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Avant propos

Les espéces réactives de lI'oxygéne etl'deote (ERO et ERN)sont des entités
chimiques tres réactives synthétisées par le métabolisme cellulaire et impliquées dans de
nombreux processus physiologiques tels quépanse immunitaire, ansduction du signal
ou le maintien de I'homéostasie en oxygeBe nombreuses situations physiologiques,
comme la réponse immunitaire contre les microorganismes pathogénes, conduisent a une
augmentation anormale de la concentration @etiellen espéces réactives. Une telle situation
est appelée stress oxydant. loemséquences d’unress oxydant sortoxydation de cibles
cellulaires comme I'ADN, les lipides ou lesopgines. La méthionine est un acide aminé
particulierement sensible a l'oxydationrpkes ERO/ERN, son oxydation conduit a la
méthionine sulfoxyde (MetSO) dont il existe deux énantiomeéres de la fonction sulfoxyde : la
méthionine-§)-sulfoxyde et la méthionin&)Y-sulfoxyde. Les conséquences de I'oxydation
des meéthionines d’'une protéine en MetS@tdséaltération fonctimnelle, 'agrégation ou
encore la dégradation. L’'oxydation des métmesi d’'une protéine eMetSO pourrait ainsi
étre impliguée dans de nombreuses pathetodelles que certains cancers, la maladie
d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson.

Les méthionine sulfoxyde réductases (Msmtsane famille d’enzymes capables de
réduire la MetSO en méthionine. Il etdsdeux classes de Msr, les MsrA réduisant
spécifiguement la Met-(S)-SO et les MsrB réduisant spécifiquement laRUA8E. Ces
enzymes possedent un mécanisme catalytiqiginal en trois étapes impliquant trois
cystéines catalytiques, un intermédiaire acidésigue et la formation successive de deux
ponts disulfure. La derniere étape du mécanisme est la régénération de l'enayime
réduction du pont disulferpar la thiorédoxine.

Actuellement, trois structures cristafts de MsrA sont connues, cell€edtherichia

coli, celle de Bos taurust celle deMycobacterium tuberculosi®our ces trois structures, les
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distances entre les atomesdes trois cystéines sont incompatibles avec la formation de ponts
disulfure. Trois hypothéses peuvent expliquer cgadéord entre les structures cristallines et
le mécanisme catalytique : (i) I'état crisita conduit a une conformation non native de
I'extrémité C-terminale, qui comprend les ude cystéines de recyclage, la structure
tridimensionnelle en solution paait posséder une conformatidifférente de son extrémité
C-terminale ; (ii) I'extrémité C-terminale eanimée de larges mouvements qui pourraient
permettre le rapprochement desténes et la formation des psrtisulfure ; (i) lors d’'une
des étapes du cycle catalytique, la pr@éisubit un réarrangement conformationnel
rapprochant les différentesatgines et permettant larfoation des ponts disulfure.

Dans le but de vérifier cesots hypotheses et de détermites propriétés structurales,
dynamiques et fonctionnelles de la MsrAzdtherichia colipermettant I'activité catalytique
de cette enzyme, nous avons entrepris une étndeturale, dynamique et fonctionnelle par

résonance magnétique nucléaire.
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I-1 Les Méthionine Sulfoxyde Réductases
(Msr)

Dans des conditions physiologegi normales, il existe dans les cellules des especes
chimiques fortement réactives appelées espéradicalaires. Cermdicaux, dérivant de
I'oxygene ou de l'azote, sont impliqués dates nombreuses fonctions physiologiques. Sous
'influence de facteurs exogénes ou dehp#ogies, ils peuvent s’accumuler dans des
proportions anormales conduisanune situation de stress oxwytlaLes conséquences d’un
stress oxydant sont multiples. En effet, ces espé&éactives sont segatibles de réagir de
maniére incontrblée avec de nombreuses citédlalaires dont les préines. La méthionine
est un acide aminé particulierement sensibléxydation par les espéces radicalaires, son
oxydation conduisant a la méthionine sulfoxydersiqoie les méthionines d’une protéine sont
oxydées sous forme de méthionine sulfoxydleen résulte généralement une perte de
fonction, voire une dégradation. Ces dégradatmms/ent étre dramatiques pour les fonctions
cellulaires.

Il existe une classe d’enzymes, lestm@nine sulfoxyde réductases, capables de
réduire les méthionines sulfoxydes en meéthiasinestaurant ainsi depropriétés de la

protéine et prévenasa dégradation.

I-1.1 Espéces chimiques réact ives et dommages oxydatifs

cellulaires

-1.1.1 Les especes chimiques réactives

La présence de radicaux dans les cellakonnue depuis une cinquantaine d’années
(Commoneret coll, 1954). Ces especes ont d’aboréd éecrites comme responsables de

nombreux maux : pathologies, cancers, aicessus de vieillissement (Harman, 1956 ;

5
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Harman, 1981). Elles sont maintenant connpesr leur ambivalence : nécessaires a de

nombreux processus biologiques maisques a haute concentration.

[-1.1.1.1  Terminologie

Selon la définition de 'NUPACIaternationalUnion of Rure and Avplied Chemisrty)
« Un radical (ou radical libregst une entité moléculaire possédant un électron non apparié
telle que’CHs, ‘SnHs, CI, le point symbolisant I'éleadn célibataire. XIUAPC Compedium
of Chemical Terminology, " Edition (1997),www.iuapc.org/publications/compendium/

Cet électron, non apparié, rend ces entitégigodierement instables et réactives. Ces
composeés, étant la plupart du temps chargéd,ga@lifiés de radiaa ioniques (cationiques
ou anioniques).

Dans un contexte biologique, il conviedé distinguer les dhcaux primaires qui
jouent un réle physiologique, sle#adicaux secondairegii se forment par réaction avec les
radicaux primaires. Au sein des radicaux priemise distinguent ceuyui dérivent de la
réduction de I'oxygéne de ceux quiriént de la réduction de l'ate. Il existe, de plus, des
especes dites actives de I'oxygene ou de I'azote, qui ne sont pas des composés radicalaires
mais qui présentent une réactivité importagtesont souvent des précurseurs de radicaux
libres. L’ensemble de ces composées (radicaux libres et espéces activées) se regroupe sous le
terme despecegéactives de bxygene (ERO ou ROS poReactiveOxygen Species) et de
I'azote (ERN ou RNS pouReactiveNitrogenSpecies).

-1.1.1.2 Nature et origine de s especes chimiques réactives

L'origine des ERO et ERN a longtemp$ supposée comme étant uniquement de
nature exogene. Cependant, elles sont systedi par la plupart des cellules, en faibles

guantités, pour assurer de nombreuses fonctions biologiques (Sies, 1993).

[-1.1.1.2.1 Les especes réactives de I'oxygéne

Les ERO dérivent de I'oxygéne moléculaire)Qui, par une suitde réductions a un
électron, va donner successivementradglical anionique superoxyde Q) le peroxyde
d’hydrogene (HO,, ou eau oxygénee) et le radical hydroxyl (JO(igure I-1). Ces réactions
présentent d’'importantes barrieres d’activatiet sont donc catalysées par des facteurs
endogénes (systemes enzymatiques) ou exeggagonnements énetgpies ou COmMposeés
chimiques fortement réactifs).
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La réduction de I'oxygéne moléculairerpan électron donne le radical anionique
superoxyde :

Q e 00/ eq. I-1

Le radical superoxyde peut étre produitnai@niere enzymatique lors des processus de
respiration cellulaire. En effet, les chairkexydations cellulaires contiennent de nombreux
centres d’oxydoréduction capables de catalysete réaction (tels que les complexes
flavoprotéiques, les centres fer-soufre owsdmi-ubiquinone), ce qui conduit a la formation
spontanée du radical anionique superoxyderéng; 2003). La membrane mitochondriale est
ainsi la plus importante source de radical superoxyde chez les organsigmesurs (Chance
et coll, 1979). Le radical superoxyde peut awssir une origine enzymatique, sa formation
étant catalysée par la NADPH oxydasealfi®r, 1999), le cytochrome P450 (Coencoll,
1992) et la xanthine oxydag¢Rarks et Granger, 1986).

La formation du peroxyde d’hydrogene,(3), a partir du radical superoxyde, est
catalysée par lsupexydedismutase (SOD) (Zelket coll, 2002) :

20 2H o0 O, H,0, eq. I-2

En présence d'un ion métallique, notamment lion ferreux*'(Fi Fe(ll)), le
peroxyde d’hydrogéne peut former spontanément le radical hydroxyle (Stohs et Bagchi,
1995) ; c’est la réaction de Fent@iardman et Candeias, 1996) :

H,O, Fe(ll) o OH* OH Fe(lll) eq. I-3

La réaction entre le radical superoxydéegberoxyde d’hydrogene constitue une autre
source de radical hydroxyle, c’est la réaction d’Haber-Weiss (Koppenol, 2001) :

HQ O o OH* OH O, eq. I-4

Cette réaction s’accompagne de la formation d’oxygéne singule), (@e forme
excitée de I'oxygéne moléculaire.

Alors que le radical superoxyde et peroxyde d’hydrogene sont relativement peu
réactifs, le radical hydroxyle posséde, lui, wéactivité trés importante et une durée de vie
extrémement courte. Ces trois entités ((HO, et G") sont les ERO les mieux connues,
mais il en existe bien d'autreselles que I'oxygene singulet, 'ozone 4Oou I'acide
hypochloreux (HOCI). Ces espéces primaires sasteptibles de rémgvec des molécules
de leur environnement pour former des cadx secondaires comme le radical peroxyl
(ROO).
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Figure I-1. : Nature et origines principales des espéces réactives de I'oxygene (ERO) et de I'azote
(ERN).

[-1.1.1.2.2 Les especes réactives de l'azote

Les espéeces réactives de I'azote dérivpaur la plupart, du radical nitrosyle (NO
Celui-ci provient de I'oxydation d’un des azetdu groupe guanidiniume I'arginine. Cette
réaction, catalysépar la NO synthase, aboutit a larf@ation du radical nitrosyle et de
I'ornithine (Palmeret coll, 1988). Le radical nitrosyle peréagir avec le idical superoxyde
pour former I'aniomperoxynitreux (ONOQ (Jourd'heuikt coll, 2001) :

O NO* o ONOO eq.l-5

Le couple ONOQONOOH possede un pKa de 6,%,8 selon la force ionique du
milieu. Sous sa forme protonée, I'acjokeroxynitreux (ONOOH) est un puissant oxydant.

Le radical nitrosyle peutwussi réagir avec les growpehiols pour former des
nitrosothiols (Gow et Stamler, 1998). On trowautres formes réactives de I'azote comme
le cation nitrosonium (NQ, I'anion nitrosyle (NO), le trioxyde de dinitrogéne @9s) ou
I'acide nitreux ONOH.

Il existe donc une grale variété d’ERO/ERNHRigure I-1), dont les propriétés de
réactivité et de charge varieat sont a l'origine de leursles physiologiques et de leur

toxicité cellulaire variables.
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-1.1.1.3 Réles physiologiques de s espéces chimiques réactives

Les especes chimiques réaetwne sont donc pas uniquement des produits secondaires
du meétabolisme oxydatif. De nombreux systensegymatiques, impliqués dans certains
processus physiologiques, sont en effet capables de synthétiser ces espéces de maniere
régulée. Ainsi, de nombreux processus phiggiques impliqguantes ERO/ERN ont été
amplement étudiés et sontatevement bien connugfi Droge, 2002, pour une revue) :

- Les ERO/ERN jouent un r6le importantndala réponse immunitaire. Lors de
phénomenes inflammatoires, les polynuclé&ireeutrophiles et les macrophages activés
produisent une grande quaétde ERO/ERN grace a INADPH oxydase phagocytaire
(Bonizzi et coll, 2000) et a la NO syntka endothéliale (Bogdaet coll, 2000). L'action de
ces enzymes et de la SOD aboutit & un mélange trés corrosif,dd,0,, NO, ONOOH et,
dans certains types cellulaires, HQ@cide hypochloreux) (Hamptoet coll, 1998). Cette
production massive d’especes réactives, l@ep& explosion oxydative », est capable de
détruire les composants bactériens lors dehkgocytose (Baldridge &erard, 1933), et est
I'un des premiers mécanismes de défense contre les microorganismes pathogenes.

- Certaines ERO/ERN (NCet H0,) sont relativement peu réactives et peuvent
traverser facilement les membranes biologiqu&ss propriétés leur paettent de jouer un
réle de messager chez les organismes supérienrgffet, le radical nitrosyle est capable
d’inactiver la guanylate cyclagqui catalyse la formation d8MP cyclique (GMPc), second
messager dans de nombreux processus de transduction du signal ¢Geoiler1981)) en se
fixant sur la partie hémique denzyme (Ignarro et KadowitZ,985). Le radical nitrosyle est
ainsi impliqué, entre autre, dans la relixa des muscles lisses du systeme vasculaire
(Burnettet coll, 1992 ; Ignarro et Kadowitz, 1985) et joue role de neurotransmetteur dans
le systéme nerveux central et périphérigiedienninger et Marlettal999, pour une revue).

Les ERO sont également impliquéessiéa transduction du signal (Suzukagtaoll,

2000) et le contréle de I'homéostasen oxygéne (Haddad, 2004). Les ERO/ERN
interviennent ainsi dans de nombreux gassus physiologiques. L’'omniprésence de
I'oxygéne, ainsi que sa nécessité vitale pouolganismes aérobies, expliquent I'implication

de ses dérivés réactifs dans de nombreux processus physiologiques, et ce, malgré le danger
potentiel que représentent ces espéeces chimidliest pour se prémunie ces dangers que

les organismes ont développé des systemenakedle et d’élimination des ERO/ERN, dans

le but de maintenir leur concerticm cellulaire a un niveau non toxique.
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-1.1.1.4 Homéostasie redox et devenir des ERO/ERN

Les ERO et ERN sont synthétisées pas tellules pour remplir les fonctions
physiologiques qui leur sont dévolues. Ces espéces étant tres réactives, il en résulte un
contrble strict de leuconcentration intracellaire appelé homéostasiedox. Ce contrdle est
possible grace a différents systemes capables d’éliminer les ERO/ERN : les antioxydants.
Puisque la plupart des composés cellulaires sont susceptibles de réagir avec les ERO/ERN, et
ainsi de les éliminer, il convient de réseneiterme d’antioxydant & des composés dont la
concentration varie lors d’un stress oxydanvivo et qui ne donnent pade dérivés toxiques
(Gutteridge et Halliwell, 1992)Ces antioxydants sont de natures diverses et leurs fonctions

peuvent étre régulées.

[-1.1.1.4.1 Antioxydants de faible masse moléculaire

- Les acides aminés ne sont pas des antamtgdau sens propre, mais leur faible
activité antioxydante est compenge leur concentration cellufa importante (de I'ordre de
10" M). Puisque la plupart d’entre egrnt oxydables par les ERO (Davigscoll, 1987), ils
se révelent étre un systeme d’élimination djitiatif, protégeant des cibles cellulaires plus
critiques telles que '’ADMu certaines protéines.

- Le glutathion est un trgptide intracellulaire largeemt répandu chez les étres
vivants (Sies, 1999). La présenceink cystéine dans sa séquene&ly-L-Cys-Gly), permet
sa dimérisation grace a la foation d’'un pont disulfu intermoléculaire. Le glutathion passe
alors de l'état réduiGSH a I'état oxydé (G$) Il s’oxyde préférentiiement en présence
d’ERO/ERN, jouant ainsi un réle de tampon redox intracellulaire, et est également capable de
régénérer les groupements thiols de dqirms oxydées. Le rapport de concentration
(GS)/GSH est, de plus, considéré comme upedignt marqueur physiologique de I'état
redox de la cellule.

- Les vitamines sont des composés orgarsgudispensables, en faible quantité, au
fonctionnement de I'organismé&lles ont des rdles physiologicueariés et jouent souvent
des fonctions de catalyseurs, se rapproctemtcela des coenzymes. Certains de ces
composés, de par leur capacitéapter les électrons célibatairsont des antioxydants. C'est
le cas de la vitamine (acide ascorbique) (Bielskit coll, 1975), de la vitamine E liposoluble
(Packer, 1991) qui prévient ainsi la peroxyola des lipides des membranes cellulaires
(Clemens et Waller, 1987), du coenzyme Q (ubiquinone) (Nishikimi et £880), de I'acide
lipoique (un cofacteur enzymatique) (Packecoll, 1995).

10
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[-1.1.1.4.2 Antioxydants de haupoids moléculaire

- Les protéines sont particulierement seles a 'oxydation pates ERO/ERN. Cette
oxydation conduit généralement a une pertefal®ction, voire unedégradation par le
protéasome (Grune et coll996). Néanmoins, certaines protéines peuvent étre oxydées sans
perdre leur fonction. Elles jouent ainsi le role piége a ERO/ERN. C’est notamment le cas
de la glutamine synthétase quisséde 16 méthionines emfaoe dont 8 peuvent étre oxydées
en méthionines sulfoxydes sagse I'enzyme ne souffre d’'une perte de fonction (Levine et
coll.,, 1996). De méme, I'apolipoprotéine A (ctisant protéique majeur des HDL) possede
deux méthionines (Anantharamaiahcoll, 1988), dont I'oxydation prévient la peroxydation
lipidique.

- Il existe, de plus, de nombreux systeraegymatiques d’élimination des ERO/ERN.
Les superoxydes dismutases et les superoxydestases sont capables d’éliminer le radical
superoxyde pour donner le pgyde d’hydrogéne (Pianzzo#é coll, 1996). Les peroxydases
sont, elles, capables de réduire la plupast pieroxydes (dont le peroxyde d’hydrogene) en
alcool. Enfin, la thiorédoxinest une enzyme ubiquitaire qui permet la réduction des ponts
disulfure intra ou itermoléculaires (générés lors d'un stress oxydant) avec une faible

spécificité de substrat. Elle edg plus, capable de réduire® (Nakamura et coll.1994).

[-1.1.1.4.3 Systémes de régulation de dapacité antioxydante cellulaire

Ces systéemes d’élimination sont, pour une grande part, soumis a une régulation, et cela
dans le but de garder une centration intracellulaire en EIRERN constante et non toxique.
Ces régulations peuvent étre sdescontrble direct des ERBRN ou sous le contréle du
rapport thiol/disulfure, notamment par I'intermédiaire du couple GSHi@&® nombreux
systémes sont en effet connus pour rédgita méme maniere sous l'influence g que
sous l'influence du rapport thiol/disulfure (Galegrcoll, 1994 ; Hehneet coll, 2000 ; Kuge
et Jones, 1994).

Chez les procaryotes, de nombreux geénes, dont les praghrits des systemes
d’élimination des ERO/ERN, sont sous le ¢blg des facteurs d#anscription OxyR et
SoxR. Ces facteurs de trangtion s'oxydent en présenceERO et sont ars capables
d’'induire la transcription des genes de pméi impliquées dans la résistance au stress
oxydant comme la catalase ou la SOD (Bauer et, d&B9 ; Storzt coll, 1990 ; Zhenget
coll., 1998). Alors que chez les organismes supéridurexiste pas de systéme similaire. Le
contrdle de 'homéostasie redox fait intervaulissieurs systemes dégulation et notamment
le rapport GSH/(GS)(Barrett et coll. 1999).

11
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-1.1.1.5 Définition et origine du stress oxydant

Le contrble cellulaire de I'homéostasiedox implique de nombreux intervenants,
I'équilibre entre oxydants et antioxydants pettan@ de maintenir une concentration quasi
stable en ERO/ERNF{gure [-2). Malgré cet équilibre, laancentration en especes réactives
peut dépasser une valeur critique, conduisamteasituation de stress oxydant. Cette situation
peut étre transitoire et rapitent rétablie par les antioxydancellulaires, ou chronique et
induire une exposition prolongées composés cellulaires a ces especes tres réactives.

Figure I-2.:  Représentation de I'homéostasie redoka balance entre oxydants et antioxydants
permet de maintenir une concentration quasiment stable en ERO/ERN..

Un stress oxydant peut donc survenir lors d’'une prooluexcessive d’ERO/ERN ou
lors d’'un défaut d’efficacité des systemes antioxydants. Les situations physiologiques
aboutissant a un tel stress sont nombreuBes facteurs exogénes ou environnementaux
peuvent provoquer un stress oxydatds rayons ionisants X, et les rayonnements UV
peuvent générer I'anion superoxyde ; des métexiques (chrome, cuivre) catalysent la
réaction de Fenton ; certaines particules inhalaesante, fumée de cigarette) exacerbent la
phagocytose, ce qui conduit a une production ssitgce d’ERO. Lors d’'une infection, les
microorganismes subissent un fort stress oxydartd gart du systemienmunitaire de I'héte.
Chez les organismes supérieurs, un stress oxydant peut étre la conséquence d’une pathologie :
telle que l'alcoolisme (Wu et Cederbau003), le diabéte (Oberley, 1988) ou certains
cancers (Szatrowski et Nathan, 1991). Quejlee soit l'origine d'un stress oxydant,
'augmentation de la concenti@n intracellulaireen ERO/ERN est un danger pour I'intégrité

des composants cellulaires de toute nata@des nucléiques, ligles et protéines.
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1-1.1.2 Oxydation de cibles cellulaires

Toutes les especes générdess d'un stress oxydant’ayant pas la réactivité
nécessaire pour attaquer debles cellulaires, les dommages oxydatifs sont généralement
causeés par les especes radicat, en particulier OH

Les effets d’'une attaque radicalaire sur les cibles cellulaires sont multiples et
dépendent de la nature chimique de laleci(acide nucléique, lipide ou protéine). Les
conséquences physiologigques sont souvent aligoes pour I'organisme et a l'origine de
nombreuses pathologies telles que cancers, athérosclérose, cataracte, maladie d’Alzheimer ou
maladies cardiovasculaires. Uné&dhie particulierement populaiest la « théorie de I'age »,
postulant que les processus dégénératifs assaril’age, résultent en grande partie des

conséquences de dommages oxydatifs (Harman, 1956).

[-1.1.2.1  Les acides nucléiques

L’ADN est une molécule tres sensible attajue des ERO. On recense, en effet, une
centaine de modifications de I'ADN, la plupart causées par le radical hydroxyle, qui peuvent
conduire a la modification des bases azotées (Devasagetyaoil, 1991), a la formation
d’un site abasique ou a des cassures simplgoable brin de 'ADN. Il existe des systemes
de réparation de ’ADN capables de corriger meslifications par excision de base (BER) ou
de nucléotide (NER) assuranhsi la pérennité de la moldeud’ADN. Ces systéemes peuvent
étre saturés en cas de stress importans;ldésions non réparégserturbent alors les
mécanismes de réplication ce qui conduit gdagrant a des mutations par transversion GC

vers TA, une premiere étape vers les vdiesancérisation (Sekiguchi et Tsuzuki, 2002).

-1.1.2.2 Les lipides

Les lipides insaturés sont des cibles privilégiées des ERO. En effeqi®si qu'Q
arrachent aisément un proton aux carbones sénte deux doubles liaisons pour former un
radical diene conjugué (Vargas coll, 1998). Ce radical s’oxyde spontanément pour former
un radical peroxyl. Cette réaction egtpalée peroxydation lipidique (Esterbavedr coll,

1992), et est capable de se pgmgrad’'une molécule a l'autre. Cette réaction en chaine peut
étre interrompue grace a la vitamine E insérée dans la bicouche lipidique des membranes
cellulaires. Une attaque oxydagissur les lipides circulantsonduit a I'oxydation des LDL
(lipoprotéine daensitélégere) qui, captées par des macrgelsaforment le dép6bt lipidique

de la plaque d’athéromresponsable de maladiesdiavasculaires (Shaw, 2004).
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[-1.1.2.3  Oxydation des protéines

Les protéines sont des ciblgsvilégiées des attaques redliaires compte tenu de leur

abondance naturelle dans la celldk Davies, 2005, pour une revue)

[-1.1.2.3.1 Oxydation du squelette peptidique

Seules les espéces radicalaires posseldeméactivité nécessaire pour oxyder le
squelette peptidique. Ces radicaux (particulieremen) bt capables d’arracher le proton
alpha de la chaine polypeptidie. Le radical ainsi formé estrpallement stabilisé grace a la
délocalisation éleabnique des groupes carbonyles et amides voisins. Ce radical peut réagir
avec Q pour donner un radical peroxyl ou avec un autre radical pour former une espéece
pontée (I'encombrement stérique défavorise cetssipiité). Un radicaperoxyl peut libérer
HO, pour donner une imine (Garrison, 1987), o@eher un proton pour donner un peroxyde
(Davies, 1996)Kigure 1-3).

Figure I-3. :  Oxydation du squelette peptidique d'une protéine.

[-1.1.2.3.2 Oxydation des acides aminés aliphatiques

Les chaines latérales d’acides aminés alighas se révelent encore moins réactifs
gue le squelette peptidiqgue. Néanmoins, @t capable d’'arracher un proton de la chaine
aliphatique pour former un radicdle devenir de ce radical estglaire a celui de la chaine
peptidique : il peut dimériser avec un auteglical, réagir avec un groupement thiol pour
donner un radical thiyl (R5(Biaglow et coll, 1989). Il réagit préférentiellement aveg O
pour former un peroxyl instable, ce qui conduides réarrangements ou a une fragmentation
de la chaine latéral¢lawkins et Davies, 2001).
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[-1.1.2.3.3 Oxydation des acides aminés aromatiques

Les réactions d’oxydation de lehaine latérale d’acides aminés aromatiques sont
variées. Elles consistent, dans la grande majorité des cas, en des réactions d’addition. Ainsi,
on observe la chloratioou la nitration de noyaux aratques par HOCI| et ONOOH, qui
donneront par exemple la chlorotyrosine ouni&rotyrosine. On observe également la
formation de radical ginoxyl par addition d’OH Le radical phénoxyl peut dimériser pour

former un pontage dityrosine intra ou intermoléculaire.

[-1.1.2.3.4 Oxydation des acides aminés soufrés

L'atome de soufre est aisément oxydable, ce qui rend les auidass soufrés trées
sensibles aux attaques par les espéces réacieplus, ce sont les seuls acides aminés

oxydables directement par un peroxydessia catalyse d’'un ion métallique.

[-1.1.2.3.4.1 La cystéine

La réaction de la cystéine avec une espadicalaire conduit a la formation du radical
thiyl. Ce radical peut dimériser poformer un pont disulfure ou réagir aveg @ur donner
un peroxyl (Wardman et von Sonntag, 1995). Leedé& de ce radical e$a formation d’'un
acide sulfiniqgue (RSg), voire un acide sulfonique (R39).

L'oxydation de la cystéine par des espg non radicalairesonduit a différents
adduits. L'oxydation du groupe thiol par I'aciadtreux donne un nitrosothiol. La réaction

avec un peroxyde conduit a la forneatid’'un acide sulfénique (RSOH) (Figure 1-3-A

[-1.1.2.3.4.2 La méthionine

Dans la grande majorité des cas, I'oxydatd’une méthionine conduit a la formation
de la méthionine sulfoxyde (MetSO). En eff&ddition du radical hymxyle sur I'atome de
soufre de la méthionine aboutit a la faton d’'un adduit hydroxy sulfuranyl qui va
facilement perdre un ion OHet donner naissance a un radical cationique. Ce radical va
former la MetSO en fixant un radical superoxyde (Hiédecoll, 1981 ; Miller et coll. 1998 ;
Schoeneichet coll, 1993). L'oxydation du sdre par les peroxydeaboutit & un cation
R-S'(OH)-R qui perd facilement un proton podonner la MetSO. On peut observer des
mécanismes similaires lors deydation de la méthionine par,Oet Gs. Le soufre de la
fonction sulfoxyde de la MetSO possede une orbitale libre, incapable dinverser sa
configuration, lui conférant un castere tétraédrique. Il existi®nc deux diasteréoisomeres de
la L-methionine sulfoxyde : la L-Met-J$S0 et la L-Met-R)-SO Figure 1-4-B).
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Figure I-4. :  Oxydation des acides aminés soufr¢8) Oxydation de la cystéine (B) Oxydation de la
méthionine.

Lors de I'oxydation des méthionines d’'umetéine, le rapport des énantioméRest S
de la fonction sulfoxyde n’est paystématiquement équilibré. Cette observation suggere que
I'environnement chimique de la méthioninendala protéine est caple de favoriser la
formation d'un énantiomére particulier. Daes conditions de pH et de température
extrémes, la fonction sulfoxyde pesibxyder en sulfone irréductible.

1-1.1.3 Conséquences de I'oxy dation des méthionines d’'une
protéine
En raison de I'abondance phylsigique des protéines et derkactivité de I'atome de

soufre, les acides aminés soufrés, particulier les méthionines, sont les premiers a étre
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touchés lors d’'un stress oxydant. Les consécer de I'oxydation des méthionines d'une
protéine dépendent de leuctdisation dans la protéine.

Les méthionines de surface sont les plasilement oxydables, puisque les plus
accessibles au solvant. Cependant, leur oxydatia que peu d'effets pour la plupart des
protéines. Cette caractéristiqast, par ailleurs, #origine des propriétés antioxydantes de
certaines protéines riches en méthionines (Lestremll, 1999).

L’oxydation de méthionines au cceur de latpime a des conséquences beaucoup plus
importantes. En effet, la méthionine estimsopolaire que sa forme sulfoxyde. En s’oxydant
elle va provoquer des réarrangements confoomaels plus ou moins importants pour placer
la MetSO dans un environnement plus polamgte en contact avec le solvant. L’oxydation
d’'une méthionine d’un site actif ou d’une zonatraction peut ainsionduire a une perte de
fonction. Dans le cas d’'une méthionine paptnt a la stabilisation du coeur hydrophobe de la
protéine, I'oxydation conduit a une perte steucture par exposition des zones hydrophobes

au solvant.

-1.1.3.1 Perte de fonction

De nombreuses protéines voient leur aigiwmnodulée, voire inhibée, par I'oxydation
de leur(s) méthionine(s) : c’est le casladgrotéine ribosomale L12 (Caldwell coll, 1978),
de la calmoduline (Gaet coll, 2001 ; Gaoet coll, 1998), ou de I'apolipoprotéine A-I
(Anantharamaiahet coll, 1988). Certaines de ces prot&nsont impliguées dans des
pathologies importantes :

- L’ .-synucléine est une protéine préegytigue de 42 KDa. Son traitementvitro par
H,0O, conduit a I'oxydation des quatre méthioes de la protéine en MetSO. kSynucléine
oxydée possede la méme conformation que la forme native, mais n’est plus capable de former
des fibrilles et inhibe la formation de cesrdéeres par les protéinewtives. De plus, elle
forme des oligoméres solubles. C®gassus d’agrégation, s’il survient vivo au sein des
neurones dopaminergiques, pouréite un facteur déclancham¢ la maladie de Parkinson
(Glaseret coll, 2005).

- La maladie d’Alzheimer est une pathdl®geurodégénérative associée a un stress
oxydant. Le cerveau de patients atteints du ymd présente des plaques d’amyloide. Le
peptide amyloide- (A ) est un composant majeur de dépbts protéiques. Il comprend une
méthionine oxydable qui pourraitjyer un réle dans I'agrégation latcytotoxicité du peptide
A (Walshet coll, 2002).
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- L’ .;-antitrypsine est une glycoprotéinehibitrice de protéass, notamment de
I'élastase, une protéase neutropleégable de dégrader I'élastide la matrice alvéolaire des
poumons. L’ j-antitrypsine exerce ainsi un réle defection des tissus. Elle contient deux
méthionines dont I'oxydation provoque une chdee l'inhibition. L’activité incontrdlée de
I'élastase conduit & 'emphyseme pulmonairedq#ggradation des tissus pulmonaires (Taggart
et coll, 2000). La fumée de cigarette, source imtdeged’ERO, peut notamment étre la cause
de I'oxydationin vivode I' ;-antitrypsine (Travi®t coll, 1980).

Ainsi, de par I'oxydation de résidus de timénines, un stress oxydant peut avoir des
conséquences importantes sur les fonctionkilages et parfoisconduire a de graves

pathologies (maladies d’Alzheimerdgd Parkinson, emphyseme pulmonaire).

-1.1.3.2 Perte de stru cture et dégradation

L’'oxydation de meéthionines au cceur d’upeotéine conduit a une perturbation
importante de sa structurdadimensionnelle, voire a de®arrangements conformationnels
conduisant a I'exposition au solvant zienes hydrophobes oxydées. Ces zones hydrophobes
sont spécifiguement reconnues par le protéasome (Merycoll, 2004), complexe
macromoléculaire qui dégrade Ipsotéines endommagées (Reinheckelcoll, 1998). Le
protéasome joue ainsi un réle dans le maintien de 'homéostasie redox en éliminant les
protéines oxydées.

Dans le cas de stress oxydant important, les protéines oxydéesnt s’agréger et
former des amas. Ces amas anormaux résisteat protéolyse einhibent I'activité du
protéasome en s’y fixant dmaniere irréversible (Bulteaet coll, 2000). lls peuvent
également s'associer aux lipides pour fermles dépodts de lipofuschines qui sont
caractéristiques des tissus de sujets agés.

1-1.1.4 Mécanismes de répar ation des protéines oxydees

L’'oxydation des résidus d’'une qi€ine peut donc avoir deurdes conséquences. La
réparation des dégats engengrésces oxydations permettrait ditev la perte de fonction ou
la dégradation des protés touchées. Il nexiste cependaont peu de systemes cellulaires
capables de réparer les dégats engendrés pgdétion des protéines, le devenir de celles-ci
étant, la plupart du temps, les voies catabelsg Néanmoins, les acides aminés soufrés sont
susceptibles d’étre réparés p#féerents systemes cellulaires.

Les cystéines oxydées en acide sulféniqueayant formé umpont disulfure sont
réduites par la thiorédoxine ou le glian. De plus, un systeme enzymatique ATP
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dépendant, capable de réduites cystéines, suroxydées en acide sulfinique, de la
peroxyredoxine, a recemment été identifié chez la levure (Bétieenil, 2003). Cette enzyme
appelée sulfirédoxine (Srx), fait acheenent I'objet de nombreuses études.

Dans le cas de méthionines oxydées, leestadfone est biologiquement irréversible,
alors que la méthionine saiyde est réductible par un sys&mnzymatique identifié il y a
environ 25 ans. Ces enzymes capables dearectiis méthionines sulfoxyde en méthionines

sont appeléeméthioninesulfoxyderéductases (Msr).

I-1.2 Les méthionine sulfoxyde réductases

La premiére activité méthionine sulfoxyde réductase a été observée en 1960 dans des
extraits de levure (Blackt coll, 1960). Black et ses collabogats ont en effet identifié un
systéme enzymatique capable de réduire Bpéement la L-méthionine sulfoxyde. Ce
systeme fait intervenir trois enzymes identifiéétgrieurement comme étant la thiorédoxine,
la thiorédoxine réductase et I'enzymepable de réduire la MetSO (Poraaiecoll, 1970). En
1979, Ejiri et coll. (Ejiri et coll, 1979) constatent la méme activit¢ dans des extraits
d’Escherichia coli et observent la croissance d'une soucHe. @oli auxotrophe pour la
méthionine sur un milieu contenant de la n@ime sulfoxyde. Ces observations révelent
I'existence d’'une enzymeapable de réduire la méthiaei sulfoxyde en méthionine. Cette
meéthioninesulfoxyde réductase (Msr) n’est isoléekscherichia coliqu’en 1980 par Ejiri et
coll. (Ejiri et coll, 1980), cette enzyme étant capableathiire les MetSO libres en Met. En
1981, Brot et coll. (Brotet coll, 1981) mettent en évidence uaetivité Msr capable de
réduire les résidus de MetSO ldeprotéine ribosomal L12 B: coli. Cette enzyme, d’abord
appelée pMsr (pouProtein boundMethionineSulfoxide Reductase), fut ensuite renommée
MsrA. Le premier gene de MsrAa’été cloné a partdu génome . coli gu'onze ans plus
tard, en 1992 (Rahmaet coll, 1992). En 2000, Moskovitz ebll. mettent en évidence la
stéréospécificité déa MsrA pour le diast&oisomére L-Met%)-SO (Moskovitzet coll,
2000) ce qui suggere l'existence d'une enzynmabke de réduire le diastéréoisomére L-Met-
(R)-SO. Cette enzyme n’a été découverte que récemment par Grimaud et coll., et fut baptisée
MsrB (Grimaudet coll., 2001).

Les Msrs de classe A (MsrA) et de claBs@srB) forment une famille enzymatique
capable de réparer lI'ensemble des noftimes sulfoxydes. Ce sont des protéines
monomeriques, solubles et ubiqis, présentes chez la plupdes étres vivants (mis a part
dans quelques bactériesaethaehyperthermophiles) (Kryuw et Gladyshev, 2002). Depuis
25 ans, ces enzymes ont été étadiet I'état des connaissaneetuelles sur les Msr couvre
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leurs réles physiologiques, leur mécanisme enzymatique et leurs structures. En janvier 2005,
la revue Biochemica et Biophysica Actaansacré un numeéro spécifique a I'oxydation de la
méthionine et aux Msr. Lesevues qui y figurent ont empartie guidé cette étude
bibliographique ¢f. Bigelow et Squier, 2005 ; Boschi-Mullet coll, 2005 ; Davies, 2005 ;
Elfarra et Krause, 2005 ; Ezragy coll, 2005 ; Glaseet coll, 2005 ; Hanseét coll, 2005 ;
Kauffmann et coll. 2005 ; Moskovitz, 2005 ; PanzenbockStocker, 2005 ; Petropoulos et
Friguet, 2005 ; Schoneich, 2005 ; Stadtreinoll., 2005 ; Weissbaddt coll, 2005).

1-1.2.1 Réles physiologiques des Msr

-1.2.1.1 Roéle de réparation

La fonction premiere des Msr est dedu@#e en méthionines les méthionines
sulfoxydes libres ou liées dans une protéindteCactivité de réparation a été observée pour
de nombreuses protéines. La premitrela protéine ribosomiale L12 Bscherichia coli
(Brot et coll, 1981), mais également, par la suifapolipoprotéine A-lI qui voit alors
restaurées ses propriétés de fixation des lipi{8eglov et Stern, 2001)a protéine de choc
thermique Hspl16.3 (Abulimitet coll, 2003) et les inhibiteurs de la famille des SERPIN
(Lawrence et Loskutoff, 1986). Cette fonction de réparatioplique les Msr dans de

nombreux processus physiologiques.

-1.2.1.2 Roéle d’antioxydant et de résistance au stress oxydant

Comme il a été décrit précédemment, de In@uses protéines possedent des résidus
méthionines pouvant étre oxydés sans que la pet@ subisse une perte de fonction. Ce qui
conféere a ces protéisedes propriétés antioxydantekes Msr auraient une activité
antioxydante indirecte en régénérbnpool des méthionines oxydables.

De plus, de nombreuses études ont mis @&eace le rdle des Msr dans la résistance
au stress oxydant. Ainsi, une souchE.coli, ou le gene codant MsrA a été inactivé, montre
une sensibilité accrue au stress oxydant (Rahebawoll, 1994). Des observations similaires
ont été faites che3. cerevisiae (Moskovitet coll, 1997) et chez Isouris (Moskovitzet
coll., 2001). Ces études ont aussi montré que la surexpression de Msr8. dezevisiaet
chez des lymphocytes T humainduit une meilleure résistaa au stress oxydant (Moskovitz
et coll, 1998).
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-1.2.1.3 Implication dans les mécanismes de régulation

Comme il a été décrit précédemment, certapreséines voient leur activité modulée
par lI'oxydation de leurs meéthionines. Cemtzs observations conduisent a penser que
I'oxydation de la méthionine sous forme tetSO pourrait étre une modification post-
traductionnelle permettant de réguler I'activitéads protéines. La Msr jouerait un réle dans
la régulation de ces protéines tuisant leur MetSO, ce glgiur permettrait de recouvrer
tout ou partie de leurs propriétés.

La calmoduline intervient dans la transduction du signal contrdlée par I'intermédiaire
du calcium. En fixant C3, elle devient capable de réguleewinquantaine de protéines. Elle
est ainsi impliquée dans le maintien de 'homéostasie éh &elle active la production
mitochondriale d’ATP. Comme il a été di#cprécédemment, les chaines d’oxydation
mitochondriales sont des sources important&R@. Ainsi, I'inactivation de la calmoduline
en condition de stress oxydant, par I'oxydation de ses méthionines, permet de limiter la
production mitochondriale d’ERO. Les Msr sont capables de réduire les MetSO de la
calmoduline oxydée, ce qui restausen activité régulatrice (Sumt coll, 1999). Elles
pourraient donc jouer un role dans ce mécaeaisle régulation de faroduction énergétique.
Comme il sera décrit plus loita régénération de I'activité déctase des Msst thiorédoxine
et NADPH dépendante, ainsi, dans des conlitide stress oxydamhportant, les Msrs ne
sont pas capables de réparecdimoduline. Lorsque le ratio thidisulfure et la concentration
cellulaire en NADPH redeviennent favorables, les Msr peuvegeéngger la calmoduline et le
métabolisme énergétiquetmeuve son activité normale (Bigelow et Squier, 2005).

La protéase du virus HI2- est une protéine homaaérigue essentielle pour
I'assemblage et la maturation des particviesles. Cette protéagmwssede deux méthionines
dont I'oxydationin vitro conduit a I'inactivation de I'activité protéasique. Cette activité peut
étre partiellement restauréerep incubation avec MsrA, ce geliggere un réle de régulation

dans le cycle infectieux du virus (Dawscoll, 2000).

-1.2.1.4 Implication dans les physiopathologies

Le stress oxydant peut étre a I'origine de nombreuses pathologies. Les Msr pourraient
jouer un réle dans la prév@on de ces pathologies. De plualles peuvent permettre aux
microorganismes pathogeénes de résister aasstneydant généré par I’héte lors du processus

infectieux.
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[-1.2.1.4.1 ROle dans la virulence des bactéries pathogénes

Lors des processus infectieux, les microaigmes pathogénes sont soumis a un fort
stress oxydant dd a I'explosion oxydative prgwée par les cellules du systeme immunitaire
de I'n6te. Les Msr permette@t ces organismes de résistecette attagque oxydative. Ainsi,
une souche mutée de Mycobacterium smegnraégprimant plus MsrA, présente un taux de
survie dans les macrophages plubléaque la souche sauvage (Dougdasoll, 2004).

Une souche mutée ddycoplasma genitaliumn’exprimant plus MsrA, montre une
diminution de sa capacité d’adhérence aux érythrocytes de mouton. En effet, P140, qui est une
protéine extramembranaire impliqguée dans les mécanismes d’adhérence, possede 13
méthionines. L’'oxydation de ces méthioninesrpaiti conduire & une inactivation de P140 et
a une baisse de l'adhérencela cellule hote (Dhandayuthapanet coll, 2001). Des
observations similaires ont été faites clgwinia chrysanthemjiou l'inactivation du gene
codant MsrA entraine une plggande sensibilité au stresgydant, une diminution de la
mobilité et de la virulence (Hassouticoll, 1999).

Ces observations montrent que : (i) les [&snt impliquées dans les mécanismes de
mobilité et d’adhésion aux cellules hotes, taut garantissant I'intégrité des protéines
impliguées dans ces mécanismes ; (ii) les smMmettent aux organismes pathogenes de
mieux résister aux défenses immunitaired’déte. Les Msr sont donc impliguées dans la

capacité de virulence des organismes pathogenes.

[-1.2.1.4.2 Implication dans les madies neurodégénératives

Le stress oxydant peut étre un facteur eléchant ou favorisant certaines pathologies
telles que la maladie d’Alzheimer ou la ndiade Parkinson, pathologies ou I'oxydation des
méthionines peut étre a ligine de processus moléculaires caractéristiques comme la
formation de la plague d'aytoide ou I'agrégation de Isynucléine. Les Msr pourraient
jouer un réle dans cgzathologies. En effet, le cerveau de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer montre une activitdlsrA plus faible (Gabbiteet coll, 1999). Cette baisse
d’activité permettrait I'oxydation du peptide amyloideet la formation de la plaque
d’amyloide.

[-1.2.1.4.3 Implication dans les proessus de vieillissement

La « théorie de I'age » postuipie les processus giEnératifs associés a I'age sont en
grande partie les conséquenals dommages oxydatifs. Les iMgle par leur capacité a

réparer les dégats engendrés |lparERO, devraient étre capablge prévenir I'apparition de
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ces phénomeénes dégénératifs. On obserez &b rat 4&gé une augmentation du taux de
protéines ayant leurs méthiongnexydées ainsi qu’une baisse de I'activité Msr de 50 a 60 %,

et ce dans la plupart des tissus excepté le cerveau (Petropbulols, 2001). De plus on
remarque une diminution de la durée de déesouris transgéniques dont on a inactivé les
géenes codant les Msr (Moskoviét coll, 2001). Enfin, la surexpression de MsrA chez la
drosophile augmente sa durde vie de 70 a 80 % (Ruan et col002). Les Msr sont donc
impliguées dans les processus de sénescence : (i) de par une baisse de l'activité Msr avec

I'age ; (ii) de par leur capacité a pednr les conséquencdsi vieillissement.

-1.2.2 Intérét de I'étude des Msr

La fonction des Msr est dedéire les MetSO en Met. Cetfonction les implique dans
de nombreux processus biologiquiés a des problemes de sapublique importants tels que
la virulence des bactéries pathogenes, letadies neurodégénératives, les processus de
sénescence, ainsi qu’un role pibde dans la régulation dudg viral d’HIV. L'implication
des Msr dans ces processus rend leur eétpdrticulierement intéressante. Ainsi de
nombreuses études biochimiques, enzymatiques et structurales ont été entreprises pour mieux
comprendre leur réle dans ces domaines, leur mode de fonctionnement, leur mécanisme
catalytique et leurs structures tridimensionnell®s plus, leur role dntioxydant et I'ampleur
des phénomenes physiologiques et pathologiques liés, plus ou moins directement, au stress
oxydant, laissent supposer que le champ dicapon des Msr s’élargira au rythme des

découvertes.
I-1.3 Caractérisation des Msr

1-1.3.1 Mécanisme catalytique

Les MsrA et MsrB, étudiées jusqu'a présangntrent toutes le méme mécanisme
catalytique original, de type ping-pong, faisamtrvenir un intermédiee acide sulfénique
(Boschi-Muller et coll. 2000 ; Olryet coll, 2002). Ce mécanisme s’effectue en trois étapes :

() l'attaque nucléophile du thiolatie la cystéine catalytique (Gyssur le soufre de la
fonction sulfoxyde de la MetSO conduit a un é@ttransition réersible (complexe covalent
enzyme/substrat), intermédiaire réactionnel quiéserange pour libérer la méthionine réduite
et conduire a la formation d’'un interméde&acide sulfénique (étapes IA et IB).

(i) le thiolate de la cystéine de recyclage (§yattaque ensuite le soufre de la

cystéine catalytique ce qui condaita libération d’'une moléculdeau et a la formation d’'un
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pont disulfure intramoléculaire Cy&yss (étape Il). Dans le cas des MsrA a deux cystéines
de recyclage, le thiolate de teconde cystéine de recyclage (§yattaque la premiere
cystéine de recyclage, ce qui cortduune migration du pont disulfure GySys: (étape II').

(i) le pont disulfure intramoléculaire (CysCyss ou Cyg-Cysc) est réductible par la
thiorédoxine pour aboutir a la fornréduite, régénérée, de la Msr: Mgret a la forme
oxydée de la thiorédoxine : Txx(étape Ill). Trgyx est elle-méme réduite, ensuite, par la
thiorédoxine réductase & NADPH,Hn vitro, la régénération de la Msr oxydée peut étre
assureée par le dithiothréitol (DTT) (Brot et Weissbach, 198igute I-5).

Du point de vue cinétigue ce mécanismerelsttivement bien connu. La formation de
I'acide sulfénique et du pont disulfure intralé&culaire est rapide. L'étape limitante de ce
mécanisme est la réduction, par la Trx, déMkr oxydée, en particulier la dissociation du

complexe Msed Trxox (Antoineet coll, 2003 ; Olryet coll., 2004).

Figure I-5.:  Mécanisme catalytique général des Msr.

Méme si ce mécanisme est trés bien détisuybsiste de nombreuses zones d’ombre,
particulierement en ce qui concerne les diffé&seattides aminés intervenant dans la catalyse.
De plus, le mécanisme exact de réarrangehecbmplexe reste indéterminé et pourrait faire

intervenir une molécule d’eaaf(Boschi-Mulleret coll., 2005, pour une revue).

-1.3.2 Les différentes classes et sous-classes de Msr

Il existe donc deux classes de Msr, les Msr de classe A et les Msr de classe B, qui
different par leur spéciité de substrat (Me§-SO pour MsrA et Meti)-SO pour MsrB).

24



Chapitre | : Introduction Bibliographique

Méme si ces deux classes de protéine présentent la méme activité et le méme mécanisme
catalytique, I'examen par alignement de lesgguences primaires montre que : (i) MsrA et
MsrB ne possédent aucune homdadode séquences ; (ii) auisel’'une méme classe on peut
trouver plusieurs sous-classes. MsrA et Ms@nblent étre le produit d’'une évolution

convergente.

-1.3.2.1 Les MsrA

Au sein des Msr de clas#e on distingue quatre sous-skes. Dans ces quatre sous-
classes, la cystéine catalytique (&y®st toujours la cystéine 51 et appartient au motif
conservé Cys-PheTrpss-Glyss, leur numérotation étant basée sur la séquence de la MsrA
d’E. coli (Figure 1-6) :

la premiére sous-classe est représentée par la MErAdli et celle de B. taurues

protéines, d’environ 220 résidus, possédarntystéines de recyclage situées sur la

partie C-terminale. La premiére (Gysest la cystéine 198 quait partie du motif

Gly106 Tyri197-Cysi0s-Gly19g, la seconde (Cy$ est la cystéine 206, qast séparée de la

cystéine 198 par une séquence riche enirghgc Le mécanisme catalytiqgue de cette

sous-classe fait intervenir la formation de deux ponts disulfure successifs avant la
réduction par la thiorédoxine. Méme sg ldeux ponts disulfursont réductiblesn

vitro, le pont CyssCySos Serait réduit préférentiellemepar la thiorédoxine. Cette

sous-classe comprend aussi la MdiBrwinia chrysantemiet la MsrA humaine.

la seconde sous-classe est représentée par la MIKA meningitidiset celle deM.

tuberculosis Ces protéines d’environ 180 acides aminés ne possedent qu’une seule

cystéine de recyclage (s la cystéine 198, dont la position dans la séquence
consensus peut étre décalée lpasertion d'une thréonine entre Iyrosine 197 et la
cystéine 198 ; ainsi il existdeux séquences, la séquence;61Yyrio-CySiog-HiSig9
chezN. meningitidis ou GleTyri97- Thrio7-CySiog-His199 chez M. tuberculosis

la troisieme sous classe est représentée par la MsB\ dabtilis Cette protéine de

177 résidus posséde un site actif simdla& celui d’'une thi@doxine. En effet,

I'unique cystéine de recyclage est en position 54 et fait partie de la séquegge Cys

PheTrpsz-Cyssa.

la derniere sous-classe est représentée par la MsrA putativRhddobacter

capsulatus protéine de 222 résidus, qui nespede que la cystéine catalytique.

L'activité de cette protéine n'a jamais été vérifiée et, a supposer quelle soit

fonctionnelle, son mécanisme de régénération reste indéterminé.
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-1.3.2.2 Les MsrB

Chez ces protéines d’environ 150 dés, la cystéine catalytique (Gysest toujours la
cystéine 117 et fait partie du motif TyCysii-lle/Val/Asm g (la numérotation des résidus
étant basée sur la séquence de la MsEB dbli). Elles possedent, au plus, une cystéine de
recyclage, la plupart du temps enifios 63 et appartenant au motif Gy&lyes-Trpss-Prose.

De plus, au sein des Msr de classe B, astirdjue trois sous-classes, qui ne seront pas

développées ici.

1-1.3.2.3 PilB

PilB est une protéine multidomaine tr@evchez les bactéries pathogenes du genre
Neisseria Cette protéine était imdlement connue pour intenderdans la régulation de
I'expression des pilines (Taha et Marchal, 19903 est révélé que PilB ne joue aucun réle
dans la synthése des pilines mais possédegwanche, une activit¥lsrA et une activité
MsrB. En effet, PilB est constituée de 3 domesi: le domaine centrpbssede une activité
Msr de classe A, le domaine C-terminal présame activité Msr de asse B et le domaine
N-terminal porte une signature Cys-X-X-Cys quontre une activité de type thiorédoxine ou
DsbEin vitro (Wu et coll, 2005). Ce dernier domaine pourrait donc étre impliqué dans la

régénération des domama activité Msr (Olnet coll, 2002).

-1.3.3 Spécificité de substrat

Outre la spécificité des deux classes de Msr pour I'un ou l'autre des énanti@edres
S de la fonction sulfoxyde, on peut trouver chezpretéines plusieursvgaux de spécificité.
Tout d’abord, la fonction sulfoxyde est néass a la reconnaissance du substrat par
I'enzyme (puisque la méthionine n’est pasinimbiteur de I'activitéréductase), tout comme
la présence d’'un groupe méthyle en substituafintitane de soufre et de deux carbones entre
I'atome de soufre et le GAntoineet coll, 2003 ; Olryet coll, 2004 ; Olryet coll, 2002). La
configuration du C n’est, en revanche, pas un critéle spécificité puisque les Msr sont
capables de réduire les L-MetSO comme les D-MetSO. Enfin, on observe une meilleure
reconnaissance de la MetSO is# dans un peptide plutét gilee, méme si certaines Msr
sont spécifiques de MetSO libre (Etiennet coll., 2003).

Ces caractéristiques permettent aux Msr de réduire une grande variété de substrats
sulfoxydes tels que le DMSQu le diphénylsulfoxyde (Tamburet coll, 2001) au détriment

de leur affinité pour le substrat puisque lag d¢ui ont pu étre mesurés sont de l'ordre du
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millimolaire. Néanmoins, cette relativement faisigecificité de substrat (mis a part pour la

fonction sulfoxyde) potentialise I'activité des Mair une grande variété de protéines.

-1.3.4 Etudes structurales

L'étude de la structure des biomolécules présente un important intérét fondamental. En
effet, la fonction et les projgtés des biomolécules sontetitement liées a leur structure
tridimensionnelle. En particulier dans le cdes protéines, ou la position relative des
différents acides aminés dans I'espace va ptrenla reconnaissance du substrat, le processus
catalytique, linteraction avec un partenaigtc. D’'un point de vue plus appliqué, la
connaissance de la structdr@limensionnelle d’'une protéinest d’'une importance capitale
dans la conception d’inhibiteurs ou de teffecteur ayant un intérét thérapeutique.

Dans le cas des Msr, de nombreuses questions restent ouvertes, notamment en ce qui
concerne les déterminants structuraux de &ifipité de substrat, nmaussi a propos des
différents résidus intervenant dans la catalgsg@ermettant, par ermple, d’augmenter le
caractére électrophile du soufre de la M&tPes réponses a cesegtions peuvent étre
apportées par I'examen des stures tridimensionnelles des Mé# ce jour, plusieurs études
structurales ont été menées sur les MsrKatiffmann et coll. 2005, pour une revue). Elles
ont montré, comme le laissait supposer I'examereurs structures primaires, que MsrA et
MsrB ne présentent aucune homologie de stractBour les descriptis des structures qui
vont suivre, la numérotation dessidus utilisée est celle & coli, aussi bien dans le cas de

MsrB que dans le cas de MsrA.

-1.3.4.1 Structure des MsrB

Deux études RMN ont étés menées, I'anpermis I'attribution des noyauid, *N,
13C de la MsrB deN. meningitidis(Thureauet coll, 2004) et I'autre akmuti & une structure
basse résolution de la MsrB Be subtilis(code PDB 1XMO0) (Zhengt coll, 2003 ; Zhenget
coll., 2005). Seule une structure de MsrB ad&terminée par cristallographie (Lowthetr
coll., 2002). Il s’agit du domaine C-temal de la protéine PilB d& gonorrhcegeune
protéine monomérique de 146 résidus (code PIDBLD). L’examen dda structure montre
gu’elle est constituée d'un cceur de deux feuilletantiparalleles « twistés », composés
respectivement de 3 et 5 brins. Ceslfets se font face pour former un tonneaflanqué de
trois hélices. et de cing hélice8,o (Figure 1-8). La cystéine catalytique (Cyjsest la Cyg7,
située sur le bring, la cystéine de recyclage (Gy®st la Cyss, située dans une boucle entre
les brins 3 et 4. On peut constater que ces deux cystéines sont spatialement proches et

28



Chapitre | : Introduction Bibliographique

peuvent aisément former un pont disulfure graeme rotation de la chaine latérale de la
cystéine 63. Ce repliement est en partieilaire a celui de deux autres protéines : TCTP
(Translationally Controlled Tumor-associatedProtein) (Thaw et coll, 2001) et Mss4
(Mammaliarsuppressor ofecd (Yu et Schreiber, 1995) qui fixe le Zr(Zhu et coll., 2001).

Figure I-7.:  Séquences et structas secondaires des Msr de classelBs structures secondaires,
correspondent a celles de la MsrB de N. gonorrhodérrminées par cristallographie. Elles sont
représentées en rouge pour les brinet en bleu pour les hélices et 3, La numérotation des
séquences est celle de la MsrEdtoli; les cystéines catalytiques sont représentées en rouge.

Figure I-8. :  Structure tridimensionnelle de la Msr de classe B 8k gonorrhcesedéterminée par
cristallographie. Les feuillets sont représentés en rouge, les hélices et les boucles en bleu. Sont aussi
représentées les deuxstdines catalytiques.
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-1.3.4.2 Structure des MsrA

A ce jour, les Msr de classk ont fait I'objet de plusiewr études structurales. Les
structures cristallines des MsrAKscherichia coli(Tete-Favieret coll, 2000),Bos Taurus
(Lowther et coll, 2000) et Mycobacterium tuberculosis (Tayler coll, 2003) ont été
résolues, ainsi qu’une structure ahie par RMN, celle de la MsrA Biwinia chrysanthemii
(Beraud et coll, 2002 ; Beraudet coll, 2001). Toutes ces structures adoptent le méme
repliement original constitué d’'une partie trate entourée de ces extrémités N- et C-
terminales peu structurées. La padentrale est constituée d’'un feuilleantiparallele de 6
brins, flanqué de 5 héliceset d’'un petit feuillet antiparallele de 2 brs qui surplombe le
site actif. Ce dernier comprend la cystéine 51 (cystéine catalytiqug): yge a I'extrémité
N-terminale de I'hélice.;. Ce coeur montre une conformation quasiment identique pour
toutes les structures connues de MsrA, seule la MsrAVdduberculosisprésente des
différences mineures : I'hélice ainsi que I'hélice.3 y sont un peu plus courtes. L’extrémité
N-terminale est constituée au minimum d’'unergangine de résidus mais sa longueur peut
varier selon les organisems (elle peut étre un pglus courte comme chék tuberculosis Sa
conformation est elle aussi tres conservée tr i I'histidine 7 et sa position par rapport a
la partie centrale est siibée grace a des contacts hymmobes et des liaisons hydrogéne
putatives ; sa fonction reste ateléniner, et sa présence semble pas indispensable au bon
fonctionnement de I'enzyme (Boschi-Mullet coll, 2001). L'extrémité C-terminale a, elle
aussi, une longueur variable d’eron trente résidus et comprend la cystéine de recyclage 198

(Cyss) et la cystéine 206 (Cysdans le cas de MsrA a 2 cystéines de recycligeie 1-9).

Figure I-9. :  Structures secondaires e®sidus conservés des Msrs de classelAs structures
secondaires, correspondent a celles de la MsrAEdeoli déterminées par cristallographie. Sont
représentés en rouge les bringet en bleu les héliceset 3, La numérotation des séquences est
celle de la MsrA d’'E. coli ; les cystéines datajues sont représentées en rouge, les autres résidus
intervenant dans le site actif en bleu.
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Figure I-10. : Structure tridimensionnelle de la Msr de classe AEd’ coli déterminée par
cristallographie. Les feuillets sont représentés en rouge, les boucles et les hélices en bleu. Sont
aussi représentées les @jises catalytiqgues Cys Cyggs et Cysoe

Les différentes structuresonnues présentent, mises a part quelques variations
mineures, la méme conformation de la partientrale et de I'extrémité N-terminale.
Néanmoins, la conformation de I'extrémitét&@minale (et donc la position relative des

cystéines 198 et 206 par rappota&ystéine 51) peut variefune structure a l'autre.

[-1.3.4.2.1 Structures cristallines

Trois structures cristallines sont disponibdiesis la PDB. La premiere décrite est celle
d’E. coli (code PDB 1FF3), une protéine monomae de 211 résidus. La maille cristalline
comprend 3 monomeéres (A, B et C). Deux de ces monomeres ne sont pas entiéerement
observables : sur le monomeére B, I'éxhité C-terminal a partir du résidu Rypn’est pas
observable ; sur le monomere C, seuls les résidus dealkys o, sont observables. Seul le
monomere A est entierement visiblef@tme un pont disulfure entre la Gysdu monomére
A et la Cygs du monomere B. Dans le®is monomeéres, la cystéibé est sous la forme d’'un
adduit diméthyl arsenate, les deux groupeshyiés de I'adduit pouvant mimer la position

des groupes méthyle et méthyléne de la MetSO.
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La seconde structure, déterminée partalsgraphie, est ckd de la MsrA deBos
taurus Cette protéine monomérique de 233 acides aminés a été cristallisée sous deux formes
tronquées. La premiere ne comprend que les résidus 21 a 219 et seuls les résidus 27 a 218 sont
observables dans le cristddode PDB 1FVG). Dans cette structure, une molécule de
dithiothréitol (DTT) forme une lison covalente avec la cystéibé et la cystéine 198. La
seconde ne comprend que les résidus 1% & seuls les résidus de 29 a 228 sont
observables dans le cristal (code PDB 1FVA).

La derniére structure en date a avoir étemdnée par cristallographie est celle de la
MsrA de Mycobacterium tuberculosi€ode PDB 1NWA). Du fait de I'empilement cristallin,
une méthionine d’'un monomere est logée dans le site actif du monomere suivant.

Ces trois structures sont en partie reprisgaes des différentes sous classes de MsrA
puisque les MsrA d. coli et B. taurussont des MsrA a deux cystéines de recyclage, alors
gue la MsrA de M. tuberculosiappartient a la sous classes Msr a une cystéine de
recyclage.

-1.3.4.2.1.1 Site actif des structures cristallines

Pour ces trois structures, tanformation du site actif est tout a fait similaire, bien
guaucune ne présente un sietif a I'état natif. Cette particularité permet de situer
approximativement la position du substrat dans le site actif et est représentative soit de
I'intermédiaire réactionnel (complexe covalentzyme/substrat) dans le cas des Msr&. d’
coli et B. taurussoit du complexe Michaelien enzyme/dustisdans le cas de la MsrA
tuberculosis

L’'examen de ces structurefig(re 1-11) permet de constater que : (i) le site actif est
situé a la surface de la protéine, évaseé, accessildebastrat et a la thiorédoxine ; (i) le site
actif est organisé autour de la cystéine catalytiques(Cy$iii) le groupe méthyle de la
MetSO se situe dans une poche hydrophobe formée par les résigustPhgs, ce dernier
résidu pouvant étre stabilisé par une liaison hydrogéne avec le résigy(étitre I'atome H
du tryptophane et I'atome ‘Nde I'histidine) et un recouvrement de tyigBvec le résidu
Tyrise; (iv) 'oxygene de la MetS@ourrait étre le site acceptede liaisons hydrogéne avec
les hydroxyles des résidus Tys et Tyr, et 'atome H du résidu Glgs; (v) le H' de la
MetSO pourrait former une Igon hydrogéne avec I'atome’ @u résidu Asps, et la liaison
peptidique précédant la MetSO est stabilipéde une interaction hydpbobe avec le résidu
Tyrig7. TOus ces résidus somautement conservéBigure I-10. Enfin, le site actif des MsrA

est riche en résidus a chalaterale aromatique dbnc particulierement hydrophobe.
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Figure I-11. : Conformation du site actif des MsrA d’E. coket M. tuberculosisdéterminée par
cristallographie. (A) Site actif de la MsrA &. coli; la cystéine catalytique est sous forme d’adduit
diméthyl arsenate. (B) Site actif de la MsrA Me tuberculosis une méthionine d’'un monomére
voisin est présente dans le site actif (peptide représenté en rouge).
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Figure I-12. : Positions relatives des cystéinesantenant dans le mécanisncatalytique des MsrA
d’E. coli, M. tuberulosisiset B taurus, déterminées par cristallographie. L'alignement du squelette
peptidique des structures cristallines de la MsrA d’E. ealinoir,B taurusen bleu eM tuberculosis
en rouge montre la position relative des différentegéipes catalytiques. La position de la cystéine
catalytique est identique dans les trois structures. Ghezoli, la distance entre les QGle Cyg et
Cys est de 11,2 fet de21,2 Aentre les Cde Cys et Cys ; chezB taurus ces distances sont
respectivement d& A et19,4 A.Pour ces deux structures la chaine latérale de;@gt orientée vers
le solvant. Che}. tuberculosisqui ne posséde gu’une cystéine de régénération, la position de Cys
dans la séquence est décalée d'un résidu vers I'extrémité C-terminale, il en résulte que la chaine
IatéraIeAde Cyspointe vers le site actif et rapproche lesdes cystéines Cyst Cys a une distance
de 6,6 A

[-1.3.4.2.1.2 Conformation de I'extrémité C-termireatlans les structures cristallines

L'extrémité C-terminale débute au résidu byret comprend les deux cystéines de
recyclage : Cyss (Cyss) et Cyses (Cys). Les études biochimiques et enzymatiques ont
montré de maniére non ambigué que le mécanisme catalytique des Msr fait intervenir la
formation successive des ponts disulfures&¥y/si9s et CysesCysos (dans le cas des MsrA
a deux cystéines de recyclage). Dés lors, il est surprenant de cogs@telans les trois
structures cristallinedes distances entre les @es cystéines 51 et 198 (mais aussi entre les
C des cystéines 198 et 206 dans le cas des MsIA deli et B. taurussont trop longues
pour permettre la formation d’un pont disulfuFegure 1-12.

Plusieurs hypothéses peuvent expliquer ce désaccord entre les structures cristallines et
le mécanisme catalytique : (i) I'environnemaemistallin conduit acette conformation non
native, on peut alors supposer gu’en solutaes cystéines sont figamment proches pour

former un pont disulfure ; (ii) I'extrémité C+tminale est flexible et animée de mouvements
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suffisamment importants pour rapprocher les deux cystéines et permettre la formation du pont
disulfure. Cette hypothese exirroborée par la présence de nombreuggcines dans cette
partie de la protéine et pé fait que la densité électronique de cette extrémité n’est pas
toujours observable dans la maille cristalin (i) la protéine subit un changement
conformationnel lors d’'une des étapes du mécanisme catalytique (formation du complexe
enzyme/substrat ou de [lintermédiaire acide sulfénique) qui pourrait entrainer le
rapprochement des cystéines et la fation d’'un pont disulfure. Le résidu Gysest, lui

aussi, trop éloigné du résidu Gyspour former le second pont disulfure intervenant dans
I'activité catalytique. Néanmoins, dans I'hypothése ou la structure cristalline serait
représentative de la structure en solution, on peut supposé tprenation du premier pont
disulfure engendrerait un changement confaionael qui rapprocherait laystéine 206 de la

cystéine 198 et permettrait ainsiftamation du second pont disulfure.

[-1.3.4.2.2 Structure en solution

Dans le but de vérifier si la conformatide I'extrémité C-terminale de MsrA dans les
structures cristallines est résentative de celle en solutiame étude structurale par RMN a
eté menée avec la MsrA d’Erwinia chrysantemii par Béraud et caile Qeotéine de 212
acides aminés fait partie de la sous-cladsg MsrA a deux cystéinate recyclage et sa
séquence montre 76 % d’homologie avec celle de la MsrA d’E.@ette étude structurale a
été menée grace a l'utilisation de constanesouplages dipolaires résiduelles (RDC pour
residualdipolar coupling constants). Cette méthode perragtartir de I'attibution des raies
de résonance des noyatl', »°C et'N de la protéine, d’obtenir, par la mesure des RDC en
milieu anisotrope (c'est-a-dire orienté), desitraintes orientationnelie et ainsi d’aboutir
aisément et rapidement a d&ructure tridimensionnelle enlation de I'objet étudié. Cette
méthode, comparée a l'utilisation des contraintde distance dérivant des effets nOe, est
particulierement bien adaptée a I'étubkeprotéines de taille importante.

Les auteurs n'ont malheureusement pEposé la structure de la MsrA K’
chrysanthemiidans la PDB. lls décrivent néanmoins une stimecttridimensionnelle en
solution proche des structures cristallines mais ou la conformation de I'extrémité C-terminale
difféere notablement. En effet, danette structure, le soufre the cystéine 198 pointe vers le
site actif, ce qui rapproche les @es cystéines 51 et 198 a ufistance de 8,3 A (au lieu de
11,2 A pour la structure cristallographiqueEdcoli et 8 A pour celle dd. taurug. Cette
étude tendrait donc a montrer gaestructure des MsrA en sdilon est certes difféerente des

structures cristallines puisque le soufre de la cystéine catalytique paisie géde actif, alors
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que dans les structuresstallines des MsrA ¢. coli et B. taurusle soufre decette cystéine
pointe vers le solvant, maisgsente une distance entre lesdés cystéines 51 et 198 peu

favorable a la formation d’un pont disulfure.

[-1.4 Conclusion

Depuis ces 25 derniéres années, I'eétudeMigss’est révelée intéressante a plus d’'un
titre. Leur implication dans la prévention deests oxydant et dans dembreuses pathologies
en a fait un sujet d’étude particulierement sensible et susceptible d’applications dans le
domaine des maladies dégénératives et des phénomenes de vieillissement.

D’un point de vue plus fondamental, leur étude s’est moteddructueuse. En effet,
au-dela de la compréhension de plus en phégise de leur mécanisme catalytique, elle a
permis la mise en évidence d’'un mécanisme catalytique original impliquant un intermédiaire
acide sulfénique et la découved’un nouveau repliement en ce qui concerne la structure des
Msr de classe A. Néanmoins, dans ce domaine, de nombreuses questions subsistent,
particulierement en ce qui cogrne le désaccord apparent enes structures cristallines
connues de MsrA et le mécanisme catalytigue de ces enzymes. En effet: (i) les structures
déterminées jusqu'a présent sont elles représargate la structure eolution ? (ii) si c’est
le cas, lI'extrémité C-terminale des Msrt-ee animée de mouvements suffisamment
importants pour permettre le rapphement des deux cystéinesii} ¢ette protéine subit-elle
un changement conformationnelportant, lors d’une des é® du mécanisme catalytique,
qui pourrait permettre le rapprochement deséigsst et la formation d’un pont disulfure ?

Pour répondre a ces questions, la résonaragnétique nucléaire est une technique de
choix puisqu’elle permet de déterminer $ructure tridimensionnelle en solution des
biomolécules mais aussi de mesurer la dynamilguees molécules, aingue d’effectuer des

études fonctionnellest physicochimiques.
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|-2 La résonance magnétigue nucléaire des

protéines

La résonancemagnétique nucléaire (RMN) se démaue des autres méthodes
spectroscopiques (ultraviolet, infrarouge) par sa finesse, sa préeisisa polyvalence.
Depuis son invention, elle a subi de nonises avancées aussi bien techniques que
méthodologiques lui permettant désormais de tnodes applications dans le domaine de la
chimie, de la biologie staturale et de la médecine.

La RMN est une technigue récente mais certaines avancées scientifiques, ayant
favorisé son apparition, lui sont bien antérieures. C’est le cas, entre autres, de la transformée
de Fourier inventée paredn Baptiste Fourier au I% siécle et de la découverte de
I'électromagnétisme par Maxwell en 1873 (MaXw&873), qui sont des étapes importantes
et fondatrices pour le développement de laNRIBon histoire commence réellement en 1924,
guand Wolfgang Pauli met en évidence un « éeatg liberté quantique a deux niveaux »
associé aux couches électronisjexternes des métaux alcalins,qui deviendra le principe
d’exclusion. En 1925 KronigUhlenbeck et Goudsmit suggerent que cette propriété est
associée a la rotation de I'électron autder son axe. Enfin, en 1927, Pauli formalise sa
théorie et introduit la notion de spin dans |@réceptes de la mécanique quantique (Pauli,
1927), le spin étant une propriétdrinséque de la plupart siparticules subatomiques parmi
lesquels certains noyaux. En 1937, IsidoiRmet en évidence la précession du spin
nucléaire grace a son expérience du rayon moléculaire (Rabi, 1937 etRali, 1939) et
obtient un prix Nobel en 1944. Quelques années fard, en 1946, Purcell et Bloch réalisent
la premiere expérience RMN (Bloch, 1946 ; Blattcoll, 1946 ; Purcell et co]l1946) et se
partagent le prix Nobel de physique en 1952.1951 Arnold, Dharmatti et Packard mettent
en évidence le déplacement chimique (Arneld coll, 1951), la méme année Herbert

Gutowski observe le couplage spin-spin. La R pratique alors en balayage continu et
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trouve des applications commo@les d’analyses chimiques dés 1961 grace au premier
spectrométre commerciale travaillant & une fréquenctl ele 30 MHz.

Les années 70 voient le développementadBMN impulsionnelle a transformée de
Fourier (dés 1965), Ernst ayant largemeonhtdbué a cette innotian majeure. Cette
révolution permet I'accumulation du signal en répétdntois la méme expérience et en
sommant les interférogrammesr@spondants. Cette avancémsidérable a pour effet de
réduire quantitativement le rapp@&/N du spectre obtenu apres transformée de Fourier, mais
surtout ouvre la voie a la RMN multidimensionnelle. En effet, des 1971, lors d’'une école
d’été de 'AMPERE en Yougoslavie, Jeageder propose I'idée d’'une spectroscopie RMN a
deux dimensions. Quelques années plus tar@9&8, Ernst concrétise cette idée et enregistre
la premiere carte bidimensionnelle (Ae¢ coll, 1976). Pour I'ensemble de ses travaux
novateurs en RMN, Ernst recevwra prix Nobel en 1991 (Ernst, 1992).

Avec l'apparition des techniques bidimemsielles, la RMN dépse le cadre d’'un
outil analytique et commence a trouver des appbos en médecine, biochimie et biologie
structurale. En 1973, commence a se déymo I'imagerie par résonance magnétique
nucléaire (IRM) grace a Lautauir et Mansfield, nobélisés en 2003. En 1985, Kurt Withrich
publie la premiére structure d’'un peptide en solution (Williamsioooll, 1985) ; il recevra
par ailleurs un prix Nobel pour 'ensemhale sa carriere en 2002 (Wuthrich, 2003).

Dans les années 90, Bax et Kay mettant point la plupart des méthodes qui
permettent désormais d’étudier la structdes protéines par RMN. Depuis cette époque la
RMN s’est développée de maniére expondietieavec I'apparition des expériences
hétéronucléaires a troiggire quatre, dimensioret la détermination des structures en solution
de biomolécules de tailles gdgus en plus importantes. LRMN dispose aujourd’hui d’un
panel d’outils qui rend son champ d’applicatiguasiment illimité (les principes théoriques
de la RMN ne seront pas déeppés ici ; pour plus de préasis, se référer a I'ouvrage de
Ernstet coll, 1987).

[-2.1 Etude RMN d’une protéine de grande taille

L'intérét de I'étude de la gicture tridimensionnelle des biomolécules, et des protéines
en particulier, a déja été développé pligut. Pour ces raisons, la communauté des
spectroscopistes a manifesté une forte volontéidiét ces molécules et de déterminer leur
structure tridimensionnelle en solution. lpgemier spectre RMN d’une protéine a été
enregistré dés 1957 par Saundersodt, il s'agit du spectre 1protonique de la ribonucléase
bovine en solution dans,D (Saunder®t coll, 1957). Ce spectre, qui présente deux massifs
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correspondant aux protons aromatiques et digpnes, laisse présager de la difficulté
d’étudier ce type de molécules par RMN. En effet, mémaesi méthodes, permettant de
résoudre la structure tridimensnelle des peptides et des petites molécules, sont apparues
des les années 80, I'étude de la structure tridimensionnelle des maéimegtemps été le
domaine réservé de la cristallographieeaNmoins, depuis une vingtaine d’années, des
avancees techniques et méthodologiques ont pdamidsolution, par RMN, des structures

tridimensionnelles en solutiade nombreuses protéines.

1-2.1.1 Limites de la technique RMN appliquée a I'étude des
protéines

Peptides et protéines ont la méme natthieique. Ce sont des polymeéres d’acides
aminés qui ne différent que par leur taille. &fet, un peptide est un oligomere de 2 a 60
résidus, au-dela on parle de protéine. Cette difté&rale taille, qui peut paraitre une simple
guestion de nomenclature, implique la miseceuvre de méthodes RMN bien spécifiques et
adaptées a la taille de I'objet étudié.

Les peptides font I'objet d’études confmationnelles par RMN depuis les années 80 et
les méthodes qui permettent leurs études sogenaent utilisées par de nombreuses équipes.
L'étude d’'un peptide commence généralement lf@dtribution des systemes de spins des
différents résidus le constituant grace a I'exploitation des spectres COGi¥elation
Spectroscoly) (Aue et coll, 1976 ; Nagayamat coll, 1979) et TOCSY FOtal Correlation
Spectroscoly) (Aue et coll, 1976 ; Braunschweiler et Etnd983) qui donnent acces aux
fréquences de résonance de chacun desnwmotle la molécule. L'étape suivante est
I'attribution du spectre NOESY 2DN(clear OverhauserEffect Spectroscoly) (Jeeneret
coll., 1979) qui va permettre d’estamles distances inter protouies grace a la mesure de
I'intensité de I'effet Overhauser nucléaire (n@eclearOverhausegffect), pour aboutir a la
structure tridimensionnelle du peptide étudig des protocoles de modélisation moléculaire
(Williamsonet coll, 1985).

Les méthodes de détermination de strreg tridimensionnelles en solution de
peptides sont tres efficaces et bien adapdélesir objet d’étude. Lesrotéines, qui sont des
objets de méme nature que les peptides, maigilteenettement plusnportante, vont amener
ces méthodes a leurs limites. En effet, la taille des protéines va avoir deux conséquences
majeures : (i) 'augmentation du temps de corrélatignconduit a des vitesses de relaxation
Ry (1/T;) et surtout R, (1/T;) des noyaux de la protéine particulierement rapides.
L'augmentation de la vitesse de relaxation transversalg #Rpour conséquence un

39



Chapitre | : Introduction Bibliographique

élargissement des raies de résonance (la largeur a mi-hauteur des raies de résonance étant
inversement proportionnelleTa) voire une disparition presque totale du signal dans le cas de
certaines expériences telles glexpérience TOCSY ; (ii)le grand nombre de noyaux
observables conduit a des cartes bidimensiormelargées (de signaux larges) qui seront

donc la plupart du temps inexploitables. Poes raisons, les méthodes usuelles de la RMN

qui sont appliquées aux peptides sont pas adaptées, tellesetjas, a I'étude des protéines.
Cependant, la volonté de leommunauté des « RMNistes » d’accéder a la structure
tridimensionnelle en solution des protéinesabouti a des avancées méthodologiques et
techniques et a permis d’ouvrir le champ d’application de la RMN a I'étude des protéines.

1-2.1.2 Méthodologie appliquée a I'étude d’'une protéine par RMN

[-2.1.2.1  L’expérience HSQC

Le principal écueil survenant lors de la mise en ceuvre d’'une expérience RMN sur un
échantillon protéique est I'abondance des signse recouvrant. Ceci rend la plupart du
temps les spectres inexploitables. Un éléntenréponse a ce probleme est apporté par la
spectroscopie  bidimensionnelle  hétérogaale, notamment [I'expérience HSQC
(Heteronuclea&ingle QuantumCorrelation) (Bodenhausen et Ruben, 1980). Cette expérience
bidimensionnelle, fondée sur la séquence INERmMsensitive Nuclei Enhanced by
PolarizationTransfer) (Morris et Freeman, 1979), petrfiobservation des corrélations A-X
avec détection de A, le plus souvent A est le proton et X I'hétéroatome qui le porte
(généralement I'azotEN ou le carbonéC). Un spectre A-X HSQC présente une corrélation
pour chaque groupe A-X aux fréquencesréleonance respectives des deux noyaux. Cette
expérience présente deux avantages. Le presstequ’elle permet I'observation de noyaux
peu sensibles (tels que € ou le*N) avec un gain de sensibilité de I'ordre du millier. Le
second est I'éclatement du sigrabotonique dans la dimewsi de I'hétéroatome, ce qui
permet une meilleure lisibilité des informatiosinsi, dans le cas d’une protéine, chaque
corrélation d’un spectrdH-">N HSQC correspond & un groupemantide, c'est-a-dire & un
résidu de la protéine (excepté les quelggesupements amides des chaines latérales de
certains acides aminés). On obtient ainsi unenddisibilité du signal dehaque résidu de la
protéine (excepté les prolinegi ne possedent pas de proton amide). Les informations
apportées par I'expériencel-'°N HSQC restent limitées. @endant, une bonne dispersion
du signal sur 'ensemble du spectre indique lggegroupements amides se trouvent dans des

environnements chimiques bien différenciésl@c que la protéine est bien structurée dans
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les conditions d’enregistrement du spectrelhdareusement cette expérience n’apporte que

peu d’autres informations structural&sgure 1-13

Figure 1-13. : Spectre'H->N HSQC de la thiorédoxine h1 du peuplier, une protéine de 113 résidus,
enregistré a 600 MHz et 298 K (Coudevylle et coll., 2004).

-2.1.2.2 RMN tridimensi onnelle hétéronucléaire

L’expérience HSQC permet, idéalement,s#parer les signaux univoques de chaque
acide aminé de la protéine mais n'apporte pagaiimations structurales précises. Il faudrait
pouvoir associer I'éclatement du signal appg&s I'expérience HSQC aux informations
contenues dans les spectres COSY, TOGHYNOESY. C'est le principe de la RMN
tridimensionnelle qui, en mettaah jeu une troisieme dimensiqgrermet d’associer le signal
COSY, TOCSY ou NOESY au signal de I'expériedteN HSQC. On obtient alors une

expérience tridimensionnelle, par exemple I'expériefide®™N NOESY HSQC, ol sont
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séparés, dans la dimension de I'aZoke les signaux protoniques qui étaient superposés dans
I'expérience bidimensionnelleorrespondante. Le signal dlexpérience bidimensionnelle
homonucléaire est édité dans la dimension de I'azbtéMarion et coll, 1989 ; Mueller et
coll., 1992). Le spectre obtenu est un cub&@yre I-14 qui posseéde deux dimensions
protoniques & et &) et une dimensiof®N (&). Aux déplacements chimiquef et I'
d’'une corrélation HSQC selon, & &, on peut observer le signal COSY, TOCSY ou

NOESY associé a ce groupe amide sefpn

Figure I-14. : Principe d'un spectre RMN a trois dimensionkln spectre RMN a trois dimensions
peut étre représenté par un cube. Dans le cas d’une expérience ‘@Witée spectre présente deux
dimensions protoniques’{ et &) et une dimensioliN ( &).

Cet ensemble de méthodes permet l'attribution et la détermination de la structure
tridimensionnelle en solution geotéines ne dépassant pas 1&dus. Au-dela, le temps de
relaxation transversald4) diminue au point d’annihiler presque complétement le signal des
expériences COSY et TOCSY. De plus, utmbee important d’acides aminés de méme
nature rend I'attribution difficileL’exploitation de I'expériencéH->°N NOESY HSQC, qui

permet d’aboutir & la structure tridimemsnelle en solution, est alors compromise.

[-2.1.2.3  Attribution du squelette pe ptidique et des chaines latérales

L'éclatement, dans une troisiema&imension, du signal des expériences
bidimensionnelles homonucléairee suffit pas pour résoudre #&ructure en solution de
protéines de plus de 100 résidus. Un apportséquent a été réalisé dans le domaine de
I'étude structurale des protéines en remplacae dimension protonique par une dimension
13C. Cette innovation ouvrant la voie a deuvelles méthodes d'études des protéines par
RMN.
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[-2.1.2.3.1 Attribution séquentielle du squelette peptidique

L’attribution séquentielle consiste a iderdifi de maniére séquentielle, les raies de
résonance des noyaux de chacun des résidus constituant la protéine.

L'expérience  HNCA (lkura et coll, 1990) est I'expérieze hétéronucléaire
tridimensionnelle la plus représentative sddechniques hétérodéaires permettant
I'attribution séquentielle. Sa séquence d’'impatsi consiste en une premiere sous séquence
INEPT qui transfére laohérence du proton'fHvers 'azote qui le porteiNtransfert 1), une
seconde sous séquence INEPT transfere I'aimantation de l'azotrsNle Ci (transfert 2),
suivies des séquences rétro INEPT nécessaiour une détection physique du signathiu
Les constantes de couplai ¢ et?Jic i1 étant trés proches (respectivement 11 et 7 Hz),
le transfert d’aimantation duiMwu Ci est peu spécifique et unerp@ de I'aimantation est
transférée au G1. On obtient un spectre tridimensionnel ogieét la dimension protonique,

& celle de I'azoté®N et & celle du carbon&®C. Aux déplacements chimiques, /x d’un

groupe H'i, Ni, on observe, dans la dimension 'dG, deux corrélationsorrespondant aux

C'i et Ci-1. Malheureusement, ces corrélations ne sont pas attribuables. Pour lever cette
indétermination, on effectue une expérierm@mplémentaire : I'expérience HN(CO)CA
(Brutscher et coll, 1995) ou un couple de sousqggénces INEPT et retro INEPT
supplémentaire permet de transféla magnétisain de I'azote Nvers le Ci-1 (transfert 2)

puis vers le d-1 (transfert 3). Le signal du C' n’est pas observable sur le spectre mais

Figure I-15. : Principe du couple d’expériences HNCA/HNCOCA.
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I'utilisation du carbone C’ comme relais pernti¢ffectuer des tragferts spécifiques duiN
vers le Ci-1. Ainsi, sur le spectre HN(CO)CApn observe une unique corrélation
correspondant au €1 et, par la comparaison des udespectres, il devient possible
d’attribuer les deux pics de corrélation du spectre HNEgufe I-15.

Ce couple d’expériences permet d’accédex fréquences de résonances de et
Ci-1 pour chaque groupe amide du spedtté®N HSQC. L'attribution séquentielle consiste
alors a associer le =1 d'un résidu au @ d’'un autre et ainsi dsuite, en remontant de
maniere séquentielle toute la chaine peptididems la pratique, ctravail s’effectue en
extrayant des bandes (appelées « strips ») dans la dimensf@hghur chaque groupe amide
HYi, Ni du spectréH->N HSQC. Deux difficultés pevent se présentexi) les prolines, ne
possédant pas de proton amide, ne donnentipasgnal dans ce typdexpérience ce qui
génere une lacune dans l'attriton ; (i) plus le nombre de résidus est important plus le
risque d’ambiguité d’attributioaugmente. Pour pallier a cette derniere difficulté, il existe de

Tableau I-1 : Expériences tridimensionnelles hétéronucléaires classiguement mises en
ceuvre lors de I'étude d’'une protéine par RMN.

. . Sensibilité
Taille maximale PN
- . o (comparée a
Expérience Noyauxobservés conseillée de lexpérience
I’échantillon HNCO) (%)
5 HNCO H'(), N(), C'(i-1) <20 kDa 100
s N o
23 HN(CA)CO (i), N(@), C'(i), C'(i-1) <20 kDa 13/4
=R
§ § HNCA HY(G), N(i), C(i), C(i-1) <20 kDa 50/15
\U Q'
§ 2 HN(CO)CA HY(G), N(i), C'(-1) <20 kDa 71
S
E g HNCACB/CBCANH? HNG), N@), C(i), C (i), C(i-1), <20 kDa 4/1,7
28 C (i-1) 1,3/0,5
<
HN(CO)CACB/CBCA(CO)NH HN@i), N(i), C(i-1), C (i-1) <20 kDa 13/9
m CC(CO)NH H'G), N@), C(i-1) < 15-20 kDa
(O]
£ H(CC)(CO)NH HYG), N(i), H¥(i-1) < 15-20 kDa
~
o
93 HNHA HN(), NG, H (i) <20 kDa
T ®
S g HCCH-TOCSY HG), i) < 20 kDa
S5
-:é H-(*N/C) COSY HSQC H(), H() < 15 kDa
<
IH-(*N/AC) TOCSY HSQC H(), H() <15 kDa
'H-(*N/*¥C) NOESY HSQC H(), H() < 20 kDa

%Certaines expériencesécessitent d'étre adaptées aéehantillons deutérés. Dans le cas de I'expérience CBCANH,
I'expérience commence par une impulsion twmt les protons aliphatigsie cette expérience a été adaptée aux échantillons
deutérés en modifiant I'ordre des transfeftémantation pour donnéexpérience HNCACB.

44



Chapitre | : Introduction Bibliographique

nombreuses autres expériences tridimensiorméitgéronucléaires permettant I'attribution
séquentielle. Toutes reposent Buméme principe d’'un couplexpériences ou le relais C’
(ou C), imposé dans une expérience, permettribater le signal d’une autre. Ces couples
sont, par exemple, HNCO/HN(CA)CO (Clubdt coll, 1992 ; Ikuraet coll, 1990) ou
HNCACB/HN(CO)CACB (Grzesiek et Bax, 1992&Grzesiek et Bax, 1992b ; Grzesiek et
Bax, 1993). Les informations apportées par ces expériences sont resumées dans le tableau I-1.
Ainsi, une ambiguité rencontrée pour un ceuglexpériences peut étre levée grace a
un autre couple. L'exploitation de ces expétesnaboutit a des séquences de groupes amides
(correspondant & une séque d’acides aminéskigure I-16. Le déplacement chimique de
certains noyaux (particulierement les & les C) étant spécifique pour chaque type d’acides
aminés (Figure I-1), il devient aisé de les corrélarla nature chingue du résidu et, au

regard de la séquence primaire de la énat, de placer correctemt les enchainements

Figure I-16. : Exemple d'attribution : bandes 67 @2 du spectre CBCANH de la thiorédoxine hl de
peuplier, enregistré a 600 MHz et 298 K (Coudevylle et coll.,, 20B8ur chaque corrélation du
spectre’H->N HSQC, I'expérience CBCANH associe geatorrélations dans la dimension diC
correspondant aux Cet Ci-1 (contours continus) et Cet Ci-1 (contours en pointillés) identifiées
grace a l'expérience CBCA(CO)NH. L'association des corrélations i-1 d'une bande avec les
corrélations i d’'une autre permet d’identifier la séquengEAVAy.
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Figure I-17.: Gammes de déplacement chimique des @ C des 20 acides aminés
(http://www.bmrb.wisc.edu).

partiels de bandes dans la sémeepeptidique. Cette étape d’ddtition peut étre réalisée de
maniére semi automatique grace a degclels tels que Autoassign (Zimmermah coll,
1997). Cependant, ces méthodes nécessitent undienise inspection préalable des spectres
ainsi qu’une Vérification rigoutese de lattribution et nl@outissent que rarement a une
attribution complete.

L'attribution séquentielle du squelette peptidique permet : (i) d’attribuer le speetre
>N HSQC, c'est-a-dire identifier & quel résidualerotéine correspond chaque corrélation du
spectre ; (i) de déterminer legéuences de résonance des noydipi\H C’, C et C de ces
résidus. Bien que l'attribution du specfiid-°N HSQC soit un préalable nécessaire a de
nombreuses études (telles que les étudedydamique, d’'interaction ou de cartographie de
déplacement chimique), 'attribution du squedgteptidique est nécessaire mais insuffisante
pour aboutir a la structertridimensionnelle en solution de laf#ine étudiée. Pour ce faire, il

est nécessaire d’attribuer également les dgag®sonance des noyaux des chaines latérales.

[-2.1.2.3.2 Attribution des chaines latérales

Il existe de nombreuses expériences permitt@tribution des chaines latérales. Les
expériences H(CC)(CO)NH et CC(CO)NH (Liet Wagner, 1999) sont similaires aux
expériences tridimensionnelles d’attribution shjuelette peptidique et permettent d’accéder

aux H'i-1 et G"i-1 du résidu qui précéde le group8iMi. L'expérience HNH (Vuister et
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Bax, 1993) permet d’obtenir la fréquence de résonance du protatiull résidu. Cette
information est cruciale pour pouvoikmoiter I'expérience HCCH-TOCSY (Bagt coll,

1990a ; Baxet coll, 1990b ; Kayet coll, 1990) qui est certainement le meilleur outil pour
attribuer les chaines latérales, en terme de sensibilitt comme en terme de lisibilité des
informations. En effet, 'expérience HCCH T3Y, qui est une expérience tridimensionnelle

a deux dimensions protoniques et une dimensiGnpermet d’observer les corrélations d’un
couple H'i, C*i avec les autres protons de la chadtighatique du résidu. Cette expérience
est particuliérement sensible puisque lesstantes de couplage’elle met en jeu'f.c, “J.

c) sont importantes. Les délales sous séquences INEPT sooimc courts, si bien qu’il en
résulte une perte d’aimantation moins importante. Les différentes expériences d’attribution
des chaines latérales sordugées dans le tableau I-1.

L'ensemble de ces méthodes d'attributidn squelette peptidiqgue et des chaines
latérales est particulierement bien adapi& aontraintes rencontréders de I'étude des
protéines par RMN. Néanmoins, il est nécessde disposer d’échtlfons uniformément
marqués a l'azoté®N et au carboné>C (cf. Annexe-l pour plus de précisions sur les

techniques d’enrichissement isotppé de protéines recombinantes).

-2.1.2.4 Résolution d’'une structur e tridimensionnelle en solution

Les étapes d'attribution du squelette pdptié et des chainewtérales sont un
préalable a la résolution d'urgructure tridimensionnelle esolution. Cette derniére est
déterminée en mettant en jeu plusieurs tygp@sormations structurales, géomeétriques et

conformationnelles, dans le cadre d’'untpcole de modélisation moléculaire.

-2.1.2.4.1 Contraintes de distance

Les contraintes de distance sont les inforametistructurales les plus utilisées lors de
I'étude conformationnelle d’'une macromolécyt@ar RMN. Ces contraintes dérivent de
I'estimation des distances entre noyaux precldans l'espace. La collecte d’'un jeu de
contraintes de distance, décrivant la positidatiee de noyaux de la molécule les uns par
rapport aux autres, et donc la forme de la molécule dans l'espace, est pussible
I'exploitation d’expériences baséggr 'effet Overhauser nucléaire.

Cette spectroscopie est fondée sur I'existed’'un couplage direct (interaction dipéle
dipble) entre deux spins spatialement prockite interaction est due aux phénomeénes de

relaxation croisée et est appetfeet Overhauser nucléaire nQa¢learOverhausegffect).
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L'intensité de cette effet, notég entre deux noyaux de méme natuet j distants der, est
inversement proportionneller& (Neuhaus et Williamson, 1989) :
v JE 8 6 Iy
o o 14 3.

ou 2« est le temps de corrélation effectif dent@lécule. On estime généralement que cette

Eqg. I-6

effet est nul lorsque est supérieur & 6 A. Un spectd®ESY montre donc une corrélation
pour chaque couple de noyaux distants de moins de 6 A.

L’attribution des noyaux de la p#he, réalisée grace aux expériences
tridimensionnelles hétéronucléarelécrites précédemment, parmettre I'exploitation des
spectres'H->N et 'H-"*C NOESY HSQC. La mesure denkensité des corrélations nOe
permet, a partir d'un effet nOe de réfize (pour une distanceorrespondante connue,
comme celle entre deux H'un méme résidu), de déterminer la distance entre les noyaux a
I'origine de la corrélation. En pratique, ontie®e les distances en les classant en trois
catégories de contraintes (pour négliger lesuesrentervenant lors d@ mesure) : effet nOe
fort (1,5 < r < 3,5 A), effet moyen (3,5 < r&5 A) et effet faible (4,5 <r < 6 A). Les
contraintes intra résidus permettent de déckar conformation du résidu (si tant est gu'il
adopte une conformation privilég). Les contraintes diteséquentielles (entre résidus
distants de moins de 4 résidus dans la sequeentalique) permettent de décrire les éléments
de structures secondaireds que les hélices les brins et les coudes. Enfin, les contraintes
dites a longues distances (entrésidus éloignés dans Iséquence peptidique mais
spatialement proches) permettent d’orienteiéléments de structures secondaires les uns par
rapport aux autres. Plus le jeu de contraintea seportant, meilleure sera la qualité de la

structure tridimensionnelle déterminée.

[-2.1.2.4.2 Contraintes angulaires

Dans le cas des peptides, la mesure dw@ioes constantes de couplage (telles que
33ann. 0u33y 1 ), permet, & partir des courbes de Karplus (Karplus, 1959 ; Cung et Marraud,
1982 ; Cunget coll, 1974), de déterminer les angles died8et $d'un résidu. En pratique,
ces mesures s'effectuent simplent & partir du spectre 1Bl ou, avec moins de précision, &
partir de spectres COSY phasés a doutplmntum. L’accés aux angles diédres est
particulierement efficace pour identifier les élémsette structures secondaires et les prendre

en compte lors des calculs de modélisation moléculaire.
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Dans le cas des protéines, la mesure dastantes de couplage est compromise par le
manque de résolution des spectres. Cepentiafittquence de résonance des noyaux d’un
résidu est dépendante de la avnfation locale de ce résidu ($Mart et Sykes, 1994b). Il est
donc possible de déterminer la conformation lcbun résidu en comparant le déplacement
chimigue de ses noyaux avec les valeurs stdsdaesurées dans des pelotes statistiques
(considérées comme ne possédant auconérmation particuliere) (Wishaet coll, 1991).
Deux méthodes consensuelles permettenti ait\sstimer les éléments de structures
secondaires d’'une protéine : (i) I'index de @&giment chimique (Chemical Shift Index : CSl)
(Wishart et Sykes, 1994a) ; (ii) le déplacement chimique secondaire (Secondary Chemical
Shift : SCS). Un logicielnommé TALOS (Cornilesciet coll, 1999a), fonctionnant par
homologie de séquence et de déplacemeirnighe secondaire, permet, a partir des
déplacements chimiques des noyad®, *N", 'H-, **C- et *C d'un résidu, de prédire les
angles diedreset % de ce résidu. Si les dix prédictifaies par TALOS pour un résidu sont
en bon accord entre elles, ces valeurs peuverg étre utilisées comencontraintes dans les

protocoles de modélisation moléculaire.

[-2.1.2.4.3 Contraintes orientationnelles et a longues portées

Grace au logiciel TALOS, les contraintes alagnes peuvent facilement étre estimées
guelque soit la taille de la protéine pourvu que l'attribution séquentielle ait été réalisée. Ce
n'est pas le cas pour les specthes™C et'H-"N NOESY HSQC. En effet, au dela d’'une
masse de 20 kDa (ce qui correspond arenvil80 résidus), I'exploitation des spectres
NOESY devient longue et fastidise, voire impossible, comptenu du nombre de raies de
résonance et de lelargeur importante.

Pour déterminer la structure tridimensionee#in solution de protéine de plus de 20
kDa, il a fallu développer un nouveau type de camtiega dont la mesuret la collecte restent
réalisables, méme pour des protéines de tailles importdrdesatégorie de contraintes
orientationnelles répondces criteres. Leysrincipe est de mesureptientation d’un vecteur
(habituellement défini par deux spins) dans yrere généralement lié a la molécule. Ce type
de contraintes peut étre mesuré pour les syestd@rientés ou les systéemes paramagnétiques.

En effet, lorsqu’'une molécule prend uogentation privilégiée vis-a-vis du champ
magnétique, il en résulte un moyennage incong#stinteractions dipolads. La composante
anisotrope de l'interaicin dipolaire dépend alors de I'oriatibn du vecteur internucléaire par
rapport au champ. Ce phénomene se traduit par un couplage, appelé couplage dipolaire

résiduel ResidualDipolar Coupling : RDC), qui s’'ajoute a lkeonstante de couplage scalaire,
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et se manifeste par une contribution résidualle dédoublements des raies de résonance
(sans suppression de couplage)ent la mesure fournit des informations structurales sur
I'orientation relative des vecteurs internuctéai En milieu isotrope, ces interactions sont
moyennées et la contribution dipolaire aux dagps est nulle dans la plupart des cas. D’ou
I'idée de placer les molécules a étudier dans un milieu orienté, donc anisotrope. Ces milieux
orientés sont souvent constitués de cristaux liquides ou de phages. Si la molécule étudiée
adopte une orientation privilégiée dans ce mjliene composante dipolaire des couplages va
alors apparaitre. Ces constantes de couplagenstées Dij, ou i et j sont les noyaux couplés.
Différentes constantes deuplage dipolaire résiduel sominsi mesurables, telles qtc ¢ ,
'Dynnn 0u?Der v dont I'exploitation va aboutir & autadé contraintes orientationnelles pour
ces vecteurs (Tjandra et Bax, 1997).

Les systémes paramagnétiques comprennsririgéines contenainaturellement un
métal paramagnétique (comme?Qoou sur lesquelles a été fixé une sonde paramagnétique
(un chélatant de synthese dérivant générate de I'EDTA). La présence d'un centre
paramagnétique va avoir plusieurs conséquences : (i) le cemamgmmétique induit une
orientation privilégiée de la molécule visv& du champ, ce qui rend possible la mesure de
RDC (Tolmanet coll, 1995) ; (ii) la proximité d’'un centre paramagnétique provoque une
variation des fréquences de résonance des noyaux. La mesure de ces déplacements chimiques
paramagnétiques permet d’en déduire une cottrde distance a longue portée (inversement
proportionnelle &3 et une contrainte omgationnelle entre les noyayerturbés et le centre
paramagnétique (Gochin et Roder, 1995) ; (iint€raction Curie-dipolaé qui se manifeste
par un couplage qui permet d’aboutinrge contrainte angailre (Boisbouvieet coll, 1999).

Ces différents types de contraintes sokdtigement aisés a mesurer en comparaison
de I'effort nécessaire pour I'exploitation des spectte$®™N et *H-*C NOESY HSQC, et ce
particulierement dans le cas de protéines de taille importante. Néanmoins, une valeur de
constante de couplage résidysut correspondre a plusieussientations possibles des
vecteurs internucléaise cette dégénérescence ne pouvaetlévée que pda connaissance
préalable de la forme globale de la molécule éwidi'est-a-dire soit de la structure cristalline
soit d'une « pré structure » obtenue par exgiion des effets nOe. Ceci exclut donc la
détermination d’'une structure tridimensionnelle novopar la simple exploitation de ces

contraintes orientationnelles, mipart dans quelques cas exceptionnels.
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-2.1.2.4.4 Modélisation moléculaire

Ces différents types de contraintes déctivarstructure tridimensionnelle en solution
de l'objet étudié. Leur exploitation passe par la mise en oglevpgotocoles de modélisation
moléculaire.

Les méthodes de modélisation moléaela sont des méthodes théoriques,
essentiellement basées sur le calcul. principe de toute méthode de modélisation
moléculaire est d’estimer I'énergie potentiellg) d'une molécule. Ceci est rendu possible
grace a un champ de forces qui décrit I'éreergotentielle d’'une molécule a partir des
coordonnées cartésiennes de ses atomespremant en compte les différents termes
énergétiques (appelés poterdjeldus aux interactions inter atomiques libres ou liées
(longueurs de liaison, interactioakectrostatiques, etc.) :

Epot Eﬁaison Eumg|e Ediédre Enon lice EQ- -7

Une fois I'énergie potentielle d’'une conformation moléculaire déterminée grace au
champ de force, cette conformation peut @&péimisée, grace a diffénts algorithmes de
mécanique ou de dynamique moléculaire, dans le but d’aboutir a une conformation possédant
I'énergie potentielle la plus faible.

Les contraintes expérimentales sont intibudans ces méthodes sous la forme de
potentiels expérimentauxajtés aux potentiels théquies du champ de force :

Exp Ewe Edeare Eroc Eqg. -8

L'objectif d’'un protocole de modélisation moléculaire sous contraintes expérimentales
est d’obtenir une conformation (ou un ensemble de conformations) présentant I'énergie
potentielle minimale et le plus en accord alesccontraintes expérimentales. Un tel protocole
met a profit le recuit simulé, un algorithme digmamique moléculaire. Cet algorithme permet
d’explorer tout I'espace conformationnel dentelécule étudiée et de déterminer le nombre
minimum de conformations différentes possibles. Son principe est de permettre au systéme
moléculaire de franchir les barriéreénergétiques, s'opposant a un changement
conformationnel majeur, en lui apportant uirgergie cinétique importante sous la forme
d’'une montée en température. Cette méthode gied®m générer un ensemble de structures
tridimensionnelles en accord avec les contraintes expérimentales et représentatives des
différentes conformations qui peuvent étre déep par la molécule étudiée. La qualité d’'un
ensemble de structures se détermine selon trois criteres : (i) le RostiMean Square
Difference), qui traduit laariabilité de la position des atom#sns I'ensemble des structures :

on considére qu'un rmsd inférieur a 1 esfjuie pour qualifier une structure de haute
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résolution, bien que ce critére psé étre peu judicieux lorsqu’une protéine possede des zones
de flexibilité importante ; (ii) 'analyse desigles de torsion est un critére important, ceux-ci
doivent, en effet, se trouvelans les valeurs permises $eirdiagramme de Ramachandran.
Cependant, dans le cas de bosiclees valeurs peuvent étvlées ; (iii) I'analyse des
violations des contraintes estdernier critere et peut étre dus important. En effet, moins

les violations de contraintes sont importaniglsis les structuresont en accord avec les

données expérimentales et donc regméstives de la structure réelle.

1-2.1.3 Avancees meéthodol ogiques et technologiques

Les techniques de RMN hétéronucléaimgdimensionnelles ont permis d’augmenter

la taille des protéines étudiables. D’autgancées ont encore fait reculer cette limite.

-2.1.3.1 Matériel

La RMN est une technique poaquelle la qualité des donnéaspérimentales est tres
dépendante de la qualité du miskutilisé. Des avancées dans le domaine des spectrometres

et des sondes ont permis de repousser lée$irde la taille des objets étudiables.

[-2.1.3.1.1 Les spectrométres a haut champ

La puissance du champ magnétique est un parametre capital intervenant dans la qualité
d'un spectre, puisque la résolution d'un spectre augmente linéairement avet I8

sensibilité augmente selddy>?

(en effet, la différence d’éngie entre les deux orientations
possibles des moments magnétigueasdle champ est proportionnelle Ba). Ainsi, la
puissance des aimants n'a cessé d’augmetgenis 1962 ou les électedmants possédaient
seulement une puissance maximale de 2,8eTqui correspond a une fréquence protonique
d’environ 100 MHz) jusqu’aux cryo-aimants supraconducteursappdrition, en 2002, des
premiers spectrométres a 21 T (900 MHz).

La puissance minimale du chaBpgénéralement requise pour I'étude d’'une protéine
est de 11,7 T (environ 500 MH&)ien que la plupart des équipes de RMN des biomolécules
utilisent des spectrometres a 14 T (environ B0z). Les spectrométres a tres haut champ
tels que ceux a 18,7 T (800 MHz) et 21 T (quteat peu répandus en France compte tenu de
leur colt d’achat et de maimi@nce) permettent I'étude deohiolécules de taille trés élevée
ou I'étude de molécules de taille plus raisdsleanais avec une résolution et une sensibilité

trés confortables.
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[-2.1.3.1.2 Les sondes

La sonde joue un réle central dans la mise en ceuvre d’'une expérience RMN. Elle
permet I'émission des impulsions radiofréequences ainsi que la détection du mouvement de
précession du vecteur d’aimantation. La peniance d’une sonde va donc avoir une influence
majeure sur le bon déroulement de la séqudhie®ulsion, en terme de durée optimale et de
spécificité des impulsions, mais aussi sur lzs##slité de la mesure. Des avancées techniques
considérables ont donc été faites dans ce dom@nerouve, en effet, des sondes possédant
d’'une part des bobines spécifiques du cardd@et/ou de I'azotéN, plutdt que des bobines
a large bande moins performantes, et d’autre gatées d’une sensibilité et de performances
sans cesse accruesiririovation la plus spectaculaire dans ce domastda cryosonde dont
le principe est de refroidir dlectronique de la sonde (les bobines d’excitation/mesure mais
aussi les préamplis) grace a de I'hélium gazeoixi (& 20 K). Ceci a pour conséquence une
diminution significative du bruiélectronique. Ces sondes possgdidnc une sensibilité deux
a trois fois plus importante que celle des ssendissiques (dites chaudes) ce qui rend
possible I'étude de protéines a de failwescentrations (de I'ordre de 100 uM).

[-2.1.3.2 L’expérience TROSY

Comme mentionné plus haud taille des protéines gvoque un élargissement des
raies de résonance. Cet élargissement, diesa vitesses de relaxation transvers&lg (
particulierement rapides associées aux mouvements de rotation moléculaire, est une limitation
a I'obtention de spectres suffisamment hiésolus pour permettre leur exploitation.

En 1997, Withrich et ses collaborateurs metdéenpoint une technique de corrélation
a deux dimensions, appelée TROSY (TramsweRelaxation Optimised SpectroscopY),
permettant d’atténuer I'effet de la relaxation transversale sur la largeur des raies de résonance
(Pervushiret coll, 1997). Ce gain de résolution est permis grace a I'annulation mutuelle des
contributions d’anisotropie de déplacement chumi (CSA) et d’interamns dipolaires de la
vitesse de relaxatioR,. Cette annulation est d’autguitis efficace que le champ Bst éleve,
mais n’'est effective que pour les protonsidea secondaires et aromatiques (Pervushin
coll., 1998). Un spectréH->N TROSY présente, en effet, deses de corrélation plus fines
gue dans un spectre HSQC classique. L'intérétatte expérience a I'étude des protéines de
grande taille étant évident, la séquenceOBY a été rapidement améliorée (Czisch et
Boelens, 1998 ; Schulte-Herbruggen et Saan2000), et incorporée aux expériences 3D
voire 4D, en remplacement de la classigézjuence INEPT. La séquence TROSY est
désormais incorporée dans les expérietragisnensionnelles hétéronucléaires : HNCO (Yang
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et Kay, 1999), HNCA (Salzmann et cpllL998), HN(CO)CACB (Salzmann, 1999) etc. La
séquence TROSY est aussi appliquée a la maegdemps de relaxation et des effets nOe
hétéronucléaires dans Iétudes de dynamique (Kemef coll, 2003 ; Loria et col).1999 ;
Zhu et coll, 2000). Ces technigues sontsdémais trés populads et ont fait leur preuve en
permettant I'étude de protéines ddus grande taille (Tugarinowet coll, 2002) et
d’homomultimeres protéiques (multimere de 900 kDa) (Fietusoll, 2002,cf. Fernandez et

Wider, 2003 pour une revue).

-2.1.3.3 La deutération

La vitesse de relaxation transversaf®) (a une influence direetsur la largeur des
raies de résonance, et donc sur la qualés spectres. Or, les interactions dipolaires
contribuent a 'augmentation de\desse de relaxation transvdesd_a deutération consiste a
remplacer tout ou partie des protofid)(d’une molécule par des deutériumisl ou D) qui
posseédent un nombre de spin égal a 1. @Gettenique d’enrichissement isotopique n’apporte
pas de noyau supplémentaire a détecter mais permet de limiter les interactions dipolaires et
contribue donc a diminuer la vitesse de relaxatiansversale, ce qui se traduit par des raies
de résonance moins larges (Grzesek coll, 1993). En effet, en raison du rapport
gyromagnétigue du noyau deutérium plus l&ilgue celui du proton, les interactions
dipolaires entre les spins des noyaitk et ceux des autres noyad*C ou N sont
considérablement diminuées. On observe, de phes diminution de la diffusion de spin, ces
deux facteurs contribuant a une amaimn de la qualité des spectres.

Cette technique est généralement misediitppour I'étude de protéines de grande
taille (supérieur a 20 kDa). On proceder pm enrichissement isotopique grace a une
production bactérienne dans@au lieu de KO, puis a un échange des deutériums amides
par des protons en lyophilisant I'échantillon et en le resolubilisant da@s Hn tel
échantillon, totalement deutéré, permateffectuer la pluprt des expériences
tridimensionnelles hétéronucléaréun grand nombre de cesgpériences ayant été adaptées
aux échantillons deutérés qui nécessitent unupgage deutérium) avec un gain de sensibilité
et de résolution appréciable, mais ne permet pas d’aboutir a une structure tridimensionnelle
qui nécessite la collecte d'un grand nombre deffets fi®&H. Un bon compromis a la
perdeutération (deutération tofpgst la deutération a 50 — 75@éi permet de compenser la
perte de sensibilité due a la diminution du naentke protons (LeMastet Richards, 1988), la

collecte d’effets nOe restant limitée.
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I-2.2 La dynamique des protéines en RMN

Les biomolécules (protéines et acides nucléiques), comme tous les édifices
moléculaires en solution, sont animées de mouvements. Ces derniers couvrent une large
gamme de fréquences et d’amplitudes, des phigdea (vibrations des lisbns et oscillations
angulaires de I'ordre de la picoseconde) aux plus lents (échange conformationnel ou chimique
de l'ordre de la seconde aéure). Cette dynamique des bmétules est souvent associée a
leur activité. En effet, dans le cas des pro®imes éléments de structures secondaires sont
rigides. Alors que les boucles, qui compdsgénéralement le site actif ou les zones
impliguées dans [l'activité, présentent sdemouvements générant ['adaptabilité
conformationnelle nécedsa a la reconnaissaa et l'interaction avec le substrat ou un
partenaire. Mesurer et compde la dynamique d’une protéine permet de mieux comprendre
sa logique fonctionnelle ses propriétés de recorssance ou d’interaction.

Figure I-18. : Gammes de temps des mouvementshg&nomeénes dynamiques dont sont animées les
biomolécules ainsi que les paramétres RINpermettant leurs mesures et études.

La RMN est un outil particulieremengfficace pour I'étude des phénomeénes
dynamiques puisqu’elle permet la mesure deamétres sensibles aux différents types de
mouvements moléculaires (Figure 1918 'observation des phénames les plus rapides
nécessite la mesure des vitesses de relaxatars que les phénomeénies plus lents sont

visibles directement sur le specRMN, en particulier dans les situations d’échanges lents.

1-2.2.1 Phénomeénes d’échange

Qu'il s'agisse d’échange chimique ou corrhationnel, ces phénomenes peuvent étre

particulierement lents puisqu’ils ont lieu sureugamme de temps allant de la milliseconde a
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la seconde, voire I'heure (Wang et Palmer,300ans le cadre de la RMN, ces phénoménes
d’échange peuvent étre aisément formaliges effet, pour une situation ou un noyau
s’échange entre deux environnensectiimiques distincts (étatd)et B, correspondant a deux
fréquences de résonance du noyaux et g et dont la différece de fréquence esh &
I’échange est gouverné par les équations :

Eq. I-9
On peut définir le temps moyen de résidence dans chaqu@ éta, avec :
Ka 1 et kg 1 Eq. I-10
W W
La vitesse d’échandey est définie par :
1
Ko, Ky Kg w Eq. I-11
Les populations relative3, etPg des étaté\ et B sont alors définies par :
Kk k
P, —2~eth, & Eq. I-12
A kex ° kex q

Il existe plusieurs régimes d’échange suivant la valeug,ds K &Figure 1-19

Figure 1-19. : Spectres 1D'H théoriques d’un phénoméne d’échange entre deux états A et B en
fonction de la vitesse d’échange.kpour Px=Pg et (. =20Hz, (d’aprés : Canet et coll., 2002).
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-2.2.1.1 Echange lent

En l'absence d’échange, a chaque étatespond une raie de résonance. Lorsque le
systeme entre en régime d’échange lent, caractéride,par U &les raies de résonance qui
correspondes aux étatset B vont garder leur individualiténais vont s’élargir au fur et a
mesure que la vitesse d’échange augmente.

Ce régime d’échange est observé, par gentors d’'un échange conformationnel tel
que l'isomériecigtransde la liaison peptidique en amatitine proline (définie par I'angl&)
dans un peptide. On observe alors deux famdie résonance, une correspondant a I'état cis
'autre a l'étattrans Par le biais de l'intégration deaies de résonance correspondant a

chaque état, les populatioredatives de formesis ettrans peuvent étre quantifiées.

[-2.2.1.2 Echange intermédiaire

La largeur des raies de résonance augmentelavprsqu’au cas limite olex ~ 0 &
Le systeme entre alors en régime intermédid@® raies de résonanwont se confondre en
une unique raie large a la fréquence moyefea + Ps. 5. Ce phénomene, appelé
coalescence, aboutit généralement a une digpade la raie de résonance. Le signal des
résidus les plus intéressants @snc généralement difficilepire impossible, a observer.

-2.2.1.3 Echange rapide

Un échange rapide est caractérisé kar>> (& On observe alors un effet de
moyennage sur I'échelle du temps des mesures RMN qui aboutit a un affinement de la raie

unique observée pour un échange intermédiaire.

Les phénomenes d’échange lent sont mare observés dankes protéines; les
phénoménes d’échange intermédiaire sont, paeree, difficilement observable mais sont
généralement responsables dasuhes d’attribution lors déétude d'une protéine ; les
phénomenes d’échange rapide sont eux accessibles a partir de la mesure des vitesses de

relaxation.

1-2.2.1.4  Exemple d'échange lent : échange 'H/2H

L’échange’H/ ?H est un exemple d’échange chimique lent, largement mis & profit
dans la détermination de structures tridimensionnelles.
Les protons amides du squelette peptidiguelés chaines latéralds certains acides

aminés) ont la propriété de stemnger avec les protons de leda vitesse de ce phénomene
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d’échange est ralentie si un proton amide egagé dans une liaison hydrogene et/ou s'il est
enfoui dans un environnement hydrophobe, peu aifdesau solvant. La mesure de cette
vitesse d’échange renseigne sur les protorislemrengagés dans une liaison hydrogéne et,
dans une moindre mesure, surdpliement de la protéine.

La RMN dispose d’outils permettant de mesices vitesses d’échange, le but de cette
démarche étant de déterminer les protongl@snengagés dans une liaison hydrogene. Ces
mesures facilitent la détermination de la stnwe en solution par I'ajout de contraintes de
distance entre proton donneur et groupe acuoepétectronégatif. Le principe de ces
expériences est de solubiliser un édhian lyophilisé de protéine dans,D. Les deutériums
se comportant chimiquement comme des ptmnt s’échanger avec les protons amides de
la protéine ; les groupes amides qui s’échahgent alors dispara#rprogressivement du
spectre. En mesurant l'intensi@ signal de chaque proton i@e en fonction du temps, on
peut déterminer leur constante cinétique d’éch&pggéace a la relation :

[, 1, exp( k.t) Eqg. I-13
ou lg est l'intensité du signal au temps 0. Dansds des protéines, I'intensité du signal des
groupes amides peut étre aisémentisuivace a des expériences de tigeN HSQC en
utilisant un échantillon marqdéN. La constante cinétique d’échange de chaque proton amide
est alors normalisée avec la valeur theuei correspondante pour un acide aminé donné dans
une « pelote statistique » (Bati coll, 1993). Cette conversion aboutit au facteur de protection
qui permet de définir les régiorde la protéine au sein stpelles I'échange des protons
amides est ralenti. La mise émidence de la présence desslais hydrogene a partir de ces
données, en dehors des élémealgsstructure secondaire évitlgnest délicatear le groupe
électronégatif accepteur n’est priori pas connu. Pour pallier a cette difficulté, des
expériences RMN hétéronucléaireslisant la constante deouplage scalaire existante au
travers d’'une liaison hydrogene toété mises au point (Cornilesai coll, 1999b). Ces
expériences correlent fgroton du site donneur avec le gpe accepteur, levant ainsi toute
ambiguité. Elles sont malheureusement peu dessibmpte tenu de la constante de couplage
faible entre proton et groupaccepteur (de l'ordre du Hz) et sont donc difficilement

applicables aux protéines.

1-2.2.2 Dynamique des protéines et relaxation

Les parametres décrivant la dynamique gloledléocale d’une mtéine peuvent étre

atteints par la mesure des vitesses txation et du parametre nOe hétéronucléaire.
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-2.2.2.1 Phénomeénes de relaxation

Sous le terme de relaxation sont regraufgs phénoménes responsables du retour a
I’équilibre de I'aimantation apres une excitatibes interactions dipolaires et I'anisotropie de
déplacement chimique (CSA) sont a I'origine de la relaxation. En effet ces deux phénomenes
créent des champs locaux, fluctuants du fait des mouvements moléculaires. Lorsque la
fluctuation des champs locaux correspond aux fréquences de résonance des noyaux, il en
résulte une transition entre legféients niveaux d’énergie ce gdissipe I'énergie et permet
le retour a I'équilibre.

Les vitesses de relaxatiét et R d’'un noyau X sont gouvernées par les mouvements
internes de la liaison H-X et le mouvement glatmla protéine. Laelaxation transversak,
est principalement dominée par les mouvemdanhts, en particulier les mouvements de
réorientation globale de la n&mlule, qui n'induisent pas de tition, mais font décroitre la
cohérence entre les spins en faisant varier glanfaléatoire leur fréquee de résonance. Qui
plus estR, comprend une composante due & I'échan{@ &finie telle que :

B* R R Eq. I-14

La relaxation longitudinaleRr; est, elle, sensible aux mouvements de fréquence
intermédiaire.

Le paramétre nOe hétéronucléaire traduitéchange d’aimantati entre deux spins
en interaction dipolaire. Lorsque la distancéreees deux spins esbnnue et constante,
comme c’est le cas entfél et '°N d’'un groupe amide secondaire (~ 1,02 A), I'effet nOe
hétéronucléaire ne dépend plus que du temg®aélation effectif entre les deux spins, c'est-
a-dire de l'amplitude de leur mouvement’'effet nOe hétéronucléaire est donc la
combinaison des vitesses ddaxation longitudinalet de relaxation croiséey@®z <Nz) ; il
est trés sensible aux mouvements rapides.

Ainsi, la mesure des temps de relaxation gere déterminer 'amplitude et la vitesse
des mouvements moléculaires. La mesdes vitesses de relaxation des noyatk est
particulierement judicieuse, puisque les chaitopaux fluctuants proviennent principalement
des mouvements de réorientation de la diaiH-N. De plus, ce type de noyaux est
uniformément réparti le long du squelettetdique, ce qui en fait une sonde idéale.

[-2.2.2.2 Mesure des vitesses de relaxation et du parameétre nOe

Les vitesses de relaxation sont mesurables grace a l'enregistrement d’'une série

d’expériences bidimensionnellég@téronucléaires de type BE. La vitesse de relaxation
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transversale est mesurée gracmea expérience basée sur la ségeeCPMG (Carr et Purcell,
1954 ; Meiboom et Gill, 1958appliquée durant un délaivariable. 1l existe différentes
méthodes pour mesurer la vitesde relaxation longitudinald.eur principe est de laisser
relaxer 'aimantation des noyad3\, selon I'axe z, durant un délaivariable. La mesure de
I'intensité des corrélations dehaque expérience en fonction de obéit a une
monoexponentielle décroissante :
I ¢) I,exp( Rt Eq. I-15
La mesure du paramétre né¢-'°N nécessite deux expériences de mesure des effets
nOe hétéronucléaires : dans I'une, le protontauie saturation ; dansalitre, on effectue une
saturation hors résonance pour compenser diégkneffets d’échauffement. Le paramétre
nOe’H-"N est calculé en appliquant I'équation :
nOe 1 Eqg. I-16
I0
ou | et lp représentent respectivement l'intensités decs de corrélations avec et sans
saturation.
Plus la liaison H-N est rigide, moins la perturbation des noyalnaffectera la
relaxation des spirSN et plus le paramétmOe sera proche de 1.
Ces expériences permettetiaccéder aux valeurs de;, R, et nOe'H-">N pour

chague groupe amide secondaire du squelette peptidique.

[-2.2.2.3  Analyse des valeurs de re laxation en term e de dynamique

En premiére lecture, les valeurs expéritaées des vitesses de relaxation et du
parametre nOe apportent des informationslesi mouvements moléculaires. Cependant ces
valeurs restent des données brutes et niémeissd’étre traitées pour accéder a des
informations dynamiques précises. Pour ceefaon utilise un modeleécrivant, en un
minimum de parametre, la dynamique des molécules en solution et capable de corréler ces
parametres aux valeurs expérimentales des vitesses de relaxation et du parama#réeOe
densités spectrales (la notion de densité speatd’expression detemps de relaxation en
fonction de ces densités seront pas abordées ici).

Le modele le plus utilisé est celui de LiperiSzabo (Lipari etZbo, 1982a ; Lipari et
Szabo, 1982b) qui doit son succes a un nombre lid@tparametres a ajuster. Son principe
est de considérer que les vecteurs NH d’'oreeromolécule sont soumis a deux types de
mouvements indépendants, puisque ayant lieu a des échelles de temps différentes : (i) le

mouvement lent de rotation de la molécaans son ensemble décrit par le temps de
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corrélation global2 (de I'ordre de la nanoseconde)i) [@s mouvements internes locaux, qui
sont rapides (dans la gamme des temps dectagpla nanoseconde) décrits par le parameétre
d’'ordre &, compris entre 0 et 1, représentant la restriction de mouvement d’un vecteur NH
(une valeur de 1 représente un mouvenmorhplétement restreinyine valeur de 0 un
mouvement non restreint) et femps de corrélation loca& qui représente la vitesse de ces
mouvements (Figure I-20Une contribution d’échange aVdesse de relaxation transversale
RS traduisant les mouvements les plus lenengdla gamme des temps de la micro a la

milliseconde), peut aussi étre extrapolée.

Figure 1-20. : Représentation du modéle de mouvements de Lipari-Szabo.

Le formalisme de Lipari et Szabo a éténetu par Clore et ses collaborateurs (Cédre
coll., 1990). Ce nouveau modele considere quenlmsvements internes se déroulent sur deux
échelles de temps différentes. Il comporte ainsi 5 paramé@eS et 2 qui décrivent les
mouvements internes rapides et efffinet 2 qui décrivent les mouvemss internesents. Ce
modele étendu est plus difficile & mettre amvee puisqu’il nécessite ektrapoler 5 valeurs a
partir de 3 valeurs expérimentales. Une solution a cette difficulté est de mesurer les valeurs
des vitesses de relaxation et du paramétre nOe a aux moins deux valeurs différentes du
champs magnétique.

Quelgue soit le modele utilisé, il est ngsaire de déterminer préalablement le temps
de corrélation globalk La valeur de? est accessible a partir du rappBstR; a condition
que : (i) 2soit supérieur a 1 ns; (ii) le temps carélation interne soit supérieur a 100 ps ;
(iii) les valeurs ddR, ne soient pas trop surestimées a cause de la contribution d’é&h&fige
(Kay et coll, 1989). Les vecteurs NH remplissant ces @@k sont ceux des résidus faisant
partie de structures secondair€®ur ces vecteurs rigides’ & 2sont négligeables et le
rapportR,/R; ne dépend plus que du temps de corrélation global.
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Les valeurs des vitesses de relaxation et du parametre nOe, interprétées grace au
formalisme de Lipari et Szabo, permettenalmbutir au temps de weélation global ainsi

qu'aux parameétr&’, 2 et éventuellemerR,*"

pour chaque vecteur Néie la protéine. Cette
approche permet de décrire les phénoméehgsmmiques dont est animée la protéine et

éventuellement de les corrélereawses fonctions et propriétés.

[-2.3 Conclusion

La RMN est une technique relativemea@tente, mais soumise constamment a des
avancées majeures. On lui trouve désormais un large domaine d’applications analytiques et
structurales, aussi bien gmhase liquide que solide. Dans le domaine de I'étude des
biomolécules, les innovations récentes, audsn en terme de matél (spectrometres,
sondes) que de méthodes (techniques nimgidsionnelles hétéronucléaires, génie
génétique), ont permis d'étemdlta taille limite des objets pouvaétre étudiés. Au dela de
I'étude structurale, la RMNoffre une variété de méthoslepermettant d’observer la
dynamique des biomolécules en solution, mais aussi d’étudier, aussi bien qualitativement que
guantitativement, les interactions moléculaeesle mesurer des constantes physicochimiques
(constante de diffusionKp, pKa etc...). Le champ dappation de cette technique

expérimentale semble donc presque illimité.
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-3 Objectif des travaux

L’étude des Msr s’est révéléadnessante a plus d’un titdeeurs implications dans la
prévention du stress oxydant et dans de nonsle pathologies en font un sujet d’étude
particulierement sensible et susceptiblepgiacations thérapeutiques dans le domaine des
maladies dégénératives et des phénomenes de vieillissement.

Cependant, en ce qui concerfles études structurales des Msr de classe A, de
nombreuses questions subsistent, particulieneree ce qui concerne I'adéquation entre les
structures connues de MsrA et le mécanisme catalytique de ces enzymes. En effet: (i) les
structures déterminées jusqu'a présent sont-ad@esentatives de &ructure en solution ?
(i) si c'est le cas, l'extrémité C-termale des Msr est-ell@nimée de mouvements
suffisamment importants pour permettre le rappement spontané des deux cystéines ? (iii)
cette protéine subit-elle un @hgement conformationnel, loddune des étapes du mécanisme
catalytique, qui pourrait permedtie rapprochement des cysi&s et la formation d’'un pont
disulfure ?

Pour répondre a ces questions, la réso@amagnétique nucléaire est la méthode
idéale puisqu’elle permet la détermination de structuresolerion, des études dynamiques et
fonctionnelles de protéines. Nous nous psgms donc de déterminer les propriétés
structurales, dynamiques et fonctionnelles mtamt l'activité catalytique de MsrA et
particulierement la foration du pont disulfure CysCysgs Pour ce faire, notre systéme
d'étude sera la MsrA &scherichia coli ce choix étant justifié par deux raisons : (i) Msf&
ayant déja fait I'objet d’'une étude structurpég diffraction des rayons X, cela nous permettra
d’observer précisément les différences conforomatelles entre la structircristalline et la
structure en solution ; (i) MsfA°" appartient & la sous classes MsrA & deux cystéines de
recyclage. Ce travail pourrait ainsi apportes déormations sur la formation du second pont

disulfure intervenant lors de l'activité catalyi@de cette sous classe de MsrA. Nos objectifs
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seront, dans un premier temps, de déterminstrigcture tridimensiontie en solution de la
MsrAE" sous sa forme réduite (MstA'z.9) dans le but de confirmer ou d'infirmer la
premiere hypothese ainsi que d’étudier lenportement dynamique de cette protéine pour
confirmer ou infirmer la seconde hypothése.

L’étude structurale de MsrA Hrwinia chrysanthemji basée sur ['utilisation de
contraintes orientationnellesyant échoué, il nous sera nécessaire deffectuer une étude
conformationnelle basée sur I'utditon des contraintes classiquissdistances dérivant de la
mesure d’effets nOe, ce quiste d’une grande complexité ddaescas d’'une protéine de 211
résidus.

Le cas échéant, nous étudies d'un point de vue strtural et dynamique les
intermédiaires catalytiques que sont le com@lenzyme/substrat et I'intermédiaire acide
sulfénique dans le but de déterminer sidences deux intermédiaires subit un changement
conformationnel suffisant pour rapprocher les cystéines 51 et 198. Eéfirdd’ structurale et
dynamique de la forme oxydée comprenant le pont disulfurg;-Cysies de MsrA"
(MsrAFs1 109 devrait permettre de comprendreftamation du second pont disulfure
(entre les cystéines Gyset CySpe).

Pour réaliser cette étudks laboratoire dispose d’'un accés au spectrométre RMN
Bruker DRX 600 MHz, équipé d’'une sonde ITXu Service Commun de Biophysicochimie
des Interactions Moléculaire de I'UniversitériiePoincaré, Nancy 1 (dans le cadre de I'lFR
111). Ce travail a été réali®n collaboration avec I'équipd’enzymologie moléculaire,
dirigée par le Professeurug Branlant du laboratoire Matation des ARN et Enzymologie
Moléculaire (MAEM, UMR CNRS-UHP 7567). L#otalité des échdiions protéiques,
utilisés lors de cette étude, ont été produifgréparés par Said Azza et Mathias Antoine. Les
études dynamiques ont été réalisées enaloothtion avec Mr. le Professeur Pierre
Mutzenhardt du laboratoire de Méthodologie RMN.
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[1-1 Introduction

Malgré les nombreuses étudssucturales réalisées sigs Msr de classe A, les
déterminants structuraux permettant la formmates ponts disulfure, tervenant lors du cycle
catalytigue des MsrA, demeurent inconnus. EHetepour les trois strtures cristallines
connues, les distances entre lesdés différentes cystéines atiques sont trop grandes
pour permettre la formation des ponts disulfure sans réarrangement conformationnel. Les
hypotheses les plus évidentes pour expliquer ce désaccord entre les structures
tridimensionnelles, issues de la cristallograpbtde mécanisme catalytique sont que : (i) les
structures cristallines ne samfpriori pas représentatives dedanformation fonctionnelle en
solution ; (ii) I'extrémité C-terminale, qui omorend les cystéines de recyclage 198 et 206,
pourrait étre animée de mouvements amplesneiant le rapprochement des cystéines
catalytiques et ainsi la fmation des ponts disulfure.

Dans le but de vérifier sedeux hypotheses, nous nousresgerons, dans ce chapitre,

a la détermination de la structure tridimEmnelle en solutionde la MsrA réduite
d’Escherichia coli(MsrAF®y) ainsi qu'a I'étude de la dynsique du squelette peptidique
de cette enzyme. La méme étugdructurale et dynamique semassi réalisée sur une forme
oxydée de Msr&®" (celle contenant le premier podisulfure intervenant lors du cycle
catalytigue : Cys-Cysiog). Cette étude devrait permettre de mettre en évidence les différences
structurales et dynamiques entre la forme rédztiteette forme oxydée et ainsi, d’en déduire
les éventuels changements conformationnetsessaires a la formation du pont disulfure
Cys1-Cysies De plus, I'étude de cette forme oxydée (Msf¥csi.ci09 pourrait fournir des
informations sur la formain du second pont disulfure (GysCySoe), derniere étape avant la
régénération de [I'activité réductaseia( la réduction du pont CysCyses par la
thiorédoxine) pour les MsrA possédalgux cystéines de recyclage.
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Une étude RMN, réalisée sur la MsrA d’Erwinia chrysanthestii basée sur
I'utilisation des contraintesrientationelles a longue portéesidual dipolar coupling, RDC)
(Beraudet coll, 2002), n’a pas permis d’aboutir a uneisture a haute résolution. De ce fait,
il nous semble nécessaire, pour mener a bierdtledes structurales des formes réduite et
oxydée de Msr& d'utiliser les classiques contraintesdistance dérivant de la mesure des
effets nOe. Cela reste un défi technigqoenpte tenu de la taille important de M5 (23
kDa pour 211 résidus).
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[I-2 Etude structurale et dynamique de la forme

réduite de la MsrA d’ Escherichia coli

Cette partie s'intéresse a I'étudeusturale et dynamue de la MsrA dEscherichia
coli en solution et sous forme réduite. Une téllede nécessite 'attribution séquentielle du
squelette peptidique et des aied latérales grace a I'explditan de spectres tridimensionnels
hétéronucléaires. Cette premiere étape pewwtcéder aux fréquences de résonance de
I'ensemble (ou presque) des noyalexla protéine. La connaigga de ces fréquences est un
préalable nécessaire a I'exploitation des spedMt®ESY édités (qui pmettront d’aboutir a
la structure en solution de MsTA"r. ainsi qu'au traitement des expériences de mesure des
vitesses de relaxation des noyatix.

Pour cette étude, deux ectiillons protéiques ont @tproduits au MAEM, un
échantillon simplement marqu&N et un échantillon doublement marqd&c, N de
MsrAF .y L’étude dynamique a été réalisée etiatmration avec Monsig le Professeur
Pierre Mutzenhardt du Labocaite de Méthodologie RMN.

11-2.1 Etude préliminaire

I-2.1.1  Examen de la séquence de MsrA =

La MsrA d’Escherichia coliest une enzyme monomérigde 211 résidus. L'examen
de la structure primairg={gure 1l-1) révele que cette protéimmossede 4 cystéines (Gys
Cysss, Cysos et Cysee), dont trois sont impliquées ds le processus catalytique (Gys
Cysies et Cysoe). De plus, MsrA<®" posséde 16 prolines, qui répentent autant de lacunes
dans I'enchainement des groupes amides segesdzti compliqueront lgavail d’attribution
séquentielle. On observe, enfin, de nombreuépétitions d’acides amiéis de méme nature

(A147AA 140 €1 D16dDD16g) qui peuvent générer des ambiguités d’attribution.
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L’examen des structures secondaires rdéiteces par diffraction des rayons X (Tete-
Favier et coll. 2000) Figure 11-1) indique que seuls 40 % des ths de la protéine adoptent
une structure secondaire réguliére. Ceci présage que, méme en solution®Msrposseéde
de nombreuses boucles qui risquélet poser des difficultés uitéures lors de I'étape de

résolution de la structure tridimensionnelle.

Figure II-1. : Séquence primaire de la MsrA sauvageEkscherichia coli Les éléments de structures
secondaires de la structure cristalline de Msfs.4 sont représentés en rouge et en bleu ; les
cystéines impliqguées dans le pessus catalytique sont reprétss en rouge ; les résidus
intervenant dans la reconnaissarde substrat en bleu (d’aprés les structures cristallines connues).

11-2.1.2 Premiers spectres RMN

Les échantillons de Msf&%zeq marqués ont été préparés & une concentration de
1mM a pH 7,1 (10 mM de KHPGs), en présence de 50 mM dehiothréitol pour empécher
I'oxydation des groupes thiol de I'eyme ; tous les spectres @té enregistrés a 600 MHz et
a une température de 298 K.

Les études structurales effectuées jusprédent sur différentes MsrA, et notamment
I'étude structurale par RMN réalisée sur la Msr&mVinia chrysanthemi{Beraudet coll,
2001), laissent supposer que gastéines sont bien structurées en solution et que leur
conformation est stable dans le temps. Ces suppositions sont confirmées par I'examen des
premiers spectres RMN de M<r&'req

Le spectre 1D protonique de M&rR'ze marquée'®N (Figure 11-2-A) montre une
bonne dispersion des fréquences de résonascprd®ns amides (gsiétendent de 6,5 ppm
a 10 ppm) ainsi que des protoabphatiques. De plus, des résonances remarquablement
blindées (vers -1 ppm) et déblindées (VEBsppm) sont observables. Le spectre DN
HSQC (Figure 1I-2-B) révele une bonne dispen des fréquences de résonance des protons
amides, mais aussi des noydtiX dans la dimension dealote (de 105 ppm & 135 ppm).
Enfin, le décompte des corrélations du smedddique que la plupades groupes amides

secondaires de la protéine sont visibleslswspectre. Ces observations tendent a confirmer
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que MsrA ' adopte une conformation stable et bifinie dans les conditions d’étude
choisies. Enfin, la mesure du ceeffidiefe diffusion translationnelle de MsTAre4 réalisée
grace a une expérience DOSdgnne une valeur de 1,13 ¥0m?.s. Cette valeur permet
d’estimer que le rayon moléculaire est de I'erde 19,3 A, ce qui corqesnd bien a la taille
d'un monomére de la maille cristalline de MS&fR. Ainsi, MsrA5®.q semble

monomerique en solution a la concentration choisie (1 mM).

Figure 1I-2.: (A) Spectre 1D'H de MsrAEx.; N, 1mM, & 600 MHz, 298 K, pH 7,1. Le signal de
'eau a été éliminé grace a la séquence WATERGATE ; le signal résiduel a été atténué grace a un
traitement polynomial de Iinterférogramme. (B) Specttel-**N HSQC de la Msr&req N, 1
mM, & 600 MHz, 298 K, pH 7,1.
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11-2.2 Attribution séquentielle du squelette peptidique

L’attribution séquentielle des résonancessduelette peptidique a été réalisée grace a
I'exploitation d’expériences RMN tridimer®sinelles hétéronucléas réalisées sur
léchantilon de MsrA®ky doublement marqué*®C, N. Les expériences
HNCA/HN(CO)CA, HNCO/HN(CA)CO, CBCANHCBCA(CO)NH ont permis d'attribuer
les noyaux'HN, ™NH, *c, 3¢, °C’ du squelette peptidique (Figure 1|-8n trouvera en

Annexe | d’autre exemples de plan tirésxgiériences tridimensionite hétéronucléaire).

Figure 11-3. : Bandes issues du spectre CBCANH de M54 et correspondant & la séquence
D4 GMEl 4, Les corrélations positives (signaux en traits pleins) correspondent augt Qes
corrélations négatives (signaux en traits pointillés) auwetCC de la glycine 41.

Les expériences HNHA et HCCH-TOCSY opéermis d’attribuer les noyaux des
chaines latérales. Malgré la complexities spectres a expler et les nombreux
recouvrements de signaux observés, cettbadélogie a permis d'attribuer 94 % des noyaux
du squelette peptidiqueFigure 11-4) ainsi que la grande majorité de ceux des chaines
latérales.
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Figure Il-4. :  (A) Spectre’H-""N HSQC attribuée a 94 %, de MsFA”req & 600 Mhz et 298 K, pH 7,1.
(B) Séquence primaire de la MsrA Bscherichia coli; les résidus non attribués sont représentés en
rouge.
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Les valeurs des déplacements chimiques des noltaux®C et N du squelette
peptidiqgue et des chaines latérales ot add#posées dans la banque de données BMRB
(http://www.bmrb.wisc.edu) sous la réféoe 6090. Les 10 résidus qui n‘ont pas pu étre
attribués sont uniformément répartis denséquence : il s'agit des résidus;SAsn g, Phe,,
Asryg, Met2g, Argiss, Selizs Leles, 1lexos et Lewos (Figure 11-4).

Compte tenu de la structure cristalline les résidugAMet; 24, Argiss, Selizg llexos et
Lewo; sont localisés dans des zones peu structurées (boucles, extrémité C-terminale), ce qui
pourrait étre a l'origine d’'une dynamique lentde I'ordre de la milliseconde) expliquant
I'absence de signal observée pour cedtsss{certainement dii & une contributRfi™" trop
importante). Le résidu Pkese situe dans le site actif, ce tpisse supposer gu'’il est lui aussi
soumis a des phénomenes d’échange. Enfin, le résidy gessitue entre deux prolines ce qui
rend virtuellement impossible son attidlmn par les techniqge tridimensionnelles
hétéronucléaires.

L’examen des valeurs de facteurs de grtibn des groupes amide, déterminées grace

aux expériences d’échangesgD,0, et des angles de torsioret3% predits grace au logiciel

Figure II-5. : Prédictions des angles3et % (TALOS) et facteurs de protection des groupes amides.
Les valeurs de Log(Fp) sont représentées soumefod’histogramme, les éléments de structure
secondaire représentés en rouge et bleu sook @ la structure cristalline de MsTA" les
prédictions du logiciel TALOS soirtdiquées sous la séquence parkubleu (pour des valeurs de
3 %correspondant & un brin) et par una rouge pour des valeurs dg %correspondant a une
hélice .).
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TALOS (Cornilescu et coll.1999), donne une premiére approximation des éléments de
structures secondaires de MEf&k.q en solution Figure 11-5). Ces éléments de structures
secondaires putatifs sont tréeoghnes de ceux de la structuréstalline, ce qui tendrait a
indiquer que la conformation globate la protéine esolution est similaire a celle obtenue a
I'état cristallin.

1-2.3 Détermination de la structure tridimensionnelle en
solution

L’attribution séquentielle du squelette pdmue et des chaines latérales est un
préalable & I'exploitatiodes spectres NOESY édit®sl et'C, et & la collecte des effets nOe

qui permettent d’aboutir & la structuridimensionnelle en solution de M&&'zeq

11-2.3.1 Attribution des spectres NOESY et calcul de la structure

tridimensionnelle

L’exploitation manuelle des spectrésl-""N NOESY HSQC et'H-*C NOESY
HSQC, ainsi que d’un spectlid-*C NOESY HSQC particulier réaé dans le but d’observer
les noyaux aromatiques, a permis de définipremier ensemble d’environ 1700 contraintes
non ambigués, correspondant aux élémentsstiacture secondaire, incluant les 262
contraintes d’angles diédres dérivant deddpmtions de TALOS etes liaisons hydrogene
stabilisant les éléments de structuresordaires évidents. Ce premier ensemble de
contraintes a permis de définia topologie globale de Msf&%zeq en solution et ainsi,
d’attribuer plus facilement les corrélation®Oe ambigués mais aussi de définir les
hétéroatomes accepteurs de protons possédanblee de facteur dprotection importante.
On aboutit ainsi & un ensemidiaal de 3082 contraintes desthnces et de 262 contraintes
d’angles diedres (Tableau 1l-1). De plus, @mutes liaisons peptidiques ont été maintenues
planes et en configuratidrans ( &= 180 °), puisque gu’aucune corrélation nOe indiquant une
configuration cis n'a été observée (tellgue la corrélation KHH'.1). Cet ensemble de
contraintes a été utilisé dans un protocoleedeiit simulé grace dogiciel DYANA (Guntert
et coll, 1997) et a ainsi permis de calculer Sfuctures. Les 20 strtures possédant les
valeurs de fonction cible lesuys faibles (toutes inférieures a 1) ont étlect®dnnées pour
former I'ensemble final des caminations représentatives de M5§f&reqen solution.
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Tableau II-1 : Ensemble des contraintegilisées pour déterminer la structure
tridimensionnelle de MsrA“'zeqen solution

Contraintes Nombre

Distances interprotoniques

Total 3082
liaisons hydrogeérfe 146
intrarésiduelles 1769
séquentielles 853
longues distances 314
Angles diedres 262
- 130
132

#Une liaison hydrogéne est définie par deux contraintes de distance. Ainsi, 73 liaisons hydrogéne mises en

évidence conduisent a 146 contraintes de distance.

11-2.3.2 Statistiques structurales

L'examen de I'ensemble final des 20 structures tridimensionneftggire 11-6)
indique que le cceur de I'enzyme est biemidturé (résidus 12 a 193) puisqu’il montre un
rmsd par rapport aux coordonnéeeyennes de 0,85 + 0,14 A poursiguelette peptidique et

de 1,64 + 0,21 A pour 'ensemble des hétéroatomes.

Figure II-6. : Superposition des squelettes peptjdes (résidus 12 a 193) des 20 structures
représentatives de Msf&®r.qen solution.
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Les extrémités N- et C-terminales sont nsolien définies, comenle confirment les
données dynamiques (voir plus loin). La diaition des valeurs de rmsd le long de la
séquence n’est pas homogeéne, ce qui indique |& dkgfiexibilité de certaines régions telles

gue les boucles entre les élémentsdiéérentes structures secondairegy(re 11-7).

Figure II-7.: Eléments de structures secondaires de ME‘FﬂRed en solution, rmsd du squelette
peptidique et valeurs de facteur de protectiogsdyroupes amides secondaires le long du squelette
peptidique.
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L’ensemble des structuresidimensionnelles est en acdoavec les contraintes
expérimentales. En effet, les violations a@mtcaintes de distance ne dépassent pas 0,2 A et
les violations d’angles diédres sont inférieuge 5 degrés (Tableau 1I-2). Enfin, toutes les
valeurs d’angles diédres du stpite peptidique (a I'exceptiotes glycines) s&¢ouvent dans
les régions autorisées du diagramme demd&Zandran. L'ensemble des structures
tridimensionnelles représentatives de Msi%keq €n solution est d’une excellente qualité et

d’'une bonne définition.

Tableau II-2 : Statistiques structurales pourdhsemble des 20 structures représentatives de
MsrAE<l-.sen solution

Violation Occurrence par conformére

Violations de distance

>0,0 A 96 + 12
>0,1A 9+3
>0,2A
Violations d’angles diédres
> 0 deg. 36+8
> 5 deg. 0
Diagramme de Ramachandfan
Résidus dans les régions les plus favorables (%) 82,6
Résidus dans les régions supplémentaires autorisées (%) 17,3
Résidus dans les régions « ge&usement » autorisees (%) 0,1
Résidus dans les régions interdites (%) 0

®Données déterminées grace au logiciel PROCHECK NMR (Laskatskill, 1996)

11-2.3.3 Description de la conformation globale

La conformation globale de MsFA”req est une conformation « roll », telle
gu'elle a été décrite dans toutes études structurales de Mseffectuées jusqu’a présent.
Elle consiste en un principal feuilletconstitué de 6 brins, entouré de 5 hélices d’'un petit

feuillet de 2 brinsigure II-8).
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Figure II-8. : Structure la plus représentative de MsFAz.q en solution. Les feuillets sont
représentés en rouge, les loék et les boucles en bleu.

L’examen des structures secondairesligue que seuls 40 % des résidus de
MsrAEl.4 sont impliqués dans des éléms de structure secondaifégure 11-7). Le coeur
de MsrA .4 est constitué d’un feuillet de 6 brins. Ces brins comprennent les résidus
Glugz & Alaug ( 1), Tyres @ This ( 2), Alags @ Tynroo ( 3), Alagsz & Tyhso ( 4), Glui7z & llerzs
(s) et Tyngo @ Tyns: ( 6) €t montrent la succession d'arrangements parallele (p) et
antiparalléle (a) suivante g(p) 4(a) 1(a) 3(a) 2(a) 6. Ce principal feuillet est entouré d’'un
petit feuillet et de 5 hélices. Le petit feuillet de 2 brins (': Argizsa Glugset " : Aspiog
a Hiszg) semble étre tres faiblement stabilisé ctarienu des valeurs dmsd élevées et des
valeurs de facteur de protection particulieratfaibles pour les groupes amides des résidus
Gluize @ Hisso, et cela malgré les valeud’angles de torsion§ % et les corrélations nOe a
longue distance définissant uruiiéet. La premiere hélice,i, s’étend des résidus Rhe&

Trpso €t comprend 2 tours d’hélice. La seconde hélicest aussi une hée réguliére qui
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s’étend des résidus Tggra Seg;. La troisieme hélice; s’étend des résidus Tyf a Asn;7 et
comprend 2 tours et demi d’hélice. La quatrieme hélicgétend des résidus REga Alaey,

elle est constituée de 3 tours réguliers d’hélice des résidug 8riehess Les tours suivants
(GInys7 a Alaggy), qui sont en interactioavec I'extrémité C-terminale, sont plus faiblement
stabilisés. En effet, malgré les valeurs d’angles de tors3ofis et la présence des effets nOe
séquentiels définissant une hélicees résidus Gha; a Alais; montrent des valeurs de rmsd
légerement plus élevées que pour le restetddide et des valeurs dacteur de protection
des groupes amides particulierement faibles.cinquieme et derniére hélice s’étend des
résidus Tyrgg a Lysgret ne comprend qu’un unique tour d’hélice.

Le coeur de I'enzyme est flanqué desmdues extrémités N- et C- terminales ne
contenant que peu d’éléments de structupersdaire. L'extrémité N-terminale s’étend des
résidus Sara Mety,, et ne posséde qu'utmucle (des résidus Sea Alas) comme unique
élément de structure secondaiSa conformation n’est ceatement définie qu’a partir du
résidu Thg, (comme le montrent les valeurs importantes de rmsd observées pour les résidus
Ser a Asnyg) et est maintenue au contact du ccedrathzyme par de nombreuses interactions
hydrophobes et une liaison hydrogéentre les atomes 'k et O%gs

L'extrémité C-terminale s’étend des résidus §y@a Ala11 et comprend les deux
cystéines de recyclage (Gyset Cysee. Elle ne présente aucun élément de structure
secondaire. La conformation de I'extrémité C-terminale est moins bien définie a partir du
résidu Glgp: (comme le montrent les valeurs éeg de rmsd observées pour les résidus
Gly201 @ Alapig) et semble maintenue au contact du coeur de I'enzyme grace a des interactions
hydrophobes entre les résidusdiellesos, Vakos et le cceur de I'enzyme.

11-2.3.4 Description du site actif et de I'extrémité C-terminale

[1-2.3.4.1 Site actif

Le site actif des Msr de classe A a été largement décrit sous forme d’adduit, ou
complexé avec différents mimes du substrat, dans les structures cristallines connues. C’est
pourquoi les résidus supposeés jouer un réle important dans la reconnaissance du substrat ont
bien été identifiés. Le site actif de M&r&'req en solution que nous guosons est le premier
a étre décrit sous forme native, c'est-a-dire saldsiit ou complexe mimant le substrat. Il est
organisé autour de laystéine catalytique Cys incluse dans la séquence canonique
GsoCFWis3 (Figure 11-9). Cyss; est situé dans une courte boucle entre le Qrat I'hélice .1 ;

cette boucle est surplombée par le feuillet ” comprenant le résidu Aspy SUpPpPOSE
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interagir avec le M de la MetSO par le biais d’une liaison hydrogéne avec le groupe
hydroxyle de l'acide aspartique. A la suite du résidusCyes chaines latérales de résidus
Phe; et Trps forment une poche hydrophobe supposéeadgieavec le groupe méthyle de la
MetSO. Le noyau indol du Tgpest stabilisé par un recouvrement de ty&avec la chaine
latérale du résidu Tygs Au dessus de cette poche hydrophobe, les résidys (i fait
partie de I'hélice.,), Gluys (inclus dans le brinsz) et Tynss (Qui se situe entre les brins et

4) sont supposés impliqués dans la recamsaace de 'atome d’oxygene de la Metd®la
formation de liaisons hydrogéne impliquang igroupes hydroxyles des chaines latérales de
ces trois résidus. Enfin, letsiactif est exposé en surface et ainsi aisément accessible au
substrat. 1l présente un caractere hydrophtles marqué compte tenu de la densité
importante de résidus aromatiques 2h€rpss, Tyrsz et Tynzs). Les données statistiques du
site actif (Tableau II-3es diagrammes de Ramachandran des résiduyg;, T@¥S s et CySos
sont représentés en Annexe |) montre quplupart des résidus du site actif adoptent une
conformation bien définie (comme le montrerg faibles valeurs de rmsd et la variabilité
limitée des valeurs des angles diedB 96 et'}$ en particulier pour les résidus aromatiques.
Seules les chaines ledfes des résidus GysGlug, et Aspog Semblent plus flexibles (comme

le montre la variabilitémportante des valeurs db.

Tableau I1-3 : Description statistique du site actif de MST&"req

Résidus Rmsd squelette Rmsd 3(deg.) %(deg.) $(deg.)
peptidique (A) hétéroatomes (A)

Cysa 0,36 0,80 41+1 110+ 1 -150 + 100
Phe; 0,36 0,85 -83+ 3 -3+5 56 +11
Trpss 0,36 0,55 -70+ 3 -58+ 4 -72 + 8
Tyrs, 0,64 1,17 -54 + 5 42 + 7 162+ 3
Glug, 0,30 1,33 -75+6 117+ 4 -109 + 36
ASpPi2g 0,63 1,01 -109+5 133+ 10 -68 + 31
TYrias 0,36 0,82 -105+ 10 43+ 11 -715+6
Tyrig7 0,90 1,97 -81 + 28 124 + 10 -114 + 84
Cysigs 1,32 1,73 -129 + 10 166 + 96 -62 + 70
Cysie 1,50 2,16 -85+ 30 128 + 50 -102 + 68
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Figure 1I-9. : Site actif de la structure la plus représentative de MEfx.q en solution.

[1-2.3.4.2  Extrémité C-terminale

Faisant face au site actife trouvent les résidus Tyr et Cyseg appartenant a
I'extrémité C-terminale de I'enzyme. Le résidu jJoyrest supposé étre impliqué dans la
fixation du substrat par le biais d'une intetian entre sa chaine latérale et la liaison
peptidique du substrat. Le résidu Teyrsemble interagir avec les résidus sgrgt Tyrge, bien
gue sa position ainsi que lardormation de sa chaine latiéranontrent une variabilité
importante comme le révelent les valeurs dedmélevées ainsi que la variabilité élevée des
angles diédres3 % et '§Tableau 1I-3). Le résidu Cys est la premiére cystéine de
recyclage : sa chaine latérale est orientée vers le sohgnrd 11-10-A). Sa position et sa
conformation montrent une importante variabildomme le confirment les valeurs de rmsd
élevées ainsi que la variabilit@portante desingles diédres3 % et*$Tableau 1I-3). Cette
variabilité se répercute sur la distance entre les atomesef Cs; qui est de 8,4 + 1,9 A
avec une distance minimale de 6,1 A (au lied 82 A dans la structercristalline). Comme
c'est le cas pour lI'ensemble des strueturtridimensionnellesde MsrA déterminées
jusqu’alors, cette distance esbp grande pour permettre, €gtat, la formation du pont
disulfure Cysg;-Cysios Le résidu Cyse la seconde cystéine de relage, est située a la fin
de I'extrémité C-terminale et posséde, elle aussi, une flexibilité importante comme I'attestent
les valeurs de rmsd élevées ainsi freariabilité des angles dieédr@s % et' $Tableau I1-3).

La distance entre les atomesdget C 95 est de 23,7 + 2,69 A avec une distance minimale de
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20,8 A (au lieu de 21,2 A dans la structure ciiisi) : cette distance est trop importante pour
permettre la formation du pont disulfure Gy¥<Cys0s Au sein de I'ensemble finale des 20
structures, les distances @EC 195 et dC195-C 206 SONt tres variables (ce qui est confirmé par
le rmsd des chaines latérales des résidus; €y£yses, ainsi que la variabilité de leur angle
diédre $). Aucune corrélation n'a été observédrerces deux distances, ce qui suggére que

les conformations de ces dewstdines sont indépendant&sgire 11-10-B).

Figure II-10. : (A) Conformation de I'extrémité C-teninale de la structure la plus représentative de
MsrAE .., en solution.Les distances entre les cystéines sont de 8,4 + 1,9 A eptret C 3 et
23,7 + 2,7 A entre @98 et C206.(B) Couples de distances dfzC 195 €t dC105C 206 mesurés dans
I'ensemble des 20 structures représentatives de N&¥A.q en solution.Les couples de valeurs sont
indiqués par des points bleus. Le couple de valeurs moyennes-Q@Gs = 8,4 A, dCi05C 206 =
23,7 A) est indiqué par un point rouge. Les vedede variabilité pour les deux distances (+ 1,7 A
pour dCs:-C 195 €t + 2,7 A pour dGeg-C 20¢) SONt représentées par des traits pointillés.
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11-2.3.5 Comparaison de la structure en solution avec les
structures cristallines connues

Compte tenu des distances €€C 1958 et dCi19gC 206 Observées, la structure
tridimensionnelle de MsrA™zeqen solution ne permet pasedpliquer la formation du pont
disulfure Cys;-Cysigos Cependant, il est intéressant denparer la conformation en solution
avec celle des différentes structures cristadliet en solution qui ont été déterminées.

L’'examen des structures primaires des Magfant fait I'objet d’'une étude structurale
(Figure 11-12) montre que ces enzymes peuvent prigsame variabilitéhhon négligeable dans
leur séquence primaire. Cependant, il s’awgrelles possedent toutes la méme conformation

globale.

Figure II-11. : Alignement des séquences des MsrAEd’'coli, B. taurus E. chrysanthemij M.
tuberculosis La numeérotation des résidus est basée sur celle de la M&Acdli; les éléments de
structures secondaires représés en bleu (brins) et en rouge (hélices .) sont ceux de M&PAeq
en solution.

En effet, la superposition des squelettes peptidiques de la structure tridimensionnelle
en solution avec la structure cristalline de Mstg.q (Tete-Favier et coll.2000) aboutit &
une valeur de rmsd de 1,27 A pour les résidus 12 aFig8ré 11-12-A). Exception faite de
I'extrémité C-terminale, les deux conformations sont tres semblables, quelques différences
mineures peuvent étre observées pour certaines boucles et pour le dernier tour de.4’hélice
qui apparait comme moins biestructurée dans le cas de M5fRreq en solution. La
conformation du site actif est trés semblable dans les deux struéligie= (1-12-B). Malgré
guelques valeurs d’angles diesirdifférentes (Tableau ll-4Xous les résidus adoptent la

méme position relative dans l'espace, sauf le résidus,Pinei possede une position
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sensiblement différente. Les aihes latérales des résidus skrpAspize, Tyrss €t Tyhgg
adoptent la méme conformation dans les dsctures tridimensionnelles, alors que les
chaines latérales des résidus 4ay#he, Tyrs, et Glw, présentent des conformations
légérement différentes (Tableau I1-4). Déastructure cristalline, le résidu klisest supposé
interagir avec le résidu Tgpvia une liaison hydrogéne entre les atom&gatt N g Dans

la structure en solution cette interaction b'pas observée, car laleur du facteur de
protection du proton s est particulierement faible. On peut supposer que I'ensemble de ces
différences entre structure cristalline et swueten solution est d0 a la présence de I'adduit
diméthyl arsenate dans la structure cristalline.

L’extrémité C-terminal possede une comhation différente dans les deux structures
(Figure 11-12-C). Tout d’abord, pour la structure esolution, la chaine latérale du résidu
Tyr197 Semble interagir avec les chaines latérales des résidigel iy gy, alors que, dans la
structure cristalline, elle fait face a la &ise 51. De plus, alors que dans la structure
cristalline le segment Pigx-1le;o3 adopte une conformation étendiextrémité C-terminal de
la structure en solution montre un coude impliquant les résidugsRx0oTyng;, cette
conformation rapprochant les atomesgget Cs; & une distance moyenne de 8,4 + 1,9 A
(avec une distance minimale de 6,1 A) en comipan de 11,2 A dans la structure cristalline.
Le reste de I'extrémité C-terminale possédamt flexibilité importante, il est hasardeux de
comparer une conformation moyenne ou donnée avec la structure cristalline. Néanmoins, la
position globale de cette partie de la protéae rapport au coeur de I'enzyme est la méme
dans les deux structures. De plus, la cystéine 206 adopte une position comparable dans les
deux structures : la distanogyenne entre les atomes;§ga C,os de la structure en solution
est de 23,7 + 2,7 A (avec une distance minindal©0,8 A), soit une distance comparable a

celle trouvée dans la structure cristalline (21,2 A).
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Figure 1I-12. : (A) Comparaison des conformations de Msr&'z.q en solution (représentée par un
ruban bleu) avec la structure cristalline (repsentée par un ruban rouge). (B) Comparaison du
site actif de Msr& .4 en solution avec celui de la structure cristalline : le ruban bleu correspond
au squelette peptidigue de la structure en sofutites résidus de la structure en solution sont
représentés en vert, ceux dedtucture cristalline en noir(C) Comparaison des extrémités C-
terminales de la structure en &dion (représentée par un ruban bleu) et de la structure cristalline
(représentée par un ruban rouge)les résidus de la structure esolution sont représentés en vert,
ceux de la structure cristalline en noir.
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Tableau 1l-4 : Valeurs des angles diedres %et $ (en degrés) des résidus impliqués dans
le site actif des différentes strugtes tridimensionnelles connues de MsrA.

Résidue Angles diédres MsrAF<' MsrAE-<! MsrAB-@u MsrAM-uP
RMN R-X R-X R-X
CySs1 3 41+ 1 -43 -60 -44
% 110+ 1 113 126 120
$ -150 + 100 176 175 168
Phe, 3 -83+3 -66 -70 72
% -3+5.1 -8 -11 -16
$ 56 + 11 54 55 51
Trpss 3 70+ 3 -63 -63 -59
% -58 + 4 -52 -60 -48
$ 72+8 -73 -60 -57
Tyre, 3 54+ 5 -55 -51 -56
% 42+ 7 -45 -44 -46
$ 162 + 3 -173 -177 -160
Gy, 3 75+ 6 72 72 -67
% 117 + 4 131 127 128
$ -109 + 36 -79 -73 71
ASpi2g 3 -109+ 5 -99 -93 -85
% 133+ 10 113 113 113
$ -68 + 31 -63 -68 -61
Tyrisa 3 -105 + 10 -104 -112 -113
% 43 +11 9 11 12
$ 75+ 6 -56 -58 -53
Tyries 3 -103 + 0,5 77 -95 -98
% 12 + 10 165 13 14
$ -31+85 -62 -65 -56
Glyigs 3 -68 + 10 -71 -71 -70
% 161+ 7 133 175 168
Tyrigr 3 -81+28 -136 -59 -57
% 124 + 10 119 121 135
$ -114 + 84 -172 179 169
Cysios 3 -129 + 10 -131 -124 -126
% 166 + 96 46 17 17
$ -62 + 70 -53 59 80
Cyos 3 -85+ 30 -99 -103
% 128 + 50 144 126
$ -102 + 68 -67 -179
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Figure 11-13. : (A) Superposition @s squelettes peptidiques de M&f&k.q en solution (ruban bleu)
et de MsrA™ (ruban gris), qui aboutit & un rsmd de 1,24 A sur 186 résidus. (B) Superposition des
squelettes peptidiques de M$r&'z.q en solution (ruban bleu) et de MsfA*™ (ruban orange), qui
aboutit & un rsmd de 1,22 A sur 141 résidus

La superposition du squelette peptidigie la structure en solution de M&R'req
avec celui de la structure cristalline de M&F4 (44 % d'identité de séquence avec Msf¥)
aboutit & un rmsd de 1,22 A sur 141 résidud, 24 A sur 186 résidus avec celle de M5PA
(61 % d'identité de séquence avec Msf). Exception faites de parties « manquantes » de
MsrAM™ |3 structure en solution de M<T&"zeq posséde la méme conformation globale que
les structures cristallines de M&R" et MsrA"™° (Figure 11-13).

Contrairement & la structure cristalline de MST® les structures cristallines de
MsrAB@ et MsrA"™P possédent le méme coudrapliquant les résidus Pig & Tyrer, que la
structure en solution de MsFAzeq (Figure 11-14). En effet, les valeurs des angles de torsion
3 et % pour les résidus kyr Glyigs, Tyrigr €t Cyses de la structure en solution de
MsrAE©.4 sont plutét proches des valeurs méssr pour les structures cristallines de
MsrAB@ et MsrA"*™® (Tableau 1I-4). De part la présende ce coude dans les structures
cristallines de Msr&™ et MsrA*™"®, |a distance entre les atomes @t C 19 de MsrA req
en solution (8,4 + 1,9 A) est comparable avetecmlesurée pour la structure cristalline de
MsrAB® (8 A). Dans le cas de Kructure cristalline de MsfA", la cystéine 198 étant en
positioni+2 par rapport a la tyrosine 197, déstance entre les atomessCet C1os (6,6 A)
n'est pas comparable avec celles mesurées dans les autres structures tridimensionnelles.
Néanmoins, pour la structure en solutiten,chaine latéta du résidu Ty, possede une
conformation différente de celles observéensdies structures cristallines de MSIA et
MsrAM"®_En effet, dans la structure en solution, elle interagit avec les chaines latérales des

résidus Trps et Tyngy, alors que dans les structures clistes, elle fait face au site actif,
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Figure 11-14. : (A) Comparaison de I'extrémité C-terminale de Mst&'z.4en solution (ruban bleu et
résidus verts) avec celle de MSHR' (ruban et résidus gris). (BComparaison de I'extrémité C-
terminale de Msr&“z.;en solution (ruban bleu et résidus verts) avec celle de NISYA( orange)

cette différence de conformation étant peut étre a la présence d’adduit (ou complexe) dans
le site actif des structures cristallines. Enfin, dans la structure cristalline d& sk reste

de I'extrémité C-terminale possede une confdiomalégerement différente de celle observée
dans la structure en solution de M&f&k.4 bien que pour les deux structures, la position de
cette partie par rapport au coelgrl’enzyme reste trés semblable. La distance entre les atomes
C 108 et C0g €St Un peu plus courte dansskaucture cristalline de MsfA® (19,4 A) que

dans la structure en solution de M&fR&keq (23,7 + 2,7 A avec une distance minimale de 20,8
A). Rappelons que MsfA"? ne posséde pas de seconde cystéine de recyclage.

Enfin, la seule autre étude structuradalisée par RMN d’'une MsrA en solution porte
sur celle dErwinia chrysanthemi{MsrA5<", 76 % d'identité de séquence avec MsTR).
Malheureusement, les auteurs n’'ont pas dépla structure trichensionnelle qu’ils ont
déterminée dans la PDB mais la décrivent sommairement. Les auteurs signalent une
conformation globale identique & cetle la structure cristalline de MstA". De plus, ils ont
mesuré une distance entre les atomegset C19gde 7,9 A, ce qui est une distance similaire a

celle mesurée pour MsFA'zeq en solution (8,4 + 1,9 A). D'autre part, pour MEfR, les
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auteurs ont indiqué que laahe latérale du résidu Gysest orientée vers le site actif, alors
gue, dans toutes les autres structures tridiroansiles décrites, la chma latérale du résidu
Cysigs pointe vers le solvant (mis & part dans le cas de ¥f&Alont le résidu Cyss est en
positioni+2 par rapport au résidu Tgr).

Ainsi, la comparaison de la struatutridimensionnelle en solution de M&R'zeq

avec les structuresistallines de Msr&®" MsrAB @ et Msra P

révele que :

(i) les conformations globales de ces 4 pr@séisont identiques, en solution comme a
I'état cristallin.

(i) la présence d’adduits ou de complexesn(amt le complexe enzyme/substrat ou
I'intermédiaire covalent enzyme/substrat) deessstructures cristallines semble étre a
I'origine des différences de confornati des chaines latérales des résiduss;Cys
Phe,, Tyrs,, Gl et Tyng7 Observées entre la structure en solution et les structures
cristallines. Ce qui indique que la faatron du complexe enzyme/substrat provoque
un changement de conformation de ces résidus.

(i) en solution comme a l'état cristall la conformation du segment Rgpa Tyng; de
I'extrémité C-terminale montre un coude qui approche les atomese€ Cs; a une
distance de l'ordre de 8 A (8,4 + 1,9 A pour MSfRzeq en solution, 8 A pour
MsrAB2! MsrAMUP étant un cas particulier), ce qui reste une distance trop importante
pour permettre la formation d’'un pont disulfure sans d’'importants mouvements ou
réarrangements conformationnels. La ddfice de conformation du segment.gya
Tyrig7 observée pour la structure cristalline de Mst4 ainsi que la distance d&

C 10 plus importante (11,2 A) en compison avec les autres structures
tridimensionnelles (en solution comme &étdit cristallin), pourraient étre la
conséquence de la présence dans la maille cristalline d’un pont disulfure non natif
entre la Cysps et la Cygs d'un monomere voisin de la maille cristalline.

(iv) la conformation du reste de I'extrémi@terminal (a partir du résidu \bgd montre
une variabilité importante au sein des structures cristallines mais aussi au sein de
'ensemble des structures représentatives de la conformation de®¥ige4 en
solution. Cette observation suggére que cette partie de la protéine est animée de
mouvements, bien que la distance entre les atomegset C,os reste de I'ordre de 20
A (23,7 + 2,7 A pour Msr&A®'zeq 19,4 A pour la structure cristalline de M&R’ et
21,2 A pour la structure cristalline de M&R"), ce qui reste une distance trop
importante pour permettre la formatiafiun pont disulfure sans réarrangement

conformationnel important.
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11-2.4 Etude dynamique

L'étude structurale de Msf&®r.q n'a pas permis d’expliquer la formation des ponts
disulfure Cysg;-Cysigs et CysegCySoes Neéanmoins, I'examen de I'ensemble des
conformations représentatives de Msfreq en solution indique que les segmentsGly
Glyig9 et VabosGlu11 présentent une variabilité impanta de leurs conformations. Cette
observation suggere I'existendaune flexibilité et d’éventels mouvements qui pourraient
permettre de rapprocher les différentes cpst®i L'étude de la dynamique du squelette
peptidique de MsrA®.; en solution, grace & la mesure des vitesses de relaxation
transversaleR,) et longitudinale R des noyaux°N, ainsi que de I'effet nOe hétéronucléaire
'H-'N, devrait permettre de caractériser ces mouwésrgutatifs, tant dpoint de vue de leur

amplitude que de leur gamme de vitesse.

11-2.4.1 Vitesses de relaxation et parametre nOe hétéronucléaire

La mise en ceuvre d’expériences classqdécrites par Farrow et coll. (Farraat
coll., 1994) a permis de déterminer letesses de relaxation longitudinal®)(et transversale
(R) des noyaux™N, ainsi que la paramétre nOe hétéronucléaireN (nOe) pour la plupart
des groupes amides secondaires du squelette peptifliguee(ll-15). Par suite de problémes
de recouvrements de certaines résonances, les valeuRs, deset nOe n’ont pas pu étre
déterminées pour certainesrrélations du spectrél-'>N HSQC. De plus, peu d'informations
sont disponibles sur le segment I8g@ Alay;; compte tenue de la présence des prolines 208
et 209 (qui ne possédent msgroupe amide secondaire).

Ces données sont brutes et nécessiteétred’interprétées, m un modele de
dynamique moléculaire, pour en extraire lggrametres décrivant la mobilité interne.
Néanmoins, il est possible de faire plusieurs observations préliminaires.

En premier lieu, les valeurs moyennes des vitesses de relaxation des Tiblysomt
Ri=118 et R =189 &, le rapportR,/R; moyen est alors de 17,8 + 2,6. Ce rapport
correspond a un temps de corrélation gloBale 13,3 £ 0,5 ns. Compte tenu de la masse
moléculaire de MsrA°®" (23 kDa), le temps de corrélatigiobal théorique est 9,2 ns, si on
suppose que la protéine est globulaire. Le temps plus important, calculé a partir du rapport
R./Ry, indique que Msr&®z.qn'a pas une forme totalemeagibbulaire et posséde un volume
hydrodynamique important, ce qui est en accavec la structure tridimensionnelle en
solution déterminée précédemment. Ce tempsod&lation important gurrait aussi indiquer

une dimérisation de la protéine en solution, mais la mesure du coefficient de diffusion
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translationnelle de ces protéines révele que ce n'est pas lefc&slic2.1.2). Toutefois,
I'hnypothese d’'une auto associaticde faible affinité n'est maa exclure, la valeur du
coefficient de diffusion translationnelle reét que trés peu sensible a un équilibre
monomére/dimeére.

En second lieu, certains segments de tagime présentent des valeurs remarquables
de R;, R; et nOe. C’est le cas de I'extrémité N-terminale qui possede des valeiis de
importantes (jusqu'a 1,65)set des valeurs de nOe partiéaément faibles (de 0,04 & 0,75)
pour les résidus Pheé Asps, ces valeurs indiquant que lteé&mité N-terminale, jusqu’au
résidus Asps, est peu structurée. Le segment ;§y& Glyop qui comprend la premiére
cystéine de recyclage Gyg posséde lui aussi des valeursRiélevées (de 1,13 a 1,45, ¢e
résidu Cyseg présentant la valeur de R plus élevée) et des valeurs de nOe faibles (0,78 a
0,5, le résidu llgy présentant la valeurs de nOe la ghible). Ces observations révelent que
pour le segment TygsGly,o,, les vecteurs NH sont animé&dune dynamique d’amplitude
moyenne (comme le montrent lagbles valeurs de nOe), danggamme des temps de la pico
a la nanoseconde (comme ligdent les valeurs élevées®g. Il est intéressant de constater
gue le résidu posséatala valeur deR; la plus élevée (Cyss) n’est pas celui qui possede la
valeur de nOe la plus faible (#ig). Compte tenu de ces observations préliminaires, il est
particulierement intéressantimterpréter ces donnéeglon le modéle de dynamique interne

de Lipari-Szabo.
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Figure 11-15. : Distribution des vitesses de relaxation longitudinale ;JRet transversale (B des
noyaux N et effet nOe hétéronucléairéH-"N (nOe) le long de la séquence peptidique de
MsrAE®.., Les intervalles d’erreur sont représentés pas barres grises ; les zones d'intérét sont
mises en évidence par un fond vert.
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1-2.4.2 Mobilité interne

Les valeurs ddR;, R, et du paramétre nOe ont permis de déterminer la dynamique
interne de Msr&z.qen solution selon le formalisme Hipari-Szabo en utilisant un modéle
de réorientation anisotrope. Les valeurs des rapg®/®; ont permis de déterminer les
tenseurs de diffusion rotationnelle décrivalet modele de réorientation globale de
MsrAE.qsen solution (Tableau 1I-5)

Tableau 11-5 : Modéle de réorientation globale anisotrope de M5f&eqen solution

) (o)a (O)a (o)a DX Dy DZ 23 §/NC
-50 + 43 -8+ 29 86+44 1,087.10+ 1,267.10+ 1,339.16+ 1353ns  3,13.1C°
209.10s* 2,3.10s' 2,9.16s?

@Angles polaires., et décrivant la position des tenseurs de diffusion, Dx Dy et Dz respectivement,
dans le repere d’'inertie moléculaire. Lesentalles d’erreur proviennent du protocole de Monte-
Carlo utilisé pour extrapoler les valeurs expérimentales gdetiR.

*Temps de corrélation global anisotrop@= 1/(2Dz+2Dx+2Dy).

‘N est le nombre de groupes amides utilisés pour diterre modéle de réorientation anisotrope de
MsrAEl ., en solution. Les groupes amides ont été choisis sur les criteres d’'une valeur de
parameétre nOe supérieur a 0,8 et des valeurs gR;Romprises dans l'intervalle défini par le
rapport R/R; moyen plus ou moins sa déviation staada&es criteres réduisent I'analyse a des
résidus qui ne sont pas soumis a des raments trop importants ou a des phénomenes
d’échange.

Ce modele de réorientationoplale montre des niveaux d'eur importants. Toutefois,
il a permis de calculer les leairs de paramétre d’ordr&) pour chaque vecteur NH et, le cas
échéant, les valeurs de temps de corrélation Id®adt(de contribution d’échange a la vitesse
de relaxation transversal&{®), bien que cette analyse reste hautement qualitative, compte
tenu de la mauvaise qualité thodéle de réorientatiorfrigure 11-16). Les paramétreS” et 2
décrivent respectivement la restriction du mouvement et la vitesse de mouvement des vecteurs
NH dans la gamme des temps de la pico & la nanoseconde, R héeant associé & des
mouvements (généralement des phénomenes d’échange) de l'ordre de la micro a la

milliseconde.
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Figure 11-16. : Valeurs de mobilité interne de Msr&°'-.4 en solution.Les valeurs de mobilité sont
indiquées par un point bleu (pour les valeurs dedbi une barre bleue (pour les valeurs @eet
RS : les intervalles d’erreur sont indiqués par desrres grises ; les zones d'intérét sont mises en
évidence par un fond vert.
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L’examen des valeurs de parameétre d’'orddigue que I'ensemble de la protéine est
relativement rigide (avec des valeursSlesupérieures & 0,9). Cerias valeurs de nOe sont
particulierement élevées (égale a 1), ce gjghifie que le mouvenm des vecteurs NH
concernés est totalement restreint. Ledele de Lipari-Szabo conduisant a certaines
approximations, ces valeurs peuvent étre considérées catamartefacts bien qu’elles
indiquent, sans ambiguité, lesrfpes rigides de I'enzyme. @aines boucles possedent des
valeurs deS* un peu plus faibles ce gsiiggére une certaine flexiitd de ces segments situés
entre les éléments de structure secondgigpife 11-16)

Les vecteurs NH des résidus de I'extrénhtderminale présentent des valeursSie
particulierement faiblegde 0,3 pour le résidu Pha 0,8 pour le résidu Leuet associées a
des valeurs de temps de corr@atiocal significatives (de I'orérde 1 a 2 ns). Ce segment est
ainsi animé d’'une dynamique importante. De plus, certains de ces résidus ayant un terme
d'échange de l'ordre de 1 & 5,scette contribution est certainement due & de I'échange
conformationnel associé aux mouvements de ce eeigrine reste de I'extrémité N-terminale
présente des valeurs 8eplus faibles que pour le reste de la protéine ainsi que des valeurs de
temps de corrélation local plus importanfds 2 a 9 ns) et ce, jusqu’au résidu Y alui
précede de quelques résidus le début du pretféenent de structure secondaire (le bkin
Ainsi, 'ensemble de I'extrémité N-terminale (jusqu'au résidugyast caractérisé par une
certaine flexibilité, le segment Sex Ley présentant la dynamique la plus importakigre
[I-17-A). Cette observation est en accord avecvieeurs importantes de rmsd mesurées sur
'ensemble des 20 struges calculées de MsFA kg pour les résidus Sea Vaks.

Les vecteurs NH des résidus du segmentfady This, qui comprend le petit feuillet

'~ surplombant le site actif, postnt eux aussi des valeurs $eplus basses que celles
observées pour le reste deplmtéine. A ces valeurs & sont associés des valeurs de temps
de corrélation local de l'ordre 2 a 6 ns dgs contributions d’échange particulierement
importantes pour les résidus Asn(7,2 sY), Hisizo (3,8 §') et Glyis; (1,5 §7). Ces données
suggerent que ce segment estrend’'une dynamique dans la gamme des temps de la pico a
la nanoseconde mais dont les mouvements restent relativement resSeitesl’ordre de
0,9). A ces mouvements, semble étre eigsain phénomeéne d’échange, probablement
conformationnel, partidierement localisé au niveau du résidu Asnui se trouve a la pointe

de la boucle entre les brinset ”. Ces données sont en bon accord avec les valeurs de rmsd
plutt élevées mesurées pour ce segment et avec les faibles valéactedede protection
mesurées pour les groupes amides des résidus formant le feuillet Cet ensemble

d’'informations indique que ce feuillet, surplombant le site actif, est flexible, animé de
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mouvements (d’échange) dans la gamme ®@esps de la micro a la milliseconde et
faiblement stabilisé.

Les vecteurs NH des résidus de I'extrémité C-terminale (résidussByrGly.os)
possédent des valeurs Eeplus faibles que pour le redle la protéine (de 0,82 & 0,72). Ces
faibles valeurs sont associées a des valeurs de temps de corrélation local de 1 a 2 ns ainsi qu'a
des contributions d’échange importantes pour les résiduss&ys? s') et Glyigo (4,5 $Y).

Ces observations indiquent que ce segment de I'extrémité C-terminale est animé d’'une
dynamique relativement importan® ¢le I'ordre de 0,7) dans gamme des temps de la pico

a la nanoseconde et associée a des phénord&uobsinge conformationnel, les mouvements

les plus importants étant localisés au niveau des résiduss €ySlyigo (avec des valeurs de

& de 0,73 et 0,72 respectivenienCes résidus présentent, de plus, des contributions
d’échange importantes indiquant un phénomd@’@ehange dans la gamme des temps de la
micro a la milliseconde. Ces observations sentbon accord avec les valeurs de rmsd
importantes observées pour ces rési@isn que, compte tenu des valeursléqui restent
supérieurs a 0,7) et du bon accord entre les@sdynamiques et structurales (en particulier
les valeurs de rmsd), cette dynamique complexe ne permef pgasori, de rapprocher
suffisamment la cystéine 198 de la cystéie pour permettre la formation du pont disulfure
Cys1-Cysigs Peu d’informations sont disponiblesr de reste de I'extrémité C-terminale
(résidus Valps a Ala;1), mais compte tenu des valeurs de rmsd observées pour ce segment, il
est fort probable que cefpartie soit elle aussi anée d’'une dynamique importante.

Enfin, de nombreux segments de I'enzymeésentent de faibles contributions
d’échange (résidus Tspa Vaks, Glmio a Hisig et Gluss a Metgg). La mise en évidence des
résidus sur la structure tridemsionnelle en solution de MsT&"req (Figure 11-17-B) révéle
gue ces résidus sont spatialement prochebeggémité C-terminale, voire, en interaction
avec cette derniere. Cette obsénmasuggere que les mouvements de I'extrémité C-terminale
sont responsables des contribng d’échange mesurées pour ces résidus et particulierement
pour les derniers tours de I'hélicg (résidus Argss a Alasy) qui présentent des valeurs de
rmsd importantes ainsi que des valeurs detelurs de protection faibles. Ainsi, les
mouvements de I'extrémité C-terminale serammdceptibles de perturber les zones du coeur
de la protéine avec lesquelles efieeragit, et seraient ainsiggonsables de la faible stabilité

des deux derniers tours de I'hélice
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Figure 1I-17. : Représentation de lanobilité interne sur la structte la plus représentative de la
conformation de MsrA x4 en solution. (A) Set 2: la taille du ruban représente 'amplitude des
mouvements (plus la valeur deeSt faible, plus le ruban est éppj la couleur représente la vitesse
des mouvements (Iintensité douge dépend de la valeur d@. (B) R°°": la couleur du ruban
représente la valeur de®!
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Ainsi, I'extrémité C-terminale de I'enmye est animée d’une dynamique relativement
importante (dans la gamme des temps de la pico a la nanoseconde) mais dont I'amplitude ne
semble pas suffisante pour pettne le rapprochement des daaystéines. Néanmoins, il est
satisfaisant de remarquer le bon accord et données dynamique et les autres données
expérimentales (telles que le rmsd mesuré sur 'ensemble des structures représentatives de
MsrAE.4 en solution, ainsi que les facteurs de protection des groupes amides). De plus,
cette étude confirme les propriétés dynamiqueledaémité N-terminale, celles du segment
Gly123Thriz,, qui est principalement animé de momaats lents (dans la gamme des temps
de la micro a la milliseconde), et celles des deux derniers tours de I'hglice

[1-2.5 Relation structure fonction

L'étude structuraleet dynamique de Msf&X%:.q en solution n'a pas permis
d’expliquer le mécanisme de formation du pont disulfure;28gs9s Toutefois, la fonction
premiére de la forme réduite de I'enzymeest’ pas de former ce pont disulfure, mais
d’interagir avec le substrat dates but de réduire la fonctiosulfoxyde. Il se trouve que la
structure tridimensionnelle de Mst&"z.qen solution répond bien & cette exigence.

En effet, la comparaison de la struct@m solution avec les structures cristallines
indiqgue que la formation du complexenzyme/substrat génére des changements
conformationnels, plus ou moins importargeur les chaines latérales des résidussiCys
Phe,, Tyrs,, Gluys et Tyngz. De plus, les chaines latérales des résidug;O8$ugs, ASprog,
Cysigg €t Tyng7 semblent étre plus flexibles (comme le montre la variabilité importante des
valeurs de $). Enfin, I'étude de la dynamique du squelette peptidique a montré que le
segment GlypsThriz, est soumis a des phénomenes d’échange et que le segmep@aTyr
Glyzo4 €St animé d’une dynamique relativemenpariante. Ces observatis indiquent que le
site actif de MsrA, en partidier les résidus les plus exposés en surface (segmeptzGly
Thris; et TynosGlyaos), est flexible. Cette @xibilité génére I'adaptilité conformationnelle
nécessaire a l'interaction avec le substratosylie. Cette adaptabilitést particulierement
importante dans le cas de MsrAi @st capable de réduire uneagde variété de substrats (de
la MetSO libre & la MetSO située en surface d’une protéine). Ainsi, NM¥kAq posséde les
propriétés structurales etlynamiques nécessaires a d$anction, celle d'interagir
spécifiguement avec I'énantiome& de la fonction sulfoxyde (interaction impliquant les
résidus aromatiques plutét rigelelu site actif), mais aussi d'étpeu spécifique vis-a-vis du
squelette peptidiqgue dont fait partie le résMatSO (interaction impliquant les résidus les
plus flexibles et animés d’'une dynamique,senface du site actif), ce qui permet & MsrA de
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réduire une grande variété sigbstrats sulfoxydes. Le rapprochement des deux cystéines et la
formation du pont disulfure CysCysigs doivent donc nécessairement se produire lors d’'une

étape du cycle catalytique postérieure a la formation du complexe enzyme/substrat.

[1-2.6 Conclusion

Nous avons réalisé I'étude structural@ghamique d’'une protéine de 23 KDa grace a
un spectrometre a 600 MHz, enligant les classiquentraintes de distance&rivant de la
mesure des effets nOe, e malgré les nombreux recouwrents observés et la qualité
mediocre du signal pour certaines parties de I'enzyme.

Cette étude a permis de ctaisr que, malgré les différees conformationnelles entre
la structure en solution et la structure cristalline de N§Pheq les distances entre les
différentes cystéines restent trop importaqesr permettre la formation des ponts disulfure
intervenant lors de I'activité catalytique ddteeenzyme. De plus, I'étude de la dynamique du
squelette peptidigue a montré que les mouveselont est animée I'extrémité C-terminale,
ne sont pas d’'une amplitudeffssante pour permettre le rapprement des cystéines et la
formation des ponts disulfure, qui doivedbnc se produire lors d’'une étape du cycle
catalytique postérieure a la formation du correlenzyme/substrat. Toutefois, cette étude a
révélé que les conformationsobbles des différentes struaartridimensionnelles de MsrA
connues sont identiques, et qu’en solution comme a l'éistialtin, la onformation du
segment Pres a Tyngy de I'extrémité C-terminale présenia coude qui approche les atomes
C 108 €t Cs1 & une distance de l'ordre de 8 A. Hdférence de conformation du segment
Prowss & Tyho, observée pour la structure cristalline de MsA par rapport aux autres
structures tridimensionnelles, pourrait étrectanséquence de la présence dans la maille
cristalline d’'un pont disulfure non natif entre la gg®t la Cygs d’'un monomere voisin de la
maille cristalline. Enfin cette étude a permis de décrire le site actif de MsrA dans un état natif
(sans adduit ou complexe mimant la présethgesubstrat) et a montré que cette enzyme
possede les propriétés structurales et dynarmsigéeessaires a sa fonction de reconnaissance
du substrat sulfoxyde et en bon accavec ses propriétés de spécificité.

Ainsi la connaissance de la strueturidimensionnelle en solution de M$®'zeq a
permis de mieux comprendre les propriétéacstirales mais surtout dynamiques de cette
enzyme. Ces informations étant difficilement asteles a partir des différentes structures

cristallines connues.
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[I-3 Etude structurale et dynamique d’'une
forme oxydée (Cys 5:-Cysigg) de la MsrA

d’Escherichia coli

L'étude de la structure itimensionnelle et de la dynamique en solution de
MsrAE%.., méme si elle a apporté de nombrelisEmations sur les propriétés des MsrA
en solution, na pas révélé les mécanismes moléculaires permettant la formation des deux
ponts disulfure (Cys-Cysios et CySesCySog) intervenant lors du processus catalytique. Dans
ce contexte, I'étude structurale et dynamique d'une forme oxydée deFfisrelle
contenant le premier pont disulfure: Gy€ysgg) devrait permettre d'observer les
différences structurales dyynamiques engendrées par la formation du pont disulfurg-Cys
Cysigg, mais aussi d’apprécier le changemeniformationel nécessaire au rapprochement de
la cystéine 198 vers la cystéi51. De plus, cette étude pourrait appatesr informations sur
la formation du second pont disulfure @¢sCysos derniere étape avant la régénération de
I'activité réductasevia la réduction du pont CysCysos par la thiorédoxine) pour les MsrA
a deux cystéines de recyclage. Enfin, dans leleasMsrA a une cystéirde recyclage (telle
que MsrA"™®) |a régénération de Iactivité réductase intervient & ce stade du cycle
catalytique, par le biais de téduction du pondlisulfure Cys;-Cysiog par la thiorédoxine. Le
pont disulfure Cys-Cysies étant réductible par la thiédoxine chez les MsrA a deux
cystéines de recyclage, cetteds pourrait permettre de mettre en évidence les déterminants

structuraux impliqués lorde l'interaction Msrisi-c1od Trx.

11-3.1 Etude préliminaire

Dans le but d’obtenir spécifiguementftame oxydée contenant le pont disulfurg-C
Ci0s Une MsrA mutée, ou les résidus ggyst Cyses ont été remplacés par des sérines, a été
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préparée par mutagenese dirigée gahexe 1) et produite au MAEMEN effet, la sérine ne
possede pas la méme réactivité que la cystéins,lesachaines latérales de ces acides aminés
sont isosteres, ce qui laisse supposer quengwlacement d’'une cystéine par une sérine ne
devrait pas perturber de maniér@ortante la conformation lo@be la protéie. Néanmoins,
compte tenu du caractére plus hydrophile de laineh latérale de la sérine, ce type de
mutation n’est a envisager que pour des cystéitaees dans un environnement ne possédant
pas un caractéere trop hydrophobes Laystéines 86 et 206 étasituées en stace de la
protéine, les remplacer par des sérines neaitgvas perturber outmaesure la conformation
locale de la protéine.

1-3.1.1 Le mutant C86S, C206S réduit

Un échantillon marqué&N du mutant C86S, C206S réduit de MSFA a été préparé
(ImM, 10 mM de KHPQO;, 50 mM de DTT, pH 7,1) dans ket d’observer les éventuelles
perturbation générées par ces mutations. geesirbations ont été estimées par I'examen du
spectre'H-"N HSQC. Ce spectre a été aisément attribué par analogie avec le spectre de la
protéine sauvage, la plupart des noyaux ayant des valeurs de déplacement chimique proches.
Seules les résonances des résidug 8e6es0s N'ont pu étreattribuées qu posteriorigrace
a lattribution séquentielle du squeketpeptidique du double mutant oxydée (Msi®cs:.
c1os Cf.ci aprés) Figure 11-18).
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Figure 11-18. : Spectre'H-"N HSQC de la MsrA C86S C206 réduitéN, 1 mM, 600 MHz et 298 K,
pH 7,1.
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Les perturbations d’environnement chimiqgénérées par les mutations sont estimées
en comparant les différences de déplacementighe des groupes amides entre la protéine
sauvage et la protéine mutg&ice a une valeur consensudllédont I'expression est :

'Gﬂ & Eq. II-1
f .

ouf est un facteur de proportionnalité (Williamsetncoll, 1997). En effet, les corrélations du
spectre HSQC s’étendent sur une largeur spectt&) plus importante dans la dimension de
I'azote N (de 104 & 135 ppm, soit L’8){) = 29 ppm) que dans la dimension’tii(de 6,3 &
11,6 ppm, soit LSH) = 5,3 ppm). Ainsi, pour prendren compte les changements de
déplacement chimique dans la dimension de I'aZesans les surévaluer par rapport aux
changements dans la dimension'#iy 0 /°N est corrigé d'un facteur de proportionnalité
égal a LSPN)/LS(*H), soit 5,47 (29/5,3).

La valeur de(/pour chaque groupe amide secondaire du squelette peptidique a été
déterminée et est représentée FigwiOHA. On estime qu’une valeur d&/supérieure a 0,1
ppm indigue un changement d’environnement adpir représentatif. Les mutations C86S et
C206S affectent signifitevement les résidus Taga Glyss, ainsi que le résidu Glg. La mise
en évidence de ces perturbations significatsesla structure trichensionnelle en solution
de MsrA 4 (Figure 11-19-B) montre qu’elles sont toutes sigégment prochede la sérine
86. Ainsi la mutation C86S perturbe raisonnablemeint € 0,3 ppm) I'environnement
chimique de I'ensemble de I'hélice et de maniere plus importante celui du résidu4zln
(G/ = 0,48 ppm).A contrario, la mutation C206S n’engendre manifestement aucune
perturbation d’environnement chimique. Lestations C86S et C206% générent donc que
de faibles modifications d’environnement cigoe trés localisés, ceci suggere qu’elles

n'influent que légerement &es localement sur la structure tridimensionnelle initiale.
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Figure II-19. : (A) Perturbations de déplaceemt chimique des groupes amides secondaires) (
générées par les mutations C86S et C206Sldieg du squelette peptidique de MSTX'. (B)
Représentation, sur la structureittimensionnelle en solution de Ms&°., des perturbations de
déplacement chimique des groupes amides secondaitey énérées par les mutations C86S et
C206S. Le squelette peptidique est représenté panhan bleu ; les zones en rouge représentent les
résidus perturbés de maniére significativée/& 0,1 ppm) ; sont aussi représentés les résidugsSer
Sekgs et Glnzs, ce dernier étant particulieremeperturbé par la mutation C86S.
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11-3.1.2 Le mutant C86S, C206S oxydé

Les mutations réalisées ngendrant pas de perturbations importantes, un échantillon
oxydé de ce mutant a été préparé par le biaison oxydation par 3 eéquivalents de MetSO (la
formation du pont disulfure CysCysigs a été veérifiée par un dosage des thiols libres au
DTNB). Aprés purificatbn, cet échantillon de MsfFA”cs1.c105a été préparé & 1 mM, pH 7,1
(10 mM de KHPG;), dégazé et scellé sous azote. L'egardes premiers spectres, enregistrés
a 600 MHz et 298 KKigure 11-20), montre que la formation du pont disulfure §ySySios
ne modifie pas la conformation globale ldeprotéine. En effet, le specthd->"N HSQC de
MsrAF s, c10sest semblable & celui de M$T®'zeq Certaines différences sont néanmoins
observables, ce qui semble indiquer que lesmxgements conformationnels provoqués par la
formation du pont disulfure sont relativementdbsés. Malgré les similitudes avec le spectre
de la forme réduite, le spectfél-®N HSQC de MsrAcs;.c105 N'est pas attribuable
directement par analogie, si bien qu’il est néaessde réaliser I'attribution séquentielle de
cette protéine. Enfin, la mesure du coeéfitide diffusion translationnelle de M&®'cs;.
c10s réalisée grace a une expérieB@SY, donne une valeur de 9,610n’.s*. Cette valeur
permet d’estimer que le rayon moléculaire estatdre de 22,7 A, ce qui correspond bien a
un monomeére mais est umaleur légérement plus importante que pour M&Phkes ce qui
suggere que le volume de M&R'cs1.c10s€St Un peu plus important (comme il sera confirmé

par I'étude structurale).
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Figure 11-20. : (A) Spectre 1D'H de la MsrAcs;.c16s™N, 1mM, & 600 MHz, 298 K, pH 7,1. Le
signal de I'eau a été éliminé grace a la séquence WATERGATE ; le signal résiduel a été atténué
grace a un traitement polynomiale de [linterférogramme. (B) Spectid-'°N HSQC de
MsrAF g c105™N, 1 mM, & 600 MHz, 298 K, pH 7,1.
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11-3.2 Attribution séquentielle du squelette peptidique

L’attribution séquentielle du squelette peptidique a été réalisée grace a l'analyse des
expériences tridimensionnelles hétéronuctsaiéalisées sur I'échantillon de M§R'cs1.c108
doublement marqué®C, °N. Les expériences HNCA/HN(CO)CA, HNCO/HN(CA)CO,
CBCANH/CBCA(CO)NH ont permigattribuer les noyauxH", *N", c-, **c , °C’ du
squelette peptidique-{gure 11-21, on trouvera en Annexe | d’aal exemples de plan tirés
d’expériences tridimensionnelles hétéroéadales). Les expériences HNHA et HCCH-
TOCSY ont permis Il'attributiomles noyaux des chaines latéraMsalgré la complexité des
spectres et les nombreux recouvrements geasix observes, cette méthodologie a permis
d’attribuer 80 % du squelette edique, d’importantes difficul&étant ensuite apparues dans
'avancement de I'attibution. Pour pallier a ces diffiltés, des spectres HNCACO et
HNCACB ont été enregistrés a 800 MHzawn échantillon triplement marquéd, N, 2H)
grace a l'acces national au service de RMN a trés haut champ de l'Institut de Chimie des
Substances Naturelles (ISCN, CNRS) de &if Yvette. Ces expériences complémentaires
présentent une sensibilité plus importante etrap#leure résolution que les spectres réalisés
a 600 MHz et ont permis d’atteindre 88 % diatition du squelette peptidique. Les valeurs
de déplacement chimique des noyatb *°C et'*N du squelette peptidique et des chaines
latérales ont été déposées dans la bamguedonnées BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu)
sous la référence 6786. Les résidus n'ayantppaétre attribués ne sont pas uniformément
répartis dans la séquendé.s’agit des résidus Asp Cysi, Phe, Trpss, Asryg, Gl
Metios, Glyio7, Ashiog, ASpiog, HiSizo, Argiss, Selizs, Argiss, Ph@ss, Metigo, Thrizo, CySies,
Glyigg llexoo et Glysor (Figure 11-22). Compte tenu de la structure tridimensionnelle de
MsrAE%..q en solution (en supposant que la structure de M8F&1.c10550it proche), les
résidus Asm, Glm, Argiss, Sekss Metigo et Thhrzo sont localisés dans des zones peu
structurées (telles que les boucles), ce quirpait leur conférerune dynamique lente
expliquant 'absence de signal obsdateapour ces résidus. Le résidu Asse situe entre deux
prolines ce qui rend vikllement impossible son alintion par les techniques
tridimensionnelles hétéroniéaires. La formation du pont disulfure Gy€ysgg pourrait
entrainer des perturbations dynamiquesales, voire un échange conformationnel
intermédiaire, expliquant que les résidus 4gyBhe,, Trpss, CySos Glyigg llexo et Glyeo:
n'aient pu étre attribués. Les residus MetGlyio7, Asnog Aspiog, Hisizo appartiennent au
feuillet ’- " surplombant la cystéine catalytique (Gy)sdans la forme réduite de MsTA".

Il se pourrait que la formation du pont disulfure entraineperee de confanation de cette
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partie de la protéine ce quxmiquerait que ces résidus n'aigmas pu étre attribués. Cette
hypothése est confirmée par I'observation degelars des raies de résonance importantes
pour les résidus bordant ce semt) ce qui est I'expressi la plus manifeste d’une
augmentation de la vitesse de relaxation transverBaled(le a une contribution d’échange
importante R*™). Enfin, les résidus Args et Phess appartiennent & I'hélice4, dont les deux
derniers tours d’hélice étaient déja faiblement stabilisés dans la forme réduite. Il semble que la
formation du pont disulfure provoque ici une @édisation plus importante encore, ce qui

pourrait expliquer pourquoi les résidus Ayget Phesg n'aient pas pu étre attribués.

Figure 11-21. : Bandes issues du spectre CBCANH de M5, c108 correspondant a la séquence
D4 GMEl 4, Les corrélations positives (signaux en traits pleins) correspondent augt Qes
corrélations négatives (signaux en pointillés) aueCC des glycines.
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Figure 11-22. : (A) Spectre'H-*N HSQC attribué & 88 % de Msf&A* cs;.c1ssa 600 Mhz, 298 K, pH
7,1. (B) Séquence primaire de la MsrAEBcherichia colimutée C86S, C206S ; les résidus non
attribués sont représentés en rouge.
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Figure 1I-23. : Prédiction des angles3et % (TALOS) et facteurs de protection des groupes amides.
Les valeurs de Log(Fp) sont représentées sous forme d’histogramme ; les éléments de structure
secondaire représentés en rouge et bleu senix de la structure en solution de MSFR5eq les
prédictions du logiciel TALOS somdiquées sous la séquence parkubleu (pour des valeurs d&

, Ycorrespondant a un brin) et par una rouge pour des valeurs d&@ %correspondant a une hélice

).

L'examen des valeurs de facteur de eotibn, déterminéegrace aux expériences
d’échanges KO/D,0, et des angles de torsi@et % prédits grace au logiciel TALOS, donne
une premiére approximation des éléments de structures secondaires Gé&°Msréussen
solution Figure 11-23). Ces éléments de structures secondaires putatifs sont trés proches de
ceux de la forme réduite. En effet, il est possible d’identifier les 5 brids feuillet
principal ainsi que les 5 hélices. Cette observation terait & confirmer que les
conformations globales des deux formeents similaires et que les changements
conformationnels engendrés par la formation du pont disulfurg- og Sont localisés et
concernent principalement les boucles et dams moindre part, les é&hents de structure
secondaire.

La connaissance des valeurs de déplaceotentique de la plupart des noyaux de la
protéine a permis d'gloiter les expérience®H->N et 'H-*C NOESY HSQC et d’aboutir

ainsi a la structure tridimsionnelle en solution de MsFA”"cs1.c103
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11-3.3 Détermination de la structure tridimensionnelle en

solution

11-3.3.1 Attribution des spectres NOESY et calcul de la structure

L’exploitation manuelle despectres tridimensionnel$i-"N NOESY HSQC etH-
3¢ NOESY HSQC, ainsi qu'un spectid-"*C NOESY HSQC particulier, réalisé dans le but
d’observer les noyaux aromatiques, a permisl@@ir un premier ensemble d’environ 1700
contraintes non ambigués, définissant les éléments de structure secondaire, incluant les 258
contraintes d’'angles diédres démt des prédictions réaliséesicg au logiciel TALOS et les
liaisons hydrogéne stabilisant les élémentssttecture secondaire évidents. Ce premier
ensemble a permis de définir la topologie globale de M%¥&i.c10s €n solution et
d’attribuer ainsi plus facilement les corrélatior@e ambigués et de fitér les hétéroatomes
accepteurs de protons possédant une valeufackeur de protection importante. Cette
méthode a permis d’aboutir a un ensemblel fitea2807 contraintes d#istances et de 258
contraintes d’angles diedres (Tableau II-6). De plus, toutes les liaisons peptidiques ont été
maintenues planes et en configuraticans ( &= 180 °), puisque quiecune corrélation nOe
indiqguant une configurationis n’a été observée. Cet ensemble de contraintes a été utilisé
pour le calcul de 500 structures grace auquale de recuit simuldu logiciel DYANA. Les
20 structures possédans kealeurs les plus faibles de foncticible (toutes infiéeures a 1) ont
été seélectionnées pour former I'ensemble final des conformatiepgesentatives de

MsrAE<®l ... 158N Solution.

Tableau 11-6 : Ensemble des contraintesilisées pour déterminer la structure
tridimensionnelle de Msr&®cs; c19sen solution

Contrainte Nombre

Distances interprotoniques

Total 2807
liaisons hydrogeérfe 130
intrarésiduelles 1668
séquentielles 654
longues distances 355
Angles diedres 258
- 128
130
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@Une liaison hydrogéne est définie par deux contraintes de distance. Ainsi, 65 liaisons hydrogéne conduisent a

130 contraintes de distance.

11-3.3.2 Statistiques structurales

L’examen de I'ensemble final de&) structures tridimensionnelle&iqure 1-24)
indique que le cceur de I'enzyme est bignauré (résidus 12 a 121 et 133 a 194) puisqu’il
montre une valeur de rmsd papport aux coordonnées moyenne@s6 + 0,15 A pour le

squelette peptidique et de 1,62 + 0XLpour 'ensemble des hétéroatomes.

Figure 11-24. : Superposition du squelette peptidique (résidus 12 a 121 et 133 a 194) des 20 structures
de I'ensemble final des confarations représentatives de M1 c108€n solution.

Les extrémités N- et C-terminales, ainsi que le segment&Alhr;3,, sont moins bien
définis, comme le confirment les données dynamiqokgi(apres). De plus, la distribution

des valeurs de rmsd selon la séquencet ppjas homogéne ce qui indique le degré de
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Figure 11-25. : Eléments de structures seadaires, rmsd et facteur de protection

flexibilité de certaines régns telles que les boes entre les éléments de structures
secondairesHigure 11-25).

L'’ensemble des structuresidimensionnelles est en acdoavec les contraintes
expérimentales : en effet, le®lations de contrabes de distance ne dépassent pas 0,2 A et

les violations d’angles diédres sont inférieuge 5 degrés (Tableau II-7). Enfin, toutes les
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valeurs d’angles diédres du stpite peptidique (mis a part dans le cas des glycines) se
trouvent dans les régions autorisées dagdimme de Ramachandran. L'ensemble des
structures tridimensionnefiereprésentatives de Msr&'-s,.c10sen solution est donc d'une

excellente qualité et d’'une bonne définition.

Tableau II-7 : Statistiques structrales de I'ensemble final de20 structures représentatives
de MSfAE'CO|Ic51_C198en solution

Violation Occurrence par conformére

Violations de distance

>0,0 A 90+ 11
>0,1A 9+3
>0,2 A
Violations d’angles diédres
> 0 deg. 317
> 5 deg. 0
Diagramme de Ramachandtan
Résidus dans les régions les plus favorables (%) 82,2
Résidus dans les régions supplémentaires autorisées (%) 17,4
Résidus dans les régions généreusement autorisées (%) 0,4
Résidus dans les régions interdites (%) 0

®Données déterminées grace au logiciel PROCHECK NMR

11-3.3.3 Description de la conformation globale

La conformation globale de MsFA”cs;.c1e5 €St Une conformation «  roll »,
fortement similaire & la conformation globale de Msi#keq et qui consiste en un feuillet
constitué de 6 brins et entouré de 5 hélic@sigure 11-26).

L’examen des structures secondairesligue que seuls 38 % des résidus de
MsrAE" s c19s50nt impliqués dans des éléments de structure secondaire (Figuje le25
coeur de Msr&®'.s; c1ggest constitué d'un feuillet & 6 brins. Ces brins comprennent les
résidus Glus a Alasg ( 1), Tyrss & This ( 2), Alags @ Tyhoo ( 3), Alaizza Tyhse ( 4), Gluiz a
lle17s ( 5) et Tyngo @ Tynsi () €t présentent la successidiarrangements paralléle (p) et
antiparalléle (a) suivante 5(p) s(a) 1(a) 3(a) 2(a) 6. Ce feuillet est entouré de 5 hélices
La premiére hélice,;, s’étend des résidus Rh& Trpo et comprend 2 tours d’hélice. La
seconde hélice., est aussi une hélice réguliégei s’étend des résidus Byra Segr. La

troisieme hélice.; s’étend des résidus Tyf a Asni; et comprend 2 tours et demi d’hélice.
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La quatrieme hélice, s’étend des résidus Riga Alass, avec 3 tours réguliers d’hélice des
résidus Proyza Phese Les tours suivants (Glgy a Alags) sont faiblement stabilisés. En effet,
malgré les valeurs d’angles de torsign% et la mesure des effets nOe séquentiels définissant
une hélice., les résidus Gha; a Alaig; montrent des valeurs de sthlégerement plus élevées
gue le reste de I'hélice et des valeurs fdeteur de proteain des groupes amides
particulierement faibled.a cinquiéme et derniere hélice s’étend des résidusgByLys et

ne comprend qu’un unique tourh@lice. Enfin, le segment Gl a Thrs,, qui se situe entre
I'hélice .3 et le brin 3, semble particulierement peu stturé compte tenu des valeurs de
rmsd élevées pour ces résidus.

Le coeur de I'enzyme est flanqué desmdues extrémités N- et C- terminales ne
contenant que peu d’éléments de structupersdaire. L'extrémité N-terminale s’étend des
résidus Sara Mety,, et ne posséde qu'utmucle (des résidus Sea Alas) comme unique
élément de structure secondaiSa conformation n’est ceatement définie qu’a partir du
résidu Thgo (comme le montrent les valeursgortantes de rmsd des résidus; SeAsny).

Cette partie est maintenue au contact du adeufenzyme par de nombreuses interactions

Figure 1I-26. : Structure la plus représentative de MSTA <, 108 €N SOlution. Les feuillets sont
représentés en rouge, les loék et les boucles en bleu.
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hydrophobes et une liaison hydrogéne enftg Bt 095

L’extréemité C-terminale s’étend des résidus gy Ala11 et comprend la seconde
cystéine de recyclage Gys(qui dans cette forme mutée est remplacée par une sérine). Elle
ne présente aucun élément de structure nekzée et semble étre particulierement peu

structurée comme le montiteles valeurs de rmss élevées des résidus ha Alaio
11-3.3.4 Description du site actif et de I'extrémité C-terminale

[1-3.3.4.1 Site actif

Tableau 11-8 : Description statistique du site actif de MST&"cs1.c108

Résidu Rmsd squelette Rmsd 3(deg.) %(deg.) $(deg.)
peptidique (A) hétéroatomes (A)

Cys; 0,59 0,93 -71+12 155 + 48 -110 + 67
Phe; 0,57 1,61 -116 + 40 -42 + 15 65 + 67
Trpss 0,56 0,67 -70+9 -42+5 -84 + 20
Tyrg, 0,50 1,04 -57+4 42+ 6 164 + 10
Tyrias 0,68 1,63 -111+ 14 119+ 25 31+43
Tyriez 1,24 3,17 -65 + 13 138 £ 16 -75+ 100
Cysios 1,32 1,64 -80 + 30 -67 £ 96 -80 + 30

Le site actif de Msr&®'cs1.c10s€St organisé autowtu pont disulfure CysCysigs I
présente un caractere hydrophobe importzoinpte tenu du nombre élevé de résidus
aromatiques trouvés autour de ce pont disulfure. En effet, dans I'environnement proche du
résidu Cys; se trouvent les résidus Rheet Trp; et dans I'environnement un peu plus
lointain se situent les résidus EyrTyris, et Tynro7 (Figure 11-28-A). Les données statistiques
disponibles pour ces résidus (Tableau II-8 diegrammes de Ramachandran pour les résidus
Tyrig7 et CySgg sont reportés en Annexe 1) indiquent que les résidus;,dyBe,, Trpss et
Tyrg, ont des positions bien définies (commenmentrent les faibles valeurs de rmsd et la
faible variabilité des Maurs d’angles diédre8et %). Les résidus Ty Tyrig7 et CySgs ont
des positions plus variables (comme le montltestvaleurs de rmsd plus importantes et une
variabilité plus importante devaleurs des angles diedr8st %). Les chaines latérales des
résidus Trps et Ty, ont des conformations bien définies (comme lindiquent les faibles
valeurs de rmsd sur les hétéroatomes dailde variabilité desvaleurs d’angle diédred),

alors que les chaines latérales des résidus;,Clhe,, Tyrizs, Tyrgr et Cyseg ont des
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conformations plus variables (comme le monttestvaleurs de rmsd plus importantes sur les
hétéroatomes et la variabilites valeurs d’angle diedi®).

Ces observations indiquent gles résidus les plus impliés dans la formation du
pont disulfure (Cys, Phe,, Tyrig7 et Cysgeg possedent une variabilité de position et/ou de
conformation de leur chaine latlraui confere a cette zone ucertaine flexibilité. De plus,
le résidu Tyrs4 est situé a proximité du segment GHrhriz,. Ce dernier, qui comprend le
résidu Aspyg impliqué dans la reconnaissance du sabshez la forme réduite de MsrA, se
trouve ici étre trépeu structuré Kigure 11-27) comme le montrent les valeurs de rmsd
importantes pour ces résidus. Cette flexibilité dense répercuter sur la conformation de la

chaine latérale du résidu Tyx

Figure 11-27. : Conformations prises par le segment Glg-Thris; dans I'ensemble des 20 structures
représentatives de Msf&® cs;.c105€n solution.

La présence de nombreux résidus atigues autour dugnmt disulfure Cys-Cysigs,
ainsi que la flexibilité du segment GiaThr3,, ont pour conséquenckexposer, en surface
de la protéine, une large zoadort caractére hydrophobEidure 11-28-B). Dans le cas des
MsrA a une cystéine de recyctgcette zone pourrait étepécifiquement reconnue par la
thiorédoxine lors de I'étape degénération de l'aovité catalytiquevia la réduction du pont

disulfure Cyg;-CySigs.
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Figure 11-28. : (A) Site actif de la caformation la plus représentative de Ms'FAO'_iC51_c198en solution.
(B) Surface de Connolly de la conformation la plus représentative de NISMAs;.cr9s€N Solution.
La couleur de la surface dépend du degré d’hydrophobie des résidus en surface ; I'extrémité C-
terminale (flexible) des résidus Glya Ala;; est représentée par un ruban vert.
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[1-3.3.4.2 Extrémité C-terminale

L'extrémité C-terminale de MsfA%cs1.c10s S'étend des résidus Gy a Alapo et
comprend la seconde cystéine de recyclageysteine 206 (qui dans cette forme mutée est
remplacée par une sérine). Comme le montferamen de I'ensemble des 20 structures
représentatives de MsFA”cs;.c1gsen solution ainsi que les lears de rmsd observées pour
les résidus Ghye a Alap1i, I'extrémité C-terminale est partibérement peu structurée et est
susceptible d’adopter une impanrta variété de conformationsigure 11-29). Toutefois, pour
la grande majorité des 20 structures, la fin de I'extrémité C-terminale (résighall&lay11)
est en interaction avec la zone hydrophobe formée par le site actif, cette interaction étant

favorisée par les résidus hydrophobes$adrémité C-terminale (llgs, Vakos et Leyoy).

Figure 11-29.: Conformations représentaties de I'extrémité C-terminale de MsTA"cs; c105 €N
solution. Sont représentés différentes conformationfedé&rémité C-terminale ainsi que le résidu
Sekoe

La flexibilité de I'extrémité C-terminale s&percute sur la distance entre les atomes
C 108 €t Co06 En effet, la distance moyenne d§-C 06 st de 15,5 + 6,2 A avec une
distance minimale de,®6 A. Cette distance eatpriori trop importante pour permettre la
formation du pont disulfure Cys-CySos qui intervient pourtant nécessairement a ce stade du
processus catalytique. Cependant, seul urfaiBke nombre de corrélations nOe séquentielles
a été observé pour ce segment de I'enzymauetine corrélation a longue distance. Ceci
indique clairement que l'extrémité C-termieah’adopte aucune conformation particuliere

comme le montre I'ensemble des 20 structures représentatives de la conformation de
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MsrAEc1 108 Dans ce contexte, il est possible des conformations de I'extrémité C-
terminale observées dans l'ensemble de 20 structures ne soient pas suffisamment
représentatives de toutes t@mformations pouvant étre adopt@es ce segment en solution,

ce qui peut avoir pour origine un défaut lhgiciel de modélisan utilisé (DYANA) a
reproduire les propriétésrgtturales de I'extrémité C-ternate. Ainsi, méme si 'ensemble

de ces 20 structures n’est pas suffisammenésepitatif de la conformation de I'extrémité C-
terminale, il est raisonnable de penser ga&e derniere est suffisamment flexible pour
permettre le rapprochement des cystéinesel9®6 et rendre possible la formation du pont

disulfure CysesCySos.

11-3.3.5 Comparaison des stru ctures tridimensionnelles en
solution de la forme réduite et de la forme oxydée Cys 51-CYS 108

La comparaison des structuidss formes réduite et oxydée (&y€ysiog) €n solution
pourrait permettre d’'observer les déterminasttsicturaux permettai& formation du pont
disulfure Cys:-Cysigs La superposition du squelettpeptidigue de la structure
tridimensionnelle en solution de MsTA'cs1.c108 avec celle de MsrA®keq en solution
conduit & une valeur de rmsd de 18our les résidus 14 a 122 et 132 a 1Bigre 11-30-

A). Exception faite du segment GlgThriz; et de I'extrémité C-terminale, les deux
conformations sont semblables, la fotima du pont disulfure ne provoque donc pas de
changement conformationnel important en gq@ concerne les éléments de structures

secondaires.

Figure 11-30. : (A) Superposition dusquelette peptidique de MsFA” cs1.c10s€n solution (ruban bleu)
et de Msr& <., en solution (ruban rouge), qui aboutit a un rsmd de 1,83 A sur les résidus.Ala
Glnyy et Thrs, @ Alays. (B) Comparaison du site actif de MsFA”cs1.c1es€n solution avec celui de
MsrAE<%. 4 en solution. le ruban bleu correspond au squelette peptidique de A .c105 les
résidus de la forme oxydée sont représentés enceert,de la forme réduite sont représentés en noir.
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Les sites actifs des deux formes sont relativement similafigsiré-11-30-B). En
effet, les résidus Tep et Ty, ont des positions et des confotioas de leur chaine latérale
identiques (Tableau 11-9). Les résidus Gy®t Phe, adoptent des positions et des
conformations de leur chairfatérale l1égérement différentes mais les valeurs des angles
diédres 3 % et$ se révélent trés varils pour la forme oxydée GysCysies Ces
différences de position et de conformation sont manifestegeérdrées par la formation du
pont disulfure. Le résidu Ty voit sa position et la conformation de sa chaine latérale trés
perturbées par la formation du pont disulfubette perturbation est certainement liée a la
perte de structure du segment GhThriz,. En effet, dans la structure de M5§Rkeq le
segment Glip>Thriz, comprend un petit feuillet a deux bring ’ et ”). Dans la structure
de MsrA s, c105 CE& SEgmMent s'avére étre trés wicturé, ce qua pour conséquence
d’exposer la surface, a caractére hydrophobe, dasitequi était lui-méne recouvert par le
feuillet '- " dans la structure de MstAzeq (Figure 11-31).

Figure 11-31. : Comparaison des surfaces de Connolly de M5fRzeq (A) et MsrA s ci0s €N
solution (B). La couleur de la surface dépend du degré d’hydrophobie des résidus en surface ;
I'extrémité C-terminale (résidus Gl a Ala:q) est représentée par un ruban vert.
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Tableau I1-9 : Comparaison des valeurs des angles diédteset $ des résidus impliqués
dans le site actif de MsrA™zeq et MsrAE g, 108

Résidu Angle diédre MsrA Bl MsrA Bl o108 MsrA E-col
(RMN) (RMN) (R-X)
Cysn 3 41+ 1 71+12 -44
% 110+ 1 155 + 48 120
$ -150 + 100 -110 * 67 168
Phe, 3 -83+3 -116 + 40 72
% -3+5.1 -42 + 15 -16
$ 56 + 11 65 + 67 51
Trpss 3 -70+ 3 -70+9 -59
% 58 + 4 42 +5 -48
$ 72+8 -84 + 20 -57
Tyres 3 54 +5 57 + 4 -56
% 42+ 7 42 + 6 -46
$ 162 + 3 164 + 8 -160
Tyrias 3 -105 # 10 -111 + 14 -85
% 43+ 11 119 + 25 113
$ 75+ 6 31+ 44 -61
Tyries 3 -103+5 -95 + 3
% 12 + 10 16 + 14
$ -31+85 -48 + 75
Gly1o 3 -68 + 10 -106 + 19
% 161+ 7 65 + 43
Tyrier 3 -81 + 28 -65 + 12 -
% 124 + 10 139 + 16
$ -114 + 84 -75 + 103
CySios 3 -129 + 10 -80 + 30
% 166 + 96 -67 + 96
$ -62+ 70 -79 + 30
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BN

Figure 11-32. : Comparaison du site actif de Msf&*'cs;.cisgen solution avec celui de MsF&”" &
I'état solide.le ruban bleu correspond auyselette peptidique de MSTA"cs,.c1e5 les résidus de
la forme oxydée sont représentés en vert, ceux de la forrtadlicressont représentés en noir.

Il est aussi intéressant de comparer le site actif de W8&tA1.cissavec celui de la
structure cristalline de MsfA® (représentative de la structure du complexe
enzyme/substrat). Les différences observées sont identiques aux differences remarquées entre
MsrAFoq et MsrAE s, c105(Figure 11-32). En effet, il existe peu de différences entre la
structure en solution et &ructure cristalline de Msf&req (Tableau 11-9).

L'extrémité C-terminale étant directenteimpliquée dans la formation du pont
disulfure, la comparaison des conformationcette extrémité dans les structures des formes
réduite et oxydée en solution pourrait rrpettre d'appréhender les changements
conformationnels nécessaires au rapprocheghentcystéines 51 et 198 et a la formation du
pont disulfure Cys-Cysigs La comparaison des deux structures indique que I'extrémité C-
terminale n’adopte une conformation différente qu’a partir du résidiydaBn effet, le résidu
Tyrie5 posséde les mémes valeurs pour les angles di@dri#set! $lans les deux structures
(Tableau 1I-9). Ainsi, seule la conformation des résidusdgl¥yrio7, Cysos est modifiée par
la formation du pont disulfure CysCysios (Figure 11-33). Cette observation suggére que le
rapprochement des cystéines &yt Cysgg pourrait étre possible §ce au changement de

conformation du segment GbgTyr197-CySios.
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Figure 11-33. : Comparaison des extrémités C-terminales de M85 c10s€N SOlUtion (représentée
par un ruban et des résidus bleus) et M&fR'r.q en solution (représentée par un ruban et des
résidus rouges).

Ainsi, la comparaison des sttures tridimensionnelles de MST&'zeq et
MsrAF%s; c1egindique que : (i) la formation du podisulfure provoque un changement de
conformation important des résidus gyst Phe, du site actif ainsi quine perte de structure
du segment Gl Thris, qui recouvrait le site actif dans la forme réduite ; (i) la formation du
pont disulfure Cys-Cysios semble possible grace a un changement de conformation du
segment GhpsTyrio-Cysios. Il reste a comprendre a quelleg du processus catalytique de

MsrA ce changement conformationnel est susceptible de se produire.

11-3.4 Etude dynamique

L’examen de I'ensemble des 20 structures représentatives de®fsgAcios en
solution suggere que, suite a la formation du pont disulfure; Cysies: (i) le segment
Glnio>-Thriz, est faiblement structuré ; (i) I'evémité C-terminale (des résidus Gly a
Alaz1y) n'est pas structurée et pourrait donceé&nimée de mouvements importants. Ce
dernier point pourrait expliquer le mécanisdeeformation du second pont disulfure (&ys
Cysoe) bien que dans aucune dess2fuctures, la distance dgsC 206 Ne soit suffisamment
courte pour permettre la formation de ce postifiuire. L’étude de la dynamique du squelette
peptidique de Msr&®s;_c19sen solution, par le biais de f@esure des vitesses de relaxation
transversaleR,) et longitudinale ) des noyaux°N, ainsi que de I'effet nOe hétéronucléaire
'H-'>N, devrait permettre de caractériser ces mouwésngutatifs, tant dpoint de vue de leur

amplitude que de leur gamme de vitesse.
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11-3.4.1 Vitesses de relaxation et parametre nOe hétéronucléaire

La mise en ceuvre d'expériences décritedHaarow et coll. a permis de déterminer les
vitesses de relaxation longitudinale Rt transversaleR;) des noyaux°N, ainsi que le
paramétre nOe hétéronuclédite'>N (nOe), pour la plupart degroupes amides secondaires
du squelette peptidiqu&igure 11-34). Suite aux recouvrements des certaines résonances, les
valeurs deR;, R, et nOe n’ont pas pu étre mesurpesr certaines corréfions du spectréH-
>N HSQC. Ces données sont bruatsnécessitent d'ét interprétées &n un modéle de
dynamique moléculaire pour enteire les parametres décrivant la mobilité interne de
I'enzyme. Néanmoins, il est possible dedgitusieurs observations préliminaires.

En premier lieu, les valeurs moyenrnies vitesses de relaxation sBat= 1,1 & etR;
= 17,9 &, le rapport RR; moyen est donc de 16,1 + 4,3. Ce rapport correspond & un temps de
corrélation global2 de 12,5 + 0,6 ns. Compte tenuldemasse moléculaire de M&T&" de
23 kDa, le temps de corrélation global théoeigst de 9,2 ns, a suppogee la protéine soit
globulaire. Le temps plus importa calculé a partir du rappoi®/R;, indique que
MsrAE ¢ c10 Ma pas une forme globulaire et posséde un volume hydrodynamique
important, ce qui est en accord avec lactme tridimensionnelle en solution déterminée
précédemment. Ce temps de corrélation impogantrait aussi indigueune dimérisation de
la protéine en solution, mais la mesure abefficient de diffusiontranslationnelle de ces
protéines revele que ce n'est pas le cas§di-2.1.2). Toutefois, I'hypothése d’'une auto
association de faible affinité n'est pas aclare, la valeur du adficient de diffusion
translationnelle n’étant que trés peasble & un équilibore monomére/dimere.

En second lieu, certains segments de tdagime présentent des valeurs remarquables
de Ry, R; et nOe. C’est le cas de I'extrémité N-terminale ou on observe des valeuis de R
importantes (de 1,69 & 1,12)=t des valeurs de nOe faibl&e 0,02 & 0,72) pour les résidus
Phe a Alais. Ces valeurs indiguent que I'extrémiNéterminale, jusqu’au résidu Ala est peu
structurée. L’extrémité C-terminale, des résidus,&lp Alaii, qui comprend la seconde
cystéine de recyclage Gys (qui est ici remplacée par unerig€), possede elle aussi des
valeurs de Rélevées (de 1,22 a 2,59)=t des valeurs de nOe particulierement faibles voire
négatives (-0,10 a 0,44), ces obs#ores révelent que, pour I'extrémité C-terminale, les
vecteurs NH sont animés d’'une dynamique trgsomante (faibles valeurs de nOe) dans la
gamme des temps de la pico a la nanoseco@dmpte tenu de tdes ces observations
préliminaires, il est particulieneent intéressant d’interprétees données selon le modele de

dynamique interne de Lipari-Szabo.
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Figure 11-34. : Distribution des vitesses de relaxation longitudinale ;jRtransversale (R et de
I'effet nOe hétéronucléairdH-">N (nOe) le long de la séquence peptidique de Ms¥hcs;.c105 Les
intervalles d’erreur sont représentés pades barres grises ; les zones d’intérét sont mises en évidence
par un fond vert.
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11-3.4.2 Mobilité interne

Les valeurs ddR;, R, et du paramétre nOe ont permis de déterminer la dynamique
interne de Msr&®'s;.c1gsen solution selon le formalisme de Lipari-Szabo en utilisant un
modele de réorientation anisgpe. Les valeurs des rappoRgR; ont permis de déterminer
les tenseurs de diffusion rotationnelle déaniv le modéle de réorientation globale de
MsrAE .z, c19gen solution (Tableau I1-10)

Tableau 11-10 : Modéle de réorientation globale anisotrope de MSf&cs;.c19sen solution

2 a a Dx Dy Dz Z $IN°

-13+20 41 + 22 27+20 1,189.10+ 1,349.10+ 1,419.16+ 12,63 ns 0,31
2210s* 23.10s' 2,1.16s?

@Angles polaires., et décrivant la position des tenseurs de diffusion, Dx Dy et Dz respectivement,
dans le repere d’'inertie moléculaire. Lesentalles d’erreur proviennent du protocole de Monte-
Carlo utilisé pour extrapoler les valeurs expérimentales gdetiR.

*Temps de corrélation global anisotrop@= 1/(2Dz+2Dx+2Dy).

°N est le nombre de groupes amides utilisé pour détemie modéle de réongation anisotrope de
MsrAEl o, c1esen solution. Les groupes amides ont été choisis sur les criteres d’'une valeur de
paramétre nOe supérieur a 0,8 et des valeurs gdB; Romprises dans l'intervalle défini par le
rapport R/R; moyen, plus ou moins sa déviation standard. Ces critéres réduisent I'analyse a des
résidus qui ne sont pas soumis a de égrghouvements ou a des phénomenes d'échange.

Ce modele de réorientationoplale montre des niveaux d'eur importants. Toutefois,
il a permis de calculer les leairs de paramétre d’ordr&) pour chaque vecteur NH et, le cas
échéant, les valeurs de temps de corrélation Id@att(de contribution d’échange a la vitesse
de relaxation transversal&{®"), bien que cette analyse reste hautement qualitative, compte
tenu de la mauvaise qualité thodéle de réorientatiorfrigure 11-35). Les paramétres’ et 2
décrivent respectivement la restriction du mouvement et la vitesse de mouvement des vecteurs
NH dans la gamme des temps de la pico & la nanoseconde, |eREThégant associé a des
mouvements (généralement des phénomenes d’échange) de l'ordre de la micro a la
milliseconde.

L’examen des valeurs du paramétre d’orddigone que I'ensemble de la protéine est
relativement rigide (avec des valeursRlesupérieures a 0,9), certaines boucles montrant des
valeurs deS® un peu plus faibles, ce qui suggéree dtexibilité modérée de ces segments

situés entre les élémemis structures secondaires.
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Figure 11-35. : Valeurs de mobilité interne de MsIE°" -, c10sen solution.Les valeurs de mobilité sont
indiquées par un point bleu (pour les valeurs dedsi une barre bleue (pour les valeurs @eet
R ; les intervalles d’erreur sont indiqués par desrres grises ; les zones d'intérét sont mises en
évidence par un fond vert.

144



Chapitre Il : Etude structurale et dynamique

Les vecteurs NH des résidus de I'extréniitderminale possédent des valeursSle
particulierement faibles (de 0,3 pour le résidusRh@,75 pour le résidu Vidlassociées a des
valeurs de temps de corrélation local significatives (de I'ordre de 1 ns), ce qui semble indiquer
gue ce segment est animé d’'une dynamique imgertgrest donc peu structuré. De plus, ces
résidus possédent un terme d'échange (de 1 &'YOcstte contribution d’échange étant
certainement due a un échange conforomaiel associé aux larges mouvements de ce
segment. Le reste de I'extrémité N-terminale montre des vale@spiligs faibles que le reste
de la protéine ainsi que des valeurs de tedgpsorrélation local plus importantes (de 2 a 5
ns) et ce, jusqu’au résidu GlyAinsi, 'ensemble de I'extrémité N-terminale (jusqu'au résidu
Gly,s1) présente une certaine flexibilité, le segment &evab subissant les mouvements les
plus importants. Cette observation est aotord avec les valeurs importantes de rmsd
mesurées sur I'ensemble des 20 structures calculées d& MsgAciospour le segment Ser
a Glyy;.

Peu d'informations sont disponibles sur le segment;s&Thriz,. Néanmoins, les
vecteurs NH de ces résidus, dont les valeunndiilité interne sont connues, présentent des
valeurs de=’ plus faibles que le reste de la pro&ijusqu'a 0,79) associées a des valeurs de
temps de corrélation local de I'ordre de 2 ank3 Certains de ces vecteurs NH présentent
aussi des contributions d’échange importatiessvaleurs les plus élevées étant 23,@cur
le résidu Hig:s et 16,4 & pour le résidu Ghg;). Ces observations sugignt que ce segment
est animé d'une dynamique peu importante, dangamme des temps de la pico a la
nanoseconde, mais est surtout soumis a piesiomenes d'échange importants, dans la
gamme des temps de la micro a la milliseconde.

Les vecteurs NH des résidus de I'extrémité C-terminale (des résids &Krlap:s)
possédent des valeurs 8ebeaucoup plus faibles que pourréste de la protéine (de 0 a
0,76), ces faibles valeurs étant associées a degrsale temps de corrélation local de 1 a 2
ns. Ces observations indiquent que ce segmenrtextrémité C-terminale est animé d’'une
dynamique trés importante dans la gamme des temps de la pico a la nanoseconde. Ces
observations sont en bon accord avec les valeurs de rmsd importantes observées pour ces
résidus et confirment I'hypothése d’'une extrén@itéerminale trés pestructurée. Ces larges
mouvements pourraient ainsi pestine de rapprocher suffisammedat cystéine 206 de la

cystéine 198 pour autoriser la formation du pont disulfurede®y/S0s
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Figure 11-36. : Mise en évidence de la mobilité tne sur la structure tridmensionnelle la plus
représentative de la conformation de M<r&' s .c1s €N SOlution. (A) Set 2: la taille du ruban
représente 'amplitude des mouvements (plus la valeur @stSaible, plus le ruban est épais) ; la
couleur représente la vitessesimouvements (I'intensité dauge dépend de la valeur dd. (B)
Rlecn: I'intensité de la couleur druban représente la valeur de*®
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Enfin, de nombreux vecteurs NH possgéidales contributions d’échange non
négligeables, la plupart étant situés a proximité spatiale de I'extrémité C-terminale ou du
segment Glpp>Thris, (Figure 11-36). Cette observation semble indiquer que les mouvements
importants de I'extrémité C-terminale et du segment;&lfhr;3, perturbent une grande
partie de la protéine. Ces perturbations, quimsmifestent sous la forme de contributions
d’échange, peuvent expliquer pourquitttribution séquentielle de Msf&cs1.c108 @
nécessité la mise en ceuvre de moyens plpsriiants (spectres efftués a 800 MHz) et fut
plus délicate que celle de M4

Ainsi, I'étude de la dynamiquau squelette peptidique de M$r&'cs;.c19s€n solution
a permis d’observer que : (i ) 'extrémi@eterminale est animée d’'une dynamique importante
dans la gamme des temps de pico a la nanodecdont les mouvemerdemblent étre d’'une
amplitude suffisante pour permettre de rapprotdsecystéines 198 et cgate 206 et ainsi de
former le pont disulfure CyssCysos; (ii) le segment Glp>Thris, est peu structuré et est
animé de mouvements lents, de I'ordre de larn& la milliseconde ;i{) 'ensemble de la

protéine est perturbé pees phénomeénes dynamiques.

[1-3.5 Relation structure fonction

Cette étude a permis de ctater que les propriétés stturales et dynamiques de

MsrAE©ley et MsrAEcsi ci0s sont  singulierement différentes  (Figure )37

Figure 11-37. : Comparaisondes propriétés dynamiquesist 2 de MsrAreq (A) et MsrA g,
cios (B). Les principales différences concernent tférité C-terminale, le segment TogGly,o; qui
est relativement flexible chez M&§@Rk.qs'avere, du fait de la formation du pont Gy€ySgs MOINS
flexible chez Msr&®'-c, c106 a l'inverse, le reste de I'extrémité C-terminale se révéle animée d’'une
dynamique beaucoup plus importante chez M&As;.c10sque chez MsrAxqq
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particulierement en ce qui concerne tiémité C-terminale et le segment GlAaThrys,. 1l est
intéressant de discuter commdatformation du pont disulfure CysCysigs peut conduire a
modifier ces propriétés et comment ces nouvgltepriétés sont en accord avec les fonctions
de MsrAE 51 c108

L’examen de la structure cristalline de M5, indique la présence de nombreuses
molécules d’eau situées a proximité du site a€ifjyre 11-38). L'une d’entre elles interagit
avec le résidu Asps qui appartient au feuillet - " recouvrant le site actif de Msf& 'regen
solution. Il est probable que cewlécules d’eau, en particulier cette derniere qui forme une
liaison hydrogéne avec le '@lu résidu Aspg et une autre avec leMHdu résidu Cys,
stabilisent la conformation du segment GhThri3,. Cette hypothése, compte tenu du
caractere labile des interactions impliquant une molécule d’eau, expliquerait la faible stabilité

conformationnelle de ce segment dans la forme réduite M&kAqs

Figure 11-38.: Site actif de la structure cristalline de Msf&”r.q. Le squelette peptidique est
représenté en bleu ; les résidus gy#\sp»e et Cyses €n vert ; la molécule d’eau en rouge et les
liaisons hydrogéne par des traits noirs pointillés.

Dans le cadre de cette hypothése, formation du pont disulfure CysCysios
chasserait les molécules d’eau situées danteladiif et modifieraitinsi 'environnement du
résidu Aspye Cette modification de I'environnement chimique du résidu;Aspourrait
déstabiliser complétement le feuillet- " qui s’avérait déja faiblement stabilisé dans la
forme réduite. La perte de structure du segmeni,&liri3, conduit a I'exposition de la

surface hydrophobe du site actif. Il est alors pgadesh I'extrémité C-terminale, qui possede
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un fort caractere hydropholoé & la présence dembreux résidus hydrophobes ¢lig lleos,
Valyos et Leuo), d’interagir avec cette large surfaeted’adopter alors des mouvements d’'une
amplitude beaucoup plus importante que pauiorme réduite (ou le segment @lAThrs,
recouvre la surface hydrophobe formée par le &itd). Ces mouvements importants vont
permettre le rapprochement des cystéines 12 @tet favoriser ainsi la formation du pont
disulfure CysygCys06 De plus, dans le cas des MsrA a une cystéine de recyclage (telle que
MsrAM?)  le pont disulfure Cys-Cysies est directement réduit par la thiorédoxine. La large
surface hydrophobe exposée de Mst#csi.ci9s pourrait permettre linteraction avec la
thiorédoxine. En effet, de nombreux auteursoposés que le sitetdade la thiorédoxine

se caractérise, lui aussi, par une large surface hydrophmhed I1-39), surface qui joue un
réle important lors de l'intexction avec ses partenaires (Eklwatdcoll, 1984 ; Himawan et
Richardson, 1996). Ainsi, la fimation du pont disulfure CysCysigg pourrait modifier les
propriétés structurales, dynauks et fonctionnelles de Msr&'rcq via la déstabilisation du
segment Glip>Thris,.

Figure 11-39. : (A) Surface de Connolly de la thiorédoxine d’E. cadin solution (Dyson et coll., 1990,
code PDB : 1XOB)La couleur de la surface dépend dgded’hydrophobie des résidus en surface
(B) Site actif de la thiorédoxine &. coli. Le squelette peptidique est représenté par un ruban bleu,
les résidus formant la surface hydrophobe sigde étre impliguée dans linteraction avec les
partenaires sont représentés en vert : ils font partie de 3 boucles, la bougheBysProz-Cyss
qui comprend les deux cystéinesatytiques, et les boucles }ePro;s et Vab;-Glys-Alags.
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[1-3.6 Conclusion

Nous avons donc réalisé I'étude structerat dynamique d’'une protéine de 23 KDa
grace a un spectrometre a 600 MHz et en utilisasitclassiques contraintes de distance
dérivant de la mesure des effets nOeseetalgré les nombreux problémes de recouvrement
et la qualité médiocre du signal paertaines parties de I'enzyme.

Ce travail a permis de déterminer la premiére structure d’'une Msr (certes mutée) sous
forme oxydée. La connaissance de la stractimidimensionnelle et de la dynamique en
solution de MsrAcs;.ci0sa permis de mettre en évidengee les propriétés structurales
mais surtout dynamiques de cette forme oxydée seéatdifférentes de celles de la forme
réduite, bien que la conformati globale de I'enzyme ne sqgiias affectée. En effet, la
formation du pont disulfure CysCysigs Semble déstabiliser le segment GHThrisy,
découvrant ainsi la surface hydrophobe du sité. &'ou deux conséquences majeures : (i)
I'amplitude des mouvements de I'extrémité C-tevate, comprenant la seconde cystéine de
recyclage (Cyse), S’'en trouve augmentée. Cela derpermettre le rapprochement des
cystéines 198 et 206 et ainsiftamation du pont disulfure Cyg-Cysos derniére étape avant
la régénération de I'activité rédase pour les MsrA a deux cystés de recyclay; (ii) dans
le cas des MsrA a une cystéine de recyclégsurface du site actif, ainsi exposée, devrait
permettre linteraction (deype hydrophobe) avec la thig@xine lors de I'étape de
régénération de l'activité catalytique. Ainggs propriétés structurales et dynamiques de
MsrAE®i.s; c19gen solution sont en bon accord avec ses propriétés biochimiques.

Enfin, la connaissance de lawstture tridimensionnelle de MsFA”cs;1.c108 SUggere
que la formation du pont disulfure Gy€ysgs Serait permise par un changement de
conformation du segment Ghg¢Tyr197-Cysios Il reste donc a déterrmen lors de quelle étape

du cycle catalytique ce changement comfationnel est susceptible de se produire.
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11-4 Matériels et méthodes

11-4.1 Préparation des échantillons

Les échantillons protéiques utilisésrs de cette étude (marquédN, °>N/°C et
1>N/CPH) ont tous été produits, purifiéet concentrés au MAEMcf( annexe I). Les
échantillons de MsrA®™'cs,.c1050nt été obtenus par I'oxydation de double mutant (C86S,
C206S) en présence de 3 équivalents de MepB3, purifiés par gel filtration et finalement
concentrésdf. annexe |). La présence du pont diswdfarété vérifiée par un dosage des thiols
libres au DTNB. Tous les échantillons a¥tt ramenés a un volume de 600 pL pour une
concentration de 1 mM (95 %.8, 5 % DBO) dans une solutioa pH 7,1 (10 mM de
KH,PQ;), en présence d'azide de sodiumNid) et de TSRI4 (Eurisotop) comme référence
interne pour le proton. 50 mM de 1,5-dithiotréhytol-d{DTT) ont été ajoutés aux
echantillons réduits dans le but d’empécher I'oxydation des groupes thiol libres. Enfin, les

échantillons ont été dégazés et scellés sous azote.

11-4.2 Spectroscopie

Tous les spectres ont été enregistrda9&K grace a un spectrométre Bruker DRX 600
MHz équipé d’'une sonde TXI ae gradients trois axes. Lesesfres ont été traités avec le
logiciel XWINNMR (Bruker) etanalysés avec XEASY (Bartets coll, 1995). Le TSRi4 a
été utilisé comme référence interne pour le protbiy, (es références pour le carbohiCj et

I'azote ¢°N) ont été obtenues de mare indirecte (Wishaet coll, 1995).

1-4.3 Mesure de la diffusion translationnelle

Les expériences DOSY ont été réalisées corauie: I'intensité du gradient z a été
calibrée sur un échantillon de®, la séquence utiliséest une séquence LEDbgitudinal

eddy currentdelay), les durées des impulsioh§2 ms) et (200 ms) ont été optimisées pour
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obtenir 5 % de signal résiduel avec une interdit@radient maximale. Chaque expérience a
été réalisée avec 2048 points d’acquisition 'eh les impulsions de gradient ont été
incrémentées sur 16 points, de 2 a 95 % disité de gradient saloune rampe linéaire.
Apres transformée de Fourier et correctionligee de base, la dimension de diffusion a été
traitée avec le module spécifigde logiciel XWINNMR (Bruker).

11-4.4 Attribution séquentielle

L’attribution séquentielle du squelette pefite a été réalisée &pe aux expériences
'H-1>N HSQC, HNCA/HN(CO)CA (Brutscheret coll, 1995 ; Ikuraet coll, 1990),
HNCO/HN(CA)CO (Clubbet coll, 1992 ; lkuraet coll, 1990), CBCANH, CBCA(CO)NH
(Grzesiek et Bax, 1992a ; Grzesiek et Bax,2109 Grzesiek et Bax, 1993) (Tableau II-11).
Les raies de résonance des noyaux desnebalatérales ont ététtribuées grace aux
expériences CC(CO)NH (Lin &agner, 1999), HCCH-TOCSY (Bat coll, 1990a ; Bavet
coll., 1990b ; Kayet coll, 1990) et HNHA (Vuister etBax, 1993). Les valeurs de
déplacement chimique des noyatht, **C et N du squelette peptidique et des chaines
latérales ont été déposées dans la bamigudonnées BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu)

sous la référence 6090 pour M§R'zeq et 6786 pour MsrA 51 c1eg

Tableau 11-11 : Expériences utiliséesile des étapes d’attribution séquentielle

Acquisition (pts)/largeur spectrale (ppm)

Expérience TD1& (*H) TD2/ & TD3/ & ns Echantillon Durée (h) d1(s)
H->N HSQC 2048/17 192/35{°N) 64 N 4 1
HNCA 2048/17 92/35(°N) 64/408°C) 32 ¥c, N 64 1
HN(CO)CA 2048/17 92/35(N) 64/40°C) 32 3¢, N 64 1
HNCO 2048/17 64/35(°N) 64/30{°C) 40 3¢, N 50 1
HNCCO? 2048/17 56/35fN) 64/30{°C) 24  ’H,BC,™N 40 1
HN(CA)CO 2048/17 64/35(°N) 64/30{°C) 40 3¢, N 50 1
CBCANH 2048/17 64/35(°N) 64/66(°C) 48 3¢, N 65 1
HNCACB? 2048/17 48/35fN) 98/80{°C) 24  ’H,BC,™N 48 1
CBCA(CO)NH 2048/17 64/35(°N) 64/66(°C) 48 ¥c, N 65 1
CC(CO)NH 2048/17 64/35(°N) 64/708°C) 80 ¥c, N 109 1
HCCH-TOCSY 2048/17 70/70%C) 128/17tH) 32 3¢, N 91 1
HNHA 2048/17 80/17¢H) 60/35(°N) 32 N 50 1

Spectres réalisés sur I'échantillon de MstRcs1.c10smarquéH/=C/A*N, sur un spectrométre Bruker DRX 800
MHz équipé d’'une sonde cryogénique grace au serviédvié a trés haut champ de I'ICSN, Gif sur Yvette.
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[1-4.5 Etude structurale

1-4.5.1 Contraintes de distance

Les contraintes de distance déemilde I'exploitation des spectréd->N et *H-°C
NOESY HSQC réalisés avec un temps déamge de 75 et 150 ms. Une expériettde>C
NOESY HSQC particuliére a été effeéuavec une fréquence pour la porteli€ede 150
ppm (fréquence moyenne d€€ aromatiques) et un temps de mélange de 70 ms dans le but
de réaliser Il'attribution desoyaux aromatiques (Tableaull®). Les corrélations nOe sont
mesurées et classées manuellement selon leunsiig® en forte, moyenne, faible, tres faible
et converties en contraintes de distance desdimites supérieures respectives de 2,5-3,5-5,5
et 6,5 A. Les contraintes de distance impligudes pseudoatomes ont été systématiquement

surestimées.

Tableau II-12 : Expériences utiliséeers des études structurales

Acquisition (pts)/largeur spectrale (ppm)

Expérience TD1& (*H) TD2/ & TD3/ & ns Ech. Durée di(s)
H-N HSQC 2048/17 104/35¢N) 16 5N 30*30min 1
'H->N NOESY HSQC 2048/17 64/35(°N)  128/17tH) 24 N 68 h 1
H-15N/C NOESY HSQC 2048/17 80/35(°N)  128/17tH) 32  Bc,™N 100 h 1
H-3C NOESY HSQE 2048/17 76/35¢C)  128/17tH) 24  Yc, N 100 h 2

a : Expériences d'échange réalisées dans le but de déterminer les valeurs de facteurs de protection des groupes amides

de la protéinedf. § 5.1.4.3).
b : 'H-C NOESY HSQC réalisée avec une fréquence de port&iske 150 ppm, dans le but d’attribuer les noyaux

aromatiques.

11-4.5.2 Contraintes angulaires

Les contraintes angulaires des angles diedBest % découlent des prédictions,
réalisées grace au logiti TALOS (Cornilescuet coll, 1999), effectuées a partir des
déplacements chimiques des noydd¥, **N", °C, *H", 13C , *C". Seuls les angles diédres
ayant leurs 10 prédictions en accord ont éatraints a la valeur moyenne prédite par
TALOS (avec un intervalle de tolérance cormsgant a la déviation standard, déterminée par
TALOS, et un minimum de 10 deg.). Toutes les liaisons peptidiques ont été maintenues

planes et en configuratidrans
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11-4.5.3 Expériences d’échange

Les vitesses d’échange a été mesurée emitisant un échantillon lyophilisé, marqué
>N, dans DO et en réalisant des expérientes™N HSQC successives d'une durée de 30
minutes durant 15 h. La mesure de l'intensditésignal de chaque @ipe amide en fonction
du temps permet de déterminectmstante cinétique d’échanigggrace a la relation :

[, 1, exp( k.t) Eq. II-2

ou |y est l'intensité du signal au temps O.
Ces valeurs sont ensuite normalisées, grace denrgahéoriques dans une pelote statistique,
pour aboutir aux facteurs de protection (Baicoll, 1993). Les protons amides, ayant une
valeur non nulle de facteur de protection, soosidérés comme engagés dans une liaison
hydrogene. Les liaisons hydrogene sont traitées comme deuaioted de distance, avec une
limite supérieure de 2,4 A entre I'hydrogéeel’hétéroatome accepteet 3,5 A entre les

hétéroatomes donneur et accepteur.

1-4.5.4 Modélisation moléculaire

L’ensemble de structures a été déiedma l'aide du logiciel DYANA (Glnteret
coll., 1997). Les contraintes angulaires et deaslice ont permis de générer 500 structures
grace au protocole de recuit simulé de DYANZ4s 20 structures possédant les valeurs de
fonction cible les plus basses ont été s@antes pour constituer 'ensemble final des

structures représentatives.
11-4.6 Etude dynamique

1-4.6.1 Mesure des vitesses de relaxation

Les mesures des vitesses de relaxafpret B, des noyaux™N on été effectuées sur
un échantillon marquE&N, grace aux expériences déaifgar Farrow et coll. (Farroet coll,
1994). Les paramétres de ces expériences saailé dans le tableau II-13; les délais

utilisés sont résumés dans le tableau 11-14.

Tableau 11-13 : Expériences utiliées lors des études dynamiques

Expérience TD1& (*H) TD2/ & ns Echantillon Durée di(s)
R, 2048/17 160/35¢N) 32 N 6h 5
R, 2048/17 160/35¢N) 32 N 6h 5
nOe 2048/17 256/35{°N) 32 N 12 h 8
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La mesure de l'intensité du signal deaghe groupe amide en fonction du temps a
permis de déterminer les vitesses de relaxation grace a la relation :
I ¢) I,exp( Rt Eq. II-3
ou lp est l'intensité du signal au temps OFRetla vitesse de relaxation mise en jeu dans
I'expérience. Les vitesses de relaxation longitudinale esvyerale ainsi que les intervalles
d’erreurs ont été calculés arfiade ces données grace pogramme RELAXFIT (Fushman
et coll, 1997).

Tableau 11-14 : Délais utilisés lors de Imesure des vitessdg relaxation des

noyaux™N
Ry (s) 0,02 01 0,2 0,4 0,6 08 1 12
R (ms) 16 32 48 56 96 128 160 200

1-4.6.2  Mesure du paramétre nOe hétéronucléaire  'H-""N

La mesure du paramétre n@¢™N a nécessité deux expériences de mesure des effets
nOe hétéronucléaires. Dans l'uteeproton subit une saturation ; dans l'autre, on effectue une
saturation, hors résonance, pour compenserediéels effets d’échauffement. En pratique,
ces expériences sont réalisées lors d'unmenéxpérience en altemt un interférogramme
irradié « on resonance » et umerférogramme irradié « offesonance » pour s’affranchir
d'éventuelles dérives du champ. Le paramétre n@é°N a été calculé en appliquant
I'équation :

nOe 1 Eq. Il-4
IO
oul etlp représentent respectivement I'intensité jpies de corrélation avec et sans saturation
préalable sur le proton. L'expérience a été réalisée troisdeigui permet de calculer une

valeur moyenne du paramétre nOesague l'intervalle d’erreur.

11-4.6.3 Calcul de la mobilité interne

Les modéles de réorientation globale anisotrope ont été déterminés grace au logiciel
TENSOR2 (Dossett coll, 2000), en utilisant les groupes amides ayam¢ valeur de
parameétre nOe supérieur a 0,8 et des valeuRs/Be comprises dans l'intervalle défini par le
rapportR,/R; moyen plus ou moins sa déviation stadd&es critéres réduisent I'analyse a

des résidus qui ne sont pas soumis adgtamouvements ou a des phénomeénes d’échange.
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Une fois le modéle de réorientation globeddculé, les valeurs de mobilité interne ont

eté déterminées avec le logiciel TENSOR?2.
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[1I-1 Introduction

L’étude de la structure tridiemsionnelle et de la dynamigea solution de la forme
réduite et d'une forme oxydée de MSMR' (Cys-Cysie9 N'a pas permis de mettre en
evidence les mécanismes moléculaires permettant la formation du pont disul8 €3y
Toutefois, ces études ont montré, entre autyes : (i) la formation du pont disulfure Gys
Cysiog Semble permise par un changement de conformation du segmegat TStys~CySios
de I'extrémité C-terminale de I'enzyméii) la formation du pont disulfure Cys-Cysos €St
permise par les larges mouvements de l'extrémité C-terminale de la forme oxydée
MsrAF%s; 10 Il reste donc a déterminer lors de Bpiétape du cycle catalytique intervient
le changement de conformation qui conduit a tenftion du premier pont disulfure, et quelle
est la force motrice qui le provoque. Cehangement conformationnel intervient
nécessairement lors de I'une des étapes du mécanisme catalytique entre la forme réduite et la
premiere forme oxydée (CysCysiog). L'examen du mécanisme catalytique détaifié(re
[1I-1) permet d’identifier deux étapes entre la forme rédeitéa premiere forme oxydée,
I'une d’elle conduisant nécessairement au changement conformationnel du segmgnt Gly
Tyrig7Cysigs Ces deux étapes sont: (i) la formation du complexe non covalent
enzyme/substrat définie par la comséade dissociation du complexepjK suivie de la
formation réversible du complexe covalent (étape IA) avec la formation d’'une liaison entre le
soufre de la cystéine catalytiqatle soufre de la MetSO ; (iid formation de l'intermédiaire
acide sulfénique, concomitante avec la libération du substrat rédué réarrangement du
complexe covalent enzyme/substrat (étape ILRB}tape suivante est la formation du premier
pont disulfure entre la cystéine 51 et la cys#€198. Ces étapes sont rapides et ne peuvent

étre étudiées par RMN, elledéeent de I'étude cinétique.
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Figure lll-1. : Mécanisme catalytique détaillé des MsrA.

Néanmoins, certains états transitoires entreétages peuvent étre isolés, tels que le
complexe enzyme/substrat ou lintermédiairedacisulfénique. Il serait particulierement
pertinent de procéder a I'étude de ces interai$ par la mise en ceuvre de différentes

techniques de RMN.
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[11-2 Etude du complexe enzyme/substrat

Cette partie s'intéressera au premier étansitoire intervenant lors du mécanisme
catalytique de MsrA, c'est-a-dire le complexeyene/substrat. Les trois structures cristallines
connues sont toutes sous forme de comptexe’adduit avec des mimes du substrat. Elles
sont ainsi représentatives diomplexe non covalent enzyrebstrat (dans le cas de
MsrAM cristallisée sous forme de complexe@wune méthionine d’'un monomeére voisin de
la maille cristalline) ou du complexe covalent enzyme/substrat (la cystéine 51 est sous forme
d’adduit diméthyl arsenate dans le cas de MSPA tandis qu’une molécule de DTT est liée
aux cystéines 51 et 198 dans le cas de MSPA Les sites actifs de ces trois structures
cristallines sont en bon accord entre ®llen terme de résidus impligués dans la
reconnaissance du substrat, deitpms et de conformation de cesésidus, ceci lase supposer
qgue : (i) la formation de la liaison covalente ene soufre de la cystéine 51 et celui de la
fonction sulfoxyde du substrat n’entraine pagshl@angement conformationnel important ; (ii)
les deux complexes (covalent et non covalent) adoptgmiori la méme conformation. De
plus, dans aucune de ces trorsictures, les distances entre lesdés cystéines 51 et 198 ne
sont compatibles avec la formation d'un pafisulfure, ce qui laisse supposer que le
changement conformationnel du segment §lyyrio-Cysigs n'intervient pas lors de la
formation du complexe enzyme/substrat.

Néanmoins, il est possible que la confation du complexe enzyme/substrat en
solution soit différente de celle des structures cris&dlinC’est pourquoi cette étude
s’intéressera aux propriétés de ce complexe ki@, I'objectif étantde caractériser, d’'un
point de vue structural, qualitativement mais aussi guantitativement, la reconnaissance du
substrat.

Pour ce faire, il est nécessaire d’isoler torene stable du complexe enzyme/substrat.

Le complexe covalent n’est pas accessiblequuiisse réarrange spontanément pour libérer le
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substrat réduit et conduire a l'intermédiairedacsulfénique. Mais le complexe non covalent
pourrait &tre isoler en utilisant un mutant inactif de M<fA(ou la cystéine catalytique Gys
est remplacée par un autre résidu).

Un protocole de titrage de I'enzyme pamssubstrat peut étre envisagé pour cette
étude. Celui-ci présenterait le double avantdgee pas nécessiteatfribution séquentielle
du complexe/enzyme substrat a saturation (en effet, dans des conditions d’échange rapide
entre la forme libre et la forme complexéesalstrat de MsrA, Isuivi du changement de
déplacement chimique des raies de résonancaisst et devrait permettre de déterminer la
constante de dissociation du complexe enzyme/subkiat (

-2.1 Le mutant C51A

Pour réaliser cette étude, il est nécessaire d’isoler une forme stable du complexe
enzyme/substrat en utilisant un mutant inactif de NMS?A incapable de former le complexe
covalent. Un tel mutant a été obtenuremplacant la cystéine catalytique (&ygar une
alanine. En effet, le caractere partictdi@dent hydrophobe du site actif rend préférable
I'utilisation d’un acide aminé de nature hydrople et non une sérine (résidu isostériguement
plus proche de la cystéine, mais aussi plus hydrophile), qui risgdenaérturber de maniére
importante la conformation de la protéine. @atant C51A a été préparé par mutagenese
dirigée et produit au MAEMcf. annexe ).

Un échantillon marqué&N du mutant C51A réduit de MsFA™" (MsrAF s, ,) a été
préparé (1mM, pH 7,1 10 mM de KPO;, 50 mM de DTT) dande but d’observer les
éventuelles perturbations gééés par cette mutation. Cedluences ont été estimées par
I'examen du spectréH-"N HSQC qui a été aisément attribué par analogie avec celui de la
protéine sauvage. La plupart des noyaux emtffet des valeurs de déplacement chimique

proches ; seule la résonance du résidg:Ala pu étre attribuée.
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Figure II-2. :  SpectreH-*N HSQC de MsrA®cs;, réduite marquéé®N, 1 mM, a 600 MHz, 298
K, pH 7,1.

166



Chapitre Il : Etude des interédiaires du cycle catalytique

Les perturbations d’environnement chimiqgeénérées par la mutation sont estimées
en comparant les différences de déplacement chimique des groupes amides secondaires entre
la protéine sauvage et laopgine mutée, par le biaie la valeur consensuelig/(cf. équation
[I-1, chap. Il). La valeur ddl /pour chaque groupe amide sedaire du squelette peptidique
est représentée Figure 111-3-An estime qu’une valeur d&/supérieure a 0,1 ppm indique un
changement représentatif de I'environnem@minique. Ainsi, on constate que la mutation
C51A perturbe signifidavement les résidus Gly Trpsz a Vaks, Argsz, Valgs, Glugs, Valge,
Argizs, Glnss, Tyrizs, Aspiss, Glmgg a Leugs CySos et Glyige La mise en évidence de ces
perturbations significativesur la structure tridimensionnelle en solution de M&Pheq
(Figure 111-3-B) montre qu’elles sont toes spatialement proches de l'alanine 51. Ainsi la
mutation C51A perturbe légéremenil [ < 0,2 ppm pour la plupart) I'ensemble de
I'environnement local de l'alane 51, et ce jusqu'a I'extrémitg&-terminale qui lui fait face
(Cysios et Glyigg). Seuls les résidus les plpsoches de I'alanine 51 (Tgpa Vaks) sont
perturbés de maniére plus importanté/fespectivement de 0,4,54 et 0,23 ppm). Ces
observations laissent supposer que la mutation C51A ergeatedr perturbations certes
nombreuses, compte tenu de sa position aur ae I'enzyme, maisnineures. Elles ne
devraient influer que faiblement, d’un pointwgée conformationnel, sur la reconnaissance du

substrat par MsrA™'cs; a.
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Figure IlI-3. : (A) Perturbations des déplaceents chimiques des groupes amides secondaireég (
genérées par la mutation C51A le lorty squelette peptidique de MsTA". (B) Représentation sur
la structure tridimensionnelle en solution de MsFAz.y des perturbations des déplacements
chimiques des groupes amides secondairds)(générées par la mutation C51A.e squelette
peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent les résidus perturbés de
maniere significative { /> 0,1 ppm) ; est aussi indiquée la position du résidy;Ala
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11-2.2 Titrage par le substrat

Le protocole choisi pour cettiude est le titrage de MsTA <51 par le substrat. Ce
protocole permet de suivre, par RMN, la fation du complexe enzyme/substrat, en réalisant
une série de spectres avec une concentratioissante en substrat et une concentration
constante en protéine. Dans le cas d’'un systéeme binaire 1:1, comme c’est le cas pour le

complexe MsrA/MetSO, la formation duroplexe est décrite par I'équation :

Eq.1-1
ou E est I'enzyme, S le substrat et ES le complexe enzyme/substrat.
La constante de dissociation du compleg) (décrit la concen#ition des differentes
especes a I'équilibre :
b [[I?E—[S?] Eq.lll-2
Pour chaque espeéce, la fréquence de résonance d’'un noyau donné (de I'enzyme
comme du substrat) va changer (d’autant mude noyau en question est directement
impligué dans la formation du complexe). S’iayun échange rapide entre la forme libre et la
forme complexée de MsrA (sur I'échelle demps de la mesure RMN), le déplacement
chimique observé pour ce noyau est alorstayenne pondérée de ses deux déplacements
chimiques, dans la forme libre et dans la forme complexée :
Goe Xe & Xesles Eq. llI-3

obs
avec g et [es, les déplacements chimiques respectitedioyau donné datisnzyme libre et
dans le complexe enzyme/substkatet Xes sont les proportions relatives de I'enzyme libre et
du complexe enzyme/substrat :
Xe —[ E] et Xgg —[ ES)
[ B [EY [ B [ES

Si le systéme est en excés de subgbat rapport a I'enzymel’expression du

Eq. lll-4

déplacement chimique observé devient alotsafinexe 1) :

wlG G G(%) Eq. lll-5
avec 0/ = ks - [k et [S)h la concentration totale en substrat ([S] + [ES]). Ainsi, le
déplacement chimique observé ne dépend plus qué /di€p et [Sh. Ainsi, en réalisant un
titrage de I'enzyme par Isubstrat, il est possible de mesurer un déplacement chimique
observé sur une gamme de concentration de substrat, et ce pour un grand nombre de noyaux

(en réalisant, par exemple, des spectre$N HSQC). [S) et £ étant connus, il est possible
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de tracer une courbe de titrage pour chaque résonance du Spetike HSQC et ainsi,
d’extrapoler les valeurs dép et Es pour chaque résonance du spectre (en effetp’est
théoriquement pas mesurable puisque la d@araen substrat n'ésatteignable qu’a une
concentration infinie en sutrat). La détermination dedl/ de chaque groupe amide de
I'enzyme permet d’évaluer qualitativement leseractions entre I'enzyme et son substrat,
c'est-a-dire de réaliser une tographie de la zond'interaction. L’extapolation des valeurs
de Kp permet d’évaluer quantitativement les intdi@ns entre I'enzyme et son substrat. Ces
informations permettent ainsi d’aboutir ine représentation ass complete du mode

d’interaction de I'enzyme avec son substrat.

O
H
O N
ﬁ/ \&\NH
/S\\O

Figure IlI-4. : Formule développée du substrat doublement protégé Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe.
méthionine sulfoxyde est ici protégée par un groagetyle sur son extrémité N-terminale et par un
groupe méthylamine sur son extrémité C-terminale. La présence de ces groupements protecteurs, qui
miment le squelette peptidique, génére medleure affinité de MsrA pour le substrat.

MsrA montre une affinité particulieremenildie pour la MetSO libre. Pour rester dans
une gamme de concentration en substrat ragdar(inférieure a 1 M)nous avons choisi de
réaliser le titrage avec un substrat protégé aux extrémités N et C-terminales : Ac®R3)et-(
SO-NHMe Figure 1l11-4). La présence des groupes protecteurs, qui miment le squelette
peptidique, est a l'origine d’'unmeilleure affinité de MsrApour son substrat (il semblerait
donc que le squelette peptidique du substtarvienne d’une maniére non négligeable dans
I'interaction avec I'enzyme). La constante dissociation du complexe enzyme/substrat est
alors de l'ordre de 30 mM a pH 7 (Mathiasitoine, communication personnelle), ce qui
suggere de réaliser une gamme de concemniratiosubstrat de 0 a 250 mM. Le substrat est
utilisé en mélange des deux énantiomerda dienction sulfoxyde. dutefois, MsrA reconnait
uniguement et spécifiquement I'énantiom&rde la fonction sulfoxyde, I'énantiomédRen’est
donc pas substrat (Moskovigz coll, 2000). De plus, il n’est ganon plus inhibiteur (Olret
coll., 2002). La présence de I'énantiomered®la fonction sulfoxyde ne devrait donc pas

perturber la mesure de la constanteldgsociation du complexe enzyme/substrat.
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1I-2.2.1  Titrage de MsrA 5", par le substrat doublement
protégé
Une série de 10 spectr#$-">N HSQC a été réalisée & une concentration constante en

MsrAEz14 et une concentration croissante rbstrat doublement protégé (mélange des
deux diastéréoisomeres : Ac-L-M&;§)-SO-NHMe ) (Tableau I1I-1).

Tableau IlI-1 : Gamme de concentration en substrat doublemerdtpge réalisée lors du
titrage de MsrA g

Echantillon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe] (mM) 0 9 18 23 35 60 87 120 165 253
[MsrAE<lg ] (MM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

L'examen des spectre®H-"N HSQC révéle qu’une proportion importante des
corrélations subit une variation de déplacememicjue en fonction de la concentration en
substrat. Les autres corrélations ne mantigue de faibles changements de déplacement
chimique, voire aucune modificatiofigure 111-5-A et B. Ces observations indiquent que :

(i) les forme libre et complexée de M&R'cs14 sont en échange rapide sur I'échelle de
temps de la mesure RMN (dans le cas contraire, les sptdttad HSQC montreraient deux
familles de résonances, une pour la forme lddrBautre correspondant a la forme complexée

de MsrA .5, : (i) tous les résidus de I'enzyme ne sont pas affectés de la méme maniére
par I'interaction avec le substrat.

Le déplacement chimique (dans la dimensidnou *°N) d’un pic de corrélation du
spectre’H-""N HSQC évolue, en fonction de la concentration en substrat, selon une courbe
asymptotique croissante ou décroissarigure 111-5-C). Il est ainsi pesible d'utiliser
I'équation Ill-5 pour chaque p@ide corrélation du spectrtH-N HSQC (grace aux
déplacements chimiques de ces corrélations dans la dimensitid thais aussi dans la
dimension de I'azoté®N) pour extrapoler une valeur #g et de i /pour chaque noyau des
groupes amides secondaires possédant cameélation observable sur le specti¢-">N
HSQC. Il en résulte deux valeurs Hg et deux valeurs de (pbur chaque résidu de la

protéine.
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Figure I1lI-5. : Suivi du titrage de MsrA g a par le substrat doublement protégé Ac-L-Met-(R,S)-
SO-NHMe. (A) superposition des spectréd->N HSQC de MsrA™'-s; en I'absence de substrat
(résonances en bleu) et en présence de 253 mM de substrat (résonances en rouge) ; (B) Superposition
d’'une région spectrale de 10 spectres effectioés du titrage ; (C) Variation du déplacement
chimique du noyatH du groupe amide du résidu Asgn fonction de la concentration en substrat ;
les points expérimentaux sont représentés en;Hdksibarres d'erreur en gris ainsi que la courbe
théorique calculée grace a I'équation Il1-5.

Cependant, certaines corrélatiares sont pas exploitablesn effet, les déplacements
chimiques des pics de corrélation subissant d’importants recouvrements avec d’autres pics de
corrélation ne peuvent étre mesurés qu’'avec une précision médiocre. De plus, les noyaux
possédant des différences de déplacement chimique de I'ordre de l'intervalle d’incertitude sur
la mesure de ces valeurs (soit SW/TD, matériels et méthodespnduisent a des valeurs
calculées d&p et { frés peu précises. Ainsi, seuls % des corrélations du specle™N
HSQC ont permis de calculer les valeurskgeet 0/ De plus, la plupart de ces valeurs ont
été calculées grace aux perturbatidienvironnement chimique des noyatkt. En effet, la
précision des mesures des déplacements chimiques est plus importante dans la dimension du

proton (acquisition directe avec 2048 ms) que dans celle de I'azotaN (acquisition
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indirecte avec seulement 128 points). L’'ensemble des valelfs dede G /qui ont pu étre

calculées, ainsi que leurtarvalle d’erreur, est repidr dans le tableau II-2.

Tableau IlI-2 : Valeurs de K et (0 /ayant pu étre calculées lors du titrage de MER 51
par Ac-L-Met-R,S)-SO-NHMe.

Résidu Noyau Ko (mM) a/(ppm)
4 H 29+ 2 -0,12 + 0,01
N 29+2 1,03 £ 0,02
H 16+ 2 0,07 £ 0,01
H 14+ 2 -0,03+ 0,01
H 19+1 -0,07 £ 0,01
10 H 17+2 0,03+ 0,01
N 13+1 0,36 + 0,01
14 H 20+ 3 -0,02+0,01
15 H 309+ 135 0,03 £ 0,01
17 H 48 + 8 -0,01 £ 0,01
24 H 196 + 45 -0,03 + 0,01
25 N 29+ 4 -0,08 + 0,01
29 H 363+ 109 -0,03 £ 0,01
30 H 100 + 7 0,08 + 0,01
31 H 108 + 18 -0,09 + 0,01
33 N 75+3 1,58 + 0,03
34 H 79+4 -0,12+ 0,01
N 82+7 -0,74 + 0,02
36 N 137 + 20 -0,27 + 0,02
38 H 109 + 8 -0,07 £ 0,01
44 H 53+ 6 -0,03+ 0,01
46 H 97 + 17 -0,02 + 0,01
50 'H 80+6 0,05 + 0,01
N 77+5 0,51 + 0,01
54 H 849 + 217 0,46 + 0,1
55 N 53+5 0,22 + 0,01
56 H 24+ 3 0,03 £ 0,01
61 H 32+5 -0,03+ 0,01
66 H 50+ 4 -0,04 + 0,01
67 H 95+5 -0,14 + 0,01
N 97 +6 -1,58 + 0,04
68 H 129 + 17 -0,05 + 0,01
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69
71
72
75
81
82
83
84
85

86
87

93
94

96
98
100
121
126
127
133
134
139
142
147
152
153
154
158
160
167
169
170

171
172

H
15N
15N
H
H
15N
15N

21+13

68 + 10
59+ 16

53+ 26

101 £ 13

174

45+ 4
17+ 2
29+2

26+ 3
25+3
22+5
13+3

23+1
14+ 2

204

32+2
43+ 4

264

24+1
25+2

45+ 6
35%+5
65+7
21+3
57+5

23*+4
20+ 3
33%£5

28%5
30+ 3
32+6
202

24+3
45+ 1

84+9
72+3

31+3

332
25+ 3

-0,03 + 0,01
0,12+ 0,01
-0,25+ 0,01
0,02 +0,01
-0,02+£ 0,01
-0,10 £ 0,01
-0,10 + 0,01
-0,02 + 0,01

-0,08 + 0,01
0,21 +0,01

-0,03 + 0,01

-0,04 £ 0,01
-0,30 £ 0,01

-0,03 + 0,01

0,06 + 0,01
0,31+0,01

-0,02 + 0,01
-0,02 + 0,01
-0,14+£ 0,01
-0,03 + 0,01
0,03+0,01
-0,03+ 0,01
-0,04 £ 0,01
-0,02 + 0,01
-0,02+£ 0,01
-0,02 + 0,01
-0,01 + 0,01
-0,01 + 0,01
-0,02 £ 0,01
-0,03 + 0,01
-0,03 + 0,01
-0,12+ 0,01
-0,03 £ 0,01
-0,94 + 0,01

-0,04 + 0,01
-0,53 + 0,01

-0,41 + 0,01

0,07 £ 0,01
0,47 + 0,01
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173 5N 27+ 2 0,46 + 0,01
174 H 28+ 3 -0,03+ 0,01

5N 32+2 -0,23+ 0,01
179 H 39+3 -0,03+ 0,01
180 H 23+ 3 -0,03 + 0,01
181 H 30+5 -0,02 + 0,01
183 H 23+ 2 -0,05 + 0,01
193 H 301 + 42 0,09 + 0,01
195 H 215 + 33 -0,10 + 0,01
196 H 106 + 10 -0,05 + 0,01
197 4 68 + 29 0,04 + 0,01

5N 74 + 23 0,29 + 0,01
198 H 152 + 18 -0,22 + 0,01

5N 190 + 11 2,38 + 0,08
199 5N 33+21 -0,2 + 0,03
200 H 47 + 8 -0,04 + 0,01
201 5N 213 + 28 0,43 + 0,03
205 H 22+ 6 -0,02 + 0,01
206 H 923 + 23 -0,02 + 0,01

Ainsi, les variations devironnement chimique des groupes amides du squelette
peptidique de la protéine permettent d’évaluer I'importancg €t la dépendance vis-a-vis de
la concentration en substraty)kdes perturbations générées par l'interaction avec le substrat.
L’'examen de I'ensemble des valeurskideet G /indique clairement quies différents noyaux
ne percoivent pas la fixation du substrat dméme maniére. Certains noyaux sont fortement
perturbés par cette imation (tels que le N3 avec une valeur dé /de 2,38 ppm), d’autres
noyaux ne le sont que trés légérement (tels qué'{e Bivec une valeur de @é -0,01 ppm).
De plus, quelle que soit lintensité de cestpdations, leur dépendance vis-a-vis de la
concentration en substrat n’est pas la méme. Certains noyaux sont perturbés par des
interactions « fortes » ae le substrat (tels que's avec urKp calculé de 13 mM) alors que
d’autres le sont par des iréetions moins fortes (tels que'4d avec unKp calculé de 849
mM). Une telle disparité dans les valeurs Kig extrapolées n’est pas surprenante et est
observée dans de nombreuses études similaires (Nogtecall, 2005). Il est alors
communément admis de faire la moyenne Kigsalculées grace aux noyaux montrant les
différences de déplacement chimique les piysortantes, ce qui conidci a une valeur de
Kp global de l'ordre de 110 mM.es études biochimiques réales suggerent unaleur de

I'ordre de 30 mM (Mathias Antoine, communication personnelle). Qulupart des valeurs
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de Kp qui ont pu étre calculéesrgode I'ordre de 30 mM. Delus, compte tenue de la
concentration tres élevée en substrat qui atdtiutilisée, certaines valeurs importante&gle
qui sont observées (jusqu'a 800 mM) pourraiera éties a des interams non spécifiques.
Dés lors, la plupart des valeurs kg calculées se situent dans l'intervalle de 20 a 60 mM
(pour un mélange des deux diastéréoisomeres Ac-L-RIBHSO-NHMe). Ces dernieres
valeurs sont en bon accord avec les donbéahimiques (Mathias Antoine, communication
personnelle). MsrA est, en effet, faiblemeffine pour son substrat. Enfin, il semble que la

mutation C51A ne perturbe que peu la reconnaissance du substrat.

l1I-2.2.2  Cartographie de déplacement chimique

Les valeurs de 0 déterminées grace au protocoletitimge de MsrA par le substrat
doublement protége, permettent de cartograpdsezones d’interaction de I'enzyme avec son
substrat. De la méme maniére que ddescas d'une mutation, les perturbations
d’environnement chimique générées par latibtadu substrat sont estimées grace a la valeur
consensuelled / (cf. équation 1I-1, chap. I1). Ici, les valeurs de'Hi &t 0 /°N utilisées sont
celles calculées par extrapolation de I'équation III-5. Les valeursl dgr’ayant pu étre
extrapolées) des corrélations subissant des reemants, ou lorsqu’il s’agit de différences de
déplacement chimique trop faibles, sont celles mesurées grace au $Hethie HSQC
enregistré sur I'échantillon possédant la fdlute concentration en substrat (253 mM). Les
valeurs de Gdinsi mesurées sont moins précises que les valeurs calculées. Néanmoins, il se
trouve @ posterior) que la plupart des résidus cones ne participent que peu ou pas a
I'interaction avec le substrat. La valeur de/ pour chaque groupe amide du squelette
peptidique est représentée sur la Figure 4i-@.a fixation du substrat doublement protégé
perturbe de maniere sifjoative les résidus AspLeuw, Valy, Hisyg, Hiszs, Segs, Glyso, Glysy,
Sek7, Valgs, Glugs, Phase, Metigo, lle1es, Thrize, Gluiza, Ashigs, Tyrigs, Glyigs CySies Glyzo1,
Gly2o. La mise en évidence de ces perttidves significatives sur la structure
tridimensionnelle ersolution de Msr&®'zeq (Figure 111-6-B) révéle que I'essentiel de ces
perturbations est localisé autour du site actin@la région de l'alame 51), mais concerne

aussi des parties de I'enzyme plus élégmdu site de fixation putatif du substrat.
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Figure IlI-6. : (A) Perturbations de déplaceent chimique des groupes amides secondairés) (
générées par linteraction avec le substrég long du squelette peptidique de MSR". (B)
Représentation sur la structure trichensionnelle en solution de Ms& oy des perturbations de
déplacement chimique des groupes amides secondaifes ¢énérées par linteraction avec le
substrat.Le squelette peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent
les résidus perturbés de maniére significatiée’¥ 0,1 ppm).

En premiére analyse, ces résultats peuvenbks inattendus. En effet, les structures

cristallines des MsrA ¢.coli, B. tauruset M. tuberculosisétant toutes sous forme d’adduit
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Figure IlI-7. : Conformation du site actif de la MsrA deM. tuberculosis déterminée par
cristallographie (Taylor et coll., 2003)Une méthionine d’'un monomere voisin est présente dans le
site actif (peptide représenté en rouge). Cette idezrpourrait mimer la pasgon du substrat dans le
site actif. Dans cette hypothese, le groupehgié de la MetSO se situerait dans une poche
hydrophobe formée par les résidus Bhet Trpss, L'oxygeéne de la MetSO pourrait étre stabilisé par
trois liaisons hydrogéne avec les hydroxyles des résidus, €yTyg, et 'atome H du résidu Gly..

Le H' de la MetSO pourrait former url@ison hydrogéne avec I'atome’@u résidu Asp, et la
liaison peptidique qui précede le résidu de MetSGsttilisée par une interaction hydrophobe avec
le résidu Tyre7

ou de complexe, la structure supposée du complexe MsrA/MetSO est bien degace|(l-

7). On pourrait alors s’attendre a ce que riésidus impliqués danls reconnaissance du
substrat (Phg, Trpss, Tyrss, Glugs, ASpizg, TYrsa €t Tyngy) soient les plus perturbés par
I'interaction avec ce dernier. Or, les résidussd,rpyrsz, Aspizg TYrizs €t Tyhgz Ne montrent
que des valeurs dé /trés faibles, seul le résidu Giyprésentant une valeur d&/a peine
représentative (0,115 ppm).

Cependant, compte tenu du protocoldisdi(titrage suivi grace a des spectlids™N
HSQC), nous ne sommes en mesure dolesemque les perturbations générées dans
I'environnement du squelette peptidique (plwécisément des groupes amides secondaires).
Or, pour I'ensemble de ces ré@ss, seules les chaines latésasont impliquées dans la
reconnaissance du substrat. Il est donc passjbe les groupes amides de ces résidus ne

soient que peu affectés par ldfion du substrat. Eresond lieu, les propriétés structurales et
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dynamiques de MsfAk.q en solution décrites au chapitre 1l suggérent que : (i) les résidus
impligués dans la reconnaissance speédigle la fonction sulfoxyde adoptent des
conformations rigides et bien définies. Aingur conformation, et a plus forte raison
I'environnement chimique de leur groupe amiden serait que peu fatctée par la fixation

du substrat ; (ii) les résidus impligués ddasreconnaissance du squelette peptidique, en
particulier 'extrémité C-terminal sont eux plus flexibles, et changent de conformation lors

de la fixation du substrat. dst alors possible d’observer desrturbations d’environnement
chimique plus importantes pour les groupes amides secondaires de ces résidus (comme c’est
le cas pour le résidu Cig).

Dés lors, les perturbations observées lorsideefaction avec le substrat sont alors en
bon accord avec ces observations. En effet, les résidgs Ty, Glugs, Tyrizs qui sont
impliqués dans la reconnaissance de la fonction sulfoxyde du substrat, ne voient pas
I'environnement chimique de legroupe amide perturbé. Le résidu &Juui ne posséde pas
la méme conformation dans I'enzyme libresatution que dans le complexe enzyme/substrat
déterminé par cristallographief(chap. Il), voit son groupe amide Iégéerement perturbé (ce
qui pourrait étre dd au changement de confolonatie sa chaine latérale). Le segmentgfyr
a Cysog (a I'exception du résidu Ty qui interagit avec le substrat par I'intermédiaire de sa
chaine latérale) ainsi que les résidus ,6let Glyo, possedent eux des valeurs de
significatives, et en particulier le résidu Gys(0/= 0,65 ppm), ce qui suggere que ce
segment de la protéine est fortement pertypdoda fixation du sulbsat, ce qui correspondrait
a un changement de conformation. Cette aladiem étant en bon accord avec I'hypothese
d’'une adaptabilité conformationnelle de ce segmDe plus, la modification des propriétés
structurales de I'extrémité C-terminale, interarnlors de la fixation du substrat, semble se
répercuter sur I'extrémité de I'hélice; (dont les résidus pos$ent des valeurs dei/
importantes) avec laquelle elle interagit, voire méme sur I'extrémité N-terminale (résidus
Asp, et Vab).

Ainsi, 'examen des perturbations digronnement chimique des groupes amides
généreées lors de la fixation du substrat, cardites observations faites au chapitre I, c'est-a-
dire une rigidité importante des résidus impéq dans la reconnaissance de I'énantioiBere
de la fonction sulfoxyde, et enadaptabilité coofmationnelle importante de I'extrémité C-
terminale. Cette adaptabilité conformationnelle permet a 'enzyme de reconnaitre une grande

variété de substrat sulfoxyde.
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-2.3 Conclusion

L'ensemble des résultats obtenus laie I'étude du complexe non covalent
enzyme/substrat est en trés bon accord d@ecdonnées biochimiques disponibles, ainsi
qu'avec les propriétés strucles et dynamiques de M<r®'zeq en solution. En effet, cette
etude a montré que les résidus impliqués dareclannaissance de la fonction sulfoxyde sont
peu perturbés par l'interaction e le substrat (valeurs de/faibles). Ces mémes résidus
adoptent des conformations bien défirdess la structure en solution de M&fRk.q toutes
ces observations vont dans le sens d'wwm@mnaissance spécifiqde I'énantiomeres de la
fonction sulfoxyde du substrat. Ainverse, les résidus impligsiéans linteraction avec le
squelette peptidique sont ferhent perturbés (valeurs de/faibles). Ces mémes résidus, en
particulier le segment Glys=Glyi99 de I'extrémité C-terminale, adoptent des conformations
variables. De plus, ils se saidivélés animés d’'une dynamiquepiontante dans la structure en
solution de MsrA®r.q Ces observations vont dans kens d'une reconnaissance
relativement peu spécifigue du squelette pépiel du substrat, et d’'une adaptabilité
conformationnelle de certains segments de I'emeyeur conférant la capacité de s’adapter a
de nombreux substrats sulfoxydes différents.

Enfin, les perturbations d’environnementirolque importantes observées au niveau
de I'extrémité C-terminale lors de l'interamti avec le substrat (en particulier pour le résidu
Cysigg) suggeére qu’'un changement de conformatiotiedgrémité C-terminale, en particulier
du segment GlygesGlyigg intervient lors de la formi@n du complexe enzyme/substrat.
Malheureusement, aucune information nernpgt de déterminer l'importance de ce
changement de conformation et s’il permet effectivement le rapprochement des cystéines 51
et 198. Cependant, cette étude est en bonrécavec les structures des complexes
enzyme/substrat déterminées par cristallographie (en terme de résidus impliqués). De plus, la
comparaison de la structure en solution de M&Feq avec les structures cristallines des
complexes enzyme/substrat a permis d’observer des difféerences de conformation entre la
forme native en solution et les complexes, emiqdier en ce qui concerne la chaine latérale
du résidu Tyfe7. Ce changement de conformation lors de la fixation du substrat pourrait
expliquer les fortes perturbations d’enviromment chimique observées pour I'extrémité C-
terminale. Ce qui laisse supposer que le nagpement des cystéin®& et 198 n'intervient

pas a ce stade du cycle catalytique.
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11I-3 Etude de I'intermédiaire acide sulfénique

L’étude du complexe enzyme/substrat senmudigquer, entre autres, que les structures
cristallines connues sont repeésatives de la structureidimensionnelle du complexe en
solution. Cela implique que lepprochement des cystéines €1198 n’intervient pas a ce
stade du cycle catalytique. €t pourquoi nous nous intéresses, dans cette partie, au
second état transitoire intervenant lors du mécanisme catalytique de MsrA, c'est-a-dire
I'intermédiaire acide sulfénique (Msghy). En effet, le site actif de MsrA est particulierement
hydrophobe compte tenu du nombre important delué aromatiques qui le composent. La
présence du groupe hydroxyleafpculierement hydrophile) déacide sulfénique sur la
cystéine 51, situé au cme de cet environnement hydrophobe, pourrait engendre un

réarrangement conformationnel conduisant au rapprochement des cystéines 51 et 198.

1-3.1  Le triple mutant C86S, C198S, C206S de MsrA =

Dans le but d'isoler l'intermédiaire acide sulfénique (Ms§h il est nécessaire
d’utiliser un mutant, inapable de former le @mier pont disulfure (CysCysigg). Un tel
mutant a été réalisé et produit au MAEM en remplacant, grace a un protocole de mutagenéese
dirigée, les cystéines 88,98 et 206 par des seérined. (annexe 1). La mutation C198S
empéche la formation du pont disulfure §y8ysios, ce qui permet d’isoler un intermédiaire
sulfénique stablgia I'oxydation de la cystéine 51 parMetSO. Les mutations C86S, C206S
empéchent la formation potentiele ponts disulfure non natifs.

Un échantillon marqué®N de ce triple mutant C86S, C198S, C206S réduit de
MsrAE<! (MsrAE, ) a été préparé (ImM, pH 7,1 10 mM de #R@;, 50 mM de DTT)
dans le but d’'observer les éventuelles pertisha générées par cetinutation. Ces dernieres
ont été estimées par I'examen du speckte®™N HSQC Figure 111-8). Ce spectre a été

aisément attribué par analogieec le spectre de la protéisauvage. La plupart des noyaux
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ayant des valeurs de déplacement chimiqoeh@s. Seule la résonance du résidyyssata

pu étre attribuée.

Figure 111-8. : Spectre'H-"N HSQC du triple mutant C86S, C198S, C206S rédaN, 1 mM, a 600
MHz, 298 K, pH 7,1.
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Les perturbations générées par les mutatid®8S et C206S ont déja été décrites au
chapitre 1. En ce qui concerne la mutatict98S, elles ont été estimées en comparant les
valeurs de déplacement chimique des groupes amides entre le double mutant (C86S, C206S)
et le triple mutan{C86S, C198S, C206Sja la valeur consensuellé / (cf. équation II-1,
chap. 2). La valeur ddi /pour chaque groupe amide secondaire du squelette peptidique est
représentée sur la Figuill-9-A. La mutation C198S pertioe de maniere significative les
résidus Phea Lys, Valy, Sefig, Glus, Glui7z, Glyigg, Glizos et Gly,oo. La mise en évidence de
ces perturbations significativesir la structure tridimensnnelle en dation de MsrﬁF'm"Red
(Figure 111-9-B) montre qu’elles sont toes spatialement proches leserine 198. Ainsi la
mutation C198S affecte légeremenidl (< 0,3 ppm) I'ensemble de son environnement
chimique local, et ce, jusqu'a I'extrémité Nrtenale. Comme nous I'avons vu au chapitre I,
la mutation C206S n’a aucune influence emlatation C86S ne perturbe que légerement (
< 0,3 ppm) I'environnement chimiguwke 'ensemble de I'hélice;, et de maniere un peu plus
importante celui, du résidu Gl (0/= 0,48 ppm). Ainsi, les mutations C86S, C198S et
C206S n’engendrent que des rtpebations mineures eine devraient influer que

raisonnablement sur la structurelimensionnelle de la protéine.
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Figure II-9. : (A) Perturbations de déplaceent chimique des groupes amides secondairés) (
générées par la mutation C198S le lomiy squelette peptidique de MsTA". (B) Représentation
sur la structure tridimensdnnelle en solution de Msr&“z.q des perturbations de déplacement
chimique des groupes amides secondairgs))( générées par la mutation C198%e squelette
peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent les résidus perturbés de
maniére significative ¢ /> 0,1 ppm). 184
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11-3.2 L’intermédiaire acide sulfénique

I1I-3.2.1  Cartographie de déplacement chimique

Le triple mutant ne présentant pas deiyrbation majeure, celui-ci a été oxydé, par 3
equivalents de substrat, pour former l'intermage acide sulfénique sur la cystéine 51. La
formation effective de I'acidsulfénique par cette méthodeéte vérifiee, en paralléle, en
réalisant un dosage au TNB.e spectre'H-"N HSQC Figure 111-10) de l'intermédiaire
acide sulfénique (Msrdy) a été aisément attribué panalogie avec le spectre de

MsrAEh, la plupart des noyaux ayant des valeurs de déplacement chimique proches.

Figure 11I-10. : SpectreH-*N HSQC de MsrA,: *°N, 1 mM & 600 MHz, 298 K, pH 7,1.
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Les perturbations engendrées par la foromatie I'acide sulfénique ont été estimées en
comparant les valeurs de déplacement chimique des groupes amides entre le triple mutant
C86S, C198S, C206Sdeit et I'intermédiaie acide sulféniqueia la valeur consensuellé /

(cf. équation II-1, chap. 2). Les valeurs de pour chaque groupe amide secondaire du
squelette peptidique sont représentées lauFigure IlI-11-A. La formation de l'acide
sulfénique perturbe de margesignificative les résidus AgplLeus, Glyso, CyS$i, Trpss
Gluse, Glugs, Aspizg €t Glyigs. La mise en évidence de ces pdrations signiftatives sur la
structure tridimensionnelle en solution de MSfreq (Figure 111-11-B) montre qu’elles sont
toutes spatialement proches de la cystdiie donc du groupement sulfénique. Ainsi, la
formation de l'acide sulfénique’altere que légerementi(/< 0,3 ppm) 'ensemble de son
environnement chimique local, et ce, jusquitfémité C-terminale. Contrairement a ce qui
était attendu, ces observationsssant supposer que la formation de lintermédiaire acide
sulfénique n’engendre que dgeerturbations mineures ate devrait entrainer qu’une
modification limitée de la structure tridimensioleede la protéine, ce qui remet en cause

I'hypothese d’un réarrangement conformatianétrvenant a ce stade du cycle catalytique.
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Figure IllI-11. : (A) Perturbations de déplaceant chimique des groupes amides secondairés) (
genérées par la formation de I'acide sulfénique le long du squelette peptidique de WRrAB)
Représentation sur la structure trichensionnelle en solution de Ms% .4 des perturbations de
déplacement chimique des groupes amides secondaites générées par la formation de I'acide
sulfénique. Le squelette peptidique est représepdé# un ruban bleu; les zones en rouge
représentent les résidus pefds de maniére significatival(> 0,1 ppm).
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111-3.2.2  Comportement cinétique de I'intermédiaire acide
sulfénique

Il sTavere que MsrAys n'a pas un comportement staldans le temps. En effet,
d’autres spectres enregistrés a la suite du premier (lui-méme réalisé quelques minutes aprées
I'ajout de MetSO), permettent d’obser I'apparition d’'une seconde espeég(re I11-12-A
et B. Aprés une durée de 24 h, cette derniere sesthiabiliser et le systéme parait étre a

I'équilibre.

Figure 111-12. : (A) Spectre’H->N HSQC de MsrA.: N, 24 h aprés I'ajout de MetSO, 1 mM & 600
MHz, 298 K, pH 7,1. (B) Etalement d'une zone du specti&-'>N HSQC : les résonances
correspondant au monomere sont indiquées par undd résonances correspondant au dimére sont
indiquées par un D. (C) Gels d'électrophorése en ¢t dénaturante (SDS-PAGE) le triple
mutant Msr&' a été incubé 12 ou 24 h & 25 °C, en absence ou en présence de substrat ; la bande
correspondant au dimere est indiquée par unl® bande correspondant au monomére est indiquée
par un M.
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La dimérisation de I'acide sulfénique est largement décrite dans la littérature. En effet,
les acides sulféniques se condensent aisémenfqroagr un pont thiosulfinate par le biais de
la formation d’'une liaison hydrogene intermoléculaire (Dastixoll, 1986 ; Claibornest
coll., 1993) :

Eq. I1I-6

Il est donc envisageable glzenouvelle espéece, observéaemp24 h soit un dimére de
MsrA obtenwvia la condensation des deux fonctions acides sulféniques de deux résiglus Cys
Cette hypothése a été vérifiée grace a une électrophoresendition dénaturante (SDS-
PAGE) réalisée en paralléle (Figute12-C). En effet, aprés 12 ou 24h d’incubation a 25 °C
en présence de substrat, le triple mutant C8A98S, C206S semble se dimériser. De plus, le
dimere semble étre une espéce pontéesqoei I'expérience est réalisée en condition
dénaturante) et minoritaire (ladhe correspondant au monomemada plus intense). Enfin,
la formation d’'une telle espéce a déja été aliseen spectrométrie de masse sur la MsrA de
Neisseria meningitidifMathias Antoine, communication personnelle).

La dimérisation a été vérée sur I'échantillon de Msréy: >N en réalisant un spectre
DOSY. La mesure du ccefficiede diffusion translationnelld) grace a I'expérience DOSY,
conduit & une valeur de 7,83 fan’.s* (la faible résolution du sgtre DOSY ne permet pas
d’observer indépendamment les valeurs des ciaitis de diffusion des deux espéces), alors
que la méme mesure réakssur un échantillon de MstA", réduit donne une valeur de
9,31.10" m?s™. La diminution du coefficient de diffusi étant cohérente avec la formation
d’'un dimeére, ces observations confirmeraient la présence d’'une telle espece dans I'échantillon
de MsrAsys *°N. Néanmoins, les deux familles de résonances apparaissant sur le ‘$pectre
>N HSQC (I'une correspondant au monomeérbaettre au dimére) étant identifiableSigure
[11-12-B), il reste possible d’effeger quelques études complémentaires sur cet échantillon.

111-3.2.3  Etude Dynamique

L'étude préliminaire de l'intermédiaire acide sulfénique semble indiquer que la
structure tridimensionnelle de MsTA&" n’est que Iégérement perturbée (compte tenu des
faibles modifications d’environnement chimiqdes groupes amides observées Figure I11-11).
Il est toutefois envisageable que les pr&tgs dynamiques de MsrA soient modifiées.

Nous avons entrepris |'étude dynamiquee lintermédiaire sulfénique.

Malheureusement, étant donné la présemfeedimére dans I'échantillon de MsiA N,
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seules les vitesses de peltion longitudinales des noyat3N (R;) ont pu étre mesurées avec
une précision satisfaisant&igure 111-13-B), I'étude dynamique de Msk: en est donc
compromise. Toutefois, il est int&gant de comparer les valeurs Re mesurées pour
lintermédiaire acide sulfénique avec celles mesurées pour le triple mutant MsgAréduit
(Figure 111-13-B).

Les perturbations des valeurs de vitedserelaxation longitudinale des noyati
générées par la formation de I'acide sulfénique sont estimées en comparant les vatgurs de

de l'intermédiaire acide sulfénique (Mssf) avec celles du triple mutant MST&"r, réduit

Figure 11I-13. : Distribution des \tesses de relaxation longitudinale (Rle long de la séquence
peptidique de (A) MsrA®'s, et (B) MsrA 1y, réduit. Les intervalles d’erreur sont représentés
par des barres grises ; les élémentssttacture secondaire sont ceux de Msi%:.sen solution.
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grace & la valeurRi = Ry(MsrAsur) — R(MsrAE<,).
L'examen desUR; (Figure l11I-14-A) indique clairement que les valeurs Bge des
noyaux °N de MsrAs,s sont globalement plus edlées que celles des noyaliN de

MsrAE (0R, étant positif pour une large majorités résidus). Cette observation suggeére

Figure I11-14. :(A) Distribution des valeurs delR; le long de la séquence peptidique de MSFA. (B)
Représentation sur la structe tridimensionnelle de MsrB&c., des valeurs delR;. Le squelette
peptidique est représenté par un ruban bleu ;Zieses en rouge représentent les résidus ayant des
valeurs (R; importantes.

191



Chapitre Il : Etude des interédiaires du cycle catalytique

gue la dynamique (dans la gamme des tenhp la pico a la nanoseconde) de MsgkAest
globalement plus importante que celle de Mstw, bien que I'amplitude de cette
dynamique ne soit pas connue (les uededu paramétre nOe hétéronuclédite®N n'ont pas

pu étre mesurées avec une précision satisfaisamtddrmation de I'acide sulfénique semble
ainsi modifier les propriétés dynamiques de MstA La mise en évidence des valeurs de

OR; sur la structure tridimeaionnelle en solution de MsFA°"

red (Figure 111-14-B), révéle
gue les modifications les plus importantes doodlisées dans I'environnement spatial proche
du résidu Cys. Elles concernent des segmedissite actif tels que MgtGlyss, Thrgo-Glugg,
Glni26Glyis;, €t tout particulierement le segment {glyTyri97 (Ia valeur de Rpour le noyau
>N du résidu Cysgs n’est malheureusement pas connue),estiicelui susceptible de changer
de conformation pour permettre farmation du pont disulfure CysCysgs Ainsi, la
formation de I'acide sulféniqusur la cystéine 51 sembleonlifier les propriétés dynamiques
de I'ensemble du site actif, et @articulier celle du segment GégTyrig7. Bien que cette
étude soit incompléte (seules les valeursRidesont disponibles), cette modification des
propriétés dynamiques de I'enzyme pourrait petra le rapprochement des cystéines 51 et
198 et ainsi la formatn du pont disulfure CysCysios Il est en effet possible que la
présence d'un groupe hydroxyle (particutigrent polaire) dans un environnement
hydrophobe (riche en résidus aromatiques), perturbe légéeréamemiformation du site actif
mais surtout modifie les propriétés dynamiquesrdsglus du site actien particulier celles
du segment GlyesTyri97. Le résidu Tyfe7, qui posseéde la valeur déR; la plus importante,
pourrait étre le moteur de ce changementaleformation et de propriétés dynamiques, en
particulier grace a sa chaine latérale aromatigueourrait étre perturbée par la formation de

I'acide sulfénique.

1-3.3 Conclusion

L’étude de I'intermédiaire acide sulféniqaset malheureusement incompléte. De plus,
la présence du dimere dans I'échantillon incite & considérer avec prudence les résultats
partiels que nous avons pu obtefiioutefois, il semblerait que farmation de I'intermédiaire
acide sulfénique n’entraine que des changemmimsurs de la structure tridimensionnelle de
I'enzyme, mais modifie de maniere plus impateases propriétés dynaguies, en particulier
celles du segment GhsTyrig7. Cette modification des propriétés dynamiques de I'enzyme
pourrait induire un changemede conformation du segment @y Tyrig~Cysios (via une
amplitude de mouvements plus im@ote que celle obsvée chez Msr&z.9 et ainsi, la
formation du pont disulfure CysCysigs.
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l1I-4 Matériel et Méthodes

Tous les spectres ont été enregis&ré®®8 K avec un spectromeétre Bruker DRX 600
MHz équipé d’une sonde & gradients trois axes.

Les spectres ont été traités avec le logiciel XWINNMR (Bruker) et analysés avec
XEASY (Bartelset coll, 1995). Le TSRM a été utilisé comme référence interne podHle

la référence pourN a été obtenue de maniére indirecte (Wisktcoll, 1995).

11-4.1 Etude du complexe enzyme/substrat

Le mutant C51A, marqué™N, ainsi que le substraloublement protégé ont été
respectivement produit eynthétisé au MAEM (cfannexe Il et Ill).

Une série d’échantillons a été réalisée & une concentration constante &rffdsrA
et avec une concentratioro@sante (de 0 a 253 mM) en swbsdoublement protégé : Ac-L-
Met-(R,S)-SO-NHMe (Tableau IlI-1). Chaque échantillon a été préparé pour un volume final
de 600 pL (95 % bD, 5 % BO) a pH 7,1 (KHPO; 10 mM) en présenadazide de sodium
(NsNa) et de TSP-d4 (Eurisotop) comme référence inteooe le proton. Chaque échantillon
a été soigneusement dégazeé et scellé sous &oeffet, le mutant C51A comprend encore
trois groupes thiols oxydables. Pour prévéoixydation de ces groupes l'utilisation du DTT
est inutile compte tenu de la présence d’'un grand exces de MetSO, réductible lui-méme par le
DTT. Des précautions particulieres ont di &treses pour limiter la présence d’oxygene
dissous dans les échantillons.

Un spectre'H-">N HSQC a été enregistré pourague échantillon. (Tableau I1-3)
Apres l'acquisition, un aliquot de chaque échantillon a été prélevé pour vérifier la

concentration en substraff(annexe Ill).
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Tableau I1I-3 : Paramétresutilisés pour I'expériencéH->N HSQC lors du
titrage de MsrA s, par le substrat doublement protégé

Expérience TD1& (*H) TD2/ & ns Echantillon Durée di(s)

'H->N HSQC 2048/16 128/35¢N) 16 N 3m. 1

Les valeurs de Ket (1 /pour chaque résonanegploitable du spectrtH->N HSQC
ont été extrapolées selon I'équation IlI-5 grad&lgorithme de minimisation non linéaire de
Levenburg-Marquardt. Pour celantervalle d’erreur choispour les déplacements chimiques
observés est défini par SW/TD (largeur spedeten ppm/nombre de pd$ d’acquisition) soit
0,007 ppm dans la dimension protonigi®,21 ppm dans la dimension'dN.

11-4.2 Etude de l'intermédiaire acide sulfénique

Le mutant C86S, C198S, C206S, mar{i a été produit au MAEMcE. annexe II).
Deux échantillons ont été préparés a une cdreggon en enzyme de 1 mM pour un volume
final de 600 pL (95 % kD, 5 % DBO) a pH 7,1 (KHPG; 10 mM) en présence d’azide{¥a)
et de TSRi4 (Eurisotop) comme référence interne pour le proton, ptiétérsoigneusement
dégazés et scellés sous azote. 10 mM de DTEténdjoutés dans I'un (échantillon de triple
mutant réduit), et 3 mM de substrat doubdemprotégé dans l'autre (échantillon Msif.

La formation de I'acide sulfénique par ce protecalété vérifiée en réalisant, en paralléle, un
dosage au TNB Les spectredH-">N HSQC ont été enregistrévec les paramétres décrits
précédemment.

Les essais de dimérisation ont été réalisés comme suit : 1 mM de triple mutant C86S,
C198S, C206S a été incubé a°Z5durant 12 ou 24 h en présermeen absence de substrat
doublement protégé. Les échantillons ont engitedéposés sur gel de polyacrylamide, puis
soumis a une migration électrophorétique emdt@n dénaturante (SDS-PAGE). La protéine
a été révélée par coloration au bleu de Coomassie R-250.

Les expériences DOSY, effectuées sur MsfAy et MsrAgy, ont été réalisées
comme suit : l'intensité du gradientazété calibrée sur un échantillon dgOD la séquence
utilisée est une séquence LEDRAgitudinaleddy currentdelay) ; les durées des impulsiohs
(2 ms) et (200 ms) ont été optimisées pour obterfi Ble signal résiduel avec une intensité
de gradient maximale. Chaque expérienégéaréalisée avec 2048 points d’acquisitiorttén
les impulsions de gradient étant incrémentses 16 points, de 2 a 95 % d'intensité de

gradient selon une rampe linéaispres transformée de Fouriet correction de ligne de
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base, la dimension de diffusion a été tra#téec le module spécifique du logiciel XWINNMR
(Bruker).

Les mesures de;Rles noyaux°N de MsrAss et de MsrA 'y, ont été effectuées
comme décrit au chapitre Il et grace aux egnees décrites par Farrow et coll. (Farretv
coll., 1994).
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Conclusion générale et perspectives

En mettant en ceuvre un important paneutils parmi tous ceux que la RMN propose
(expériences bidimensionnelles et tridimensionnelles hétéronucléaires, expériences
d’échange, mesures des vitesses de retaxatartographies de déplacement chimique,
protocoles de titrage, expérience DOSYhous avons déterminé les structures
tridimensionnelles en solot des deux formes, réduité oxydée, de la MsrA Escherichia
coli (une enzyme de 23 kDa) grace a un spectrentitr600 MHz et en utilisant la technique
des contraintes de distance dérivant de la memgeffets nOe. De plus, nous avons étudié la
dynamique du squelette peptidique de ces deumes, et enfin, réalisé I'étude de deux
intermédiaires du cycle catalytique des Msr dsst A. Ce travail a ainsi conduit a une vision
plus précise du cycle catalytigde cette classe d’enzynmd.(Figure).

En effet, en réalisant I'étudstructurale et dynamique de M&rR'zeq en solution,
nous avons montré que la forme réduite dezieme possede les pro@tés structurales et
dynamiques en accord avec $anction de reconnaissancgu substrat. Les résidus
hydrophobes du site actif, impliqués dans la reconnaissance spécifique de I'énarfialaére
la fonction sulfoxyde, possedent une conformatian léfinie. A I'inverse, les résidus plus

en surface (le feuillet’- " et le segment Tys-Glysos de I'extrémité C-terminale) et
impligués dans le reconnaissance du squelefiidigue du substrat,ost plus flexibles et
animés d’'une dynamique qui génere laddydité conformationnelle nécessaire a la
reconnaissance d’'une grande g&ide substrats sulfoxydes.abservations similaires ont
éteé faites lors de I'étude dwmplexe non covalent enzyme/stisque nous avons réalisée.
En effet, Les résidus impliqués dans laorataissance de la fonction sulfoxyde ne sont que
peu perturbés par la fixatiomlu substrat, alorsqgue les résidus impliqués dans la
reconnaissance du squelette peptidique sonerfamt perturbés par faxation du substrat.
Ces observations suggérent une meilleureifipée du site actifpour I'énantiomeres de la

fonction sulfoxyde que pour le sqatte peptidique du substrat.
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L’étude préliminaire de l'intermédiairacide sulfénique, que nous avons réalisée,
semblerait indiquer que la formation de fanction sulfénigue de la cystéine 51
(particulierement polaire)au sein du site actif hydphobe de MsrA, provoque un
changement des propriétés dynamiques du segmensGly 107 de I'extrémité C-terminale.

Cette perturbation des propriétés dynamiqpesirrait permettre le rapprochement des
cystéines 51 et 198 et favoriser ailes formation du pont disulfure CysCysigs L'étude
structurale et dynamique de M$rR'cs1.c10s €n solution nous a permis d'observer que la
formation du pont disulfure CysCys;gs provoque la perte de conformation du feuillet ”,

ce qui a pour conséquence d’exposer, en surface, la zone hydrophobe du site actif.
L'extrémité C-terminale est alors animée destfarges mouvements qui vont permettre le
rapprochement des cystéines 198 et 2G@redi la formation du pont disulfure GysCySos.

De plus, l'exposition du site actif au solvant devrait favoriser l'interaction avec la
thiorédoxine lors de I'étape de régénératioaleivité réductase darle cas des MsrA a une
cystéine de recyclage.

Ainsi, I'ensemble des travaux que nous avons réalisés a permis de décrire les bases
moléculaires permettant I'activité des Msr dassle A et d’aboutir a une vision globale plus
précise du cycle catalytique de cette enzyme. Paint de vue plus pratique, et a plus long
terme, il est possible que ces connaissarnuesnettent de concevoir des inhibiteurs
spécifiqgues des Msr de clas&e(tels que des analogues sturaiux du substrat sulfoxyde)
grace a des méthodes de « drugigle» et qui pourraient étrgilisés comme antibiotiques,
en particulier contrées bactéries du genieisseria

Toutefois, de nombreux aspects de cesaux mériteraientd’étre approfondis.
L'étude dynamique des formes réduite et oxydée 1dg¥®¥/So06) pourrait étre plus précise en
réalisant la mesure des \@ges de relaxation de noyaiX a d’autres champs que 600 MHz
(ce qui permettrait de mieux caractériser le moe@éorientation de ces protéines mais aussi
d’affiner les valeurs de mobilité interne). pourrait aussi étre intéressant de mieux
caractériser les nombreux phénomenes d’échange observés chez MsrA, grace a des
expériences de mesure des vitesde relaxation transversale) R différentes fréquences de
train d’impulsion CPMG (@wg). Enfin, des travaux de dynaauie moléculaire en présence
de solvant pourraient permettre de mieux caractériser les propriétés dynamiques de
MsrAEl g et MsrAE%ics, c1050bservées expérimentalement.

L’étude préliminaire de la formation de ltermédiaire acide sulfé@ue suggere que le
rapprochement des cystéines 51 et 198 intervané ce stade du cyctatalytique de MsrA,

grace a une modification des propriétés dynamiques de I'enzyme. Malheureusement, seules

200



Conclusion générale et perspectives

les valeurs de vitesse de relaxation longitudin@{g gnt pu étre mesurées avec une précision
satisfaisante, cela a cause des problémes de recouvrement occasionnés par la présence du
dimére thiosulfinate. Il seitajudicieux de compléter I'éide dynamique de lintermédiaire
sulféniqgue en déterminant lesralitions de concentration de pH (la condensation de la
fonction sulfénique nécessite que celle-ci smitis forme protonée) permettant de limiter,

voire d’inhiber, la dimérisation de I'acide sulfénique.

La résolution de la stoture en solution de Msf&%¢s;.c1sa2 montré que la réduction
du pont disulfure Cys-Cysog par la thiorédoxine met en jeu une interaction de type
hydrophobe entre les deux partenaiteserait intéressant de t&er une étude plus précise
de la régénération de lactivité réductase, marticulier des déterminants structuraux
impligués dans l'interaction MsiTrxres Une telle étude nécessiteda mise en ceuvre de
différentes techniques de RMN telles que les expériences de NOESY filtrées qui permettent
de mesurer des contraintes de distanceeel#s deux partenairegu ['utilisation des
constantes de couplage dipolaire résiduel (REXGle sondes paramagnétiques qui permettent
de définir I'orientation des delpartenaires dans le complexe.

Enfin, dans le cas des MsrA a deux cystéiesecyclage, le pont disulfure qui est
réduit par la thiorédoxine est le pont Ggys06 Il serait tout aussi pertinent de réaliser
I'étude structurale de cette forme oxydée (Mst®c10s.c209 €t d’étudier ses interactions avec
la thiorédoxine.

L’ensemble de ces travaux permettradvdir une vision presque exhaustive du cycle
catalytigue des Msr de class® notamment en terme de déterminants structuraux et

moléculaires.
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Figure An-1. : PlanH-'H issu de I'expérience NOESY HSQEI- N, réalisée sur MsrA®r.qa 600
MHz et 298 K.

205



Annexes

Figure An-2. : Plan’H-'H issu de I'expérience NOESY HSQIE-N, réalisée sur Msr&A®cs;.cresd
600 MHz et 298 K.

206



Annexes

Figure An-3. : Digrammes de Ramachandran pour les résidu 1byrCysegs et Cysgs de MsrA <z, (A);
et pour les résidus Tys; et Cyses de MsrA s, c105(B)
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A2 Annexe Il : Obtention d’échantillons de MsrA

marques

A2.1Introduction

Les techniques de RMN hétéronucléaires, sese oeuvre lors de I'étude d’'une protéine,
mettent & profit les noyauXC et'®N qui certes possédent un nombre de spin demi entier mais
présentent une faible abondance naturelle, tHatécessité d'un marquage (ou enrichissement)
isotopique. Il existe différentypes de marquages isotopiquelsaue I'on marque I'ensemble
des atomes, une fraction ou encore un type d’acide aminé. De plus, on distingue le marquage
simple (°N seul), double’®N et**C) voire triple N, *C, ?H).

Des échantillons marqués de protéine patvétre obtenus par voie de synthese
peptidigue mais ces méthodes sont longues, colteuses et rsaboutu’a de faibles quantités
de produits. Les derniéres avancées dans le dendai génie génétique ont permis d’établir des
protocoles relativement simples de productionpdetéines enrichies en isotopes lourds. Ces
méthodes de production de @ntes recombinantes mettent en jeu trois étapes :

L’obtention du géne codantla protéine et son introduction dans un organisme

producteur. Le gene codant la ptéine est obtenu a partiu génome d’'un organisme

puis amplifié par PCR pbplymerisation chain reaction). Le choix de l'organisme
producteur dans lequel va éifrdroduit le gene dépend sntiellement de l'origine du

gene. Les organismes producteurs bactériens (comme [E.saooti les plus simples a

utiliser car ils sont bien connus, croisserseaient en milieu minimm et sont faciles a

manipuler. Néanmoins, si le géne n’est pasigine bactérienne, ét plus forte raison si

la protéine subie des modifitas post traductionnelles, tilisation de levures (comme

Saccharomyces cerevis)agu de cellules de mammiferes (cellules d’ovaires de hamster

chinois) peut étre plus judeuse, méme si ces cellulesns plus délicates a cultiver.
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Lorsque I'organisme producteur est choisi, I'aatuction du gene datisrganisme se fait

par le biais d’un vecteur qui peétre plasmidique ou virale.

La surexpression du genepar l'organisme producteur. L’organisme producteur

transformé, est cultivé sur un milieu minimucontenant des sources d’azote et/ou de

carbone qui peuvent étre marquée, ou notgnséenrichissement voulu. La source
d’azote peut étré&NH,Cl ou N&°NO;s; la source de carbone dépend elle, de I'organisme
producteur, on utilise généralement le glucose ou le glycérol uniformément m#@qué

L’expression du gene de la protéine pardanisme producteur peut étre non inductible

dans le cas d’'un promoteur fort ou induiterdaniére simple pda chaleur ou I'lPTG.

Quelle que soit la méthode choisie la quarttéérotéine recombingmproduite doit étre

supérieure de 10 a 30 % a la quantittale des protéines produites.

La purification de la protéine. Une foi la protéine surexprimée par I'organisme

producteur, il est nécessaire @epurifier et de la concérer. Il existe des méthodes

simples de purification mettant un jeu une extrémité « His-tag » (6 histidines en N-

terminale) permettant une purification gessage sur colonne d’affinité. Des méthodes

plus complexes peuvent étre mises en jdestgu’'un ensemble de techniques séparatives
et préparatives comme des précipitationscsigles ou des chromatographies préparatives
d’exclusion stérique etc...

Ces méthodes permettent d’obtenir un éthan pure et fonctionel en quantité
importante, I'objectif étainde disposer d'un échantillon dé®a 600 pL avec une concentration
de l'ordre du millimolaire. Ces méthodes doiveite optimisées pour obtenir les meilleurs
rendements, mais une fois mises au point, edtag relativement faes a mettre en ceuvre.
Néanmoins les colts de production d’'un échantifft@rqué restent importants, compte tenu du
prix des précurseurs enrichis (Berdre de 30 € pour le gramme d&H.CI, et 100 € pour le
gramme de glucose uniformément marqué’ai.

Le double marquage n’est pas une nécedsitéeffet, pour des protéines de 60 a 100
résidus, un simple marquag® est suffisant et I'attribution peut étre fait uniquement & partir
des spectres COSY, TOCSY et NOESY édités Au-dela de la centaine de résidus, le double
marquage®C, °N est nécessaire. Toutefois, méme pour meséines de grande taille, il est
toujours judicieux de dposer d’un échantillon simplement marqui pour les études de
dynamique et d’interaction.

Lors de cette étudel dérivés de la MsrA @&scherichia coliont été utilisées (forme
sauvage, mutant C51A, double mutant C86S C2fi68ple mutant C86S C198S C206S), tous

marqués®N, certains marquésC/N voir *C/*N/H.
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L’ensemble de ces échantillons, ainsi que le substrat sulfoxyde doublement protégé utilisé
pour I'étude du complexe enzyme/substrat, oétpbduit au sein de I'équipe d’Enzymologie
Moléculaire du Professeur Guy Branlant dbdeatoire Maturation de ARN et Enzymologie
Moléculaire (MAEM, UMR CNRS-UHP 7567). Les éuttillons protéiques ont été préparés par
le docteur Said Azza et Mr Mathias Antoirlees protocoles expérimentaux utilisés sont ici
réunis en annexe. La plupart des protocoles ont été décritndales publications : Antoinet
coll., 2003, Boschi-Mulleet coll, 2001, Boschi-Mulleet coll, 2000, Olryet coll, 2004, Olryet
coll., 2002.

A2.2 Matériel biologique et milieux de culture

A2.2.1 Souches bactériennes

A2.2.1.1 E.coli DH5.

Cette souche est utilisée powltention de I'ADN plasmidique.
Génotype :supE4, “lacUl69 (380 lacZ"M15), hsdRL7, recAl, endAL, gyrA96, thi-1,
relAl.

A2.2.1.2 E.coli BL21 (DE3)

Cette souche est utilisée pdamproduction de MsrA marquéaN, 2*C/*°N ou*C/°N/H.
Elle contient 'ORF Qpen ReadingFrame, cadre de lecture ouyecbdant 'ARN polymérase
T7 sous le contréle du promotelac, ce qui permet d’'induire laanscription de TARNm de
'ARN polymérase de T7 grace a I'lPT@s@Propyl- -D-ThioGalactopyranoside, analogue non
métabolisable du lactose).

Génotype :F-ompT, hsdS (re-ms-) gal, dcm

A2.2.2 Vecteur plasmidique

PETMSsrAE. coliest un phagemide recombinant pET-2@iotant la séquence codante de
la MsrA d’E. coli sous le contrdle du promoteli7, ce qui permet d’induire la transcription de
TARNmM de MsrA grace a I'lPTG. De plus,HTMsrA porte un gene de résistance a la
kanamycine (antibiotique).
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A2.2.3 Milieux

A2.2.3.1 Milieu riche SOC

Ce milieu est utilisé pour la régénératioies cellules apres transformation par la
technique du choc thermique.

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait devure (5 g/L), NaCl (10 mM), KCI (2,5
mM), MgCl2 (10 mM), MgSQ (10 mM), glucose (20 mM). Ce milieu est autoclavé 20 min a 120
°C.

A2.2.3.2 Milieu minimum M9

Ce milieu est utilisé pour la production de MsrA margtisie >N/*°C ouN/**C/H.

Composition : NaCl (0,5 g/L), KHPO: (22 mM), NaHPOs, 7HO (50 mM), NHCI (1
g/L), glucose (4 g/L), riboflavine (1 mig), nicotinamide (1 mg/L), pyridoxine
monohydrochloride (1 mg/L)thiamine (1 mg/L), MgS@ 7H0O (2 mM), FeS@ 7HO0 (25
mg/L), **NH4Cl (1 g/L) ou™NHaClI (1 g/L)+*3Cglucose (4 g/L) selon marquage désiré (simple
ou double), dans le cas d’un éctidon triplement marqué®d, 3, N), H,O est remplacé par
D,0.

A2.3Clonage du géne sauvage de MsrA et travaux de

mutagenese dirigée

La production de protéine recombinar{gauvage ou mutée) par un microorganisme
nécessite dans un premier temps d’obtenir une grquaetité du géene de faotéine inséré dans
un vecteur plasmidique. Ce travail se déroulep@rsieurs étapes, il est d'abord nécessaire
d’isoler et d’amplifier le gene d’intérét a partiun génome entier, puifinsérer ce gene dans

un vecteur plasmidique et enfin d’amplifier ce vecteur via sa réplication par un microorganisme.

A2.3.1 Amplification du géne sauvage de la MsrA d°  Escherichia

coli

Le clonage de 'ORF codant la MsrAEEcherichia colia été réalisé a partir du génome
de la souchde. coli K12 en utilisant la technique de PCR. Deux oligodésoxyribonucléotides,
dont les séquences sont complémentaires aux bordures de 'ORF AleeVipui contiennent
également les sites de restrictibidel et Sacl, ont été utilisés pour amplifier 'ORF grace a

I'action de 'ADN polymérase PfuAprés I'amplification du géne, sa présence et sa taille sont
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vérifiées par dépbt sur gel d'agarose 0,8%extraction des fragments d’ADN amplifiés du gel
d’agarose est réalisée grace a urN\kitleoSpin (Sigma). Cette extraction repose sur l'utilisation
de colonnes échangeuses d’anions, 'ADN étantgghaégativement. On ke que le fragment
souhaité a bien été extrait del d’agarose en déposanfiR sur gel d'agarose, aux coétés d'un
marqueur de taille adéquat.

A2.3.2 Insertion du géne dans un vecteur et production d’ADN
plasmidique

Une fois 'ORF de MsrA amplifié, il est néssaire de I'introduire dans un vecteur puis

d’amplifier ce vecteur grace a la tramghation de bactéries compétentes.

A2.3.2.1 Préparation du vecteur

Le vecteur plasmidique (pEZBb) et l'insert (ORF deMsrA amplifi€) sont digérés
pendant 1h30 a 37 °C par les enzymes de restridtitaiet Sacla raison de 3 unités ppg de
matériel nucléique. Les produitke digestion sont séparés géectrophorese sur gel d’agarose
1%. La formation des liaisons phosphodiesters dagrextrémités de l'insert et du vecteur est
catalysée par 'ADN ligase du bactériophage T4.ligation se fait en présence de 3 exces
d’insert par rapport au vecteur éarisé. Les mélanges de ligation sont placés dans un bain a 16
°C pendant 4 h.

A2.3.2.2 Préparation et transfo rmation des bactéries compétentes

Une fois le vecteur préparé, il faut Kérer dans un microorganisme (transformation)
avant de pouvoir I'amplifier. Cette méthodst utilisée pour traformer les cellules &. coli
DH5. utilisée pour la production d’ADN plasmidique mais aussirpgoansformer la souche
BL21 utilisée pour la production des protéines recombinantes.

Une culture bactérienne est réalisée en milieu SOB (milieu SOC sans glucose) a une
température comprise entre 35 et 37 °C, sotte fagitation. Cette culture est arrétée en phase
exponentielle de croissance lorsque lasgta atteint 0,3-0,5. Elle est n&ifugée et le culot est
repris dans une solution de TB froid (PIPES 10 mM, ga&lmM, KCI| 250 mM, MnCl 55
mM, pH 6,7). Apres une incubation de 30 ndians la glace et une nouvelle centrifugation, le
culot est repris dans 1A% du volume initial de solution TB, en présence de diméthyl sulfoxyde
(7% final) et incubée 2 h dans la glace. Dextiobns aliquotes sont rapidement congelées par
immersion dans de I'azote ligle et stockées a -80 °C.
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La transformation estrlisée en mélangeant 100 ng de plasmide ¢tl 5@ bactéries
compétentes. Apres incubation sur glace durant 30 min, le mélange est soumis a un choc
thermique de 40 secondes a 42 °C puis les esllsbnt régénérées 1 h a 37 °C en milieu SOC
avant d’étre étalées sur boite LB avec I'antibiotigeeésistance approprié au plasmide utilisé et

incubées une nuit a 37 °C.

A2.3.2.3 Préparation de 'ADN plasmidique

Une fois le vecteur comprenant le geneMi&A inséré dans un microorganisme, et sa
présence veérifiée. Le vecteur est purifi@@y a un protocole appelé maxipréparation.

Cette technique est utilisée pdarpréparation en grandpiantité d’ADN plasmidique a
partir d’'une culture bactérienne de 100 mL. Aphgse alcaline des celas et centrifugation,
I’ADN plasmidique est purifié #aide du kit Nucleobond AX (Machiay Nagel) qui repose sur
I'utilisation d'une colonne éamgeuse d’anions. L’ADN plasmilie élué est concentré par
précipitation a I'isopropanol, lavé a I'éthanol & 70% et erdéiché et repris dans du tampon Tris
10 mM, EDTA 2mM, pH 8,0. La concentration i &DN ainsi obtenu esdéterminée par la
mesure de I'absorbance a 260 nm emeitint qu’'une unité de DO correspond ap&@ml
d’ADN double brin. La pureté de 'ADN est estimée a partir du rapporsgd@DO280nm qui

doit étre compris entre 1,8 et 2.

A2.3.2.4 Seéquencage de I'ADN double brin

Le séquencage par méthode enzymatique diseuifin de vérifier I'introduction correcte
de linsert ainsi que l'absee de mutations parasites sur plasmide, en utilisant I'ADN
polymérase du bactériophage T7. Une prem@&ape consiste a préparer I'ADN plasmidique
sous forme dénaturée a l'aide de NaOH 2N afe permettre, dans une deuxiéme étape,
I'hybridation de I'oligodesoxyribomcléotide de séquencage. La troisieme étape de séquencage
est réalisée avec la T7 ADN paitérase dont l'activité permet I'élongation du brin d’ADN.
L’élongation est stoppée aprésamporation d’un didésoxyribonudtde sur le brin d’ADN en
élongation. La séquence d’ADN est marquée*Rugrace a de I**PdATP dans le mélange
réactionnel d’élongation. La ggéence d’ADN est analysée aprénigration sur un gel de
polyacrylamide et révélath par autoradiographie.

A2.3.3 Mutagenése dirigée

Les mutants de MsrA ont été réalisés graades protocoles de mutagenese dirigée a

partir du géne sauvage de MsrA oduit dans un vecteur (pET-MsrA).
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La mutagenese dirigée a été réalisée addd du Kit «Quick Change Site-Directed
Mutagenesis Kit» commercialisé par Stratagene. La meéthoiise utADN polymérase
thermostablePfu (6 fois plus fidéle, dans la plcation de 'ADN que I'ADN polymérase
thermostableTaq) pour répliquer les deux brins du plasmi@eec une grande fidélité et sans
déplacer les oligodésoxyribonucléotides de mutage. Elle nécessite aussi un plasmide double
brin superenroulé et deux oligodésoxyribonucléstide mutagenése portant chacun la mutation
a introduire. Les oligodésoxyonucléotides, chacun complém@ire d’'un des deux brins du
plasmide, vont servir d'amorces 3'OH pour la synthése de I'ADN p&fdaconduisant a un
plasmide muté aux extrémités non religuées. loglyit de la réaction de PCR est ensuite traité
avec I'endonucléasBpn | (séquence cible 5-Gm6ATC-3’), épifique de 'ADN méthylé et
hémiméthylé, afin de digérer 'ADN parentat ainsi sélectiorer 'ADN néosynthétisé
contenant la mutation. En effet, 'ADNolé de la plupart des souche& dcoli estdamméthylé
et donc susceptible d'étre digéré @apn I. Une fraction du mélange de digestion, contenant
I’ADN double brin muté, circulaire et coupé,tesilisée pour transformer des bactéries DH5
compétentes qui vont religuer les extrémitds plasmide muté et I'amplifier. Apres
transformation de 50Llude cellules DH5 compétentes par 1 ajh de mélange de PCR, les
cellules sont cultivées pendant une nuit sur miselide. Le plasmide muté peut alors étre

amplifié, purifié et séquencé comme décrit préecédemment.

A2.4 Production et purification des échantillons de MsrA
marquées

Une fois le géne de la prot& recombinante (sauvage outéwr) inséré dans un vecteur,
et ce vecteur obtenu en grande quantité, il est possible de commencer les travaux de production

de la protéine recombinante.

A2.4.1 Production des protéines recombinantes

Les MsrA marquéesN ou >N/*C) d’E. coli sauvage et mutées oété produites dans
une souche H. coliBL21 transformée avec le vecteur pladique pET-MsrA. Les cellules sont
ensemencées au 1786 partir d’'une préculture d’une nuit eilieu minimum M9 et incubées a
37°C. L’antibiotique de résistancet ¢é& kanamicyne (200 mg/ml). A une éghmcomprise entre
0,6 et 0,8, l'induction de la symse de la T7 ARN polymérasst initi€ée par ajout de 1 mM
d'IPTG et conduit a linduction de la symse en grande quantité d’ARN messager

correspondant a la protéine recombinante.clufiure est arrétée 3 h aprés linduction. Les
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cellules sont récoltées par centrifugation a 3000 g puis lavées dans du tampon A (Saccharose 25
%, EDTA 5 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,5) et enficentrifugées. Les cuk cellulaires sont

stockés a -20 °C.

A2.4.2 Purification des protéines recombinantes

La purification de la protéine effectue en présence de DTT 50 mM.

A2.4.2.1 Lise des cellules

Le culot cellulaire issu dun litre de cukuest repris dans 20 ml de tampon de
purification (Tris-HCI 50 mM, EDA 2 mM, pH 8,0) puis les cellules sont lisées par sonication a
une température de 4 °C graceradésintégrateur de cellulesof@tant Cell Disruption Systems,
Constantsystems). Les débris cellulaires sosuite éliminés par centrifugation a 12000 g durant
45 min.

A2.4.2.2 Précipitation fractionnée au sulfate d’'ammonium

Le surnageant de sonication astené a 50 % de saturation en @¢BOs et précipité 2 h
sous une légere agitation a 4.°6 cette concentration en (NESO:, les enzymes sont
précipitées, elles sonécupérées dans le culot apcestrifugation pendant 30 min a 12000 g.

A2.4.2.3 Filtration sur gel

Le culot de précipitation &ctionnée est repris dans un volume minimum de tampon puis
déposé sur une colonne ddtréition sur gel ACA54 (acrgimide 5 %, agarose 4 %,
BIOSEPRA®) dont le domaine de fractionnement se situe engte78 KDa. L'élution se fait
grace au tampon de purification et est suivie par la mesure dex$a ]aQ 'analyse des fractions
est effectuée par lecture de la f36deonm €t par électrophorese sur gel de polyacrylamide
dénaturant (SDS-PAGE, 12,5 %). Les fractions contenant la peo$éint ensuiteassemblées.
Cette étape permet d’éliminer la majeure padés protéines contamirtes présentes dans le

culot de précipitation et une grde quantité des acides nucléiques.

A2.4.2.4 Chromatographie échangeuse d’anions

La solution protéique issue de la filtratiorr gjel est filtrée puis jectée sur une colonne
échangeuse d’anions Q-Sépharose (agaro%e @reffé de groupements triméthylammonium,
Amersham Biosciences®) préalablement équékbavec le tampon Tris-HCI 50 mM, EDTA 2
mM, pH 8,0 et couplée a un systéme FPLC (Aimans Biosciences®). L’élution se fait par un
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gradient linéaire de KCl de 0 & 200 mM sous un débit de 5 ml/min. MsrA est éluée a environ 50
mM de KCI. Cette étape permet d’éliminer lemt@aminants protéiques et une grande partie des

acides nucléiques. Cette derniere étagranet de purifier MsrA a homogénéité

A2.4.2.5 Concentration et conservation des protéines

Les solutions enzymatiques pures sont fimeet concentrées paitra-filtration sous
pression a l'aide d’'une membrane Amicon YM18gu'a une concentration de I'ordre de 40- 45
DO/mL. Les protéines sont ensuite précipitées en présence dp$RIH70% de saturation) et
de DTT (50 mM) puis conservées a —20°C.

A2.4.3 Controle de la pureté et de la masse des protéines purifiées

A2.4.3.1 Electrophorése sur gel (SDS-PAGE) en conditions
dénaturantes

L’électrophorése en conditions dénaturar(®BS-PAGE) permet de suivre I'évolution
du degré de pureté de I'enzyme au cours dmjud étape de purification. Les protéines sont

révélées par coloration &leu de Coomassie R-25Bigure An-9.

Figure An-4.: Suivi de la purification de MsrApar électrophorése en conditions dénaturantes.
MM : Marqueurs de masse moléculai®SO: surnageant de sonicatiof, 50 %: culot
de la précipitation a 50 % de sulfate dammoniBn50 %: surnageant de la
précipitation & 50 % de sulfate d’ammonium, ACA: ptireté apres filtration sur geQ
séph: pureté apres chromatographie échangeuse d’anions.

216



Annexes

A2.4.3.2 Détermination de la m asse moléculaire par spectrométrie
de masse électrospray en conditions dénaturantes

La technique de spectrométrie de masseesstant un échantillon débarrassé de toute
trace de sels, 500g de protéines sont dedds sur une colonne ddtration sur gel (HiPrep
26/10 Desalting, Amersham Biosciengesouplée au systéme FPLC. L'élution est réalisée par
un tampon bicarbonate d’ammonium 50 mM (pH Tr&)chement préparé. La fraction la plus
concentrée est récupérée puis lyophilisée. Les masses moléculaires des protéines recombinante:
ont été déterminées par Guillaume Chevreux du laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-
organique UMR 7509 CNRS-ULP, Strasbourgpbareil utilisé est un spectrométre VG-Bio Q
triple quadripole (Micromass
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A3 Annexe lll : Préeparation du substrat

sulfoxyde protége

L'étude du complexe enzyme/substrat (h#ll) a nécessité l'utilisation de MetSO
protégé par des groupements protecteurs @&dedSmités (groupement acétate a I'extrémité N-
terminale et méthylamine a I'e¢mité C-terminale). Ce substrat doublement protégé (Ac-L-Met-
(R,S)-SO-NHMe) a été realisé selon peotocole d’écrit dans (Olret coll, 2004) par Mr
Alexandre Kriznik

Ce protocole consiste a faire réagir de la méthionine doublement protégée (Ac-L-Met-
OMe) commerciale (Bachem) par 25 équivaledées méthylamine dans le méthanol. Cette
réaction conduit a Ac-L-Met-NHM. L’oxydation de Ac-L-MeftNHMe est réalisée par 1,05
équivalent de kD, dans le méthanol pour donner le substrat doublement protégé : Ac-L-Met-
(R,S)-SO-NHMe.

Le substrat ainsi synthétigeété purifié par chromatographie en phase inverse sur une
colonne préparative C18 Delta-Pak (19/300) ihéstasur un appareil HRZ équilibré avec bD.
L'élution a été realisée par un gradient liméad’acétonitriie de 0 a 55 %. Le substrat
doublement protégé, Ac-L-MeR(S)-SO-NHMe, est élué a 3 % d’acétonitrile. Le substrat ainsi
purifié est ensuite concente& sa pureté vérifiée par RMM et **C. La concentration du
substrat doublement protégé a été déterminéecip@matographie en phase inverse sur une
colonne analytigue C18 Atlantis sur un gyse AKTA explorer (Amersham Bioscience) en
intégrant le pic a 215 nm (1 nmol de Ac-L-M&$)-SO-NHMe correspond a une aire de 1,62).
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A4 Annexe IV : Expression de la constante de
dissociation (K p) et des déplacements
chimiques des especes issues du titrage d’'une

enzyme par son substrat

Dans le cas d'un systeme binaire 1:1fdamation du complexe enzyme/substrat est

décrite par I'équation :

Eq.A-1
ou E est 'enzyme, S le substrat, ES le complexe enzyme/substky ket constante de
dissociation du complexe, décrivda concentration des différees espéces a I'équilibre.

On définit par [E] la concentration en enzyme a I'équilibre; [&oncentration totale en
enzyme (libre et complexée), [S] la concentration en substrat a I'équilibgda [&}ncentration
totale en substrat (libre et complexé), [H&]concentration en complexe enzyme/substrat a
I'équilibre, /opsle déplacement chimique observé pour un noyale déplacement chimique de
ce noyau dans l'enzyme libregs le déplacement chimique de ce noyau dans l'enzyme

complexée. La constante de dissociation du dexepenzyme/substrat est alors définie comme :

[B.[S] Eq.A2
Avec :
[ B [H, [ESet[F [J, [ETF Eq. A-3

Si le systeme est en excés de substrargggort a I'enzyme, la proportion de substrat
dans le complexe est négligeable par rapportcudentité de substrat lier([S] est alors égale a

[S]o), 'expression de la constarde dissociation devient alors :
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« [ EB[B [EHS]
0 [ES]

Eq.A-4

Ce qui permet d’exprimer la concentration en complexe en fonctiokKfude la
concentration totale en enzyme (€} de la concentratidotale en substrat [&]
[ B,[S],

Ko [So

Le déplacement chimique observé pour un noyau est la moyenne pondérée des

[ES] Eq.A-5

déplacements chimiques de ce noyau dans I'enzyme libre et dans I'enzyme complexée :
Gos Xe G Xesbs Eq.A-6
Avec Xe et Xgsles populations relatives des espéeexs ES, définies comme suit :
x. LBl gx  [ES
[El, [El,
En exprimaniXg et Xs uniquement en fonction des quantités constakigst [Sh, on
obtient d’abord :

Eq.A-7

[Sl,

X 1 XX _— Eq.A-8
E ES ES KD [S]O q
Puis :
T LSS v Eq.A-9
Ko [Slo Ko [Slo
Le déplacement chimique observé devient alors :
[S], [S],
Gs @ )G (—5) G Eq.A-10
Ko [Slo Ko [So
les peut s’exprimer de la maniere suivante :
s G ' ( Eq.A-11

Le déplacement chimique obseevée dépend alors plus que e G/ [S] etKp.

[Slo

e
< G(KD [Slo

) Eq. A-12
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A5 Annexe V : Articles

Article 1: Thureau A., Olry A.Coudevylle N, Azza S., Boschi-Muller S., Branlant G. &
Cung MT. (2004)*H, *C and™>N resonance assignment of the methionine sulfoxide reductase B from
Neisseria meningitidis] Biomol NMR 30, 223-224

Article 11: Coudevylle N, Thureau A., Hemmerlin C., Gelhaye E., Jacquot JP. & Cung MT.
(2004)'H, *C and™N resonance assignment of the reduced fofithioredoxin h1 from Poplar, a CPPC
active site variant] Biomol NMR 30, 229-230

Article Il : Coudewylle N, Thureau A., Azza S., Boschi-Muller S., Branlant G. and Cung MT.
(2004)'H, °C and™N resonance assignment of the reducethfof methionine sulfoxide reductase A
from Escherichia coli, J Biomol NMBO0, 364-365

Article IV : Coudevylle N, Thureau A., Hemmerlin A., Gelhaye E., Jacquot JP. and Cung MT.
(2005) Solution Structure of a Natural CPPC Activie ¥ariant, the Reduced Form of Thioredoxin hl
from PoplarBiochemistry44, 2001-2008

Article V : Beaufils C., Neiers F.Coudevylle N, Boschi-Muller S., Averlant-Petit MC.,
Branlant G. and Cung MT. (2008H, *C and’N resonance assignment of the N-terminal
domain of PilB fromNeisseria meningitidissoumis & publication

Article VI : Coudewylle N, Antoine M., Boschi-Muller S., Branlant G. and Cung MT. (Zd(D{’o,)

3¢ and™N resonance assignment of an ozétl form (Cys51-Cys198) MsrA frofEscherichia

coli, soumis a publication
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'H, ¥ and **N resonance assignment of the Netminal domain of PilB from

Neisseria meningitidis
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Marie-Christine Averlant-PefitGuy Branlartand Manh-Thong Cufig

4. CPM, UMR 7568 CNRS-INPL, 1 rue Grandville, B.P. 20451, 54001 Nancy Cedex,
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54506 Vandoeuvre-les-Nancy Cedex, France.

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: Manh-Thong.Cung@ensic.inpl-

nancy.fr

Neisseria meningitididbacteria possess several antioxidant defence mechanisms that
protect them against their hastivironment among which the Pil@otein is postulated to be
involved. PilB is composed of three domainslunling the N-terminal part that was recently
shown to reduce the oxidized forms of methm@nisulfoxide reductase and belongs to the
thioredoxin-fold family (Wu et al., 2005). We report the nearly comptete®*C and **N
resonance assignments of theexminal domain of PilB fronN. meningitidis (143 amino acids).
2D and 3D NMR experiments we performed with uniformly°N-, *C-labelled protein. More
than 95% of backboneIN, C° C' and side chain ®nuclei have been assigned. Secondary
structure determination using CSI metlaw TALOS lead to the prediction of Shelical and 5

-sheet segments. BMRB deposit with accession number 6709.

Biological context

Neisseria meningitidis and Neisseria gonorrhoa@ae the only two pathogenic members
of the Neisseriafamily of Gram-negative bacteria. These bact@aasess several antioxidant
defence mechanisms that protect them agdhesr host environment among which the PilB
protein is postulated to beviolved. Indeed, the secreted fowh Pilb, which is bound to the
outer membrane, was recently shown to be implied in survival oNthgonorrhoeaen the
presence of oxidative damage (Skaaral, 2002). PilB is composedf three domains. The
central and the C-terminal domains displaythianine sulfoxide reductase (Msr) A and B
activities, respectively (Olrgt al, 2002) while the N-terminal pantas recently shown to reduce
the oxidized forms of MsrA and MsrB. The bioameal properties of the N-terminal domain

also suggest a fold belongingttee thioredoxin-fold family (Wt al, 2005).
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Comparison of the primary structure of the N-terminal domain with those of the known
and putative proteins in the ditbdata bases sh@vhowever no significant identity with any
protein, excepted for some thiol-disulfide imtieange proteins like CcmG/DsbE implicated in
cytochrome C-type biogenesis (from 20 to @4identities). The only peculiar feature is the
presence of a CXXC signature. Therefore, the N-terminal domain appears as a good target to
selectively block the invasion dfiese pathogens. For that, knowledge of the three-dimensional
structure appears aspaierequisite. We report here theckbone and side-chain atom nearly
complete assignment of the N-terminal domain of PilB fiémmeningitidis(143 amino acids),
which only differs from itsN. gonorrhoeaecounterpart by four amino acids. The probable
secondary structures are also presented.

Methods and experiments

TheE. colistrain used for N-terminal domainasg.179 of PilB production was BL21-DE3
pLysS transformed with a pETNterPilB plasmfdN- and **N/ **C- labelled samples were
prepared by growing cells in a minimal media WiNH4Cl as the sole nitrogen source and with
glucose **C-labelled or not, as the only carbon soufBiee N-terminal domain production was
induced at an O of 0.6 by addition of 1 mM IPT@nd harvested after 4 h for thtN/**C
protein and 16 h for th&€N protein. Purification ws done as described by Vet al (2005).
Sample purity and molecular mass wereealted by SDS-PAGE and electrospray mass
spectrometry, respectively.

The NMR sample contained 1 mpotein concentration (95%.8, 5% BO) in 10 mM
phosphate buffer and 50 mM 1,5-dithiotreitef-et pH 7.1. All spectravere acquired at 298 K
on a Bruker DRX 600 MHz spectrometer equippathva 3-axis gradient TXI probe. Spectra
were processed using the program XWINNMRuUBer) and analyzed i the program XEASY
(Bartels et al, 1995). Backbone amidtH", N, °C", 'H", ¥*C’, and side chairtH, *C
resonances were assigned usfitg™>N HSQC, HNCO, HN(CA)©, HNCA, HN(CO)CA,
CBCANH, CBCA(CO)NH and HNHA expements. HCCH-TOCSY, H(CCCO)NH,
CC(CO)NH and'H-">N-, *H-*C- 3D HSQC-NOESY spectra weatso performed for side-chain
assignments.

Torsion angles (I &nd secondary structure prediction are basedorHd N, C® C*
and C’ chemical shifts usirthe TALOS program (Cornilesat al, 1999).

Extent of assignments and data deposition

The *H->N TROSY spectrum for the N-terminal dain of PilB is shown in Figure 1.
More than 95% of backbone"HN, C° C' and Cnuclei have been assigned (i.e., 127/184
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HN sites, 139/144 G 139/144 C', 130/135 L Proton and carbon chemical shift data for the
majority of side chain groups were determined using a combination of 3D spectra. Evaluation of
the obtained H C', C and C chemical shifts by the CSI program (Wishart and Sykes, 1994)
lead to the prediction of five-helical and five -sheet segments longer than four residues :
(P57-F62), .A (L69-W80), .B (A84-S87), 2 (A89-P97),.C (D107-A113), 3 (L120-N126),
.D (T129-L134), 4 (S137-1145), 5 (R153-K156), .E (E161-R169). In addition, the TALOS
program predicts also the presence of séveeaondary structure elements, composed by
segments shorter than four residues, in therhiteal part and in the 147-160 fragment of the
protein. The predicted secondary structures ef Nkterminal domain are near of those of the
CcmG/DsbE fronBradyrhizobium japonicunand differ only by the length of thestrands and
the .-helices (Edelinget al,, 2002).

Chemical shifts were deposited in theoBlagResBank under the access number BMRB
6709 fqttp://www.bmrb.wisc.edu
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Figure 1: (Top) *H->N TROSY spectrum of the N-terminal domain of PilB from
Neisseria meningitidisat 298 K and 600 MHz. (Bottom) Sequences alignment of the N-
terminal domain of PilB from Neisseria meningitidis(with secondary structure elements
predicted by TALOS) with CcmG/DsbE from Bradyrhizobium japonicum(with secondary
structure elements from the X-ray structure) The numbering of amino acid residues is

based on the numbering of the entire PilB (Wu et g/2005).
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'H, 3C and N resonance assignment of an oxidized form (CysCysiog) of
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Methionine Sulfoxide Reductase A (MsrA) iisvolved in the reduction of methionine-
(S)sulfoxides generated during an oxidatistress. The catalytic mechanismEofcoli MsrA
involves the formation of twsuccessive disulfide bonds (Gy€ysios and CysegCys06), both
are reducible by thioredoxin. Weeport the nearly completéH, **C and N resonance
assignments of the oxidized form (Gy€ysieg). 2D and 3D NMR experiments were performed
with uniformly **N-, 3C-labeled protein. 88 % of backbon&,HN, C° C' and the large majority
of side chain nuclei have been assigned. Alnodghe unassigned rekies are located in the
122-132 segment, which may beoply structured, undergoing a conformational exchange, as
revealed by linewidth increase faasidues up- and downrsam of this segment (certainly due to

exchange contributioto transverse relaxation). BMRBeposits with accession number 6786.
Biological context

Reactive oxygen species (ROS) are gendrate cellular metabolism and involved in
various physiological processes as signal saaction or immune response. Upon oxidative
stress conditions, methionin@sglet) included in proteins, are easily oxidized into MR-EO
and Met-§-SO.In many cases, Met oxidation leads totpin functional alteration. Methionine
Sulfoxide Reductases (Msr) are enzymes abledoce MetSO back to Met. Msr of class A is
stereospecific for th& absolute configuration of MetSO (Moskowvér al, 2000; Olryet al,
2002). TheE. coli MsrA exhibits an original catalytic mechanism in three steps involving three
cysteine residues (Boschi-Mullet al, 2000). First, the attack olfie catalytic cysteine (Cy3
on the sulfoxide function of MetSf@ads to the formation of a seific acid intermediate and the
liberation of one mole of Met per mole of enay. Then, two successive intra disulfide bonds are
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formed, first between Cysand Cysss, and after, between Cys and Cyses The last step
consists of reducing the GysCysos disulfide bond by thioredori As shown for the MsrAs
which only have the Cys198 asrecycling cysteine, the GysCys gg disulfide bond in &. coli
MsrA in which the C206 has been replacedalso efficiently reduced by Trx as the Qs
Cysos disulfide bond is in the wild type (unpubligheesults). In a first approach, we recently
reported the backbone and side-chain asségrinof the reduced form of MsrA frofa. coli
(Coudevylle et al, 2004). We now report the nearlfomplete backbone and side-chain
assignment of the first oxidized form occurring in the catalytic cycle and containing tee Cys
Cysigg disulfide bond.

Methods and experiments

E. coli MsrA contains four cysteines at pasits 51, 86, 198 and 206. C206 was replaced
by a serine residue in aer to form only the CysCysgg disulfide bond while C86, which is
located on the surface of MsrA, was substituted by a serine to avoptarin aggregation. The
C86S/C206S double mutant was obtaibgdsite-directed mutagenesis. TRe coli strain used
for MsrA production was BL21-DE3 transformedthva plasmidic congiiction containing the
coding sequence under the T7 promotéx and **N/ **C samples labeled were prepared by
growing cells in a minimal media with°NH4)CI as the sole nitrogesource and with glucose,
3C-labeled or not, as the only carbon seurMsrA production was induced at an &oof 0.6
by addition of 1 mM IPTG anbarvested after 4 h. for tH&\N/**C protein and 16 h for theN
protein. Purification was done aescribed by Boschi-Mullegt al. (2000). The oxidation was
performed by incubation of the labeled MsrAtlwexcess of MetSO. The sample was then
purified by gel filtration. Purity of the oxidizeidrm of the mutant and its molecular mass were
checked by SDS-PAGE and electrospnagss spectrometry, respectively.

The NMR sample contained 1 mpotein concentration (95%.8, 5% BO) in 10 mM
phosphate buffer (pH 7.1). Spectra werguaed at 298 K on a Bruker DRX 600 MHz
spectrometer equipped with 3-axis gradient TXI prob@and on a Bruker DRX 800 MHz
spectrometer equipped with ayoprobe. Spectra were procedaesing the program XWINNMR
(Bruker) and analyzed witthe program XEASY (Bartelst al, 1995). Backbon&{", °N, *C",

'H- Bc’, and side chairtH, *C resonances were assigned usthg*™®N HSQC, HNCO,
HN(CA)CO, HNCA, HN(CO)CA, CBCANH, CBCACO)NH and HNHA experiments. HCCH-
TOCSY, H(CCCO)NH, CC(CO)NH antiN-, *C- 3D NOESY spectra were also recorded with

the aim of side-chain assignments.

Extent of assignments and data deposition
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The *H-*N TROSY spectrum for th oxidized form (Cys-Cysieg) of E. coli MsrA is
shown in Figure 1. 88% of backboné HN, C° C' and C nuclei were assigned, as the large
majority of the'H, **C side-chain nuclei. Almost of thenassigned residuesealocated in the
122-132 segment, likely poorly rettured and undergoing a conformational exchange, as
revealed by linewidth increase for residueg and down it (certainly due to exchange
contribution to transverse relaxation). Chemical shifts were deposited in the BioMagResBank
under the access number BMRB-6786(://www.bmrb.wisc.edu
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Figure 1: 2D *H-'>N TROSY spectrum of N labeled oxidized form (Cysg:-Cysigg) of
E. coli MsrA at 600 MHz, 298 K, pH 7.1.
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Résumeé

Les méthionine sulfoxyde réductases (Msmtsaone famille d’enzymes capables de
réduire les méthionines sulfoxydes, générées en condition de styelssitpen méthionine.
Nous avons entrepris I'étudeawtturale et dynamique par RMdle la forme réduite et d’'une
forme oxydée de la Msr de classal/Ascherichia coliNous avons ainsi résolu les structures
tridimensionnelles en solution de ces deux formes et pactémiser leur dynamique en
solution. Nous avons, de plus, entreprisut du complexe non covalent enzyme/substrat,
déterminé les valeurs d&, locaux, et réalisé I'étude prélinaire de l'intermédiaire acide
sulfénique intervenant lors dwycle catalytique. L’ensemble dms résultats conduit a une
meilleure connaissance des déterminants structuraux et dynamiques intervenant lors d’une
cycle catalytique de cette clasdenzyme mais aussi lors de linteraction avec le substrat
(notamment en terme de spéditié) et avec la thiorédoxine.

Abstract

Methionine sulfoxide reductasgMsr) are a class of enzymes able to reduced back
methionine sulfoxide, generated during an ottidastress, to methionine. We performed a
structural, dynamical and functional study by RMf the reduced form and of an oxidized
form of Escherichia coliMsrA. We solved the solutionrsttures of these two forms and
characterized their dynamic in solution. Weaaktudied the non covalent enzyme/substrate
complex, in order to determine lod& values, and made a preliminary study of the sulfenic
acid intermediate which occurs in the catalytic cycle. All theseltsesead to a better
knowledge of the structural and dymical factors involved in theatalytic cycle of this class
of enzyme and involved in the interactiomith substrate (in specificity terms) and

thioredoxin.

Mots clefs :RMN, Msr, methionine sulfoxyde, strure tridimensionnelle des protéines en

solution, dynamique desq@téines en solution.

Keywords : NMR, Msr, methionine sulfoxide, protesolution structure, protein dynamic.
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