 mg mi~ %

Prior to X-ray diffraction experiments,
crystals were soaked briefly in reservoir
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
unit-cell parameters a = 1952, b = 192.5,
¢ = 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 g, b and ¢, leading to the P2,2,2;
space-group assignment. A reasonable
Matthews  coefficient of 3.6 A>Da™
(Matthews, 1968) was obtained for four
monomers in the asymmetric unit. The
resulting calculated solvent content is 65%.

Bs_ MSDH displays 18-34% sequence
identity to non-phosphorylating ALDHs
whose crystal structures are available in 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 betaine
aldehyde dehydrogenase search model gave
the best solution (Johansson er al, 1998;
PDB code 1bpw). In CNS (Briinger et 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 1t90).

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 like
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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Résumé

La méthylmalonate semialdéhyde déshydrogénase (MSDH) a €té mise en €vidence
chez les eubactéries, les archéons et les mammiferes. Selon les organismes, elle intervient
dans le catabolisme de la valine, du myo-inositol, de la thymine et des composés issus de la
voie de dégradation de la [-alanine (uracile et cytidine). Elle catalyse respectivement
I"oxydation du méthylmalonate semialdéhyde (MMSA) et du malonate semialdéhyde en
propionyl-coenzymeA el acétyl-coenzymeA. La MSDH appartient a la famille des aldéhydes
déshydrogénases (ALDH) non-phosphorylantes et NAD(P)™-dépendantes. La plupart de ces
enzymes catalysent, en deux étapes, I’oxydation d'aldéhydes en leurs acides correspondants
via le passage par un intermédiaire acylenzyme. Ce dernier est formé par attaque nucléophile
d'un résidu cystéyl invariant sur le carbone électrophile de la fonction aldéhydique. L attaque
nucléophile d’une molécule d'eau activée permet la formation du produit de la réaction. La
MSDH est une enzyme singuliére car c’est une aldéhyde deshydrogénase décarboxylante,
NAD' et coenzymeA -dépendante qui procéde en trois étapes. La premiére étape, au cours de
laquelle "acylenzyme et le NADH sont produits, est commune a celle des autres ALDHs.
Cependant, contrairement aux autres ALDHS, le cofacteur réduit est libéré a I’issue de cetle
¢tape. Les deuxieme et troisieme étapes sont respectivement la B-décarboxylation, qui est
I’étape limitante de la réaction, et la désacylation qui nécessite la fixation préalable du
coenzymeA (CoA) pour produire I"acyl-CoA.

Le travail de thése a consisté a déterminer des structures cristallographiques de la
MSDH de Bacillus subtilis (Bs_MSDH) en complexe avec ses substrats, en vue d’apporter
des éléments structuraux indispensables a la compréhension de son mécanisme enzymatique
singulier. Quatre structures cristallographiques de complexes enzyme/substrat(s) ont ¢té
obtenues par cocristallisation ou diffusion des substrats de la Bs_MSDH : complexes
Bs_ MSDH/NAD" (code PDB, 1190), Bs_ MSDH/NAD/MMSA, Bs_MSDH/NAD"/CoA et
Bs_MSDH/CoA. La structure tridimensionnelle de la Bs_ MSDH/NAD" est la premitre
structure de MSDH déterminée. Cette derniére se présente sous la forme d'un homotétramere
comparable a celui des ALDHs tétramériques connues. Chaque monomere se subdivise en
trois domaines : de fixation du cofacteur, catalytique et d'oligomérisation. Tous les €léments
moléculaires et structuraux. indispensables au déroulement de la premiére étape chez les
aldéhydes deshydrogénases, sont présents chez la Bs_ MSDH. Cette structure est la seule
structure d’holoenzyme d’aldéhyde deshydrogénase & roOle catalytique, dans laquelle
I"ensemble du cofacteur est bien fixé. Le groupement nicotinamide, en position de transfert
d hydrure, est la partie la mieux stabilisée du NAD", De plus, le site de fixation de I'adénine
du cofacteur differe de celui des autres ALDHs de telle sorte que I’adénine est moins bien
ancrée dans la Bs. MSDH.

La structure de I'acylenzyme a été obtenue avec une enzyme non modifiée, par
diffusion du MMSA dans les cristaux Bs_MSDH/NAD". Cette structure d’acylenzyme ne
présente pas de molécule de NAD" ou de NADH. Ces résultats sont en accord avec la
cinétique enzymatique de type ping-pong ou le NADH est libéré avant la décarboxylation et
la fixation du CoA. Les substrats modélisés présentent toujours leur fonction acide en position
B, ce qui est en accord avec la cinétique enzymatique. D’apres la structure de I’acylenzyme, la
B-décarboxylation serait favorisée par la présence du site oxyanion et résulterait de I’attaque
d’une molécule d’eau non activée par des résidus aminoacyls de I’enzyme, sur le carbone
électrophile de la fonction carboxylique.

Les structures des complexes Bs_MSDH/NAD'/CoA et Bs_ MSDH/CoA révélent que
le CoA se fixe dans le site actif de I'enzyme. Le site de fixation du CoA est composé
d’éléments de structures secondaires appartenant a trois monomeres d’'un méme tétramere.
L’analyse des alignements de structures primaires et des structures tridimensionnelles des
enzymes de la famille des aldéhyde deshydrogénases a permis de révéler une séquence
signature d’aminocyls PxP, appartenants a la boucle de spécificité de fixation du substrat,
caractéristique de la fixation du CoA chez les aldéhyde deshydrogénases CoA-dépendantes.
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