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Avant propos

Avant propos

Les especes réactives de I’oxygéne et de I’azote (ERO et ERN) sont des entités
chimiques tres réactives synthétisées par le métabolisme cellulaire et impliquées dans de
nombreux processus physiologiques tels que la réponse immunitaire, la transduction du signal
ou le maintien de I’homéostasie en oxygene. De nombreuses situations physiologiques,
comme la réponse immunitaire contre les microorganismes pathogenes, conduisent a une
augmentation anormale de la concentration cellulaire en espéces réactives. Une telle situation
est appelée stress oxydant. Les conséquences d’un stress oxydant sont I’oxydation de cibles
cellulaires comme I’ADN, les lipides ou les protéines. La méthionine est un acide aminé
particulierement sensible & I’oxydation par les ERO/ERN, son oxydation conduit a la
méthionine sulfoxyde (MetSO) dont il existe deux énantioméres de la fonction sulfoxyde : la
méthionine-(S)-sulfoxyde et la méthionine-(R)-sulfoxyde. Les conséquences de I’oxydation
des méthionines d’une protéine en MetSO sont I’altération fonctionnelle, I’agrégation ou
encore la dégradation. L’oxydation des méthionines d’une protéine en MetSO pourrait ainsi
étre impliquée dans de nombreuses pathologies telles que certains cancers, la maladie
d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson.

Les méthionine sulfoxyde réductases (Msr) sont une famille d’enzymes capables de
réduire la MetSO en méthionine. Il existe deux classes de Msr, les MsrA réduisant
spécifiqguement la Met-(S)-SO et les MsrB réduisant spécifiquement la Met-(R)-SO. Ces
enzymes possédent un mécanisme catalytique original en trois étapes impliquant trois
cysteines catalytiques, un intermédiaire acide sulfénique et la formation successive de deux
ponts disulfure. La derniére étape du mécanisme est la régénération de I’enzyme via la
réduction du pont disulfure par la thiorédoxine.

Actuellement, trois structures cristallines de MsrA sont connues, celle d’Escherichia

coli, celle de Bos taurus et celle de Mycobacterium tuberculosis. Pour ces trois structures, les



Avant propos

distances entre les atomes C” des trois cystéines sont incompatibles avec la formation de ponts
disulfure. Trois hypotheses peuvent expliquer ce désaccord entre les structures cristallines et
le mécanisme catalytique : (i) I’état cristallin conduit a une conformation non native de
I’extrémité C-terminale, qui comprend les deux cystéines de recyclage, la structure
tridimensionnelle en solution pourrait posséder une conformation différente de son extrémité
C-terminale ; (ii) P’extrémité C-terminale est animée de larges mouvements qui pourraient
permettre le rapprochement des cystéines et la formation des ponts disulfure ; (iii) lors d’une
des étapes du cycle catalytique, la protéine subit un réarrangement conformationnel
rapprochant les différentes cystéines et permettant la formation des ponts disulfure.

Dans le but de vérifier ces trois hypothéses et de determiner les propriétés structurales,
dynamiques et fonctionnelles de la MsrA d’Escherichia coli permettant I’activité catalytique
de cette enzyme, nous avons entrepris une étude structurale, dynamique et fonctionnelle par

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

Dans des conditions physiologiques normales, il existe dans les cellules des espéces
chimiques fortement réactives appelées especes radicalaires. Ces radicaux, dérivant de
I’oxygene ou de I’azote, sont impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques. Sous
I’influence de facteurs exogenes ou de pathologies, ils peuvent s’accumuler dans des
proportions anormales conduisant a une situation de stress oxydant. Les conséquences d’un
stress oxydant sont multiples. En effet, ces espéces réactives sont susceptibles de réagir de
maniere incontrdlée avec de nombreuses cibles cellulaires dont les proteines. La méthionine
est un acide aminé particulierement sensible a I’oxydation par les espéces radicalaires, son
oxydation conduisant a la méthionine sulfoxyde. Lorsque les méthionines d’une protéine sont
oxydées sous forme de meéthionine sulfoxyde, il en résulte généralement une perte de
fonction, voire une dégradation. Ces dégradations peuvent étre dramatiques pour les fonctions
cellulaires.

Il existe une classe d’enzymes, les méthionine sulfoxyde réductases, capables de
réduire les méthionines sulfoxydes en méthionines, restaurant ainsi les propriétés de la

protéine et prévenant sa dégradation.

I-1.1 Especes chimiques réactives et dommages oxydatifs

cellulaires

-1.1.1 Les espéeces chimiques réactives

La présence de radicaux dans les cellules est connue depuis une cinquantaine d’années
(Commoner et coll., 1954). Ces espéces ont d’abord été décrites comme responsables de

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

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

nombreux processus biologiques mais toxiques a haute concentration.

[-1.1.1.1  Terminologie

Selon la définition de I'IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemisrty)
« Un radical (ou radical libre) est une entité moléculaire possédant un électron non apparié
telle que ‘CHs, ‘SnHg3, CI, le point symbolisant I’électron célibataire. » (IUAPC Compedium

of Chemical Terminology, 2" Edition (1997), www.iuapc.org/publications/compendium/).

Cet électron, non apparié, rend ces entités particulierement instables et réactives. Ces
composeés, étant la plupart du temps chargés, sont qualifiés de radicaux ioniques (cationiques
Ou anioniques).

Dans un contexte biologique, il convient de distinguer les radicaux primaires qui
jouent un ro6le physiologique, des radicaux secondaires qui se forment par réaction avec les
radicaux primaires. Au sein des radicaux primaires se distinguent ceux qui dérivent de la
réduction de I’oxygeéne de ceux qui dérivent de la réduction de I’azote. Il existe, de plus, des
espéces dites actives de I’oxygene ou de I’azote, qui ne sont pas des composes radicalaires
mais qui présentent une réactivité importante et sont souvent des précurseurs de radicaux
libres. L’ensemble de ces composées (radicaux libres et especes activéees) se regroupe sous le
terme d’espéces réactives de I’oxygene (ERO ou ROS pour Reactive Oxygen Species) et de
I’azote (ERN ou RNS pour Reactive Nitrogen Species).

-1.1.1.2 Nature et origine des especes chimiques réactives

L’origine des ERO et ERN a longtemps été supposée comme étant uniquement de
nature exogene. Cependant, elles sont synthétisées par la plupart des cellules, en faibles

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

I-1.1.1.2.1  Les especes réactives de I’oxygene

Les ERO dérivent de I’oxygéne moléculaire (O,) qui, par une suite de réductions a un
électron, va donner successivement le radical anionique superoxyde (O;"), le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,, ou eau oxygénee) et le radical hydroxyl (OH) (Figure 1-1). Ces réactions
présentent d’importantes barriéres d’activation et sont donc catalysées par des facteurs
endogenes (systémes enzymatiques) ou exogénes (rayonnements énergétiques ou composés

chimiques fortement réactifs).
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La réduction de I’oxygéne moléculaire par un électron donne le radical anionique

superoxyde :
0,+e —» 0, eq. I-1

Le radical superoxyde peut étre produit de maniere enzymatique lors des processus de
respiration cellulaire. En effet, les chaines d’oxydations cellulaires contiennent de hombreux
centres d’oxydoréduction capables de catalyser cette réaction (tels que les complexes
flavoprotéiques, les centres fer-soufre ou la semi-ubiquinone), ce qui conduit a la formation
spontanée du radical anionique superoxyde (Turrens, 2003). La membrane mitochondriale est
ainsi la plus importante source de radical superoxyde chez les organismes supérieurs (Chance
et coll., 1979). Le radical superoxyde peut aussi avoir une origine enzymatique, sa formation
étant catalysée par la NADPH oxydase (Babior, 1999), le cytochrome P450 (Coon et coll.,
1992) et la xanthine oxydase (Parks et Granger, 1986).

La formation du peroxyde d’hydrogene (H,O;), a partir du radical superoxyde, est
catalysée par la superoxyde dismutase (SOD) (Zelko et coll., 2002) :

20,7 +2H" -0, +H,0, eq. -2

En présence d’un ion métallique, notamment I’ion ferreux (Fe’* ou Fe(ll)), le
peroxyde d’hydrogéne peut former spontanément le radical hydroxyle (Stohs et Bagchi,
1995) ; c’est la réaction de Fenton (Wardman et Candeias, 1996) :

H,O, + Fe(ll) > OH* + OH ™ + Fe(lll) eq. I-3

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

H,0,+0,” >OH"+0OH +0, eq. I-4

Cette réaction s’accompagne de la formation d’oxygéne singulet (O,"), une forme
excitée de I’oxygene moléculaire.

Alors que le radical superoxyde et le peroxyde d’hydrogene sont relativement peu
réactifs, le radical hydroxyle posséde, lui, une réactivité tres importante et une durée de vie
extrémement courte. Ces trois entités (OH', H,O, et O,") sont les ERO les mieux connues,
mais il en existe bien d’autres, telles que I’oxygene singulet, I’ozone (O3) ou I’acide
hypochloreux (HOCI). Ces espéces primaires sont susceptibles de réagir avec des molécules
de leur environnement pour former des radicaux secondaires comme le radical peroxyl
(ROO).
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Figure I-1. :  Nature et origines principales des espéces réactives de I’oxygéne (ERO) et de I’azote
(ERN).

1-1.1.1.2.2 Les especes réactives de I’azote

Les especes réactives de I’azote dérivent, pour la plupart, du radical nitrosyle (NO).
Celui-ci provient de I’oxydation d’un des azotes du groupe guanidinium de I’arginine. Cette
réaction, catalysée par la NO synthase, aboutit a la formation du radical nitrosyle et de
I’ornithine (Palmer et coll., 1988). Le radical nitrosyle peut réagir avec le radical superoxyde
pour former I’anion peroxynitreux (ONOQ") (Jourd'heuil et coll., 2001) :

O, + NO* — ONOO~ eq. I-5

Le couple ONOO/ONOOH posséde un pKa de 6,5 - 6,8 selon la force ionique du
milieu. Sous sa forme protonée, I’acide peroxynitreux (ONOOH) est un puissant oxydant.

Le radical nitrosyle peut aussi réagir avec les groupes thiols pour former des
nitrosothiols (Gow et Stamler, 1998). On trouve d’autres formes réactives de I’azote comme
le cation nitrosonium (NO®), I’anion nitrosyle (NO"), le trioxyde de dinitrogéne (N,Os) ou
I’acide nitreux ONOH.

Il existe donc une grande variété d’ERO/ERN (Figure 1-1), dont les propriétés de
réactivité et de charge varient et sont a I’origine de leurs réles physiologiques et de leur

toxicité cellulaire variables.
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-1.1.1.3 Réles physiologiques des espéces chimiques réactives

Les espéces chimiques réactives ne sont donc pas uniquement des produits secondaires
du métabolisme oxydatif. De nombreux systemes enzymatiques, impliqués dans certains
processus physiologiques, sont en effet capables de synthétiser ces espéces de maniére
régulée. Ainsi, de nombreux processus physiologiques impliquant les ERO/ERN ont été
amplement étudies et sont relativement bien connus (cf. Droge, 2002, pour une revue) :

- Les ERO/ERN jouent un réle important dans la réponse immunitaire. Lors de
phénomenes inflammatoires, les polynucléaires neutrophiles et les macrophages activés
produisent une grande quantité de ERO/ERN grace a la NADPH oxydase phagocytaire
(Bonizzi et coll., 2000) et a la NO synthase endothéliale (Bogdan et coll., 2000). L’action de
ces enzymes et de la SOD aboutit & un mélange trés corrosif de O,", H,0,, NO', ONOOH et,
dans certains types cellulaires, HOCI (acide hypochloreux) (Hampton et coll., 1998). Cette
production massive d’especes réactives, appelée « explosion oxydative », est capable de
détruire les composants bactériens lors de la phagocytose (Baldridge et Gerard, 1933), et est
I’un des premiers mécanismes de défense contre les microorganismes pathogenes.

- Certaines ERO/ERN (NO' et H,0,) sont relativement peu réactives et peuvent
traverser facilement les membranes biologiques. Ces propriétés leur permettent de jouer un
role de messager chez les organismes supérieurs. En effet, le radical nitrosyle est capable
d’inactiver la guanylate cyclase (qui catalyse la formation de GMP cyclique (GMPc), second
messager dans de nombreux processus de transduction du signal (Gerzer et coll., 1981)) en se
fixant sur la partie hémique de I’enzyme (Ignarro et Kadowitz, 1985). Le radical nitrosyle est
ainsi impliqué, entre autre, dans la relaxation des muscles lisses du systéme vasculaire
(Burnett et coll., 1992 ; Ignarro et Kadowitz, 1985) et joue un role de neurotransmetteur dans
le systéme nerveux central et périphérique (cf. Denninger et Marletta, 1999, pour une revue).

Les ERO sont également impliquées dans la transduction du signal (Suzukawa et coll.,
2000) et le contrdle de I’homéostasie en oxygéne (Haddad, 2004). Les ERO/ERN
interviennent ainsi dans de nombreux processus physiologiques. L’omniprésence de
I’oxygene, ainsi que sa nécessité vitale pour les organismes aérobies, expliquent I’implication
de ses dérivés réactifs dans de nombreux processus physiologiques, et ce, malgré le danger
potentiel que représentent ces espéces chimiques. C’est pour se prémunir de ces dangers que
les organismes ont développé des systemes de contréle et d’élimination des ERO/ERN, dans

le but de maintenir leur concentration 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 par les cellules pour remplir les fonctions
physiologiques qui leur sont dévolues. Ces espéces étant tres réactives, il en résulte un
contréle strict de leur concentration intracellulaire appelé homeéostasie redox. Ce contréle 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 réserver le terme d’antioxydant a des composés dont la
concentration varie lors d’un stress oxydant in vivo et qui ne donnent pas de dérivés toxiques
(Gutteridge et Halliwell, 1992). Ces antioxydants sont de natures diverses et leurs fonctions

peuvent étre regulées.

I-1.1.1.4.1 Antioxydants de faible masse moléculaire

- Les acides aminés ne sont pas des antioxydants au sens propre, mais leur faible
activité antioxydante est compensée par leur concentration cellulaire importante (de I’ordre de
10" M). Puisque la plupart d’entre eux sont oxydables par les ERO (Davies et coll., 1987), ils
se révelent étre un systéeme d’élimination quantitatif, protégeant des cibles cellulaires plus
critiques telles que I’ADN ou certaines protéines.

- Le glutathion est un tripeptide intracellulaire largement répandu chez les étres
vivants (Sies, 1999). La présence d’une cystéine dans sa séquence (y-Glu-L-Cys-Gly), permet
sa dimérisation grace a la formation d’un pont disulfure intermoléculaire. Le glutathion passe
alors de I’état réduit GSH a I’état oxydé (GS),. Il s’oxyde préférentiellement en présence
d’ERO/ERN, jouant ainsi un réle de tampon redox intracellulaire, et est également capable de
régénérer les groupements thiols de protéines oxydées. Le rapport de concentration
(GS),/GSH est, de plus, considéré comme un excellent marqueur physiologique de I’état
redox de la cellule.

- Les vitamines sont des composés organiques indispensables, en faible quantité, au
fonctionnement de I’organisme. Elles ont des rdles physiologiques variés et jouent souvent
des fonctions de catalyseurs, se rapprochant en cela des coenzymes. Certains de ces
composés, de par leur capacité a capter les électrons célibataires, sont des antioxydants. C’est
le cas de la vitamine C (acide ascorbique) (Bielski et coll., 1975), de la vitamine E liposoluble
(Packer, 1991) qui prévient ainsi la peroxydation des lipides des membranes cellulaires
(Clemens et Waller, 1987), du coenzyme Q (ubiquinone) (Nishikimi et coll., 1980), de I’acide

lipoique (un cofacteur enzymatique) (Packer et coll., 1995).

10
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1-1.1.1.4.2 Antioxydants de haut poids moléculaire

- Les protéines sont particulierement sensibles a I’oxydation par les ERO/ERN. Cette
oxydation conduit généralement a une perte de fonction, voire une dégradation par le
protéasome (Grune et coll., 1996). Néanmoins, certaines protéines peuvent étre oxydées sans
perdre leur fonction. Elles jouent ainsi le role de piége a ERO/ERN. C’est notamment le cas
de la glutamine synthétase qui possede 16 méthionines en surface dont 8 peuvent étre oxydées
en méthionines sulfoxydes sans que I’enzyme ne souffre d’une perte de fonction (Levine et
coll., 1996). De méme, I’apolipoprotéine A (constituant protéique majeur des HDL) posséde
deux méthionines (Anantharamaiah et coll., 1988), dont I’oxydation prévient la peroxydation
lipidique.

- Il existe, de plus, de nombreux systemes enzymatiques d’élimination des ERO/ERN.
Les superoxydes dismutases et les superoxydes réductases sont capables d’éliminer le radical
superoxyde pour donner le peroxyde d’hydrogene (Pianzzola et coll., 1996). Les peroxydases
sont, elles, capables de réduire la plupart des peroxydes (dont le peroxyde d’hydrogene) en
alcool. Enfin, la thiorédoxine est une enzyme ubiquitaire qui permet la réduction des ponts
disulfure intra ou intermoléculaires (générés lors d’un stress oxydant) avec une faible

spécificité de substrat. Elle est, de plus, capable de réduire H,O, (Nakamura et coll., 1994).

I1-1.1.1.4.3 Systémes de régulation de la capacité antioxydante cellulaire

Ces systemes d’élimination sont, pour une grande part, soumis a une régulation, et cela
dans le but de garder une concentration intracellulaire en ERO/ERN constante et non toxique.
Ces régulations peuvent étre sous le controle direct des ERO/ERN ou sous le contréle du
rapport thiol/disulfure, notamment par I’intermédiaire du couple GSH/(GS),. De nombreux
systemes sont en effet connus pour réagir de la méme maniére sous I’influence d’H,0, que
sous I’influence du rapport thiol/disulfure (Galter et coll., 1994 ; Hehner et coll., 2000 ; Kuge
et Jones, 1994).

Chez les procaryotes, de nombreux geénes, dont les produits sont des systemes
d’élimination des ERO/ERN, sont sous le contréle des facteurs de transcription OxyR et
SoxR. Ces facteurs de transcription s’oxydent en présence d’ERO et sont alors capables
d’induire la transcription des génes de protéines impliquées dans la résistance au stress
oxydant comme la catalase ou la SOD (Bauer et coll., 1999 ; Storz et coll., 1990 ; Zheng et
coll., 1998). Alors que chez les organismes supérieurs, il n’existe pas de systéeme similaire. Le
controéle de I’homéostasie redox fait intervenir plusieurs systemes de régulation 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 contrdle cellulaire de I’homéostasie redox implique de nombreux intervenants,
I’équilibre entre oxydants et antioxydants permettant de maintenir une concentration quasi
stable en ERO/ERN (Figure 1-2). Malgré cet équilibre, la concentration en especes réactives
peut dépasser une valeur critique, conduisant a une situation de stress oxydant. Cette situation
peut étre transitoire et rapidement rétablie par les antioxydants cellulaires, ou chronique et
induire une exposition prolongée des composeés cellulaires a ces espéces tres réactives.

tascades de . .
- signaiisation Expression des génes - .

Enzymes

antioxydantes

SO0, Cofalase, Prx

. A Systémes de
_ Antioxydants transport des thiols
Protéines —~ Acdes aminés V/fomines, cosnsimes, Foe Sl
carotensices, Flavenoides S,
ERO/ ER N {(Fable réactwité mais (RETctivité fmpariante mais
haute concertration) farble corcentration)

—_

Figure I1-2. :  Représentation de I’homéostasie redox. La balance entre oxydants et antioxydants
permet de maintenir une concentration quasiment stable en ERO/ERN..

Un stress oxydant peut donc survenir lors d’une production excessive d’ERO/ERN ou
lors d’un défaut d’efficacité des systemes antioxydants. Les situations physiologiques
aboutissant a un tel stress sont nombreuses. Des facteurs exogénes ou environnementaux
peuvent provoquer un stress oxydant: les rayons ionisants X, y et les rayonnements UV
peuvent générer I’anion superoxyde ; des métaux toxiques (chrome, cuivre) catalysent la
réaction de Fenton ; certaines particules inhalées (amiante, fumée de cigarette) exacerbent la
phagocytose, ce qui conduit a une production excessive d’ERO. Lors d’une infection, les
microorganismes subissent un fort stress oxydant de la part du systeme immunitaire de 1’hote.
Chez les organismes supérieurs, un stress oxydant peut étre la conséquence d’une pathologie :
telle que I’alcoolisme (Wu et Cederbaum, 2003), le diabéte (Oberley, 1988) ou certains
cancers (Szatrowski et Nathan, 1991). Quelle que soit I’origine d’un stress oxydant,
I’augmentation de la concentration intracellulaire en ERO/ERN est un danger pour I’intégrité

des composants cellulaires de toute nature : acides nucléiques, lipides et protéines.

12



Chapitre | : Introduction Bibliographique

1-1.1.2 Oxydation de cibles cellulaires

Toutes les espéces générées lors d’un stress oxydant n’ayant pas la réactivité
nécessaire pour attaquer des cibles cellulaires, les dommages oxydatifs sont généralement
causeés par les especes radicalaires, en particulier OH'.

Les effets d’une attaque radicalaire sur les cibles cellulaires sont multiples et
dépendent de la nature chimique de la cible (acide nucléique, lipide ou protéine). Les
conséquences physiologiques sont souvent dramatiques pour I’organisme et a I’origine de
nombreuses pathologies telles que cancers, athérosclérose, cataracte, maladie d’Alzheimer ou
maladies cardiovasculaires. Une théorie particulierement populaire est la « théorie de I’age »,
postulant que les processus dégénératifs associés a I’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 a I’attaque 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 (Devasagayam et coll., 1991), a la formation
d’un site abasique ou a des cassures simple ou double brin de I’ADN. Il existe des systemes
de réparation de I’ADN capables de corriger ces modifications par excision de base (BER) ou
de nucléotide (NER) assurant ainsi la pérennité de la molécule d’ADN. Ces systémes peuvent
étre saturés en cas de stress important; les lesions non réparées perturbent alors les
mécanismes de réplication ce qui conduit généralement a des mutations par transversion GC

vers TA, une premiére étape vers les voies de cancérisation (Sekiguchi et Tsuzuki, 2002).

-1.1.2.2 Les lipides

Les lipides insaturés sont des cibles privilégiées des ERO. En effet OH', ainsi qu’O,
arrachent aisément un proton aux carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un
radical diéne conjugué (Vargas et coll., 1998). Ce radical s’oxyde spontanément pour former
un radical peroxyl. Cette réaction est appelée peroxydation lipidique (Esterbauer et coll.,
1992), et est capable de se propager d’une molécule a I’autre. Cette réaction en chaine peut
étre interrompue gréce a la vitamine E insérée dans la bicouche lipidique des membranes
cellulaires. Une attaque oxydative sur les lipides circulants conduit a I’oxydation des LDL
(lipoprotéine de densité légere) qui, captées par des macrophages, forment le dépét lipidique

de la plaque d’athérome responsable de maladies cardiovasculaires (Shaw, 2004).
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[-1.1.2.3  Oxydation des protéines

Les protéines sont des cibles privilégiées des attaques radicalaires compte tenu de leur

abondance naturelle dans la cellule (cf. Davies, 2005, pour une revue)

1-1.1.2.3.1 Oxydation du squelette peptidique

Seules les especes radicalaires possédent la reactivité nécessaire pour oxyder le
squelette peptidique. Ces radicaux (particulierement OH’) sont capables d’arracher le proton
alpha de la chaine polypeptidique. Le radical ainsi formé est partiellement stabilisé grace a la
délocalisation électronique des groupes carbonyles et amides voisins. Ce radical peut réagir
avec O, pour donner un radical peroxyl ou avec un autre radical pour former une espece
pontée (I’encombrement stérique défavorise cette possibilité). Un radical peroxyl peut libérer
HO, pour donner une imine (Garrison, 1987), ou arracher un proton pour donner un peroxyde
(Davies, 1996) (Figure 1-3).
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Figure I-3.:  Oxydation du squelette peptidique d’une protéine.

I-1.1.2.3.2 Oxydation des acides aminés aliphatiques

Les chaines latérales d’acides aminés aliphatiques se révelent encore moins réactifs
que le squelette peptidique. Néanmoins, OH' est capable d’arracher un proton de la chaine
aliphatique pour former un radical. Le devenir de ce radical est similaire a celui de la chaine
peptidique : il peut dimériser avec un autre radical, réagir avec un groupement thiol pour
donner un radical thiyl (RS) (Biaglow et coll., 1989). Il réagit préférentiellement avec O,
pour former un peroxyl instable, ce qui conduit a des réarrangements ou a une fragmentation

de la chaine latérale (Hawkins et Davies, 2001).
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I-1.1.2.3.3 Oxydation des acides aminés aromatiques

Les réactions d’oxydation de la chaine latérale d’acides aminés aromatiques sont
variées. Elles consistent, dans la grande majorité des cas, en des réactions d’addition. Ainsi,
on observe la chloration ou la nitration de noyaux aromatiques par HOCI et ONOOH, qui
donneront par exemple la chlorotyrosine ou la nitrotyrosine. On observe également la
formation de radical phénoxyl par addition d’OH". Le radical phénoxyl peut dimériser pour

former un pontage dityrosine intra ou intermoléculaire.

1-1.1.2.3.4  Oxydation des acides aminés soufrés

L’atome de soufre est aisément oxydable, ce qui rend les acides aminés soufrés tres
sensibles aux attaques par les espéces réactives. De plus, ce sont les seuls acides aminés

oxydables directement par un peroxyde sans la catalyse d’un ion métallique.

1-1.1.2.3.4.1 Lacystéine

La réaction de la cystéine avec une espéce radicalaire conduit a la formation du radical
thiyl. Ce radical peut dimériser pour former un pont disulfure ou réagir avec O, pour donner
un peroxyl (Wardman et von Sonntag, 1995). Le devenir de ce radical est la formation d’un
acide sulfinique (RSO,H), voire un acide sulfonique (RSOzH).

L’oxydation de la cystéine par des espéces non radicalaires conduit a différents
adduits. L’oxydation du groupe thiol par I’acide nitreux donne un nitrosothiol. La réaction

avec un peroxyde conduit a la formation d’un acide sulfénique (RSOH) (Figure 1-4-A).

1-1.1.2.3.4.2 La méthionine

Dans la grande majorité des cas, I’oxydation d’une méthionine conduit a la formation
de la méthionine sulfoxyde (MetSO). En effet, I’addition du radical hydroxyle sur I’atome de
soufre de la méthionine aboutit a la formation d’un adduit hydroxy sulfuranyl qui va
facilement perdre un ion OH" et donner naissance a un radical cationique. Ce radical va
former la MetSO en fixant un radical superoxyde (Hiller et coll., 1981 ; Miller et coll., 1998 ;
Schoeneich et coll., 1993). L’oxydation du soufre par les peroxydes aboutit a un cation
R-S*(OH)-R qui perd facilement un proton pour donner la MetSO. On peut observer des
mécanismes similaires lors de 1’oxydation de la méthionine par O, et Os. Le soufre de la
fonction sulfoxyde de la MetSO posséde une orbitale libre, incapable d’inverser sa
configuration, lui conférant un caractére tétraedrique. 1l existe donc deux diastéréoisomeres de
la L-methionine sulfoxyde : la L-Met-(S)-SO et la L-Met-(R)-SO (Figure 1-4-B).
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Figure I-4. :  Oxydation des acides aminés soufrés. (A) Oxydation de la cystéine (B) Oxydation de la
méthionine.

Lors de I’oxydation des méthionines d’une protéine, le rapport des énantioméres R et S
de la fonction sulfoxyde n’est pas systématiquement équilibré. Cette observation suggére que
I’environnement chimique de la méthionine dans la protéine est capable de favoriser la
formation d’un énantiomere particulier. Dans des conditions de pH et de température
extrémes, la fonction sulfoxyde peut s’oxyder en sulfone irréductible.

1-1.1.3 Conséquences de I’oxydation des méthionines d’une
protéine

En raison de I’abondance physiologique des protéines et de la réactivité de I’atome de

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

Les méthionines de surface sont les plus facilement oxydables, puisque les plus
accessibles au solvant. Cependant, leur oxydation n’a que peu d’effets pour la plupart des
protéines. Cette caractéristique est, par ailleurs, a I’origine des propriétés antioxydantes de
certaines protéines riches en méthionines (Levine et coll., 1999).

L’oxydation de méthionines au cceur de la protéine a des conséquences beaucoup plus
importantes. En effet, la méthionine est moins polaire que sa forme sulfoxyde. En s’oxydant
elle va provoquer des réarrangements conformationnels plus ou moins importants pour placer
la MetSO dans un environnement plus polaire, voire en contact avec le solvant. L’oxydation
d’une méthionine d’un site actif ou d’une zone d’interaction peut ainsi conduire a une perte de
fonction. Dans le cas d’une méthionine participant a la stabilisation du cceur hydrophobe de la
protéine, I’oxydation conduit a une perte de structure par exposition des zones hydrophobes

au solvant.

-1.1.3.1 Perte de fonction

De nombreuses protéines voient leur activité modulée, voire inhibée, par I’oxydation
de leur(s) méthionine(s) : c’est le cas de la protéine ribosomale L12 (Caldwell et coll., 1978),
de la calmoduline (Gao et coll., 2001 ; Gao et coll., 1998), ou de I’apolipoprotéine A-I
(Anantharamaiah et coll., 1988). Certaines de ces protéines sont impliquées dans des
pathologies importantes :

- L’a-synucléine est une protéine présynaptique de 42 KDa. Son traitement in vitro par
H,O, conduit & I’oxydation des quatre méthionines de la protéine en MetSO. L’a-synucléine
oxydée posséde la méme conformation que la forme native, mais n’est plus capable de former
des fibrilles et inhibe la formation de ces dernieres par les protéines natives. De plus, elle
forme des oligomeéres solubles. Ce processus d’agrégation, s’il survient in vivo au sein des
neurones dopaminergiques, pourrait étre un facteur déclanchant de la maladie de Parkinson
(Glaser et coll., 2005).

- La maladie d’Alzheimer est une pathologie neurodégénérative associée a un stress
oxydant. Le cerveau de patients atteints du syndrome présente des plaques d’amyloide. Le
peptide amyloide-B (AP) est un composant majeur de ces dép6ts protéiques. Il comprend une
méthionine oxydable qui pourrait jouer un réle dans I’agrégation et la cytotoxicité du peptide
AP (Walsh et coll., 2002).
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- L’oy-antitrypsine est une glycoprotéine inhibitrice de protéases, notamment de
I’élastase, une protéase neutrophile capable de dégrader I’élastine de la matrice alvéolaire des
poumons. L’ aj-antitrypsine exerce ainsi un role de protection des tissus. Elle contient deux
méthionines dont I’oxydation provoque une chute de I’inhibition. L’activité incontr6lée de
I’élastase conduit a I’emphyséme pulmonaire par dégradation des tissus pulmonaires (Taggart
et coll., 2000). La fumée de cigarette, source indirecte d’ERO, peut notamment étre la cause
de I’oxydation in vivo de I’ as-antitrypsine (Travis et coll., 1980).

Ainsi, de par I’oxydation de résidus de méthionines, un stress oxydant peut avoir des
consequences importantes sur les fonctions cellulaires et parfois conduire a de graves

pathologies (maladies d’Alzheimer et de Parkinson, emphyseme pulmonaire).

-1.1.3.2 Perte de structure et dégradation

L’oxydation de méthionines au cceur d’une proteéine conduit a une perturbation
importante de sa structure tridimensionnelle, voire a des réarrangements conformationnels
conduisant a I’exposition au solvant de zones hydrophobes oxydées. Ces zones hydrophobes
sont spécifiquement reconnues par le protéasome (Mary et coll., 2004), complexe
macromoléculaire qui degrade les protéines endommagées (Reinheckel et coll., 1998). Le
protéasome joue ainsi un réle dans le maintien de I’homéostasie redox en éliminant les
protéines oxydées.

Dans le cas de stress oxydant important, les protéines oxydées peuvent s’agréger et
former des amas. Ces amas anormaux résistent a la protéolyse et inhibent I’activité du
protéasome en s’y fixant de maniére irréversible (Bulteau et coll., 2000). Ils peuvent
également s’associer aux lipides pour former les dépbts de lipofuschines qui sont

caractéristiques des tissus de sujets agés.

1-1.1.4 Mécanismes de réparation des protéines oxydées

L’oxydation des résidus d’une protéine peut donc avoir de lourdes consequences. La
réparation des dégats engendrés par ces oxydations permettrait d’éviter la perte de fonction ou
la dégradation des protéines touchées. Il n’existe cependant que peu de systemes cellulaires
capables de réparer les dégats engendrés par I’oxydation des protéines, le devenir de celles-ci
étant, la plupart du temps, les voies cataboliques. Néanmoins, les acides aminés soufres sont
susceptibles d’étre réparés par différents systemes cellulaires.

Les cystéines oxydées en acide sulfénique ou ayant formé un pont disulfure sont
réduites par la thiorédoxine ou le glutathion. De plus, un systeme enzymatique ATP
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dépendant, capable de réduire les cystéines, suroxydées en acide sulfinique, de la
peroxyredoxine, a récemment été identifié chez la levure (Biteau et coll., 2003). Cette enzyme
appelée sulfirédoxine (Srx), fait actuellement I’objet de nombreuses études.

Dans le cas de méthionines oxydées, le stade sulfone est biologiquement irréversible,
alors que la méthionine sulfoxyde est réductible par un systeme enzymatique identifié il y a
environ 25 ans. Ces enzymes capables de réduire les méthionines sulfoxyde en méthionines

sont appelées méthionine sulfoxyde réductases (Msr).

I-1.2 Les méthionine sulfoxyde réductases

La premiére activité methionine sulfoxyde réductase a été observée en 1960 dans des
extraits de levure (Black et coll., 1960). Black et ses collaborateurs ont en effet identifié un
systeme enzymatique capable de réduire spécifiqguement la L-méthionine sulfoxyde. Ce
systeme fait intervenir trois enzymes identifiées ultérieurement comme étant la thiorédoxine,
la thiorédoxine réductase et I’enzyme capable de réduire la MetSO (Porque et coll., 1970). En
1979, Ejiri et coll. (Ejiri et coll., 1979) constatent la méme activité dans des extraits
d’Escherichia coli, et observent la croissance d’une souche d’E. coli auxotrophe pour la
méthionine sur un milieu contenant de la méthionine sulfoxyde. Ces observations révélent
I’existence d’une enzyme capable de réduire la méthionine sulfoxyde en méthionine. Cette
méthionine sulfoxyde réductase (Msr) n’est isolée d’Escherichia coli qu’en 1980 par Ejiri et
coll. (Ejiri et coll., 1980), cette enzyme étant capable de réduire les MetSO libres en Met. En
1981, Brot et coll. (Brot et coll., 1981) mettent en évidence une activité Msr capable de
réduire les résidus de MetSO de la protéine ribosomal L12 d’E. coli. Cette enzyme, d’abord
appelée pMsr (pour Protein bound Methionine Sulfoxide Reductase), fut ensuite renommee
MsrA. Le premier géne de MsrA n’a été cloné a partir du génome d’E. coli qu’onze ans plus
tard, en 1992 (Rahman et coll., 1992). En 2000, Moskovitz et coll. mettent en évidence la
stéréospecificité de la MsrA pour le diastéréoisomere L-Met-(S)-SO (Moskovitz et coll.,
2000) ce qui suggere I’existence d’une enzyme capable de réduire le diastéréoisomere L-Met-
(R)-SO. Cette enzyme n’a €eté découverte que récemment par Grimaud et coll., et fut baptisee
MsrB (Grimaud et coll., 2001).

Les Msrs de classe A (MsrA) et de classe B (MsrB) forment une famille enzymatique
capable de reparer I’ensemble des méthionines sulfoxydes. Ce sont des protéines
monomeériques, solubles et ubiquitaires, présentes chez la plupart des étres vivants (mis a part
dans quelques bactéries et archae hyperthermophiles) (Kryukov et Gladyshev, 2002). Depuis

25 ans, ces enzymes ont été étudiées et I’état des connaissances actuelles sur les Msr couvre
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leurs roles physiologiques, leur mécanisme enzymatique et leurs structures. En janvier 2005,
la revue Biochemica et Biophysica Acta a consacré un numéro specifique a I’oxydation de la
méthionine et aux Msr. Les revues qui y figurent ont en partie guidé cette étude
bibliographique (cf. Bigelow et Squier, 2005 ; Boschi-Muller et coll., 2005 ; Davies, 2005 ;
Elfarra et Krause, 2005 ; Ezraty et coll., 2005 ; Glaser et coll., 2005 ; Hansel et coll., 2005 ;
Kauffmann et coll., 2005 ; Moskovitz, 2005 ; Panzenbock et Stocker, 2005 ; Petropoulos et
Friguet, 2005 ; Schoneich, 2005 ; Stadtman et coll., 2005 ; Weissbach et coll., 2005).

1-1.2.1 Réles physiologiques des Msr

-1.2.1.1 Réle de réparation

La fonction premiére des Msr est de reduire en méthionines les méthionines
sulfoxydes libres ou liées dans une protéine. Cette activité de réparation a été observée pour
de nombreuses protéines. La premiére fut la protéine ribosomiale L12 d’Escherichia coli
(Brot et coll., 1981), mais également, par la suite, I’apolipoprotéine A-l qui voit alors
restaurées ses propriétés de fixation des lipides (Sigalov et Stern, 2001), la protéine de choc
thermique Hspl16.3 (Abulimiti et coll., 2003) et les inhibiteurs de la famille des SERPIN
(Lawrence et Loskutoff, 1986). Cette fonction de réparation implique les Msr dans de

nombreux processus physiologiques.

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

Comme il a été décrit précédemment, de nombreuses protéines possedent des résidus
méthionines pouvant étre oxydés sans que la protéine ne subisse une perte de fonction. Ce qui
confere a ces protéines des propriétés antioxydantes. Les Msr auraient une activité
antioxydante indirecte en régenérant le pool des méthionines oxydables.

De plus, de nombreuses études ont mis en évidence le role des Msr dans la résistance
au stress oxydant. Ainsi, une souche d’E. coli, ou le géne codant MsrA a été inactivé, montre
une sensibilité accrue au stress oxydant (Rahman et coll., 1994). Des observations similaires
ont éte faites chez S. cerevisiae (Moskovitz et coll., 1997) et chez la souris (Moskovitz et
coll., 2001). Ces études ont aussi montré que la surexpression de MsrA chez S. cerevisiae et
chez des lymphocytes T humains induit une meilleure résistance 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, certaines protéines voient leur activité modulée
par I’oxydation de leurs méthionines. Certaines observations conduisent a penser que
I’oxydation de la méthionine sous forme de MetSO pourrait étre une modification post-
traductionnelle permettant de réguler I’activité de ces protéines. La Msr jouerait un rdle dans
la régulation de ces protéines en réduisant leur MetSO, ce qui leur permettrait de recouvrer
tout ou partie de leurs propriétés.

La calmoduline intervient dans la transduction du signal contrélée par I’intermédiaire
du calcium. En fixant Ca?*, elle devient capable de réguler une cinquantaine de protéines. Elle
est ainsi impliquée dans le maintien de I’homéostasie en Ca”" et elle active la production
mitochondriale d’ATP. Comme il a été décrit précédemment, les chaines d’oxydation
mitochondriales sont des sources importantes d’ERO. 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 restaure son activité régulatrice (Sun et coll., 1999). Elles
pourraient donc jouer un réle dans ce mécanisme de régulation de la production energétique.
Comme il sera décrit plus loin, la régénération de I’activité réductase des Msr est thiorédoxine
et NADPH dépendante, ainsi, dans des conditions de stress oxydant important, les Msrs ne
sont pas capables de réparer la calmoduline. Lorsque le ratio thiol/disulfure et la concentration
cellulaire en NADPH redeviennent favorables, les Msr peuvent régéneérer la calmoduline et le
métabolisme énergétique retrouve son activité normale (Bigelow et Squier, 2005).

La protéase du virus HIV-2 est une protéine homodimérique essentielle pour
I’assemblage et la maturation des particules virales. Cette protéase posséde deux méthionines
dont I’oxydation in vitro conduit a I’inactivation de I’activité protéasique. Cette activité peut
étre partiellement restaurée apres incubation avec MsrA, ce qui suggere un role de régulation

dans le cycle infectieux du virus (Davis et coll., 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 rdle dans la prévention de ces pathologies. De plus, elles peuvent permettre aux
microorganismes pathogenes de résister au stress oxydant genéré par I’héte lors du processus

infectieux.
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1-1.2.1.4.1 ROole dans la virulence des bactéries pathogenes

Lors des processus infectieux, les microorganismes pathogenes sont soumis a un fort
stress oxydant dd a I’explosion oxydative provoquée par les cellules du systeme immunitaire
de I’hote. Les Msr permettent a ces organismes de résister a cette attaque oxydative. Ainsi,
une souche mutée de Mycobacterium smegmatis, n’exprimant plus MsrA, présente un taux de
survie dans les macrophages plus faible que la souche sauvage (Douglas et coll., 2004).

Une souche mutée de Mycoplasma genitalium, n’exprimant plus MsrA, montre une
diminution de sa capacité d’adhérence aux érythrocytes de mouton. En effet, P140, qui est une
protéine extramembranaire impliquée dans les mécanismes d’adhérence, posséde 13
méthionines. L’oxydation de ces méthionines pourrait conduire a une inactivation de P140 et
a une baisse de I’adhérence a la cellule héte (Dhandayuthapani et coll., 2001). Des
observations similaires ont été faites chez Erwinia chrysanthemii, ou I’inactivation du géne
codant MsrA entraine une plus grande sensibilité au stress oxydant, une diminution de la
mobilité et de la virulence (Hassouni et coll., 1999).

Ces observations montrent que : (i) les Msr sont impliquées dans les mécanismes de
mobilité et d’adhésion aux cellules hétes, tout en garantissant I’intégrité des protéines
impliquées dans ces mécanismes ; (ii) les Msr permettent aux organismes pathogénes de
mieux résister aux défenses immunitaires de I’h6te. Les Msr sont donc impliquées dans la

capacité de virulence des organismes pathogeénes.

1-1.2.1.4.2 Implication dans les maladies neurodégénératives

Le stress oxydant peut étre un facteur déclenchant ou favorisant certaines pathologies
telles que la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson, pathologies ou I’oxydation des
méthionines peut étre a I’origine de processus moléculaires caractéristiques comme la
formation de la plaque d’amyloide ou I’agrégation de I’a-synucléine. Les Msr pourraient
jouer un role dans ces pathologies. En effet, le cerveau de patients atteints de la maladie
d’Alzheimer montre une activité MsrA plus faible (Gabbita et coll., 1999). Cette baisse
d’activité permettrait I’oxydation du peptide amyloide-p et la formation de la plaque
d’amyloide.

1-1.2.1.4.3 Implication dans les processus de vieillissement

La « théorie de I’age » postule que les processus dégénératifs associés a 1’age sont en
grande partie les conséquences de dommages oxydatifs. Les Msr, de par leur capacité a

réparer les dégats engendrés par les ERO, devraient étre capables de prévenir I’apparition de
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ces phénomenes dégénératifs. On observe chez le rat &gé une augmentation du taux de
protéines ayant leurs méthionines oxydées ainsi qu’une baisse de I’activité Msr de 50 a 60 %,
et ce dans la plupart des tissus excepté le cerveau (Petropoulos et coll., 2001). De plus on
remarque une diminution de la durée de vie de souris transgéniques dont on a inactivé les
génes codant les Msr (Moskovitz et coll., 2001). Enfin, la surexpression de MsrA chez la
drosophile augmente sa durée de vie de 70 a 80 % (Ruan et coll., 2002). Les Msr sont donc
impliquées dans les processus de sénescence : (i) de par une baisse de I’activité Msr avec

I’age ; (ii) de par leur capacité a prévenir les conséquences du vieillissement.

-1.2.2 Intérét de I’étude des Msr

La fonction des Msr est de réduire les MetSO en Met. Cette fonction les implique dans
de nombreux processus biologiques liés a des problémes de santé publique importants tels que
la virulence des bactéries pathogénes, les maladies neurodégénératives, les processus de
sénescence, ainsi qu’un réle possible dans la régulation du cycle viral d’HIV. L’ implication
des Msr dans ces processus rend leur étude particulierement intéressante. Ainsi de
nombreuses études biochimiques, enzymatiques et structurales ont été entreprises pour mieux
comprendre leur rble dans ces domaines, leur mode de fonctionnement, leur mécanisme
catalytique et leurs structures tridimensionnelles. De plus, leur réle d’antioxydant et I’ampleur
des phénomenes physiologiques et pathologiques liés, plus ou moins directement, au stress
oxydant, laissent supposer que le champ d’implication des Msr s’elargira au rythme des

découvertes.
[-1.3 Caractérisation des Msr

1-1.3.1 Mécanisme catalytique

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

(i) I’attaque nucléophile du thiolate de la cystéine catalytique (Cysa) sur le soufre de la
fonction sulfoxyde de la MetSO conduit & un état de transition réversible (complexe covalent
enzyme/substrat), intermédiaire réactionnel qui se réarrange pour libérer la méthionine réduite
et conduire a la formation d’un intermédiaire acide sulfénique (étapes 1A et IB).

(ii) le thiolate de la cystéine de recyclage (Cysg) attaque ensuite le soufre de la

cystéine catalytique ce qui conduit a la libération d’une molécule d’eau et a la formation d’un
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pont disulfure intramoléculaire Cysa-Cysg (étape I1). Dans le cas des MsrA a deux cystéines
de recyclage, le thiolate de la seconde cystéine de recyclage (Cysc) attaque la premiére
cystéine de recyclage, ce qui conduit a une migration du pont disulfure Cysg-Cysc (étape I1°).

(iii) le pont disulfure intramoléculaire (Cysa-Cysg ou Cysg-Cysc) est réductible par la
thiorédoxine pour aboutir & la forme réduite, régénérée, de la Msr: Msryq, et a la forme
oxydée de la thiorédoxine : Trxox (étape IlI). Trxox est elle-méme réduite, ensuite, par la
thiorédoxine réductase 8 NADPH,H". In vitro, la régénération de la Msr oxydée peut étre
assurée par le dithiothréitol (DTT) (Brot et Weissbach, 1991) (Figure I-5).

Du point de vue cinétique ce mécanisme est relativement bien connu. La formation de
I’acide sulfénique et du pont disulfure intramoléculaire est rapide. L’étape limitante de ce
mécanisme est la réduction, par la Trx, de la Msr oxydeée, en particulier la dissociation du
complexe Msrq/TrXox (Antoine et coll., 2003 ; Olry et coll., 2004).

— — Methranrne "
y [oH ¥ B
o H P
eyse-s || 7 Oys-S —' 2 CH, Cys,-5— OH
5 1A Fl IB
Cysg-5 R‘; \CI-:IS_. Cysg-5 Cysy-5-
n H.O
Cys -5 Cys,-5
Cysg-5 Cyse-5
| s
Cyse-s 2
Mepa "'j _"j’ 5ygfé_.n£|§ MsrB et MsrA Ifi' F4
cystéines

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

Méme si ce mécanisme est tres bien décrit, il subsiste de nombreuses zones d’ombre,
particulierement en ce qui concerne les différents acides aminés intervenant dans la catalyse.
De plus, le mécanisme exact de réarrangement du complexe reste indéterminé et pourrait faire

intervenir une molécule d’eau (cf. Boschi-Muller et 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 spécificité de substrat (Met-(S)-SO pour MsrA et Met-(R)-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 leurs séquences primaires montre que : (i) MsrA et
MsrB ne possedent aucune homologie de séquences ; (ii) au sein d’une méme classe on peut
trouver plusieurs sous-classes. MsrA et MsrB semblent étre le produit d’une évolution

convergente.

-1.3.2.1 Les MsrA

Au sein des Msr de classe A, on distingue quatre sous-classes. Dans ces quatre sous-
classes, la cystéine catalytique (Cysa) est toujours la cystéine 51 et appartient au motif
conservé Cyss;-Phes,-Trpss-Glyss, leur numeérotation étant basée sur la séquence de la MsrA
d’E. coli (Figure 1-6) :

— la premiére sous-classe est représentée par la MsrA d’E. coli et celle de B. taurus. Ces
protéines, d’environ 220 résidus, possedent 2 cystéines de recyclage situées sur la
partie C-terminale. La premiere (Cysg) est la cystéine 198 qui fait partie du motif
Gly196-Tyr197-CyS10s-Glyigg, la seconde (Cysc) est la cystéine 206, qui est séparée de la
cystéine 198 par une séquence riche en glycines. Le mécanisme catalytique de cette
sous-classe fait intervenir la formation de deux ponts disulfure successifs avant la
réduction par la thiorédoxine. Méme si les deux ponts disulfure sont réductibles in
vitro, le pont Cys;93-Cysao6 Serait réduit préferentiellement par la thiorédoxine. Cette
sous-classe comprend aussi la MsrA d’Erwinia chrysantemii et la MsrA humaine.

— la seconde sous-classe est représentée par la MsrA de N. meningitidis et celle de M.
tuberculosis. Ces protéines d’environ 180 acides aminés ne possedent qu’une seule
cystéine de recyclage (Cysg), la cystéine 198, dont la position dans la séquence
consensus peut étre décalée par I’insertion d’une threonine entre la tyrosine 197 et la
cystéine 198 ; ainsi il existe deux séquences, la séquence Glyigs-Tyr197-CyS198-HiS199
chez N. meningitidis ou Gly;96-TYr197- Thrig7--CyS19s-HiS199 Chez M. tuberculosis.

— la troisieme sous classe est représentée par la MsrA de B. subtilis. Cette protéine de
177 résidus possede un site actif similaire a celui d’une thiorédoxine. En effet,
I’unique cystéine de recyclage est en position 54 et fait partie de la séquence Cyss;-
Phes,-Trps3-CysSsy.

— la derniere sous-classe est représentée par la MsrA putative de Rhodobacter
capsulatus, protéine de 222 résidus, qui ne possede que la cystéine catalytique.
L’activité de cette protéine n’a jamais été vérifiée et, a supposer qu’elle soit

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

Chez ces protéines d’environ 150 résidus, la cystéine catalytique (Cysa) est toujours la
cystéine 117 et fait partie du motif Tyri16-Cysii7-1le/Val/Asnyig (la numérotation des résidus
étant basée sur la séquence de la MsrB d’E. coli). Elles possédent, au plus, une cystéine de
recyclage, la plupart du temps en position 63 et appartenant au motif Cysgs-Glyes-Trpgs-Progs.
De plus, au sein des Msr de classe B, on distingue trois sous-classes, qui ne seront pas

développées ici.

[-1.3.2.3 PilB

PilB est une protéine multidomaine trouvée chez les bactéries pathogenes du genre
Neisseria. Cette protéine était initialement connue pour intervenir dans la régulation de
I’expression des pilines (Taha et Marchal, 1990). Il s’est révélé que PilB ne joue aucun réle
dans la synthese des pilines mais posséde, en revanche, une activité MsrA et une activité
MsrB. En effet, PilB est constituée de 3 domaines : le domaine central posséde une activité
Msr de classe A, le domaine C-terminal présente une activité Msr de classe B et le domaine
N-terminal porte une signature Cys-X-X-Cys qui montre une activité de type thiorédoxine ou
DsbE in vitro (Wu et coll., 2005). Ce dernier domaine pourrait donc étre impliqué dans la

régénération des domaines a activité Msr (Olry et coll., 2002).

-1.3.3 Spécificité de substrat

Outre la spécificité des deux classes de Msr pour I’un ou I’autre des énantiomeéres R et
S de la fonction sulfoxyde, on peut trouver chez ces protéines plusieurs niveaux de spécificité.
Tout d’abord, la fonction sulfoxyde est nécessaire a la reconnaissance du substrat par
I’enzyme (puisque la méthionine n’est pas un inhibiteur de I’activité réductase), tout comme
la présence d’un groupe méthyle en substituant de I’atome de soufre et de deux carbones entre
I’atome de soufre et le C* (Antoine et coll., 2003 ; Olry et coll., 2004 ; Olry et coll., 2002). La
configuration du C* n’est, en revanche, pas un critére de spécificité puisque les Msr sont
capables de réduire les L-MetSO comme les D-MetSO. Enfin, on observe une meilleure
reconnaissance de la MetSO incluse dans un peptide plutét que libre, méme si certaines Msr
sont spécifiques de la MetSO libre (Etienne et coll., 2003).

Ces caractéristiques permettent aux Msr de réduire une grande variété de substrats
sulfoxydes tels que le DMSO ou le diphénylsulfoxyde (Tamburro et coll., 2001) au détriment

de leur affinité pour le substrat puisque les Ky qui ont pu étre mesurés sont de I’ordre du
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millimolaire. Néanmoins, cette relativement faible spécificité de substrat (mis a part pour la

fonction sulfoxyde) potentialise I’activité des Msr sur 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 propriétés des biomolécules sont directement liées a leur structure
tridimensionnelle. En particulier dans le cas des protéines, ou la position relative des
différents acides aminés dans I’espace va permettre la reconnaissance du substrat, le processus
catalytique, I’interaction avec un partenaire, etc. D’un point de vue plus appliqué, la
connaissance de la structure tridimensionnelle d’une protéine est d’une importance capitale
dans la conception d’inhibiteurs ou de tout effecteur ayant un intérét thérapeutique.

Dans le cas des Msr, de nombreuses questions restent ouvertes, notamment en ce qui
concerne les déterminants structuraux de la spécificité de substrat, mais aussi a propos des
différents résidus intervenant dans la catalyse et permettant, par exemple, d’augmenter le
caractere électrophile du soufre de la MetSO. Des réponses a ces questions peuvent étre
apportées par I’examen des structures tridimensionnelles des Msr. A ce jour, plusieurs études
structurales ont été menées sur les Msr (cf. Kauffmann et coll., 2005, pour une revue). Elles
ont montré, comme le laissait supposer I’examen de leurs structures primaires, que MsrA et
MsrB ne présentent aucune homologie de structure. Pour les descriptions des structures qui
vont suivre, la numerotation des résidus utilisee est celle de E. 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’une a permis I’attribution des noyaux *H, N,
3C de la MsrB de N. meningitidis (Thureau et coll., 2004) et I’autre a abouti & une structure
basse résolution de la MsrB de B. subtilis (code PDB 1XM0) (Zheng et coll., 2003 ; Zheng et
coll., 2005). Seule une structure de MsrB a eté déterminée par cristallographie (Lowther et
coll., 2002). Il s’agit du domaine C-terminal de la protéine PilB de N gonorrhes, une
protéine monomérique de 146 résidus (code PDB : 1L1D). L’examen de la structure montre
qu’elle est constituée d’un cceur de deux feuillets g antiparalleles « twistés », composés
respectivement de 3 et 5 brins. Ces feuillets se font face pour former un tonneau g flanque de
trois helices a et de cing hélices 3, (Figure 1-8). La cystéine catalytique (Cysa) est la Cysai7,
située sur le brin S, la cystéine de recyclage (Cysg) est la Cysgs, située dans une boucle entre
les brins f; et 4. On peut constater que ces deux cystéines sont spatialement proches et
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peuvent aisément former un pont disulfure grace a une rotation de la chaine latérale de la
cystéine 63. Ce repliement est en partie similaire a celui de deux autres protéines : TCTP
(Translationally Controlled Tumor-associated Protein) (Thaw et coll., 2001) et Mss4

(Mammalian suppressor of sec4) (Yu et Schreiber, 1995) qui fixe le Zn?* (Zhu et coll., 2001).
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Figure I-7. 1 Séquences et structures secondaires des Msr de classe B. Les structures secondaires,

correspondent a celles de la MsrB de N. gonorrhoeae déterminées par cristallographie. Elles sont
représentées en rouge pour les brins £ et en bleu pour les hélices a et 3;,. La numérotation des
séquences est celle de la MsrB d’E. coli ; les cystéines catalytiques sont représentées en rouge.

Figure 1-8. :
cristallographie. Les feuillets sont représentés en rouge, les hélices et les boucles en bleu. Sont aussi
représentées les deux cystéines catalytiques.
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-1.3.4.2 Structure des MsrA

A ce jour, les Msr de classe A ont fait I’objet de plusieurs études structurales. Les
structures cristallines des MsrA d’Escherichia coli (Tete-Favier et coll., 2000), Bos Taurus
(Lowther et coll., 2000) et Mycobacterium tuberculosis (Taylor et coll., 2003) ont été
résolues, ainsi qu’une structure obtenue par RMN, celle de la MsrA d’Erwinia chrysanthemii
(Beraud et coll.,, 2002 ; Beraud et coll., 2001). Toutes ces structures adoptent le méme
repliement original constitué d’une partie centrale entourée de ces extrémités N- et C-
terminales peu structurées. La partie centrale est constituée d’un feuillet g antiparallele de 6
brins, flanqué de 5 hélices « et d’un petit feuillet g antiparalléle de 2 brins qui surplombe le
site actif. Ce dernier comprend la cystéine 51 (cystéine catalytique : Cysa) située a I’extrémité
N-terminale de I’hélice ;. Ce coeur montre une conformation quasiment identique pour
toutes les structures connues de MsrA, seule la MsrA de M. tuberculosis présente des
différences mineures : I’hélice a, ainsi que I’hélice a3z y sont un peu plus courtes. L’extrémité
N-terminale est constituée au minimum d’une quarantaine de résidus mais sa longueur peut
varier selon les organismes (elle peut étre un peu plus courte comme chez M. tuberculosis). Sa
conformation est elle aussi tres conservée a partir de I’histidine 7 et sa position par rapport a
la partie centrale est stabilisée grace a des contacts hydrophobes et des liaisons hydrogene
putatives ; sa fonction reste a déterminer, et sa présence ne semble pas indispensable au bon
fonctionnement de I’enzyme (Boschi-Muller et coll., 2001). L’extrémite C-terminale a, elle
aussi, une longueur variable d’environ trente résidus et comprend la cystéine de recyclage 198

(Cysg) et la cystéine 206 (Cysc) dans le cas de MsrA a 2 cystéines de recyclage (Figure 1-9).

Larciras MLEATER
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Figure 1-9.:  Structures secondaires et résidus conservés des Msrs de classe A. Les structures
secondaires, correspondent a celles de la MsrA de E. coli déterminées par cristallographie. Sont
représentes en rouge les brins f et en bleu les hélices a et 3;5. La numérotation des séquences est
celle de la MsrA d’E. coli ; les cystéines catalytiques sont représentées en rouge, les autres résidus
intervenant dans le site actif en bleu.
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Figure 1-10. : Structure tridimensionnelle de la Msr de classe A d’E. coli déterminée par
cristallographie. Les feuillets g sont représentés en rouge, les boucles et les hélices en bleu. Sont
aussi représentees les cystéines catalytiques Cyss;, CySiog €t CySage.

Les différentes structures connues présentent, mises a part quelques variations
mineures, la méme conformation de la partie centrale et de I’extrémité N-terminale.
Néanmoins, la conformation de I’extrémité C-terminale (et donc la position relative des

cystéines 198 et 206 par rapport a la cystéine 51) peut varier d’une structure a I’autre.

1-1.3.4.2.1 Structures cristallines

Trois structures cristallines sont disponibles dans la PDB. La premiere décrite est celle
d’E. coli (code PDB 1FF3), une protéine monomérique de 211 résidus. La maille cristalline
comprend 3 monomeéres (A, B et C). Deux de ces monoméres ne sont pas entiérement
observables : sur le monomeére B, I’extrémité C-terminal a partir du résidu Projgs n’est pas
observable ; sur le monomeére C, seuls les résidus de Leug a Lys;g, sont observables. Seul le
monomere A est entiérement visible et forme un pont disulfure entre la Cysyos du monomere
A et la Cysgs du monomere B. Dans les trois monomeres, la cystéine 51 est sous la forme d’un
adduit diméthyl arsenate, les deux groupes méthyles de I’adduit pouvant mimer la position
des groupes méthyle et méthyléne de la MetSO.
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La seconde structure, déterminée par cristallographie, est celle de la MsrA de Bos
taurus. Cette protéine monomerique de 233 acides amines 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 cristal (code PDB 1FVG). Dans cette structure, une molécule de
dithiothréitol (DTT) forme une liaison covalente avec la cystéine 51 et la cystéine 198. La
seconde ne comprend que les résidus 13 a 229 et seuls les résidus de 29 a 228 sont
observables dans le cristal (code PDB 1FVA).

La derniere structure en date a avoir été déterminée par cristallographie est celle de la
MsrA de Mycobacterium tuberculosis (code PDB 1INWA). Du fait de I’empilement cristallin,
une methionine d’un monomere est logée dans le site actif du monomere suivant.

Ces trois structures sont en partie représentatives des différentes sous classes de MsrA
puisque les MsrA d’E. coli et B. taurus sont des MsrA a deux cystéines de recyclage, alors
que la MsrA de M. tuberculosis appartient a la sous classe des Msr a une cystéine de
recyclage.

1-1.3.4.2.1.1 Site actif des structures cristallines

Pour ces trois structures, la conformation du site actif est tout a fait similaire, bien
gu’aucune ne présente un site actif 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 covalent enzyme/substrat) dans le cas des MsrA d’E.
coli et B. taurus, soit du complexe Michaelien enzyme/substrat dans le cas de la MsrA de M.
tuberculosis.

L’examen de ces structures (figure 1-11) permet de constater que : (i) le site actif est
situé a la surface de la protéine, évasé, accessible au substrat et a la thiorédoxine ; (ii) le site
actif est organisé autour de la cystéine catalytique (Cyss;) ; (iii) le groupe méthyle de la
MetSO se situe dans une poche hydrophobe formée par les résidus Phes, et Trpss, ce dernier
résidu pouvant étre stabilisé par une liaison hydrogéne avec le résidu Hisigs (entre I’atome H™
du tryptophane et I’atome N°* de I’histidine) et un recouvrement de type m avec le résidu
Tyrige ; (iv) I’0xygéne de la MetSO pourrait étre le site accepteur de liaisons hydrogene avec
les hydroxyles des résidus Tyriss et Tyrg, et I’atome H® du résidu Glugs ; (v) le HN de la
MetSO pourrait former une liaison hydrogéne avec I’atome O° du résidu Aspi.s, et la liaison
peptidique précédant la MetSO est stabilisée par une interaction hydrophobe avec le résidu
Tyrig7. Tous ces résidus sont hautement conservés (Figure 1-10). Enfin, le site actif des MsrA

est riche en résidus a chaine latérale aromatique et donc particuliérement hydrophobe.
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Figure I-11. : Conformation du site actif des MsrA d’E. coli et M. tuberculosis déterminée par
cristallographie. (A) Site actif de la MsrA d’E. coli ; la cystéine catalytique est sous forme d’adduit
diméthyl arsenate. (B) Site actif de la MsrA de M. tuberculosis ; une méthionine d’un monomeére
voisin est présente dans le site actif (peptide représenté en rouge).
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Figure 1-12. : Positions relatives des cystéines intervenant dans le mécanisme catalytique des MsrA
d’E. coli, M. tuberulosisis et B taurus, déterminées par cristallographie. L’alignement du squelette
peptidique des structures cristallines de la MsrA d’E. coli en noir, B taurus en bleu et M tuberculosis
en rouge montre la position relative des différentes cystéines catalytiques. La position de la cystéine
catalytique est identique dans les trois structures. Chez E. coli, la distance entre les C de Cys, et
Cysg est de 11,2 A et de 21,2 A entre les C* de Cysg et Cysc ; chez B taurus, ces distances sont
respectivement de 8 A et 19,4 A. Pour ces deux structures la chaine latérale de Cysg est orientée vers
le solvant. Chez M. tuberculosis, qui ne posséde qu’une cystéine de régénération, la position de Cysg
dans la séquence est décalée d’un résidu vers I’extrémité C-terminale, il en résulte que la chaine
IatéraleA de Cysg pointe vers le site actif et rapproche les C” des cystéines Cys, et Cysg & une distance
de 6,6 A.

1-1.3.4.2.1.2 Conformation de I’extrémité C-terminale dans les structures cristallines

L’extrémité C-terminale débute au résidu Tyrigs et comprend les deux cystéines de
recyclage : Cysigs (Cysg) et Cysas (Cysc). Les études biochimiques et enzymatiques ont
montré de maniére non ambigué que le mécanisme catalytique des Msr fait intervenir la
formation successive des ponts disulfure Cyss1-Cysigs et Cysigs-CySa06 (dans le cas des MsrA
a deux cysteines de recyclage). Dés lors, il est surprenant de constater que, dans les trois
structures cristallines, les distances entre les C* des cystéines 51 et 198 (mais aussi entre les
C? des cystéines 198 et 206 dans le cas des MsrA de E. coli et B. taurus) sont trop longues
pour permettre la formation d’un pont disulfure (Figure 1-12).

Plusieurs hypotheéses peuvent expliquer ce désaccord entre les structures cristallines et
le mécanisme catalytique : (i) I’environnement cristallin conduit a cette conformation non
native, on peut alors supposer qu’en solution, ces cystéines sont suffisamment proches pour

former un pont disulfure ; (ii) I’extrémité C-terminale 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 hypothése est corroborée par la présence de nombreuses glycines dans cette
partie de la protéine et par le fait que la densité électronique de cette extrémité n’est pas
toujours observable dans la maille cristalline; (iii) la protéine subit un changement
conformationnel lors d’une des étapes du mécanisme catalytique (formation du complexe
enzyme/substrat ou de [I’intermédiaire acide sulfénique) qui pourrait entrainer le
rapprochement des cystéines et la formation d’un pont disulfure. Le résidu Cysyps est, lui
aussi, trop éloigné du résidu Cysieg pour former le second pont disulfure intervenant dans
I’activité catalytigue. Néanmoins, dans I’hypothése ou la structure cristalline serait
représentative de la structure en solution, on peut supposer que la formation du premier pont
disulfure engendrerait un changement conformationnel qui rapprocherait la cystéine 206 de la

cystéine 198 et permettrait ainsi la formation du second pont disulfure.

1-1.3.4.2.2 Structure en solution

Dans le but de Vérifier si la conformation de I’extrémité C-terminale de MsrA dans les
structures cristallines est représentative de celle en solution, une étude structurale par RMN a
été menee avec la MsrA d’Erwinia chrysantemii par Béraud et coll. Cette protéine de 212
acides aminés fait partie de la sous-classe des MsrA a deux cystéines de recyclage et sa
séquence montre 76 % d’homologie avec celle de la MsrA d’E. coli. Cette étude structurale a
été menée grace a I’utilisation de constantes de couplages dipolaires résiduelles (RDC pour
residuals dipolar coupling constants). Cette méthode permet, a partir de I’attribution des raies
de résonance des noyaux *H", *C et N de la protéine, d’obtenir, par la mesure des RDC en
milieu anisotrope (c'est-a-dire orienté), des contraintes orientationnelles, et ainsi d’aboutir
aisement et rapidement & la structure tridimensionnelle en solution de I’objet étudié. Cette
méthode, comparee a I’utilisation des contraintes de distance dérivant des effets nOe, est
particulierement bien adaptée a I’étude de protéines de taille importante.

Les auteurs n’ont malheureusement pas déposé la structure de la MsrA d’E.
chrysanthemii dans la PDB. llIs décrivent néanmoins une structure tridimensionnelle en
solution proche des structures cristallines mais ou la conformation de I’extrémité C-terminale
differe notablement. En effet, dans cette structure, le soufre de la cystéine 198 pointe vers le
site actif, ce qui rapproche les CP des cystéines 51 et 198 & une distance de 8,3 A (au lieu de
11,2 A pour la structure cristallographique d’E. coli et 8 A pour celle de B. taurus). Cette
étude tendrait donc a montrer que la structure des MsrA en solution est certes différente des

structures cristallines puisque le soufre de la cystéine catalytique pointe vers le site actif, alors
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que dans les structures cristallines des MsrA d’E. coli et B. taurus le soufre de cette cystéine
pointe vers le solvant, mais présente une distance entre les C” des cystéines 51 et 198 peu

favorable a la formation d’un pont disulfure.

[-1.4 Conclusion

Depuis ces 25 dernieres années, I’étude des Msr s’est révélée intéressante a plus d’un
titre. Leur implication dans la prévention du stress oxydant et dans de nombreuses 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 montrée tres fructueuse. En effet,
au-dela de la compréhension de plus en plus précise de leur mécanisme catalytique, elle a
permis la mise en évidence d’un mécanisme catalytique original impliquant un intermédiaire
acide sulfénique et la découverte d’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 concerne le désaccord apparent entre les structures cristallines
connues de MsrA et le mécanisme catalytique de ces enzymes. En effet : (i) les structures
déterminées jusqu'a présent sont elles représentatives de la structure en solution ? (ii) si c’est
le cas, I’extrémité C-terminale des Msr est-elle animée de mouvements suffisamment
importants pour permettre le rapprochement des deux cystéines ? (iii) cette protéine subit-elle
un changement conformationnel important, lors d’une des étapes du mécanisme catalytique,
qui pourrait permettre le rapprochement des cystéines et la formation d’un pont disulfure ?

Pour répondre a ces questions, la résonance magnétique nucléaire est une technique de
choix puisqu’elle permet de déterminer la structure tridimensionnelle en solution des
biomolécules mais aussi de mesurer la dynamique de ces molécules, ainsi que d’effectuer des

études fonctionnelles et physicochimiques.
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|-2 La resonance magnetique nucléaire des

protéines

La résonance magnétique nucléaire (RMN) se démarque des autres méthodes
spectroscopiques (ultraviolet, infrarouge) par sa finesse, sa précision et sa polyvalence.
Depuis son invention, elle a subi de nombreuses avancées aussi bien techniques que
méthodologiques lui permettant désormais de trouver des applications dans le domaine de la
chimie, de la biologie structurale et de la médecine.

La RMN est une technique 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 par Jean Baptiste Fourier au 18°™ siécle et de la découverte de
I’électromagnétisme par Maxwell en 1873 (Maxwell, 1873), qui sont des étapes importantes
et fondatrices pour le développement de la RMN. Son histoire commence réellement en 1924,
quand Wolfgang Pauli met en évidence un « degré de liberté quantique & deux niveaux »
associé aux couches électroniques externes des métaux alcalins, ce qui deviendra le principe
d’exclusion. En 1925 Kronig, Uhlenbeck et Goudsmit suggérent que cette propriété est
associée a la rotation de I’électron autour de son axe. Enfin, en 1927, Pauli formalise sa
théorie et introduit la notion de spin dans les préceptes de la mécanique quantique (Pauli,
1927), le spin étant une propriété intrinséque de la plupart des particules subatomiques parmi
lesquels certains noyaux. En 1937, Isidor Rabi met en évidence la précession du spin
nucléaire grace a son expérience du rayon moléculaire (Rabi, 1937 ; Rabi et coll., 1939) et
obtient un prix Nobel en 1944. Quelques années plus tard, en 1946, Purcell et Bloch réalisent
la premiere expéerience RMN (Bloch, 1946 ; Bloch et coll., 1946 ; Purcell et coll., 1946) et se
partagent le prix Nobel de physique en 1952. En 1951 Arnold, Dharmatti et Packard mettent
en évidence le déplacement chimique (Arnold et coll., 1951), la méme année Herbert

Gutowski observe le couplage spin-spin. La RMN se pratique alors en balayage continu et
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trouve des applications commerciales d’analyses chimiques dés 1961 grace au premier
spectrométre commerciale travaillant & une fréquence en *H de 30 MHz.

Les années 70 voient le développement de la RMN impulsionnelle a transformée de
Fourier (dés 1965), Ernst ayant largement contribué a cette innovation majeure. Cette
révolution permet I’accumulation du signal en répétant N fois la méme expérience et en
sommant les interférogrammes correspondants. Cette avancée considerable a pour effet de
réduire quantitativement le rapport S/N du spectre obtenu apres transformée de Fourier, mais
surtout ouvre la voie & la RMN multidimensionnelle. En effet, des 1971, lors d’une école
d’été de I’AMPERE en Yougoslavie, Jean Jeener propose I’idée d’une spectroscopie RMN a
deux dimensions. Quelques années plus tard, en 1976, Ernst concrétise cette idée et enregistre
la premiére carte bidimensionnelle (Aue et coll., 1976). Pour I’ensemble de ses travaux
novateurs en RMN, Ernst recevra un prix Nobel en 1991 (Ernst, 1992).

Avec I’apparition des techniques bidimensionnelles, la RMN dépasse le cadre d’un
outil analytique et commence a trouver des applications en médecine, biochimie et biologie
structurale. En 1973, commence a se developper I’imagerie par résonance magnétique
nucléaire (IRM) grace a Lauterbur et Mansfield, nobélisés en 2003. En 1985, Kurt Wiithrich
publie la premiére structure d’un peptide en solution (Williamson et coll., 1985) ; il recevra
par ailleurs un prix Nobel pour I’ensemble de sa carriere en 2002 (Wuthrich, 2003).

Dans les années 90, Bax et Kay mettent au point la plupart des méthodes qui
permettent désormais d’étudier la structure des protéines par RMN. Depuis cette époque la
RMN s’est développée de maniére exponentielle avec I’apparition des expériences
hétéronucléaires a trois, voire quatre, dimensions et la détermination des structures en solution
de biomolécules de tailles de plus en plus importantes. La RMN dispose aujourd’hui d’un
panel d’outils qui rend son champ d’application quasiment illimité (les principes théoriques
de la RMN ne seront pas développés ici ; pour plus de précisions, se référer a I’ouvrage de
Ernst et coll., 1987).

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

L’intérét de I’étude de la structure tridimensionnelle des biomolécules, et des protéines
en particulier, a déja été développé plus haut. Pour ces raisons, la communauté des
spectroscopistes a manifesté une forte volonté d’étudier ces molécules et de déterminer leur
structure tridimensionnelle en solution. Le premier spectre RMN d’une protéine a été
enregistré dés 1957 par Saunders et coll., il s’agit du spectre 1D protonique de la ribonucléase
bovine en solution dans D,O (Saunders et coll., 1957). Ce spectre, qui présente deux massifs
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correspondant aux protons aromatiques et aliphatiques, laisse présager de la difficulté
d’étudier ce type de molécules par RMN. En effet, méme si des méthodes, permettant de
résoudre la structure tridimensionnelle des peptides et des petites molécules, sont apparues
dés les années 80, I’étude de la structure tridimensionnelle des protéines a longtemps été le
domaine réservé de la cristallographie. Néanmoins, depuis une vingtaine d’années, des
avanceées techniques et méthodologiques ont permis la résolution, par RMN, des structures

tridimensionnelles en solution de nombreuses protéines.

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

Peptides et protéines ont la méme nature chimique. Ce sont des polymeéres d’acides
aminés qui ne différent que par leur taille. En effet, un peptide est un oligomére de 2 a 60
résidus, au-dela on parle de protéine. Cette différence de taille, qui peut paraitre une simple
question de nomenclature, implique la mise en ceuvre de méthodes RMN bien spécifiques et
adaptees a la taille de I’objet étudié.

Les peptides font I’objet d’études conformationnelles par RMN depuis les années 80 et
les méthodes qui permettent leurs études sont largement utilisées par de nombreuses équipes.
L’étude d’un peptide commence généralement par I’attribution des systemes de spins des
différents résidus le constituant grace a I’exploitation des spectres COSY (COrrelation
SpectroscopY) (Aue et coll., 1976 ; Nagayama et coll., 1979) et TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY) (Aue et coll., 1976 ; Braunschweiler et Ernst, 1983) qui donnent acces aux
fréquences de résonance de chacun des protons de la molécule. L’étape suivante est
I’attribution du spectre NOESY 2D (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) (Jeener et
coll., 1979) qui va permettre d’estimer les distances inter protoniques grace a la mesure de
I’intensité de I’effet Overhauser nucléaire (nOe, nuclear Overhauser effect), pour aboutir a la
structure tridimensionnelle du peptide étudié via des protocoles de modélisation moléculaire
(Williamson et coll., 1985).

Les méthodes de détermination de structures tridimensionnelles en solution de
peptides sont trés efficaces et bien adaptées a leur objet d’étude. Les protéines, qui sont des
objets de méme nature que les peptides, mais de taille nettement plus importante, vont amener
ces méthodes a leurs limites. En effet, la taille des protéines va avoir deux conséquences
majeures : (i) I’augmentation du temps de corrélation (z;) conduit 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 transversale (R,) a pour conséquence un
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élargissement des raies de résonance (la largeur a mi-hauteur des raies de résonance étant
inversement proportionnelle a T,) voire une disparition presque totale du signal dans le cas de
certaines expériences telles que I’expérience TOCSY ; (ii) le grand nombre de noyaux
observables conduit & des cartes bidimensionnelles chargées (de signaux larges) qui seront
donc la plupart du temps inexploitables. Pour ces raisons, les méthodes usuelles de la RMN
qui sont appliquées aux peptides ne sont pas adaptées, telles qu’elles, a I’étude des protéines.
Cependant, la volonté de la communauté des « RMNistes » d’accéder a la structure
tridimensionnelle en solution des protéines a abouti 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 signaux se recouvrant. Ceci rend la plupart du
temps les spectres inexploitables. Un élément de réponse a ce probléme est apporté par la
spectroscopie  bidimensionnelle  hétéronucléaire, notamment I’expérience HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation) (Bodenhausen et Ruben, 1980). Cette expérience
bidimensionnelle, fondée sur la séquence INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by
Polarization Transfer) (Morris et Freeman, 1979), permet I’observation des corrélations A-X
avec détection de A, le plus souvent A est le proton et X I’hétéroatome qui le porte
(généralement I’azote >N ou le carbone **C). Un spectre A-X HSQC présente une corrélation
pour chaque groupe A-X aux fréquences de résonance respectives des deux noyaux. Cette
expérience présente deux avantages. Le premier est qu’elle permet I’observation de noyaux
peu sensibles (tels que le *3C ou le ®N) avec un gain de sensibilité de I’ordre du millier. Le
second est I’éclatement du signal protonique dans la dimension de I’hétéroatome, ce qui
permet une meilleure lisibilité des informations. Ainsi, dans le cas d’une protéine, chaque
corrélation d’un spectre *H-"°N HSQC correspond & un groupement amide, c'est-a-dire & un
résidu de la proteine (excepté les quelques groupements amides des chaines latérales de
certains acides aminés). On obtient ainsi une bonne lisibilité du signal de chaque résidu de la
protéine (excepté les prolines qui ne possédent pas de proton amide). Les informations
apportées par I’expérience *H-""N HSQC restent limitées. Cependant, une bonne dispersion
du signal sur I’ensemble du spectre indique que les groupements amides se trouvent dans des

environnements chimiques bien différenciés et donc que la protéine est bien structurée dans
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les conditions d’enregistrement du spectre. Malheureusement cette expérience n’apporte que

peu d’autres informations structurales (Figure 1-13)
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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 tridimensionnelle hétéronucléaire

L’expérience HSQC permet, idéalement, de séparer les signaux univoques de chaque
acide aminé de la protéine mais n’apporte pas d’informations structurales precises. Il faudrait
pouvoir associer I’éclatement du signal apporté par I’expérience HSQC aux informations
contenues dans les spectres COSY, TOCSY ou NOESY. C’est le principe de la RMN
tridimensionnelle qui, en mettant en jeu une troisiéme dimension, permet d’associer le signal
COSY, TOCSY ou NOESY au signal de I’expérience *H-""N HSQC. On obtient alors une

expérience tridimensionnelle, par exemple I’expérience *H-"N NOESY HSQC, ou sont
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séparés, dans la dimension de I’azote N, les signaux protoniques qui étaient superposés dans
I’expérience bidimensionnelle correspondante. Le signal de I’expérience bidimensionnelle
homonucléaire est édité dans la dimension de I’azote >N (Marion et coll., 1989 ; Mueller et
coll., 1992). Le spectre obtenu est un cube (Figure 1-14) qui posséde deux dimensions
protoniques (w1 et ws) et une dimension N (w2). Aux déplacements chimiques 8" et 5"
d’une corrélation HSQC selon w, et w3, on peut observer le signal COSY, TOCSY ou

NOESY associé a ce groupe amide selon w.

Figure 1-14. : Principe d’un spectre RMN a trois dimensions. Un spectre RMN a trois dimensions
peut &tre représenté par un cube. Dans le cas d’une expérience éditée °N, le spectre présente deux
dimensions protoniques (e et ws) et une dimension N (w,).

Cet ensemble de méthodes permet I’attribution et la détermination de la structure
tridimensionnelle en solution de protéines ne dépassant pas 100 résidus. Au-dela, le temps de
relaxation transversale (T,) diminue au point d’annihiler presque complétement le signal des
expériences COSY et TOCSY. De plus, un nombre important d’acides aminés de méme
nature rend I’attribution difficile. L’exploitation de I’expérience *H-">°N NOESY HSQC, qui

permet d’aboutir a la structure tridimensionnelle en solution, est alors compromise.

[-2.1.2.3  Attribution du squelette peptidique et des chaines latérales

L’éclatement, dans wune troisieme dimension, du signal des expériences
bidimensionnelles homonucléaires ne suffit pas pour résoudre la structure en solution de
protéines de plus de 100 résidus. Un apport conséquent a été réalisé dans le domaine de
I’étude structurale des protéines en remplacant une dimension protonique par une dimension
13C. Cette innovation ouvrant la voie & de nouvelles méthodes d’études des protéines par
RMN.
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1-2.1.2.3.1 Attribution séquentielle du squelette peptidique

L attribution séquentielle consiste a identifier, de maniére séquentielle, les raies de
résonance des noyaux de chacun des residus constituant la protéine.

L’expérience  HNCA (lkura et coll., 1990) est I’expérience hétéronucléaire
tridimensionnelle la plus représentative des techniques hétéronucléaires permettant
I’attribution séquentielle. Sa séquence d’impulsions consiste en une premiere sous séquence
INEPT qui transfére la cohérence du proton H"i vers I’azote qui le porte Ni (transfert 1), une
seconde sous séquence INEPT transfére I’aimantation de 1’azote Ni vers le C% (transfert 2),
suivies des séquences rétro INEPT nécessaires pour une détection physique du signal du *H.
Les constantes de couplage “Jni cai et “Iicqi-1 étant trés proches (respectivement 11 et 7 Hz),
le transfert d’aimantation du Ni au C“i est peu spécifique et une partie de I’aimantation est
transférée au C”i-1. On obtient un spectre tridimensionnel ou w3 est la dimension protonique,
w> celle de I’azote N et w; celle du carbone **C. Aux déplacements chimiques 8y, &y d’un
groupe HMi, Ni, on observe, dans la dimension du **C, deux corrélations correspondant aux
C“% et C"i-1. Malheureusement, ces corrélations ne sont pas attribuables. Pour lever cette
indétermination, on effectue une expérience complémentaire : I’expérience HN(CO)CA
(Brutscher et coll.,, 1995) ou un couple de sous séquences INEPT et retro INEPT
supplémentaire permet de transférer la magnétisation de I’azote Ni vers le C’i-1 (transfert 2)
puis vers le C"i-1 (transfert 3). Le signal du C’ n’est pas observable sur le spectre mais
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Figure 1-15. : Principe du couple d’expériences HNCA/HNCOCA.
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I’utilisation du carbone C’ comme relais permet d’effectuer des transferts spécifiques du Ni
vers le C%-1. Ainsi, sur le spectre HN(CO)CA, on observe une unique corrélation
correspondant au C%-1 et, par la comparaison des deux spectres, il devient possible
d’attribuer les deux pics de corrélation du spectre HNCA (Figure 1-15).

Ce couple d’expériences permet d’accéder aux fréquences de résonances de C° et
C“-1 pour chaque groupe amide du spectre *H-">N HSQC. L’attribution séquentielle consiste
alors a associer le C"i-1 d’un résidu au C"i d’un autre et ainsi de suite, en remontant de
maniere séquentielle toute la chaine peptidique. Dans la pratique, ce travail s’effectue en
extrayant des bandes (appelées « strips ») dans la dimension du **C pour chaque groupe amide
HYi, Ni du spectre *H-""N HSQC. Deux difficultés peuvent se présenter : (i) les prolines, ne
possédant pas de proton amide, ne donnent pas de signal dans ce type d’expérience ce qui
génere une lacune dans I’attribution ; (ii) plus le nombre de résidus est important plus le
risque d’ambiguité d’attribution augmente. Pour pallier a cette derniere difficulté, il existe de

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

. . Sensibilité
Taille maximale N
. . o (comparee a
Expérience Noyaux observés conseillée de I exnéri
I’échantillon experience
HNCO) (%)
HNCO HN(), N(i), C’(i-1) <20 kDa 100
>
T HN(CA)CO HNG), N(i), C’(i), C(i-1) <20 kDa 13/4
= 5
LT
£3S HNCA HNG), N(i), C%(i), C*(i-1) <20 kDa 50/15
23
g o HN(CO)CA HNG), N(i), C*(i-1) <20 kDa 71
c =
oo
EE HNCACB/CBCANH? HNG), N(i), C%(i), CP(i), C*(i-1), <20 kDa 41,7
oy M
£5 ch(i-1) 1,3/0,5
<
HN(CO)CACB/CBCA(CO)NH? HN@), N(i), C%(i-1), CP(i-1) <20 kDa 13/9
CC(CO)NH HNG), N(i), C(i-1) < 15-20 kDa
(72} .
j= H(CC)(CO)NH HN(), N@i), H(-1) <15-20 kDa
1]
<
@ B HNHA HN@), N(i), H() <20 kDa
T g
§¢ HCCH-TOCSY H(i), C¥i(i) < 20 kDa
-
= H-(**N/*C) COSY HSQC H(i), H(i) <15 kDa
<
IH-(N/AC) TOCSY HSQC H(i), H(i) <15 kDa
1H-(*N/"C) NOESY HSQC H(i), H() <20 kDa

#Certaines expériences nécessitent d’étre adaptées aux échantillons deutérés. Dans le cas de I’expérience CBCANH,
I’expérience commence par une impulsion touchant les protons aliphatiques ; cette expérience a été adaptée aux échantillons
deutérés en modifiant I’ordre des transferts d’aimantation pour donner I’expérience HNCACB.
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nombreuses autres experiences tridimensionnelles hétéronucleaires permettant I’attribution
séquentielle. Toutes reposent sur le méme principe d’un couple d’expériences ou le relais C’
(ou C%), imposé dans une expérience, permet d’attribuer le signal d’une autre. Ces couples
sont, par exemple, HNCO/HN(CA)CO (Clubb et coll., 1992 ; lIkura et coll., 1990) ou
HNCACB/HN(CO)CACB (Grzesiek et Bax, 1992a ; Grzesiek et Bax, 1992b ; Grzesiek et
Bax, 1993). Les informations apportées par ces expériences sont résumées dans le tableau I-1.

Ainsi, une ambiguité rencontrée pour un couple d’expériences peut étre levée grace a
un autre couple. L’exploitation de ces expériences aboutit a des séquences de groupes amides
(correspondant a une séquence d’acides aminés) (Figure 1-16). Le déplacement chimique de
certains noyaux (particuliérement les C* et les C?) étant spécifique pour chaque type d’acides
aminés (Figure 1-17), il devient aisé de les corréler a la nature chimique du résidu et, au

regard de la séquence primaire de la protéine, de placer correctement les enchainements
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R w0 | e =
CPes L 40,00
Co L 50,00
= = f_ﬁiﬂ - C¥n
cxn e - =
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- €%y
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Figure 1-16. : Exemple d’attribution : bandes 67 a 72 du spectre CBCANH de la thiorédoxine hl de
peuplier, enregistré a 600 MHz et 298 K (Coudevylle et coll., 2005). Pour chaque corrélation du
spectre 'H-">N HSQC, I’expérience CBCANH associe quatre corrélations dans la dimension du **C
correspondant aux C% et C“i-1 (contours continus) et C/i et C/i-1 (contours en pointillés) identifiées
grace a I’expérience CBCA(CO)NH. L’association des corrélations i-1 d’une bande avec les
corrélations i d’une autre permet d’identifier la séquence Eq;LKAVA-,.
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Figure I-17.: Gammes de déplacement chimique des C* et Cf des 20 acides aminés
(http://www.bmrb.wisc.edu).

partiels de bandes dans la séquence peptidique. Cette étape d’attribution peut étre réalisée de
maniére semi automatique grace a des logiciels tels que Autoassign (Zimmerman et coll.,
1997). Cependant, ces méthodes nécessitent une minutieuse inspection préalable des spectres
ainsi qu’une verification rigoureuse de I’attribution et n’aboutissent que rarement a une
attribution complete.

L attribution séquentielle du squelette peptidique permet : (i) d’attribuer le spectre *H-
N HSQC, c'est-a-dire identifier & quel résidu de la protéine correspond chaque corrélation du
spectre ; (i) de déterminer les fréquences de résonance des noyaux H", N, C*, C* et C" de ces
résidus. Bien que I’attribution du spectre *H->N HSQC soit un préalable nécessaire a de
nombreuses études (telles que les études de dynamique, d’interaction ou de cartographie de
déplacement chimique), I’attribution du squelette peptidique est nécessaire mais insuffisante
pour aboutir a la structure tridimensionnelle en solution de la protéine étudiée. Pour ce faire, il

est nécessaire d’attribuer également les raies de résonance des noyaux des chaines latérales.

1-2.1.2.3.2  Attribution des chaines latérales

Il existe de nombreuses expériences permettant I’attribution des chaines latérales. Les
expériences H(CC)(CO)NH et CC(CO)NH (Lin et Wagner, 1999) sont similaires aux
experiences tridimensionnelles d’attribution du squelette peptidique et permettent d’acceder

aux H¥'i-1 et C*"'i-1 du résidu qui précéde le groupe H"i,Ni. L’expérience HNHA (Vuister et
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Bax, 1993) permet d’obtenir la fréquence de résonance du proton H" d’un résidu. Cette
information est cruciale pour pouvoir exploiter I’expérience HCCH-TOCSY (Bax et coll.,
1990a ; Bax et coll., 1990b ; Kay et 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, I’expérience HCCH TOCSY, qui est une expérience tridimensionnelle
a deux dimensions protoniques et une dimension *C, permet d’observer les corrélations d’un
couple H*"i, C*'lj avec les autres protons de la chaine aliphatique du résidu. Cette expérience
est particuliérement sensible puisque les constantes de couplage qu’elle met en jeu ({u.c, Ye.
c) sont importantes. Les délais des sous séquences INEPT sont donc courts, si bien qu’il en
résulte une perte d’aimantation moins importante. Les différentes expériences d’attribution
des chaines latérales sont résumées dans le tableau I-1.

L’ensemble de ces méthodes d’attribution du squelette peptidique et des chaines
latérales est particulierement bien adapté aux contraintes rencontrées lors de I’étude des
protéines par RMN. Néanmoins, il est nécessaire de disposer d’échantillons uniformément
marqués a I’azote °N et au carbone *C (cf. Annexe-l pour plus de précisions sur les

techniques d’enrichissement isotopique de protéines recombinantes).

-2.1.2.4 Résolution d’une structure tridimensionnelle en solution

Les étapes d’attribution du squelette peptidique et des chaines latérales sont un
préalable & la résolution d’une structure tridimensionnelle en solution. Cette derniére est
déterminée en mettant en jeu plusieurs types d’informations structurales, géométriques et

conformationnelles, dans le cadre d’un protocole de modélisation moléculaire.

1-2.1.2.4.1 Contraintes de distance

Les contraintes de distance sont les informations structurales les plus utilisées lors de
I’étude conformationnelle d’une macromolécule par RMN. Ces contraintes dérivent de
I’estimation des distances entre noyaux proches dans I’espace. La collecte d’un jeu de
contraintes de distance, décrivant la position relative de noyaux de la molécule les uns par
rapport aux autres, et donc la forme de la molécule dans I’espace, est possible via
I’exploitation d’expériences basées sur I’effet Overhauser nucléaire.

Cette spectroscopie est fondée sur I’existence d’un couplage direct (interaction dipble
dipdle) entre deux spins spatialement proches. Cette interaction est due aux phénomenes de

relaxation croisée et est appelée effet Overhauser nucléaire nOe (nuclear Overhauser effect).
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L’intensité de cette effet, notée o, entre deux noyaux de méme nature i et j distants de r, est
inversement proportionnelle & r® (Neuhaus et Williamson, 1989) :

432 61
Oy = AL (Teff l J Eq. 1-6

10r¢ 14407

OU 7er €St le temps de corrélation effectif de la molécule. On estime généralement que cette
effet est nul lorsque r est supérieur & 6 A. Un spectre NOESY montre donc une corrélation
pour chaque couple de noyaux distants de moins de 6 A.

L’attribution des noyaux de la protéine, réalisée grace aux expériences
tridimensionnelles hétéronucléaires décrites précédemment, va permettre I’exploitation des
spectres ‘H-"N et 'H-3C NOESY HSQC. La mesure de I'intensité des corrélations nOe
permet, a partir d’un effet nOe de référence (pour une distance correspondante connue,
comme celle entre deux H? d’un méme résidu), de déterminer la distance entre les noyaux &
I’origine de la corrélation. En pratique, on estime les distances en les classant en trois
catégories de contraintes (pour négliger les erreurs intervenant lors de la mesure) : effet nOe
fort (1,5 < r < 3,5 A), effet moyen (3,5 <r < 4,5 A) et effet faible (4,5 <r < 6 A). Les
contraintes intra résidus permettent de décrire la conformation du résidu (si tant est qu’il
adopte une conformation privilégiée). Les contraintes dites séquentielles (entre résidus
distants de moins de 4 résidus dans la séquence peptidique) permettent de décrire les éléments
de structures secondaires tels que les hélices a, les brins B et les coudes. Enfin, les contraintes
dites a longues distances (entre résidus éloignés dans la séquence peptidique mais
spatialement proches) permettent d’orienter les éléments de structures secondaires les uns par
rapport aux autres. Plus le jeu de contraintes sera important, meilleure sera la qualité de la

structure tridimensionnelle déterminée.

1-2.1.2.4.2 Contraintes angulaires

Dans le cas des peptides, la mesure de certaines constantes de couplage (telles que
334N He OU 3JHa,HB), permet, a partir des courbes de Karplus (Karplus, 1959 ; Cung et Marraud,
1982 ; Cung et coll., 1974), de déterminer les angles diédres ¢ et x; d’un résidu. En pratique,
ces mesures s’effectuent simplement & partir du spectre 1D *H ou, avec moins de précision, &
partir de spectres COSY phasés a double quantum. L’accés aux angles diedres est
particulierement efficace pour identifier les eléments de structures secondaires et les prendre

en compte lors des calculs de modélisation moléculaire.
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Dans le cas des protéines, la mesure des constantes de couplage est compromise par le
manqgue de resolution des spectres. Cependant, la frequence de résonance des noyaux d’un
résidu est dépendante de la conformation locale de ce résidu (Wishart et Sykes, 1994b). Il est
donc possible de déterminer la conformation locale d’un résidu en comparant le déplacement
chimique de ses noyaux avec les valeurs standards mesurées dans des pelotes statistiques
(considérées comme ne possédant aucune conformation particuliere) (Wishart et coll., 1991).
Deux méthodes consensuelles permettent ainsi d’estimer les éléments de structures
secondaires d’une protéine : (i) I’index de déplacement chimique (Chemical Shift Index : CSI)
(Wishart et Sykes, 1994a) ; (ii) le déplacement chimique secondaire (Secondary Chemical
Shift: SCS). Un logiciel nommé TALOS (Cornilescu et coll., 1999a), fonctionnant par
homologie de séquence et de déplacement chimique secondaire, permet, a partir des
déplacements chimiques des noyaux H", N, *H 3C® et 3CP d’un résidu, de prédire les
angles diedres ¢ et y de ce résidu. Si les dix prédictions faites par TALOS pour un résidu sont
en bon accord entre elles, ces valeurs peuvent alors étre utilisées comme contraintes dans les

protocoles de modélisation moléculaire.

1-2.1.2.4.3 Contraintes orientationnelles et a longues portées

Grace au logiciel TALQOS, les contraintes angulaires peuvent facilement étre estimées
quelque soit la taille de la protéine pourvu que I’attribution séquentielle ait été réalisée. Ce
n’est pas le cas pour les spectres *H-*C et *H-">N NOESY HSQC. En effet, au dela d’une
masse de 20 kDa (ce qui correspond a environ 180 résidus), I’exploitation des spectres
NOESY devient longue et fastidieuse, voire impossible, compte tenu du nombre de raies de
résonance et de leur largeur importante.

Pour déterminer la structure tridimensionnelle en solution de protéine de plus de 20
kDa, il a fallu développer un nouveau type de contraintes dont la mesure et la collecte restent
réalisables, méme pour des protéines de tailles importantes. La catégorie des contraintes
orientationnelles répond a ces criteres. Leur principe est de mesurer I’orientation d’un vecteur
(habituellement défini par deux spins) dans un repére généralement lié a la molécule. Ce type
de contraintes peut étre mesuré pour les systemes orientes ou les systéemes paramagnétiques.

En effet, lorsqu’une molécule prend une orientation privilégiée vis-a-vis du champ
magnétique, il en résulte un moyennage incomplet des interactions dipolaires. La composante
anisotrope de I’interaction dipolaire dépend alors de I’orientation du vecteur internucléaire par
rapport au champ. Ce phénomeéne se traduit par un couplage, appelé couplage dipolaire

résiduel (Residual Dipolar Coupling : RDC), qui s’ajoute a la constante de couplage scalaire,
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et se manifeste par une contribution résiduelle aux dédoublements des raies de résonance
(sans suppression de couplage) et dont la mesure fournit des informations structurales sur
I’orientation relative des vecteurs internucléaires. En milieu isotrope, ces interactions sont
moyennées et la contribution dipolaire aux couplages 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 étudiee
adopte une orientation privilégiée dans ce milieu, une composante dipolaire des couplages va
alors apparaitre. Ces constantes de couplage sont notées Dij, ou i et j sont les noyaux couplés.
Différentes constantes de couplage dipolaire résiduel sont ainsi mesurables, telles que *De: ¢,
'Dynnn 0u Der v dont I"exploitation va aboutir & autant de contraintes orientationnelles pour
ces vecteurs (Tjandra et Bax, 1997).

Les systéemes paramagnétiques comprennent les protéines contenant naturellement un
métal paramagnétique (comme Co?*) ou sur lesquelles a été fixé une sonde paramagnétique
(un chélatant de synthése dérivant généralement de I’EDTA). La présence d’un centre
paramagnétique va avoir plusieurs conséquences : (i) le centre paramagnétique induit une
orientation privilégiée de la molécule vis a vis du champ, ce qui rend possible la mesure de
RDC (Tolman et coll., 1995) ; (ii) la proximité d’un centre paramagnétique provoque une
variation des fréquences de résonance des noyaux. La mesure de ces déplacements chimiques
paramagneétiques permet d’en déduire une contrainte de distance a longue portée (inversement
proportionnelle & r) et une contrainte orientationnelle entre les noyaux perturbés et le centre
paramagnétique (Gochin et Roder, 1995) ; (iii) I’interaction Curie-dipolaire qui se manifeste
par un couplage qui permet d’aboutir a une contrainte angulaire (Boisbouvier et coll., 1999).

Ces différents types de contraintes sont relativement aisés a mesurer en comparaison
de I’effort nécessaire pour I’exploitation des spectres *H-""N et *H-*C NOESY HSQC, et ce
particulierement dans le cas de protéines de taille importante. Néanmoins, une valeur de
constante de couplage résiduel peut correspondre a plusieurs orientations possibles des
vecteurs internucléaires, cette dégénérescence ne pouvant étre levée que par la connaissance
préalable de la forme globale de la molécule étudiée, c'est-a-dire soit de la structure cristalline
soit d’une « pré structure » obtenue par exploitation des effets nOe. Ceci exclut donc la
détermination d’une structure tridimensionnelle de novo par la simple exploitation de ces

contraintes orientationnelles, mis a part dans quelques cas exceptionnels.
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1-2.1.2.4.4 Modélisation moléculaire

Ces différents types de contraintes décrivent la structure tridimensionnelle en solution
de I’objet étudié. Leur exploitation passe par la mise en ceuvre de protocoles de modélisation
moléculaire.

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

E.=E +E

pot — + Ediédre +E Eq I-7

liaison angle non-liée

Une fois I’énergie potentielle d’une conformation moléculaire déterminée grace au
champ de force, cette conformation peut étre optimisée, grace a différents 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 introduites dans ces méthodes sous la forme de
potentiels expérimentaux ajoutés aux potentiels théoriques du champ de force :
Eep = Ence + Edicare + Eroc Eq. 1-8

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 avec les contraintes expérimentales. Un tel protocole
met a profit le recuit simulé, un algorithme de dynamique moléculaire. Cet algorithme permet
d’explorer tout I’espace conformationnel de la molécule étudiée et de déterminer le nombre
minimum de conformations différentes possibles. Son principe est de permettre au systéme
moléculaire de franchir les barrieres energétiques, s’opposant a un changement
conformationnel majeur, en lui apportant une énergie cinétique importante sous la forme
d’une montée en température. Cette méthode permet de générer un ensemble de structures
tridimensionnelles en accord avec les contraintes expérimentales et représentatives des
différentes conformations qui peuvent étre adoptées par la molécule étudiée. La qualité d’un
ensemble de structures se determine selon trois critéres: (i) le rmsd (Root Mean Square
Difference), qui traduit la variabilité de la position des atomes dans I’ensemble des structures :

on considére qu’un rmsd inférieur a 1 est requis pour qualifier une structure de haute
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résolution, bien que ce critére puisse étre peu judicieux lorsqu’une protéine posséde des zones
de flexibilité importante ; (ii) I’analyse des angles de torsion est un critére important, ceux-ci
doivent, en effet, se trouver dans les valeurs permises sur le diagramme de Ramachandran.
Cependant, dans le cas de boucles, ces valeurs peuvent étre violées ; (iii) I’analyse des
violations des contraintes est le dernier critere et peut étre le plus important. En effet, moins
les violations de contraintes sont importantes, plus les structures sont en accord avec les

données expérimentales et donc représentatives de la structure réelle.

1-2.1.3 Avancées méthodologiques et technologiques

Les techniques de RMN hétéronucléaires tridimensionnelles ont permis d’augmenter

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

-2.1.3.1 Matériel

La RMN est une technique pour laquelle la qualité des données expérimentales est tres
dépendante de la qualité du matériel utilisé. Des avancées dans le domaine des spectrometres

et des sondes ont permis de repousser les limites de la taille des objets étudiables.

1-2.1.3.1.1 Les spectrometres 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 avec By et la

sensibilité augmente selon B,*?

(en effet, la difference d’énergie entre les deux orientations
possibles des moments magnétiques dans le champ est proportionnelle a Bp). Ainsi, la
puissance des aimants n’a cessé d’augmenter, depuis 1962 ou les électro-aimants possédaient
seulement une puissance maximale de 2,3 T (ce qui correspond a une fréquence protonique
d’environ 100 MHz) jusqu’aux cryo-aimants supraconducteurs et I’apparition, en 2002, des
premiers spectrometres a 21 T (900 MHz).

La puissance minimale du champ B, généralement requise pour I’étude d’une protéine
est de 11,7 T (environ 500 MHz), bien que la plupart des équipes de RMN des biomolécules
utilisent des spectromeétres a 14 T (environ 600 MHz). Les spectromeétres a tres haut champ
tels que ceux a 18,7 T (800 MHz) et 21 T (qui restent peu répandus en France compte tenu de
leur colt d’achat et de maintenance) permettent I’étude de biomolécules de taille tres élevée
ou I’étude de molécules de taille plus raisonnable mais avec une résolution et une sensibilité

tres confortables.
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1-2.1.3.1.2 Les sondes

La sonde joue un rdle central dans la mise en ceuvre d’une expérience RMN. Elle
permet I’émission des impulsions radiofréquences ainsi que la détection du mouvement de
précession du vecteur d’aimantation. La performance d’une sonde va donc avoir une influence
majeure sur le bon déroulement de la séquence d’impulsion, en terme de durée optimale et de
spécificité des impulsions, mais aussi sur la sensibilité de la mesure. Des avancées techniques
considérables ont donc été faites dans ce domaine. On trouve, en effet, des sondes possédant
d’une part des bobines spécifiques du carbone 3C et/ou de I’azote **N, plutét que des bobines
a large bande moins performantes, et d’autre part, douées d’une sensibilité et de performances
sans cesse accrues. L’innovation la plus spectaculaire dans ce domaine est la cryosonde dont
le principe est de refroidir I’électronique de la sonde (les bobines d’excitation/mesure mais
aussi les préamplis) grace a de I’hélium gazeux froid (& 20 K). Ceci a pour conséquence une
diminution significative du bruit électronique. Ces sondes possedent donc une sensibilité deux
a trois fois plus importante que celle des sondes classiques (dites chaudes) ce qui rend
possible I’étude de protéines a de faibles concentrations (de I’ordre de 100 uM).

[-2.1.3.2 L’expérience TROSY

Comme mentionné plus haut, la taille des protéines provoque un élargissement des
raies de résonance. Cet élargissement, d0 a des vitesses de relaxation transversale (R»)
particulierement rapides associées aux mouvements de rotation moléculaire, est une limitation
a I’obtention de spectres suffisamment bien résolus pour permettre leur exploitation.

En 1997, Wiithrich et ses collaborateurs mettent au point une technique de corrélation
a deux dimensions, appelée TROSY (Transverse Relaxation Optimised SpectroscopY),
permettant d’atténuer I’effet de la relaxation transversale sur la largeur des raies de résonance
(Pervushin et coll., 1997). Ce gain de résolution est permis grace a I’annulation mutuelle des
contributions d’anisotropie de déplacement chimique (CSA) et d’interactions dipolaires de la
vitesse de relaxation R,. Cette annulation est d’autant plus efficace que le champ By est élevé,
mais n’est effective que pour les protons amides secondaires et aromatiques (Pervushin et
coll., 1998). Un spectre 'H-"N TROSY présente, en effet, des raies de corrélation plus fines
que dans un spectre HSQC classique. L’intérét de cette expérience a I’étude des protéines de
grande taille étant évident, la séquence TROSY a été rapidement ameéliorée (Czisch et
Boelens, 1998 ; Schulte-Herbruggen et Sorensen, 2000), et incorporée aux expériences 3D
voire 4D, en remplacement de la classique séquence INEPT. La séquence TROSY est
désormais incorporée dans les expériences tridimensionnelles hétéronucléaires : HNCO (Yang
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et Kay, 1999), HNCA (Salzmann et coll., 1998), HN(CO)CACB (Salzmann, 1999) etc. La
séquence TROSY est aussi appliquée a la mesure des temps de relaxation et des effets nOe
hétéronucléaires dans les études de dynamique (Kempf et coll., 2003 ; Loria et coll., 1999 ;
Zhu et coll., 2000). Ces techniques sont désormais trés populaires et ont fait leur preuve en
permettant I’étude de protéines de plus grande taille (Tugarinov et coll., 2002) et
d’homomultimeres protéiques (multimere de 900 kDa) (Fiaux et coll., 2002, cf. Fernandez et

Wider, 2003 pour une revue).

-2.1.3.3 La deutération

La vitesse de relaxation transversale (Rz) a une influence directe sur la largeur des
raies de résonance, et donc sur la qualité des spectres. Or, les interactions dipolaires
contribuent a I’augmentation de la vitesse de relaxation transversale. La deutération consiste a
remplacer tout ou partie des protons (*H) d’une molécule par des deutériums (*H ou D) qui
possedent un nombre de spin égal a 1. Cette technique 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 relaxation transversale, ce qui se traduit par des raies
de résonance moins larges (Grzesiek et coll., 1993). En effet, en raison du rapport
gyromagnétique du noyau deutérium plus faible que celui du proton, les interactions
dipolaires entre les spins des noyaux °H et ceux des autres noyaux “C ou N sont
considérablement diminuées. On observe, de plus, une diminution de la diffusion de spin, ces
deux facteurs contribuant a une amélioration de la qualité des spectres.

Cette technique est généralement mise a profit pour I’étude de protéines de grande
taille (supérieur a 20 kDa). On procéde par un enrichissement isotopique grace a une
production bactérienne dans D,O au lieu de H,O, puis a un échange des deutériums amides
par des protons en lyophilisant I’échantillon et en le resolubilisant dans H,O. Un tel
échantillon, totalement deutéré, permet d’effectuer la plupart des expériences
tridimensionnelles hétéronucléaires (un grand nombre de ces expériences ayant été adaptées
aux échantillons deutérés qui nécessitent un découplage 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 d’effets nOe *H-'H. Un bon compromis & la
perdeutération (deutération totale) est la deutération a 50 — 75 % qui permet de compenser la
perte de sensibilité due a la diminution du nombre de protons (LeMaster et 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 plus rapides (vibrations des liaisons et oscillations
angulaires de I’ordre de la picoseconde) aux plus lents (échange conformationnel ou chimique
de I’ordre de la seconde a I’heure). Cette dynamique des biomolécules est souvent associée a
leur activité. En effet, dans le cas des protéines, les éléments de structures secondaires sont
rigides. Alors que les boucles, qui composent généralement le site actif ou les zones
impliquées dans I’activité, présentent des mouvements générant [|’adaptabilité
conformationnelle nécessaire a la reconnaissance et I’interaction avec le substrat ou un
partenaire. Mesurer et comprendre la dynamique d’une protéine permet de mieux comprendre
sa logique fonctionnelle et ses propriétés de reconnaissance ou d’interaction.
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Figure 1-18. : Gammes de temps des mouvements et phénomenes dynamiques dont sont animées les
biomolécules ainsi que les parametres RMN permettant leurs mesures et études.

La RMN est un outil particulierement efficace pour I’étude des phénomeénes
dynamiques puisqu’elle permet la mesure de paramétres sensibles aux différents types de
mouvements moléculaires (Figure 1-18). L’observation des phénomeénes les plus rapides
nécessite la mesure des vitesses de relaxation alors que les phénomeénes les plus lents sont

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

1-2.2.1 Phénomenes d’échange

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

particulierement lents puisqu’ils ont lieu sur une gamme de temps allant de la milliseconde a
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la seconde, voire I’heure (Wang et Palmer, 2003). Dans le cadre de la RMN, ces phénomeénes
d’échange peuvent étre aisément formalisés. En effet, pour une situation ou un noyau
s’échange entre deux environnements chimiques distincts (états) A et B, correspondant a deux
fréquences de résonance du noyaux : va et vg et dont la différence de fréquence est Adw,
I’échange est gouverné par les équations :

A

k, Eqg. I-9
On peut définir le temps moyen de résidence dans chaque état za et zg, avec :
kA:i et kB:i Eqg. I-10
Ta Ts
La vitesse d’échange ke est définie par :
1
k, =k, +ky =— Eqg. I-11
T

Les populations relatives Px et Pg des états A et B sont alors définies par :

PAzk—A et Py :E—B

ex ex

Eq. I-12

Il existe plusieurs régimes d’échange suivant la valeur de ke et 4w (Figure 1-19)
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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 kex, pour Pa=Pg et Av=20Hz, (d’apres : Canet et coll., 2002).
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-2.2.1.1 Echange lent

En I’absence d’échange, a chaque état correspond une raie de résonance. Lorsque le
systéme entre en régime d’échange lent, caractérisé par kex << Aw, les raies de résonance qui
correspondes aux etats A et B vont garder leur individualité mais vont s’élargir au fur et a
mesure que la vitesse d’échange augmente.

Ce régime d’échange est observé, par exemple, lors d’un échange conformationnel tel
que I’isomérie cis/trans de la liaison peptidique en amont d’une proline (définie par I’angle )
dans un peptide. On observe alors deux familles de résonance, une correspondant a I’état cis,
I’autre a I’état trans. Par le biais de I’intégration des raies de résonance correspondant a

chaque état, les populations relatives de formes cis et trans peuvent étre quantifiées.

[-2.2.1.2 Echange intermédiaire

La largeur des raies de résonance augmente avec Kex jusqu’au cas limite ou kex ~ Aw.
Le systeme entre alors en régime intermédiaire, les raies de résonance vont se confondre en
une unique raie large a la fréquence moyenne Pa.va + Pg.vg. Ce phénomeéne, appelé
coalescence, aboutit généralement a une disparition de la raie de résonance. Le signal des

résidus les plus intéressants est donc généralement difficile, voire impossible, a observer.

-2.2.1.3 Echange rapide

Un échange rapide est caractérisé par kex >> Adw. 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 rarement observeés dans les protéines; les
phénomeénes d’échange intermédiaire sont, par essence, difficilement observable mais sont
généralement responsables des lacunes d’attribution lors de I’étude d’une protéine ; les
phénomeénes 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/ ?H

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 peptidique (et des chaines latérales de certains acides

aminés) ont la propriété de s’échanger avec les protons de I’eau. La vitesse de ce phénoméne

57



Chapitre | : Introduction Bibliographique

d’échange est ralentie si un proton amide est engagé dans une liaison hydrogene et/ou s’il est
enfoui dans un environnement hydrophobe, peu accessible au solvant. La mesure de cette
vitesse d’échange renseigne sur les protons amides engagés dans une liaison hydrogene et,
dans une moindre mesure, sur le repliement de la protéine.

La RMN dispose d’outils permettant de mesurer ces vitesses d’échange, le but de cette
démarche étant de déterminer les protons amides engagés dans une liaison hydrogene. Ces
mesures facilitent la détermination de la structure en solution par I’ajout de contraintes de
distance entre proton donneur et groupe accepteur électronégatif. Le principe de ces
expériences est de solubiliser un échantillon lyophilisé de protéine dans D,0O. Les deutériums
se comportant chimiquement comme des protons vont s’échanger avec les protons amides de
la protéine ; les groupes amides qui s’échangent vont alors disparaitre progressivement du
spectre. En mesurant I’intensité du signal de chaque proton amide en fonction du temps, on
peut déterminer leur constante cinétique d’échange ky, gréce a la relation :

I, =1,.exp(-k,,t) Eq. I-13
ou lg est I’intensité du signal au temps 0. Dans le cas des protéines, I’intensité du signal des
groupes amides peut étre aisément suivie grace & des expériences de type *H-">N HSQC en
utilisant un échantillon marqué *°N. La constante cinétique d’échange de chaque proton amide
est alors normalisée avec la valeur théorique correspondante pour un acide aminé donné dans
une « pelote statistique » (Bai et coll., 1993). Cette conversion aboutit au facteur de protection
qui permet de définir les régions de la protéine au sein desquelles I’échange des protons
amides est ralenti. La mise en évidence de la présence des liaisons hydrogene a partir de ces
données, en dehors des éléments de structure secondaire évidents, est délicate car le groupe
électronégatif accepteur n’est a priori pas connu. Pour pallier & cette difficulté, des
expériences RMN hétéronucléaires utilisant la constante de couplage scalaire existante au
travers d’une liaison hydrogene ont été mises au point (Cornilescu et coll., 1999b). Ces
expériences correlent le proton du site donneur avec le groupe accepteur, levant ainsi toute
ambiguité. Elles sont malheureusement peu sensibles compte tenu de la constante de couplage
faible entre proton et groupe accepteur (de I’ordre du Hz) et sont donc difficilement

applicables aux protéines.

1-2.2.2 Dynamique des protéines et relaxation

Les paramétres décrivant la dynamique globale et locale d’une protéine peuvent étre

atteints par la mesure des vitesses de relaxation et du paramétre nOe hétéronucléaire.
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-2.2.2.1 Phénomenes de relaxation

Sous le terme de relaxation sont regroupés les phénomeénes responsables du retour a
I’équilibre de I’aimantation apres une excitation. Les interactions dipolaires et I’anisotropie de
déplacement chimique (CSA) sont a I’origine de la relaxation. En effet ces deux phénomeénes
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 les différents niveaux d’énergie ce qui dissipe I’énergie et permet
le retour a I’équilibre.

Les vitesses de relaxation R; et R, d’un noyau X sont gouvernées par les mouvements
internes de la liaison H-X et le mouvement global de la protéine. La relaxation transversale R,
est principalement dominée par les mouvements lents, en particulier les mouvements de
réorientation globale de la molécule, qui n’induisent pas de transition, mais font décroitre la
cohérence entre les spins en faisant varier de facon aléatoire leur fréquence de résonance. Qui
plus est, R, comprend une composante due & I’échange R,*" définie telle que :

R =R, + RS Eq. 1-14

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

Le parameétre nOe hétéronucléaire traduit un échange d’aimantation entre deux spins
en interaction dipolaire. Lorsque la distance entre les deux spins est connue et constante,
comme c’est le cas entre *H et >N d’un groupe amide secondaire (~ 1,02 A), I’effet nOe
hétéronucléaire ne dépend plus que du temps de corrélation effectif entre les deux spins, c'est-
a-dire de I’amplitude de leur mouvement. L’effet nOe hétéronucléaire est donc la
combinaison des vitesses de relaxation longitudinale et de relaxation croisée Ry(Hz<>Nz) ; il
est trés sensible aux mouvements rapides.

Ainsi, la mesure des temps de relaxation permet de déterminer I’amplitude et la vitesse
des mouvements moléculaires. La mesure des vitesses de relaxation des noyaux N est
particulierement judicieuse, puisque les champs locaux fluctuants proviennent principalement
des mouvements de réorientation de la liaison H-N. De plus, ce type de noyaux est
uniformément réparti le long du squelette peptidique, ce qui en fait une sonde idéale.

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

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

d’expériences bidimensionnelles hétéronucléaires de type HSQC. La vitesse de relaxation
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transversale est mesurée grace a une expeérience basee sur la séquence CPMG (Carr et Purcell,
1954 ; Meiboom et Gill, 1958) appliquée durant un délai t variable. Il existe différentes
méthodes pour mesurer la vitesse de relaxation longitudinale. Leur principe est de laisser
relaxer ’aimantation des noyaux *°N, selon I’axe z, durant un délai t variable. La mesure de
I’intensité des corrélations de chaque expérience en fonction de t obéit a une
monoexponentielle décroissante :
I(t) =1,.exp(—Rt) Eq. I-15
La mesure du paramétre nOe *H-">N nécessite deux expériences de mesure des effets
nOe hétéronucléaires : dans I’une, le proton subit une saturation ; dans I’autre, on effectue une
saturation hors résonance pour compenser d’éventuels effets d’échauffement. Le parameétre
nOe *H-"N est calculé en appliquant I’équation :
nOe = 1 Eq. I-16
I0
ou | et lp représentent respectivement I’intensité des pics de corrélations avec et sans
saturation.
Plus la liaison H-N est rigide, moins la perturbation des noyaux ‘H affectera la
relaxation des spins *°N et plus le paramétre nOe sera proche de 1.
Ces expériences permettent d’accéder aux valeurs de Ri, R, et nOe H-"N pour

chaque groupe amide secondaire du squelette peptidique.

[-2.2.2.3  Analyse des valeurs de relaxation en terme de dynamique

En premiére lecture, les valeurs expérimentales des vitesses de relaxation et du
parameétre nOe apportent des informations sur les mouvements moléculaires. Cependant ces
valeurs restent des données brutes et nécessitent d’étre traitées pour accéder a des
informations dynamiques précises. Pour ce faire, on utilise un modéle décrivant, 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 paramétre nOe via les
densités spectrales (la notion de densité spectrale et I’expression des temps de relaxation en
fonction de ces densités ne seront pas abordées ici).

Le modele le plus utilisé est celui de Lipari et Szabo (Lipari et Szabo, 1982a ; Lipari et
Szabo, 1982b) qui doit son succés a un nombre limité de parametres a ajuster. Son principe
est de considérer que les vecteurs NH d’une macromolécule 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 molécule dans son ensemble décrit par le temps de
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corrélation global z. (de I’ordre de la nanoseconde) ; (ii) les mouvements internes locaux, qui
sont rapides (dans la gamme des temps de la pico a la nanoseconde) décrits par le paramétre
d’ordre S?, compris entre 0 et 1, représentant la restriction de mouvement d’un vecteur NH
(une valeur de 1 représente un mouvement completement restreint, une valeur de 0 un
mouvement non restreint) et le temps de corrélation local 7. qui représente la vitesse de ces
mouvements (Figure 1-20). Une contribution d’échange a la vitesse de relaxation transversale
R,*" traduisant les mouvements les plus lents (dans la gamme des temps de la micro & la

milliseconde), peut aussi étre extrapolée.

H
52

N

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

Le formalisme de Lipari et Szabo a été étendu par Clore et ses collaborateurs (Clore et
coll., 1990). Ce nouveau modele considere que les mouvements internes se déroulent sur deux
échelles de temps différentes. 1l comporte ainsi 5 paramétres : ., S’ et z, qui décrivent les
mouvements internes rapides et enfin S% et 7, qui décrivent les mouvements internes lents. Ce
modele étendu est plus difficile & mettre en ceuvre puisqu’il nécessite d’extrapoler 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.

Quelque soit le modéle utilisé, il est nécessaire de déterminer préalablement le temps
de corrélation global z.. La valeur de z. est accessible & partir du rapport Ro/R; a condition
que : (i) 7 soit supérieur a 1 ns; (ii) le temps de corrélation interne soit supérieur a 100 ps ;
(iii) les valeurs de R, ne soient pas trop surestimées a cause de la contribution d’échange R,*"
(Kay et coll., 1989). Les vecteurs NH remplissant ces conditions sont ceux des résidus faisant
partie de structures secondaires. Pour ces vecteurs rigides, S et t. sont négligeables et le
rapport Ro/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, permettent d’aboutir au temps de corrélation global ainsi

qu’aux paramétre S?, . et éventuellement R,*"

pour chaque vecteur NH de la protéine. Cette
approche permet de décrire les phénoménes dynamiques dont est animée la protéine et

éventuellement de les corréler avec ses fonctions et propriétés.

[-2.3 Conclusion

La RMN est une technique relativement récente, mais soumise constamment a des
avancées majeures. On lui trouve désormais un large domaine d’applications analytiques et
structurales, aussi bien en phase liquide que solide. Dans le domaine de I’étude des
biomolécules, les innovations récentes, aussi bien en terme de matériel (spectrometres,
sondes) que de méthodes (techniques multidimensionnelles hétéronucléaires, génie
génétique), ont permis d’étendre la taille limite des objets pouvant étre étudiés. Au dela de
I’étude structurale, la RMN offre une variété de méthodes permettant d’observer la
dynamique des biomolécules en solution, mais aussi d’étudier, aussi bien qualitativement que
guantitativement, les interactions moléculaires et de mesurer des constantes physicochimiques
(constante de diffusion, Kp, pKa etc...). Le champ d’application de cette technique

expérimentale semble donc presque illimite.
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-3 Objectif des travaux

L’etude des Msr s’est révélée intéressante a plus d’un titre. Leurs implications dans la
prévention du stress oxydant et dans de nombreuses pathologies en font un sujet d’étude
particuliérement sensible et susceptible d’applications thérapeutiques dans le domaine des
maladies dégénératives et des phénomenes de vieillissement.

Cependant, en ce qui concerne les études structurales des Msr de classe A, de
nombreuses questions subsistent, particulierement en 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-elles représentatives de la structure en solution ?
(if) si c’est le cas, I’extrémité C-terminale des Msr est-elle animée de mouvements
suffisamment importants pour permettre le rapprochement spontané des deux cystéines ? (iii)
cette protéine subit-elle un changement conformationnel, lors d’une des étapes du mécanisme
catalytique, qui pourrait permettre le rapprochement des cystéines et la formation d’un pont
disulfure ?

Pour répondre a ces questions, la résonance magnétique nucléaire est la méthode
ideale puisqu’elle permet la détermination de structures en solution, des études dynamiques et
fonctionnelles de protéines. Nous nous proposons donc de déterminer les propriéetés
structurales, dynamiques et fonctionnelles permettant I’activité catalytique de MsrA et
particulierement la formation du pont disulfure Cyss;-Cysigs. Pour ce faire, notre systeme
d’étude sera la MsrA d’Escherichia coli, ce choix étant justifié par deux raisons : (i) MsrA®®"
ayant déja fait I’objet d’une étude structurale par diffraction des rayons X, cela nous permettra
d’observer précisément les différences conformationnelles entre la structure cristalline et la
structure en solution ; (i) MsrAF< appartient & la sous classe des MsrA & deux cystéines de
recyclage. Ce travail pourrait ainsi apporter des informations sur la formation du second pont

disulfure intervenant lors de I’activité catalytique de cette sous classe de MsrA. Nos objectifs
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seront, dans un premier temps, de déterminer la structure tridimensionnelle en solution de la
MsrAE" sous sa forme réduite (MsrAF'req) dans le but de confirmer ou d’infirmer la
premiére hypothése ainsi que d’étudier le comportement dynamique de cette protéine pour
confirmer ou infirmer la seconde hypothese.

L’étude structurale de MsrA d’Erwinia chrysanthemii, basée sur I’utilisation de
contraintes orientationnelles ayant echoue, il nous sera nécessaire d’effectuer une étude
conformationnelle basée sur I’utilisation des contraintes classiques de distances dérivant de la
mesure d’effets nOe, ce qui reste d’une grande complexité dans le cas d’une protéine de 211
résidus.

Le cas échéant, nous étudierons d’un point de vue structural et dynamique les
intermédiaires catalytiques que sont le complexe enzyme/substrat et I’intermédiaire acide
sulfénique dans le but de déterminer si un de ces deux intermediaires subit un changement
conformationnel suffisant pour rapprocher les cystéines 51 et 198. Enfin, I’étude structurale et
dynamique de la forme oxydée comprenant le pont disulfure Cyss;-Cysis de MsrAEe"
(MsrAE 51 c105) devrait permettre de comprendre la formation du second pont disulfure
(entre les cystéines Cysiog et CySa6).

Pour realiser cette étude, le laboratoire dispose d’un accés au spectrometre RMN
Bruker DRX 600 MHz, équipé d’une sonde TXI, du Service Commun de Biophysicochimie
des Interactions Moléculaire de I’Université Henri Poincaré, Nancy 1 (dans le cadre de I'l[FR
111). Ce travail a été réalisé en collaboration avec I’équipe d’enzymologie moléculaire,
dirigée par le Professeur Guy Branlant du laboratoire Maturation des ARN et Enzymologie
Moléculaire (MAEM, UMR CNRS-UHP 7567). La totalité des échantillons protéiques,
utilises lors de cette étude, ont été produits et prépares par Said Azza et Mathias Antoine. Les
études dynamiques ont été réalisées en collaboration avec Mr. le Professeur Pierre
Mutzenhardt du laboratoire de Méthodologie RMN.
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[I-1 Introduction

Malgré les nombreuses études structurales réalisées sur les Msr de classe A, les
déterminants structuraux permettant la formation des ponts disulfure, intervenant lors du cycle
catalytique des MsrA, demeurent inconnus. En effet, pour les trois structures cristallines
connues, les distances entre les C* des différentes cystéines catalytiques sont trop grandes
pour permettre la formation des ponts disulfure sans réarrangement conformationnel. Les
hypothéses les plus évidentes pour expliquer ce désaccord entre les structures
tridimensionnelles, issues de la cristallographie, et le mécanisme catalytique sont que : (i) les
structures cristallines ne sont a priori pas représentatives de la conformation fonctionnelle en
solution ; (ii) I’extrémité C-terminale, qui comprend les cystéines de recyclage 198 et 206,
pourrait étre animée de mouvements amples permettant le rapprochement des cystéines
catalytiques et ainsi la formation des ponts disulfure.

Dans le but de vérifier ces deux hypotheses, nous nous intéresserons, dans ce chapitre,
a la détermination de la structure tridimensionnelle en solution de la MsrA réduite
d’Escherichia coli (MsrA5®".q) ainsi qu’a I’étude de la dynamique du squelette peptidique
de cette enzyme. La méme étude structurale et dynamique sera aussi réalisée sur une forme
oxydée de MsrAE®" (celle contenant le premier pont disulfure intervenant lors du cycle
catalytique : Cyss1-Cysigg). Cette étude devrait permettre de mettre en évidence les différences
structurales et dynamiques entre la forme réduite et cette forme oxydée et ainsi, d’en déduire
les éventuels changements conformationnels nécessaires a la formation du pont disulfure
Cyss1-Cysies. De plus, I’étude de cette forme oxydée (MsrA5cs; c105) pourrait fournir des
informations sur la formation du second pont disulfure (Cys10s-CyS206), derniere étape avant la
régénération de [I’activité réductase (via la réduction du pont CysS;os-CySys par la
thiorédoxine) pour les MsrA possédant deux cystéines de recyclage.
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Une étude RMN, réalisée sur la MsrA d’Erwinia chrysanthemii et basée sur
I’utilisation des contraintes orientationelles a longue portée (residual dipolar coupling, RDC)
(Beraud et coll., 2002), n’a pas permis d’aboutir a une structure a haute résolution. De ce fait,
il nous semble nécessaire, pour mener a bien les études structurales des formes réduite et
oxydée de MsrAF®" d’utiliser les classiques contraintes de distance dérivant de la mesure des
effets nOe. Cela reste un défi technique compte tenu de la taille important de MsrA5*" (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’étude structurale et dynamique de la MsrA d’Escherichia
coli en solution et sous forme réduite. Une telle étude nécessite I’attribution séquentielle du
squelette peptidique et des chaines latérales grace a I’exploitation de spectres tridimensionnels
hétéronucléaires. Cette premiére étape permet d’accéder aux fréquences de reésonance de
I’ensemble (ou presque) des noyaux de la protéine. La connaissance de ces fréquences est un
préalable nécessaire a I’exploitation des spectres NOESY édités (qui permettront d’aboutir a
la structure en solution de MsrAF*e.q) ainsi qu’au traitement des expériences de mesure des
vitesses de relaxation des noyaux “°N.

Pour cette étude, deux échantillons protéiques ont été produits au MAEM, un
échantillon simplement marqué >N et un échantillon doublement marqué **C, N de
MsrAF©e.q. L’étude dynamique a été réalisée en collaboration avec Monsieur le Professeur
Pierre Mutzenhardt du Laboratoire de Méthodologie RMN.

11-2.1 Etude préliminaire

I-2.1.1  Examen de la séquence de MsrA®"

La MsrA d’Escherichia coli est une enzyme monomérique de 211 résidus. L’examen
de la structure primaire (Figure Il-1) révele que cette protéine posséde 4 cystéines (Cyssy,
Cysss, Cysigs et Cysys), dont trois sont impliquées dans le processus catalytique (Cyssi,
Cysi0s et Cyszos). De plus, MsrA5! posséde 16 prolines, qui représentent autant de lacunes
dans I’enchainement des groupes amides secondaires et compliqueront le travail d’attribution
séquentielle. On observe, enfin, de nombreuses répétitions d’acides aminés de méme nature

(A147AA 149 €t D164DD1gg) qui peuvent générer des ambiguités d’attribution.
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L’examen des structures secondaires déterminées par diffraction des rayons X (Tete-
Favier et coll., 2000) (Figure I1-1) indique que seuls 40 % des résidus de la protéine adoptent
une structure secondaire réguliére. Ceci présage que, méme en solution, MsrA5®'r. posséde
de nombreuses boucles qui risquent de poser des difficultés ultérieures lors de I’étape de

résolution de la structure tridimensionnelle.

1 10 Z0 30 41 50 1] 70 Ed an
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Figure 11-1. :  Séquence primaire de la MsrA sauvage d’Escherichia coli. Les éléments de structures
secondaires de la structure cristalline de MsrA®<.., sont représentés en rouge et en bleu ; les
cystéines impliquées dans le processus catalytique sont représentées en rouge; les résidus
intervenant dans la reconnaissance du substrat en bleu (d’apres les structures cristallines connues).

11-2.1.2 Premiers spectres RMN

Les échantillons de MsrA5z.q marqués ont été préparés a une concentration de
1mM a pH 7,1 (10 mM de KH,PO3), en présence de 50 mM de dithiothréitol pour empécher
I’oxydation des groupes thiol de I’enzyme ; tous les spectres ont été enregistrés a 600 MHz et
a une température de 298 K.

Les études structurales effectuées jusqu'a présent sur différentes MsrA, et notamment
I’étude structurale par RMN réalisée sur la MsrA d’Erwinia chrysanthemii (Beraud et coll.,
2001), laissent supposer que ces protéines 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 MsrAF .

Le spectre 1D protonique de MsrAFreq marquée °N (Figure 11-2-A) montre une
bonne dispersion des fréquences de résonance des protons amides (qui s’étendent de 6,5 ppm
a 10 ppm) ainsi que des protons aliphatiques. De plus, des résonances remarquablement
blindées (vers -1 ppm) et déblindées (vers 13 ppm) sont observables. Le spectre 2D *H-"N
HSQC (Figure 11-2-B) révele une bonne dispersion des fréquences de résonance des protons
amides, mais aussi des noyaux *°N dans la dimension de I’azote (de 105 ppm & 135 ppm).
Enfin, le décompte des corrélations du spectre indique que la plupart des groupes amides
secondaires de la protéine sont visibles sur le spectre. Ces observations tendent a confirmer
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que MsrAE®c; adopte une conformation stable et bien définie dans les conditions d’étude
choisies. Enfin, la mesure du ceefficient de diffusion translationnelle de MsrAF iy, réalisée
grace & une expérience DOSY, donne une valeur de 1,13.10° m?s™. Cette valeur permet
d’estimer que le rayon moléculaire est de I’ordre de 19,3 A, ce qui correspond bien a la taille
d’un monomére de la maille cristalline de MsrAE<  Ainsi, MsrAF®-., semble

monomérique en solution a la concentration choisie (1 mM).
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Figure 11-2. :  (A) Spectre 1D *H de MsrA®®'.; 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 polynomial de I’interférogramme. (B) Spectre *H-"*N HSQC de la MsrAF*r.q °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 résonances du squelette peptidique a été réalisée grace a
I’exploitation d’expériences RMN tridimensionnelles hétéronucléaires réalisées sur
I’échantillon de  MsrAF'c.q  doublement marqué *C, ™N. Les expériences
HNCA/HN(CO)CA, HNCO/HN(CA)CO, CBCANH/CBCA(CO)NH ont permis d’attribuer
les noyaux *HN, *NH, 3¢t BcP 3¢’ du squelette peptidique (Figure 11-3, on trouvera en

Annexe | d’autre exemples de plan tirés d’expériences tridimensionnelle hétéronucleaire).

& *C (ppm)
CPyg ez L 30.00
CPaz
Cao _
| e, & Cas | a0.00
s
L 50.00
Cos
o o Tr— ) —
ki R LT R : .:.'_1.. - -
Coyy
T 60.00
s
L 70.00

Figure 11-3. 1 Bandes issues du spectre CBCANH de MsrA5®"r.q et correspondant a la séquence
D4,GMEl,,. Les corrélations positives (signaux en traits pleins) correspondent aux C“ et les
corrélations négatives (signaux en traits pointillés) aux C” et C* de la glycine 41.

Les expériences HNHA et HCCH-TOCSY ont permis d’attribuer les noyaux des
chaines latérales. Malgré la complexité des spectres a exploiter et les nombreux
recouvrements de signaux observés, cette méthodologie a permis d’attribuer 94 % des noyaux
du squelette peptidique (Figure I1-4) ainsi que la grande majorité de ceux des chaines
latérales.
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Figure 11-4. :
(B) Séquence primaire de la MsrA d’Esc
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(A) Spectre *H-"*N HSQC attribuée & 94 %, de MsrA®*r.q & 600 Mhz et 298 K, pH 7,1.

herichia coli ; les résidus non attribués sont représentés en

rouge.
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Les valeurs des déplacements chimiques des noyaux ‘H, *C et *®N du squelette
peptidique et des chaines latérales ont été déposées dans la banque de données BMRB
(http://www.bmrb.wisc.edu) sous la référence 6090. Les 10 résidus qui n’ont pas pu étre
attribués sont uniformément répartis dans la séquence : il s’agit des résidus Ser;, Asnyg, Phesy,
Asn;g, Meti24, Argiss, Seriss, Leuses, Hlexos et Leusgs (Figure 11-4).

Compte tenu de la structure cristalline les résidus Asnig, Met;24, Argiss, Seriss, Hleos et
Leuyo7 sont localisés dans des zones peu structurées (boucles, extrémité C-terminale), ce qui
pourrait étre & I’origine d’une dynamique lente (de I’ordre de la milliseconde) expliquant

I’absence de signal observée pour ces résidus (certainement di & une contribution R,*"

trop
importante). Le résidu Phes; se situe dans le site actif, ce qui laisse supposer qu’il est lui aussi
soumis a des phénomenes d’échange. Enfin, le résidu Asn;g se situe entre deux prolines ce qui
rend virtuellement impossible son attribution par les techniques tridimensionnelles
hétéronucléaires.

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

aux expériences d’échanges H,O/D,0, et des angles de torsion ¢ et y prédits grace au logiciel
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Figure 11-5. :  Prédictions des angles ¢ et w (TALOS) et facteurs de protection des groupes amides.
Les valeurs de Log(Fp) sont représenteées sous forme d’histogramme, les éléments de structure
secondaire représentés en rouge et bleu sont ceux de la structure cristalline de MsrAF®" |es
prédictions du logiciel TALOS sont indiquées sous la séquence par un b bleu (pour des valeurs de
@,y correspondant & un brin f) et par un a rouge pour des valeurs de ¢, y correspondant a une
hélice a).

89



Chapitre Il : Etude structurale et dynamique

TALOS (Cornilescu et coll., 1999), donne une premiere approximation des €léments de
structures secondaires de MsrA5r.4 en solution (Figure 11-5). Ces éléments de structures
secondaires putatifs sont tres proches de ceux de la structure cristalline, ce qui tendrait a
indiquer que la conformation globale de la protéine en solution est similaire a celle obtenue a

I’état cristallin.

1-2.3 Détermination de la structure tridimensionnelle en
solution

L’attribution séquentielle du squelette peptidique et des chaines latérales est un
préalable & I’exploitation des spectres NOESY édités *°N et *3C, et & la collecte des effets nOe

qui permettent d’aboutir & la structure tridimensionnelle en solution de MsrA5 iz,

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

tridimensionnelle

L’exploitation manuelle des spectres 'H->N NOESY HSQC et 'H-'C NOESY
HSQC, ainsi que d’un spectre *H-*C NOESY HSQC particulier réalisé dans le but d’observer
les noyaux aromatiques, a permis de définir un premier ensemble d’environ 1700 contraintes
non ambigués, correspondant aux €éléments de structure secondaire, incluant les 262
contraintes d’angles diédres dérivant des prédictions de TALOS et les liaisons hydrogéne
stabilisant les éléments de structures secondaires évidents. Ce premier ensemble de
contraintes a permis de définir la topologie globale de MsrAF*zy en solution et ainsi,
d’attribuer plus facilement les corrélations nOe ambigués mais aussi de définir les
hétéroatomes accepteurs de protons possédant une valeur de facteur de protection importante.
On aboutit ainsi a un ensemble final de 3082 contraintes de distances et de 262 contraintes
d’angles diedres (Tableau 11-1). De plus, toutes les liaisons peptidiques ont été maintenues
planes et en configuration trans (o = 180 °), puisque qu’aucune corrélation nOe indiquant une
configuration cis n’a été observée (telle que la corrélation H%,H%+1). Cet ensemble de
contraintes a été utilisé dans un protocole de recuit simulé grace au logiciel DYANA (Glintert
et coll., 1997) et a ainsi permis de calculer 500 structures. Les 20 structures possédant les
valeurs de fonction cible les plus faibles (toutes inférieures a 1) ont été sélectionnées pour

former I’ensemble final des conformations représentatives de MsrA="z.4 en solution.
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Tableau 11-1 : Ensemble des contraintes utilisees pour déterminer la structure
tridimensionnelle de MsrA=“"'z.4 en solution

Contraintes Nombre

Distances interprotoniques

Total 3082
liaisons hydrogéne® 146
intrarésiduelles 1769
séquentielles 853
longues distances 314
Angles diedres 262
) 130
b 132

#Une liaison hydrogéne est définie par deux contraintes de distance. Ainsi, 73 liaisons hydrogéne mises en
évidence conduisent & 146 contraintes de distance.

11-2.3.2 Statistiques structurales

L’examen de I’ensemble final des 20 structures tridimensionnelles (Figure 11-6)
indique que le cceur de I’enzyme est bien structuré (résidus 12 a 193) puisqu’il montre un
rmsd par rapport aux coordonnées moyennes de 0,85 + 0,14 A pour le squelette peptidique et

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

| A-term

O-term

Figure 11-6. :  Superposition des squelettes peptidiques (résidus 12 a 193) des 20 structures
représentatives de MsrAF“r.q en solution.

91



Chapitre Il : Etude structurale et dynamique

Les extrémités N- et C-terminales sont moins bien définies, comme le confirment les
données dynamiques (voir plus loin). La distribution des valeurs de rmsd le long de la
séquence n’est pas homogene, ce qui indique le degré de flexibilité de certaines régions telles

que les boucles entre les éléments des différentes structures secondaires (Figure 11-7).
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Figure 11-7.:  Eléments de structures secondaires de MsrA®“z.; en solution, rmsd du squelette
peptidique et valeurs de facteur de protection des groupes amides secondaires le long du squelette
peptidique.
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L’ensemble des structures tridimensionnelles est en accord avec les contraintes
expérimentales. En effet, les violations de contraintes de distance ne dépassent pas 0,2 A et
les violations d’angles diedres sont inférieures a 5 degrés (Tableau 11-2). Enfin, toutes les
valeurs d’angles diedres du squelette peptidique (a I’exception des glycines) se trouvent dans
les régions autorisées du diagramme de Ramachandran. L’ensemble des structures
tridimensionnelles représentatives de MsrA5*'z.4 en solution est d’une excellente qualité et

d’une bonne définition.

Tableau 11-2 : Statistiques structurales pour I’ensemble des 20 structures représentatives de
MsrAE<l. ., en solution

Violation Occurrence par conformere

Violations de distance

>0,0A 96 + 12

>0,1A 9+3

>0,2 A 0
Violations d’angles diedres

> 0 deg. 36+38

> 5 deg. 0
Diagramme de Ramachandran®

Résidus dans les régions les plus favorables (%) 82,6

Résidus dans les régions supplémentaires autorisées (%) 17,3

Reésidus dans les régions « généreusement » autorisées (%) 0,1

Résidus dans les régions interdites (%) 0

®Données déterminées grace au logiciel PROCHECK NMR (Laskowski et coll., 1996)

11-2.3.3 Description de la conformation globale

La conformation globale de MsrAE® .y est une conformation « a/p roll », telle
qu’elle a été décrite dans toutes les études structurales de MsrA effectuées jusqu’a présent.
Elle consiste en un principal feuillet g constitué de 6 brins, entouré de 5 hélices o et d’un petit
feuillet 4 de 2 brins (Figure 11-8).
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N-term

C-term

Figure 11-8.:  Structure la plus représentative de MsrA5®r.q en solution. Les feuillets sont
représentés en rouge, les hélices et les boucles en bleu.

L’examen des structures secondaires indique que seuls 40 % des résidus de
MsrAE<lic.; sont impliqués dans des éléments de structure secondaire (Figure 11-7). Le coeur
de MsrAFlc, est constitué d’un feuillet 4 de 6 brins. Ces brins comprennent les résidus
Glugz a Alagg (B1), Tyres @ Thrys (52), Alags & Tyrigo (83), Alaisz a Tyrise (Bs), Gluiz, a llegzs
(Bs) et Tyrigo @ Tyrisr (Bs) et montrent la succession d’arrangements parallele (p) et
antiparallele (a) suivante : Ss(p)fa(a)p1(a)ps(a)B2(a)Bs. Ce principal feuillet S est entouré d’un
petit feuillet 5 et de 5 hélices a. Le petit feuillet § de 2 brins (8’: Argizs a Gluiss et 577 Aspizg
a Hisyzo) semble étre tres faiblement stabilisé compte tenu des valeurs de rmsd élevées et des
valeurs de facteur de protection particulierement faibles pour les groupes amides des résidus
Gluyzs a Hisigp, et cela malgré les valeurs d’angles de torsions o, y et les corrélations nOe a
longue distance définissant un feuillet. La premiere hélice, ai, s’étend des résidus Phes, a

Trpeso et comprend 2 tours d’hélice. La seconde hélice o, est aussi une hélice réguliére qui
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s’étend des résidus Tyrs, a Sergz. La troisieme hélice az s’étend des résidus Tyrigz a Asnyi; et
comprend 2 tours et demi d’hélice. La quatrieme helice a4 s’étend des résidus Proiss a Alasey,
elle est constituée de 3 tours réguliers d’hélice des résidus Proiss a Phejss. Les tours suivants
(GlInis7 a Alagez), qui sont en interaction avec I’extrémité C-terminale, sont plus faiblement
stabilisés. En effet, malgré les valeurs d’angles de torsions ¢, y et la présence des effets nOe
séquentiels définissant une hélice a, les résidus Gln;s7 a Ala;s, montrent des valeurs de rmsd
legérement plus élevées que pour le reste de I’hélice et des valeurs de facteur de protection
des groupes amides particulierement faibles. La cinquieme et derniére hélice s’étend des
résidus Tyrigg a Lysig2 €t ne comprend qu’un unique tour d’hélice.

Le coeur de I’enzyme est flanqué des longues extrémités N- et C- terminales ne
contenant que peu d’éléments de structure secondaire. L’extrémité N-terminale s’étend des
résidus Ser; a Met,,, et ne possede qu’une boucle (des résidus Serip a Alais) comme unique
élément de structure secondaire. Sa conformation n’est correctement définie qu’a partir du
résidu Thryy (comme le montrent les valeurs importantes de rmsd observées pour les résidus
Ser; a Asnyg) et est maintenue au contact du cceur de I’enzyme par de nombreuses interactions
hydrophobes et une liaison hydrogéne entre les atomes H",g et O%1gs.

L’extrémité C-terminale s’étend des résidus Tyrigs a Alay;n et comprend les deux
cystéines de recyclage (Cysigs et Cysxes). Elle ne présente aucun élément de structure
secondaire. La conformation de I’extrémité C-terminale est moins bien définie a partir du
résidu Gly,o (comme le montrent les valeurs élevées de rmsd observées pour les résidus
Glyzo1 a Alazi) et semble maintenue au contact du cceur de I’enzyme gréce a des interactions

hydrophobes entre les résidus Ilexp, 1lezs, Valags et le coeur 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 supposés jouer un réle important dans la reconnaissance du substrat ont
bien été identifiés. Le site actif de MsrAF*'req en solution que nous proposons est le premier
a étre décrit sous forme native, c'est-a-dire sans adduit ou complexe mimant le substrat. Il est
organisé autour de la cystéine catalytique Cyss; incluse dans la séquence canonique
GsoCFWs3 (Figure 11-9). Cyss; est situé dans une courte boucle entre le brin g et I’hélice a4 ;

cette boucle est surplombée par le feuillet p*-4’” comprenant le résidu Aspizg SUPPOSE
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interagir avec le HY de la MetSO par le biais d’une liaison hydrogéne avec le groupe
hydroxyle de I’acide aspartique. A la suite du résidu Cyss;, les chaines latérales de résidus
Phes; et Trps3 forment une poche hydrophobe supposée interagir avec le groupe méthyle de la
MetSO. Le noyau indol du Trps; est stabilisé par un recouvrement de type n-n avec la chaine
latérale du résidu Tyrige. Au dessus de cette poche hydrophobe, les résidus Tyrg, (qui fait
partie de I’hélice ay), Glugs (inclus dans le brin f3) et Tyriz4 (qui se situe entre les brins f” et
L) sont supposés impliqués dans la reconnaissance de I’atome d’oxygene de la MetSO via la
formation de liaisons hydrogéne impliquant les groupes hydroxyles des chaines latérales de
ces trois résidus. Enfin, le site actif est exposé en surface et ainsi aisément accessible au
substrat. 1l présente un caractére hydrophobe trés marquée compte tenu de la densité
importante de résidus aromatiques (Phesz, Trpss, Tyrs, et Tyrias). Les données statistiques du
site actif (Tableau 11-3, les diagrammes de Ramachandran des résidus Tyrig7, CySigs €t CySz06
sont représentés en Annexe |) montre que la plupart des résidus du site actif adoptent une
conformation bien définie (comme le montrent les faibles valeurs de rmsd et la variabilité
limitée des valeurs des angles diédres ¢, v et x), en particulier pour les résidus aromatiques.
Seules les chaines latérales des résidus Cyssi, Glugs et Aspizg semblent plus flexibles (comme

le montre la variabilité importante des valeurs de y%).

Tableau 11-3 : Description statistique du site actif de MsrA=*"'zq

Résidus Rmsd squelette Rmsd ¢ (deg.) v (deg.) 1 (deg.)
peptidique (A) hétéroatomes (A)

Cyss1 0,36 0,80 41+1 110x1 -150 + 100
Phes, 0,36 0,85 -83+3 -3+5 56 + 11
Trpss 0,36 0,55 -70+3 -58+4 -712+8
Tyrs, 0,64 1,17 -54+5 42 +7 162 + 3
Glug, 0,30 1,33 -75%6 117+ 4 -109 + 36
Asp12 0,63 1,01 -109 +5 133+ 10 -68 £ 31
Tyriza 0,36 0,82 -105 + 10 43+11 -715%+6
Tyrig; 0,90 1,97 -81+28 124 + 10 -114 + 84
Cysigs 1,32 1,73 -129+10 166 + 96 -62+70
CySa06 1,50 2,16 -85+ 30 128 + 50 -102 + 68
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Figure 11-9. :  Site actif de la structure la plus représentative de MsrAE<. , en solution.

[1-2.3.4.2 Extrémité C-terminale

Faisant face au site actif, se trouvent les résidus Tyrigy et Cysigg appartenant a
I’extrémité C-terminale de I’enzyme. Le résidu Tyrigy est supposé étre impliqué dans la
fixation du substrat par le biais d’une interaction entre sa chaine latérale et la liaison
peptidique du substrat. Le résidu Tyrig7 sSemble interagir avec les résidus Trpss et Tyrigg, bien
gue sa position ainsi que la conformation de sa chaine latérale montrent une variabilité
importante comme le révelent les valeurs de rmsd élevées ainsi que la variabilité élevée des
angles diédres ¢, y et x* (Tableau 11-3). Le résidu Cysigs est la premiére cystéine de
recyclage : sa chaine latérale est orientée vers le solvant (Figure 11-10-A). Sa position et sa
conformation montrent une importante variabilit¢ comme le confirment les valeurs de rmsd
élevées ainsi que la variabilité importante des angles diédres ¢, y et x* (Tableau 11-3). Cette
variabilité se répercute sur la distance entre les atomes CPigg et CPsy qui est de 8,4 + 1,9 A
avec une distance minimale de 6,1 A (au lieu de 11,2 A dans la structure cristalline). Comme
c’est le cas pour I’ensemble des structures tridimensionnelles de MsrA déterminées
jusqu’alors, cette distance est trop grande pour permettre, en I’état, la formation du pont
disulfure Cyss;-Cysigg. Le résidu Cysygs, la seconde cystéine de recyclage, 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 que la variabilité des angles diédres o, y et ' (Tableau 11-3).

La distance entre les atomes CPgs et CP1og st 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 cristalline) : cette distance est trop importante pour
permettre la formation du pont disulfure Cys;9s-CyS06. Au sein de I’ensemble finale des 20
structures, les distances dC"s;-CP1og et dCP1og-CPo06 sONt trés variables (ce qui est confirmé par
le rmsd des chaines latérales des résidus Cyss; et Cys;gg, ainsi que la variabilité de leur angle
diédre y%). Aucune corrélation n’a été observée entre ces deux distances, ce qui suggére que

les conformations de ces deux cystéines sont indépendantes (Figure 11-10-B).
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Figure 11-10. : (A) Conformation de I’extrémité C-terminale de la structure la plus représentative de
MsrAE<l. i en solution. Les distances entre les cystéines sont de 8,4 + 1,9 A entre C’; et C/ygq et
23,7+ 2,7 A entre C”198 et C”206. (B) Couples de distances dC’s;-C”1¢5 et dCF195-C206 mesurés dans
I’ensemble des 20 structures représentatives de MsrAE<. . en solution. Les couples de valeurs sont
indiqués par des points bleus. Le couple de valeurs moyennes (dC”s;-Clios = 8,4 A, dCl15-Clags =
23,7 A) est indiqué par un point rouge. Les valeurs de variabilité pour les deux distances (+ 1,7 A
pour dC’s;-Cl1qg et + 2,7 A pour dC”105-C’,6) 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 dCPs;-CPios et dCPigg-CPros Observées, la structure
tridimensionnelle de MsrA5*'z.4 en solution ne permet pas d’expliquer la formation du pont
disulfure Cyss1-Cysigs. Cependant, il est intéressant de comparer la conformation en solution
avec celle des différentes structures cristallines et en solution qui ont été déterminées.

L’examen des structures primaires des MsrA ayant fait I’objet d’une étude structurale
(Figure 11-11) montre que ces enzymes peuvent présenter une variabilité non négligeable dans
leur sequence primaire. Cependant, il s’avere qu’elles possédent toutes la méme conformation

globale.

L& Bl
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N, Peddculosis
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Figure 11-11. : Alignement des séquences des MsrA d’E. coli, B. taurus, E. chrysanthemii, M.
tuberculosis. La numerotation des résidus est basée sur celle de la MsrA d’E. coli ; les éléments de
structures secondaires représentés en bleu (brins ) et en rouge (hélices ¢) sont ceux de MsrA®*q
en solution.

En effet, la superposition des squelettes peptidiques de la structure tridimensionnelle
en solution avec la structure cristalline de MsrA5*'z.q (Tete-Favier et coll., 2000) aboutit &
une valeur de rmsd de 1,27 A pour les résidus 12 a 193 (Figure 11-12-A). Exception faite de
I’extrémité C-terminale, les deux conformations sont trés semblables, quelques différences
mineures peuvent étre observées pour certaines boucles et pour le dernier tour de I’hélice a4
qui apparait comme moins bien structurée dans le cas de MsrA5zq en solution. La
conformation du site actif est tres semblable dans les deux structures (Figure 11-12-B). Malgré
quelques valeurs d’angles diedres différentes (Tableau 11-4), tous les résidus adoptent la

méme position relative dans I’espace, sauf le résidu Phes, qui posséde une position
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sensiblement différente. Les chaines latérales des résidus Trpss, Aspizg, Tyriss et Tyrige
adoptent la méme conformation dans les deux structures tridimensionnelles, alors que les
chaines latérales des résidus Cyssi, Phesy, Tyrg, et Glugs présentent des conformations
Iégerement différentes (Tableau 11-4). Dans la structure cristalline, le résidu His;ge st supposé
interagir avec le résidu Trps; via une liaison hydrogéne entre les atomes H'53 et N*!145. Dans
la structure en solution cette interaction n’est pas observée, car la valeur du facteur de
protection du proton H*'s3 est particuliérement faible. On peut supposer que I’ensemble de ces
différences entre structure cristalline et structure en solution est di & la présence de I’adduit
diméthyl arsenate dans la structure cristalline.

L’extrémité C-terminal posséde une conformation différente dans les deux structures
(Figure 11-12-C). Tout d’abord, pour la structure en solution, la chaine latérale du résidu
Tyrie7 Semble interagir avec les chaines latérales des résidus Trpss et Tyrigg, alors que, dans la
structure cristalline, elle fait face a la cystéine 51. De plus, alors que dans la structure
cristalline le segment Projgs-1le;03 adopte une conformation étendue, I’extrémité C-terminal de
la structure en solution montre un coude impliquant les résidus Projgs a Tyrig7, Ccette
conformation rapprochant les atomes CPigg et CPs; & une distance moyenne de 8,4 + 1,9 A
(avec une distance minimale de 6,1 A) en comparaison de 11,2 A dans la structure cristalline.
Le reste de I’extrémité C-terminale possédant une 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 protéine par 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 distance moyenne entre les atomes CP105 & CP,q5 de la structure en solution
est de 23,7 + 2,7 A (avec une distance minimale de 20,8 A), soit une distance comparable &

celle trouvée dans la structure cristalline (21,2 A).
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Figure 11-12. 1 (A) Comparaison des conformations de MsrA®®"z.s en solution (représentée par un
ruban bleu) avec la structure cristalline (représentée par un ruban rouge). (B) Comparaison du
site actif de MsrAF“'c 4 en solution avec celui de la structure cristalline : le ruban bleu correspond
au squelette peptidique de la structure en solution ; les résidus de la structure en solution sont
représentés en vert, ceux de la structure cristalline en noir. (C) Comparaison des extrémités C-
terminales de la structure en solution (représentée par un ruban bleu) et de la structure cristalline
(représentée par un ruban rouge) ; les résidus de la structure en solution sont représentés en vert,
ceux de la structure cristalline en noir.
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Tableau 11-4 : Valeurs des angles diédres ¢, w et x* (en degrés) des résidus impliqués dans
le site actif des différentes structures tridimensionnelles connues de MsrA.

Résidue Angles digdres ~ MsrAEl., MsrAEol MsrAB MsrAM-wP
RMN R-X R-X R-X
CySs; ® 411 -43 -60 -44
v 1101 113 126 120
r -150 + 100 176 175 168
Phes, ® -83+3 -66 -70 -72
v -3%5.1 -8 -11 -16
r 56 + 11 54 55 51
Trpss ® -70£3 -63 -63 -59
v 58 + 4 -52 -60 -48
r -72+8 -73 -60 -57
Tyrg, ® -54+5 -55 -51 -56
v 42 £ 7 -45 -44 -46
e 162 3 -173 -177 -160
Gy 0 -75+6 -72 -72 -67
v 117+ 4 131 127 128
r -109 + 36 -79 -73 -71
ASpizs 0 -109+5 -99 -93 -85
v 133 £10 113 113 113
r -68 + 31 -63 -68 -61
Tyris ® -105 £ 10 -104 -112 -113
v 43+11 9 11 12
r -75+6 -56 -58 -53
Tyries ® -103+0,5 -77 -95 -98
v 12 £10 165 13 14
r -31+85 -62 -65 -56
Glyis ® -68 £ 10 -71 -71 -70
v -161+7 133 175 168
Tyrigr ® -81+28 -136 -59 -57
v 124 £10 119 121 135
r -114 + 84 -172 179 169
CyS108 0 -129+ 10 -131 -124 -126
v 166 + 96 46 17 17
r -62+70 -53 59 80
CyS206 ® -85+ 30 -99 -103
v 128 50 144 126
r -102 + 68 -67 -179
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(A) r\‘b | (B) f\

Figure 11-13. : (A) Superposition des squelettes peptidiques de MsrAF*'r.; 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 MsrAF*'e. en solution (ruban bleu) et de MsrAM™ (ruban orange), qui
aboutit & un rsmd de 1,22 A sur 141 résidus

La superposition du squelette peptidique de la structure en solution de MsrA5ze
avec celui de la structure cristalline de Msra™™" (44 % d’identité de séquence avec MsrA5®"
aboutit & un rmsd de 1,22 A sur 141 résidus, et 1,24 A sur 186 résidus avec celle de MsrA®®™
(61 % d’identité de séquence avec MsrAF®"). Exception faites de parties « manquantes » de
MsrAM™ |3 structure en solution de MsrAFreq posséde la méme conformation globale que
les structures cristallines de MsrAB™ et MsrAM™ (Figure 11-13).

Contrairement & la structure cristalline de MsrA®" les structures cristallines de
MsrAB® et MsrAM™ possédent le méme coude, impliquant les résidus Proies & Tyrie7, que la
structure en solution de MsrA5®r.q (Figure 11-14). En effet, les valeurs des angles de torsion
¢ et y pour les résidus Tyrigs, Glyigs, Tyrig; et Cysigos de la structure en solution de
MsrAE®e.q sont plutdt proches des valeurs mesurées pour les structures cristallines de
MsrAB® et MsrAM™ (Tableau 11-4). De part la présence de ce coude dans les structures
cristallines de MsrA®™ et MsrAM™™®, Ia distance entre les atomes CPs; et CP1gg de MsrAF e
en solution (8,4 + 1,9 A) est comparable avec celle mesurée pour la structure cristalline de
MsrAB® (8 A). Dans le cas de la structure cristalline de MsrAM™, |a cystéine 198 étant en
position i+2 par rapport & la tyrosine 197, la distance entre les atomes C"s; et CP1q5 (6,6 A)
n’est pas comparable avec celles mesurées dans les autres structures tridimensionnelles.
Néanmoins, pour la structure en solution, la chaine latérale du résidu Tyrig; posséde une
conformation différente de celles observées dans les structures cristallines de MsrA®™ et
MsrAMYP En effet, dans la structure en solution, elle interagit avec les chaines latérales des

résidus Trpss et Tyrigg, alors que dans les structures cristallines, elle fait face au site actif,
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Figure 11-14. : (A) Comparaison de I’extrémité C-terminale de MsrA®*'.; en solution (ruban bleu et
résidus verts) avec celle de MsrAB*® (ruban et résidus gris). (B) Comparaison de I’extrémité C-
terminale de MsrA5*', en solution (ruban bleu et résidus verts) avec celle de MsrAM™® (orange)

cette différence de conformation étant peut étre due a la présence d’adduit (ou complexe) dans
le site actif des structures cristallines. Enfin, dans la structure cristalline de MsrA®®" |e reste
de I’extrémité C-terminale possede une conformation légérement différente de celle observéee
dans la structure en solution de MsrA5®r.4, bien que pour les deux structures, la position de
cette partie par rapport au cceur de I’enzyme reste trés semblable. La distance entre les atomes
CP1os et CPyos est un peu plus courte dans la structure cristalline de MsrA®® (19,4 A) que
dans la structure en solution de MsrA®®'e.q (23,7 + 2,7 A avec une distance minimale de 20,8

A). Rappelons que MsrAM"®

ne possede pas de seconde cystéine de recyclage.

Enfin, la seule autre étude structurale réalisée par RMN d’une MsrA en solution porte
sur celle d’Erwinia chrysanthemii (MsrA5", 76 % d’identité de séquence avec MsrAE®M).
Malheureusement, les auteurs n’ont pas déposé la structure tridimensionnelle qu’ils ont
déterminée dans la PDB mais la décrivent sommairement. Les auteurs signalent une
conformation globale identique & celle de la structure cristalline de MsrAF®". De plus, ils ont
mesuré une distance entre les atomes CPs; et CP1g5 de 7,9 A, ce qui est une distance similaire &

celle mesurée pour MsrAE'z.q en solution (8,4 + 1,9 A). D’autre part, pour MsrAE<™ les
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auteurs ont indiqué que la chaine latérale du résidu Cys;gg est orientée vers le site actif, alors

que, dans toutes les autres structures tridimensionnelles décrites, la chaine latérale du résidu

Cysies pointe vers le solvant (mis & part dans le cas de MsrAMP® dont le résidu Cysigg est en

position i+2 par rapport au résidu Tyrig7).

avec les structures cristallines de MsrAF®" MsrAB® et Msr

(i)

(i)

(iii)

(iv)

Ainsi, la comparaison de la structure tridimensionnelle en solution de MsrAFg,
AN ravele que

les conformations globales de ces 4 protéines sont identiques, en solution comme a
I’état cristallin.

la présence d’adduits ou de complexes (mimant le complexe enzyme/substrat ou
I’intermediaire covalent enzyme/substrat) dans les structures cristallines semble étre a
I’origine des différences de conformation des chaines latérales des résidus Cyssy,
Phes,, Tyrsz, Glugs et Tyrig; observées entre la structure en solution et les structures
cristallines. Ce qui indique que la formation du complexe enzyme/substrat provoque
un changement de conformation de ces résidus.

en solution comme a I’état cristallin, la conformation du segment Proigs & Tyrig7 de
I’extrémité C-terminale montre un coude qui approche les atomes CPyg et CPs; & une
distance de I’ordre de 8 A (8,4 + 1,9 A pour MsrAFr.y en solution, 8 A pour
MsrAB® MsrAM™® 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 différence de conformation du segment Pro;g4 a
Tyr.e7 Observée pour la structure cristalline de MsrAF<! ainsi que la distance dCPs;-
CPg plus importante (11,2 A) en comparaison avec les autres structures
tridimensionnelles (en solution comme a [I’état cristallin), pourraient étre la
conséquence de la présence dans la maille cristalline d’un pont disulfure non natif
entre la Cysyos et la Cysgs d’un monomere voisin de la maille cristalline.

la conformation du reste de I’extrémité C-terminal (& partir du résidu Valys) montre
une variabilité importante au sein des structures cristallines mais aussi au sein de
I’ensemble des structures représentatives de la conformation de MsrAF®r en
solution. Cette observation suggére que cette partie de la protéine est animée de
mouvements, bien que la distance entre les atomes C";gg et CPyqq reste de I’ordre de 20
A (23,7 + 2,7 A pour MsrAFlir.s. 19.4 A pour la structure cristalline de MsrAB™ et
21,2 A pour la structure cristalline de MsrAF<"), ce qui reste une distance trop
importante pour permettre la formation d’un pont disulfure sans réarrangement

conformationnel important.
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11-2.4 Etude dynamique

Létude structurale de MsrA5®rq n’a pas permis d’expliquer la formation des ponts
disulfure Cyss1-Cysigs et CysSigs-Cysz0s. Néanmoins, I’examen de I’ensemble des
conformations représentatives de MsrA5*r.4 en solution indique que les segments Gly:oe-
Glyige et Valys-Gluyin présentent une variabilité importante de leurs conformations. Cette
observation suggére I’existence d’une flexibilité et d’éventuels mouvements qui pourraient
permettre de rapprocher les différentes cystéines. L’étude de la dynamique du squelette
peptidique de MsrAF®r.q en solution, grace & la mesure des vitesses de relaxation
transversale (R,) et longitudinale (R;) des noyaux *°N, ainsi que de I’effet nOe hétéronucléaire
'H-*N, devrait permettre de caractériser ces mouvements putatifs, tant du point de vue de leur

amplitude que de leur gamme de vitesse.

11-2.4.1 Vitesses de relaxation et parameéetre nOe hétéronucléaire

La mise en ceuvre d’expériences classiques décrites par Farrow et coll. (Farrow et
coll., 1994) a permis de déterminer les vitesses de relaxation longitudinale (R;) et transversale
(R,) des noyaux N, ainsi que la paramétre nOe hétéronucléaire *H-">N (nOe) pour la plupart
des groupes amides secondaires du squelette peptidique (Figure I1-15). Par suite de problémes
de recouvrements de certaines résonances, les valeurs des R;, R, et nOe n’ont pas pu étre
déterminées pour certaines corrélations du spectre *H->N HSQC. De plus, peu d’informations
sont disponibles sur le segment Projgs a Alayi; compte tenue de la présence des prolines 208
et 209 (qui ne possedent pas de groupe amide secondaire).

Ces données sont brutes et nécessitent d’étre interprétées, selon un modéle de
dynamique moléculaire, pour en extraire les parametres décrivant la mobilité interne.
Néanmoins, il est possible de faire plusieurs observations préliminaires.

En premier lieu, les valeurs moyennes des vitesses de relaxation des noyaux >N sont
R: = 1,1 s et R, = 18,9 s, le rapport Ry/R; moyen est alors de 17,8 + 2,6. Ce rapport
correspond a un temps de corrélation global z. de 13,3 £ 0,5 ns. Compte tenu de la masse
moléculaire de MsrAF®" (23 kDa), le temps de corrélation global 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 MsrA5'z.4 n’a pas une forme totalement globulaire et posséde un volume
hydrodynamique important, ce qui est en accord avec la structure tridimensionnelle en
solution déterminée précédemment. Ce temps de corrélation important pourrait 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 le cas (cf. § 11-2.1.2). Toutefois,
I’hypothese d’une auto association de faible affinité n’est pas a exclure, la valeur du
coefficient de diffusion translationnelle n’étant que tres peu sensible a un équilibre
monomere/dimeére.

En second lieu, certains segments de la protéine présentent des valeurs remarquables
de Ri, R, et nOe. C’est le cas de I’extremité N-terminale qui possede des valeurs de R;
importantes (jusqu'a 1,65 s™) et des valeurs de nOe particuliérement faibles (de 0,04 & 0,75)
pour les résidus Phes a Aspis, ces valeurs indiquant que I’extrémité N-terminale, jusqu’au
résidus Aspis, est peu structurée. Le segment Tyrigs a Glyag,, qui comprend la premiere
cystéine de recyclage Cysigs, posséde lui aussi des valeurs de R; élevées (de 1,134 1,45, le
résidu Cysios présentant la valeur de R; la plus élevée) et des valeurs de nOe faibles (0,78 a
0,5, le résidu llesgo présentant la valeurs de nOe la plus faible). Ces observations révélent que
pour le segment Tyrig5-Gly,o,, les vecteurs NH sont animés d’une dynamique d’amplitude
moyenne (comme le montrent les faibles valeurs de nOe), dans la gamme des temps de la pico
a la nanoseconde (comme I’indiquent les valeurs élevées de R;). Il est intéressant de constater
que le résidu possédant la valeur de Ry la plus élevée (Cysigg) n’est pas celui qui possede la
valeur de nOe la plus faible (llexp0). Compte tenu de ces observations préliminaires, il est
particulierement intéressant d’interpréter ces données selon le modéle de dynamique interne

de Lipari-Szabo.
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Figure 11-15. : Distribution des vitesses de relaxation longitudinale (R;) et transversale (R,) des
noyaux N et effet nOe hétéronucléaire 'H-"N (nOe) le long de la séquence peptidique de
MsrAElc .. Les intervalles d’erreur sont représentés par des 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 de R;, R, et du paramétre nOe ont permis de déterminer la dynamique
interne de MsrA5!z.4 en solution selon le formalisme de Lipari-Szabo en utilisant un modéle
de réorientation anisotrope. Les valeurs des rapports Ro/R; ont permis de déterminer les
tenseurs de diffusion rotationnelle décrivant le modéle de réorientation globale de

MsrAEc.q en solution (Tableau 11-5)

Tableau 11-5 : Modéle de réorientation globale anisotrope de MsrA® x4 en solution

o (%) p ) y (°)° Dx Dy Dz .’ XIN®
-50 + 43 -8+29 86+44  1,087.10'+ 1,267.10'+ 1,339.10"+ 13,53 ns 3,13.10°
29.10°sT  2,3.10°s'  2,9.10°s?

®Angles polaires o, 3 et y décrivant la position des tenseurs de diffusion, Dx Dy et Dz respectivement,
dans le repére d’inertie moléculaire. Les intervalles d’erreur proviennent du protocole de Monte-
Carlo utilisé pour extrapoler les valeurs expérimentales de R; et R,.

*Temps de corrélation global anisotrope : 7, = 1/(2Dz+2Dx+2Dy).

°N est le nombre de groupes amides utilisés pour déterminer le modele de réorientation anisotrope de
MsrAE<l ., en solution. Les groupes amides ont été choisis sur les critéres d’une valeur de
parameétre nOe supérieur a 0,8 et des valeurs de Ry/R; comprises dans I’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 des mouvements trop importants ou a des phénomenes
d’échange.

Ce modeéle de réorientation globale montre des niveaux d’erreur importants. Toutefois,
il a permis de calculer les valeurs de paramétre d’ordre (S%) pour chaque vecteur NH et, le cas
échéant, les valeurs de temps de corrélation local (z) et de contribution d’échange a la vitesse

de relaxation transversale (R,*"

), bien que cette analyse reste hautement qualitative, compte
tenu de la mauvaise qualité du modeéle de réorientation (Figure 11-16). Les paramétres S° et z
décrivent respectivement la restriction du mouvement et la vitesse de mouvement des vecteurs

ech

NH dans la gamme des temps de la pico a la nanoseconde, le terme R,™" étant associé a des
mouvements (généralement des phénomeénes d’échange) de I’ordre de la micro a la

milliseconde.
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Figure 11-16. : Valeurs de mobilité interne de MsrA®'.; en solution. Les valeurs de mobilité sont
indiquées par un point bleu (pour les valeurs de S?) ou une barre bleue (pour les valeurs de . et
R*™ : les intervalles d’erreur sont indiqués par des barres grises ; les zones d’intérét sont mises en
évidence par un fond vert.
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L’examen des valeurs de parametre d’ordre indique que I’ensemble de la protéine est
relativement rigide (avec des valeurs de S? supérieures a 0,9). Certaines valeurs de nOe sont
particulierement élevées (égale a 1), ce qui signifie que le mouvement des vecteurs NH
concernés est totalement restreint. Le modele de Lipari-Szabo conduisant & certaines
approximations, ces valeurs peuvent étre considérées comme des artefacts bien qu’elles
indiquent, sans ambiguite, les parties rigides de I’enzyme. Certaines boucles possedent des
valeurs de S? un peu plus faibles ce qui suggére une certaine flexibilité de ces segments situés
entre les éléments de structure secondaire (Figure 11-16)

Les vecteurs NH des résidus de I’extrémité N-terminale présentent des valeurs de S?
particuliérement faibles (de 0,3 pour le résidu Phe; a 0,8 pour le résidu Leug) et associees a
des valeurs de temps de corrélation local significatives (de I’ordre de 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 I'ordre de 1 & 5 s™, cette contribution est certainement due & de I’échange
conformationnel associé aux mouvements de ce segment. Le reste de I’extrémité N-terminale
présente des valeurs de S? plus faibles que pour le reste de la protéine ainsi que des valeurs de
temps de corrélation local plus importantes (de 2 a 9 ns) et ce, jusqu’au résidu Valsg qui
précéde de quelques résidus le début du premier élément de structure secondaire (le brin ;).
Ainsi, I’ensemble de I’extrémité N-terminale (jusqu'au résidu Valsg) est caractérisé par une
certaine flexibilité, le segment Ser; a Leug presentant la dynamique la plus importante (Figure
I1-17-A). Cette observation est en accord avec les valeurs importantes de rmsd mesurées sur
I’ensemble des 20 structures calculées de MsrAE®s4 pour les résidus Ser; & Valss.

Les vecteurs NH des résidus du segment Glyi23 a Thris,, qui comprend le petit feuillet
A-B"" surplombant le site actif, possédent eux aussi des valeurs de S? plus basses que celles
observées pour le reste de la protéine. A ces valeurs de S? sont associés des valeurs de temps
de corrélation local de I’ordre 2 a 6 ns et des contributions d’échange particulierement
importantes pour les résidus Asnyg (7,2 s), Hisizo (3,8 s7) et Glyis; (1,5 s%). Ces données
suggerent que ce segment est animé d’une dynamique dans la gamme des temps de la pico a
la nanoseconde mais dont les mouvements restent relativement restreints (S* de I’ordre de
0,9). A ces mouvements, semble étre associé un phénomene d’échange, probablement
conformationnel, particulierement localisé au niveau du résidu Asni,g qui se trouve a la pointe
de la boucle entre les brins ’” et #7°. Ces donnees sont en bon accord avec les valeurs de rmsd
plutdt élevées mesurées pour ce segment et avec les faibles valeurs de facteur de protection
mesurées pour les groupes amides des résidus formant le feuillet f’-5’". Cet ensemble
d’informations indique que ce feuillet, surplombant le site actif, est flexible, anime de
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mouvements (d’échange) dans la gamme des temps de la micro a la milliseconde et
faiblement stabilisé.

Les vecteurs NH des résidus de I’extrémité C-terminale (résidus Tyrigs a Glyaos)
possédent des valeurs de S® plus faibles que pour le reste de 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 résidus Cysies (7,7 s™) et Glyig (4,5 s™).
Ces observations indiquent que ce segment de I’extrémité C-terminale est animé d’une
dynamique relativement importante (S* de I’ordre de 0,7) dans la gamme des temps de la pico
a la nanoseconde et associée a des phénomeénes d’échange conformationnel, les mouvements
les plus importants étant localisés au niveau des résidus Cys;og et Glyigg (avec des valeurs de
S? de 0,73 et 0,72 respectivement). Ces résidus présentent, de plus, des contributions
d’échange importantes indiquant un phénoméne d’échange dans la gamme des temps de la
micro a la milliseconde. Ces observations sont en bon accord avec les valeurs de rmsd
importantes observées pour ces résidus. Bien que, compte tenu des valeurs de S? (qui restent
supérieurs a 0,7) et du bon accord entre les données dynamiques et structurales (en particulier
les valeurs de rmsd), cette dynamique complexe ne permet pas, a priori, de rapprocher
suffisamment la cystéine 198 de la cystéine 51, pour permettre la formation du pont disulfure
Cyss1-Cysigs. Peu d’informations sont disponibles sur le reste de I’extrémité C-terminale
(résidus Valys a Alaziz), mais compte tenu des valeurs de rmsd observées pour ce segment, il
est fort probable que cette partie soit elle aussi animée d’une dynamique importante.

Enfin, de nombreux segments de I’enzyme présentent de faibles contributions
d’échange (résidus Trpss a Valss, GIny1, a Hisiig et Gluiss & Metigg). La mise en évidence des
résidus sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrA5®'s.q (Figure 11-17-B) révéle
que ces résidus sont spatialement proches de I’extrémité C-terminale, voire, en interaction
avec cette derniere. Cette observation suggére que les mouvements de I’extrémité C-terminale
sont responsables des contributions d’échange mesurées pour ces résidus et particulierement
pour les derniers tours de I’hélice a4 (résidus Argiss a Alaigz) qui présentent des valeurs de
rmsd importantes ainsi que des valeurs de facteurs de protection faibles. Ainsi, les
mouvements de I’extrémité C-terminale seraient susceptibles de perturber les zones du cceur
de la protéine avec lesquelles elle interagit, et seraient ainsi responsables de la faible stabilité

des deux derniers tours de I’hélice au.
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AL
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Figure 11-17. : Représentation de la mobilité interne sur la structure la plus représentative de la
conformation de MsrAF<'., en solution. (A) S? et 7, : la taille du ruban représente I’amplitude des
mouvements (plus la valeur de S est faible, plus le ruban est épais) ; la couleur représente la vitesse
des mouvements (I’intensité du rouge dépend de la valeur de 7). (B) R : la couleur du ruban
représente la valeur de R,™".
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Ainsi, I’extrémité C-terminale de I’enzyme 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 permettre le rapprochement des deux cystéines. Néanmoins, il est
satisfaisant de remarquer le bon accord entre ces données dynamique et les autres données
expérimentales (telles que le rmsd mesuré sur I’ensemble des structures représentatives de
MsrAE@e.4 en solution, ainsi que les facteurs de protection des groupes amides). De plus,
cette étude confirme les propriétés dynamiques de I’extrémité N-terminale, celles du segment
Gly123-Thris,, qui est principalement animé de mouvements lents (dans la gamme des temps

de la micro a la milliseconde), et celles des deux derniers tours de I’hélice ..

[1-2.5 Relation structure fonction

L’étude structurale et dynamique de MsrA5®a.q en solution n’a pas permis
d’expliquer le mécanisme de formation du pont disulfure Cyss;-Cysigs. Toutefois, la fonction
premiere de la forme réduite de I’enzyme n’est pas de former ce pont disulfure, mais
d’interagir avec le substrat dans le but de réduire la fonction sulfoxyde. Il se trouve que la
structure tridimensionnelle de MsrA5“"'z.4 en solution répond bien a cette exigence.

En effet, la comparaison de la structure en solution avec les structures cristallines
indiqgue que la formation du complexe enzyme/substrat génére des changements
conformationnels, plus ou moins importants, pour les chaines latérales des résidus Cyss;,
Phes,, Tyrsz, Glugs et Tyrigz. De plus, les chaines latérales des résidus Cyss;, Glugs, ASpioo,
Cysios €t Tyrig7 sSemblent étre plus flexibles (comme le montre la variabilité importante des
valeurs de y'). Enfin, I’étude de la dynamique du squelette peptidique a montré que le
segment Glyip3-Thrys, est soumis a des phénoménes d’échange et que le segment Tyrigs a
Glyzo4 est animé d’une dynamique relativement importante. Ces observations indiquent que le
site actif de MsrA, en particulier les résidus les plus exposés en surface (segment Gly;os-
Thris; et Tyrigs-Glyoos), est flexible. Cette flexibilité génére I’adaptabilité conformationnelle
nécessaire a I’interaction avec le substrat sulfoxyde. Cette adaptabilité est particulierement
importante dans le cas de MsrA qui est capable de réduire une grande variété de substrats (de
la MetSO libre & la MetSO située en surface d’une protéine). Ainsi, MsrAFl- 4 posséde les
propriétés structurales et dynamiques nécessaires a sa fonction, celle d’interagir
spécifiqguement avec I’énantiomere S de la fonction sulfoxyde (interaction impliquant les
résidus aromatiques plutét rigides du site actif), mais aussi d’étre peu spécifique vis-a-vis du
squelette peptidique dont fait partie le résidu MetSO (interaction impliquant les résidus les
plus flexibles et animés d’une dynamique, en surface du site actif), ce qui permet a MsrA de
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réduire une grande variété de substrats sulfoxydes. Le rapprochement des deux cystéines et la
formation du pont disulfure Cyss;-Cysi9g 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 structurale et dynamique d’une protéine de 23 KDa grace a
un spectrometre a 600 MHz, en utilisant les classiques contraintes de distances dérivant de la
mesure des effets nOe, et ce malgré les nombreux recouvrements observés et la qualité
médiocre du signal pour certaines parties de I’enzyme.

Cette étude a permis de constater que, malgré les différences conformationnelles entre
la structure en solution et la structure cristalline de MsrA5®z., les distances entre les
différentes cystéines restent trop importantes pour permettre la formation des ponts disulfure
intervenant lors de I’activité catalytique de cette enzyme. De plus, I’étude de la dynamique du
squelette peptidique a montré que les mouvements, dont est animée I’extrémité C-terminale,
ne sont pas d’une amplitude suffisante pour permettre le rapprochement des cysteines et la
formation des ponts disulfure, qui doivent donc se produire lors d’une étape du cycle
catalytique postérieure a la formation du complexe enzyme/substrat. Toutefois, cette étude a
révélé que les conformations globales des différentes structures tridimensionnelles de MsrA
connues sont identiques, et qu’en solution comme a I’état cristallin, la conformation du
segment Projg4 & Tyrig7 de I’extrémité C-terminale présente un coude qui approche les atomes
CPigs et CPs; & une distance de Iordre de 8 A. La différence de conformation du segment
Proies & Tyrig7, observée pour la structure cristalline de MsrA=*" par rapport aux autres
structures tridimensionnelles, pourrait étre la conséquence de la présence dans la maille
cristalline d’un pont disulfure non natif entre la Cysys et la Cysgs 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 présence du substrat) et a montré que cette enzyme
possede les propriétés structurales et dynamiques nécessaires a sa fonction de reconnaissance
du substrat sulfoxyde et en bon accord avec ses propriétés de spécificite.

Ainsi la connaissance de la structure tridimensionnelle en solution de MsrA5''zo; a
permis de mieux comprendre les propriétés structurales mais surtout dynamiques de cette
enzyme. Ces informations étant difficilement accessibles a partir des différentes structures

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

d’Escherichia coli

L’étude de la structure tridimensionnelle et de la dynamique en solution de
MsrA=lo ., méme si elle a apporté de nombreuses informations sur les propriétés des MsrA
en solution, n’a pas révélé les mécanismes moléculaires permettant la formation des deux
ponts disulfure (Cyss1-Cysigg et Cysi0s-CySa06) intervenant lors du processus catalytique. Dans
ce contexte, I’étude structurale et dynamique d’une forme oxydée de MsrAF! (celle
contenant le premier pont disulfure: Cyss1-Cysigs) devrait permettre d’observer les
différences structurales et dynamiques engendrées par la formation du pont disulfure Cyss;-
Cysigs, Mais aussi d’apprécier le changement conformationel nécessaire au rapprochement de
la cystéine 198 vers la cystéine 51. De plus, cette étude pourrait apporter des informations sur
la formation du second pont disulfure Cys;9s-CySa06, derniere étape avant la régéneration de
I’activité réductase (via la réduction du pont Cysigg-Cys206 par la thiorédoxine) pour les MsrA
a deux cystéines de recyclage. Enfin, dans le cas des MsrA a une cystéine de recyclage (telle
que MsrAM™) |a régénération de I’activité réductase intervient & ce stade du cycle
catalytique, par le biais de la réduction du pont disulfure Cyss;-Cysigg par la thiorédoxine. Le
pont disulfure Cyssi-Cysigg étant réductible par la thiorédoxine chez les MsrA a deux
cystéines de recyclage, cette étude pourrait permettre de mettre en évidence les déterminants

structuraux impliqués lors de I’interaction MsrAcsi-c1os/ TrX.

11-3.1 Etude préliminaire

Dans le but d’obtenir spécifiquement la forme oxydée contenant le pont disulfure Cs;-
Cios, Une MsrA mutée, ou les résidus Cysgs et Cys,os ONt été remplacés par des sérines, a été
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préparée par mutagenese dirigée (cf. annexe 1) et produite au MAEM. En effet, la sérine ne
possede pas la méme réactivité que la cystéine, mais les chaines latérales de ces acides aminés
sont isostéres, ce qui laisse supposer que le remplacement d’une cystéine par une sérine ne
devrait pas perturber de maniére importante la conformation locale de la protéine. Néanmoins,
compte tenu du caractére plus hydrophile de la chaine latérale de la sérine, ce type de
mutation n’est a envisager que pour des cystéines situees dans un environnement ne possedant
pas un caractére trop hydrophobe. Les cystéines 86 et 206 étant situées en surface de la
protéine, les remplacer par des sérines ne devrait pas perturber outre mesure 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 MsrAF®" a été préparé
(ImM, 10 mM de KH,PO3, 50 mM de DTT, pH 7,1) dans le but d’observer les éventuelles
perturbation générées par ces mutations. Ces perturbations 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 résidus Sergg et Serags nN’ont pu étre attribuées qu’a posteriori grace
a I"attribution séquentielle du squelette peptidique du double mutant oxydée (MsrA5.s;.
c19s, Cf. ci aprées) (Figure 11-18).
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Figure 11-18. :

pH 7,1.
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Les perturbations d’environnement chimique générées par les mutations sont estimées
en comparant les différences de déplacement chimique des groupes amides entre la protéine
sauvage et la protéine mutée grace a une valeur consensuelle A dont I’expression est :

AS™N|

Aé:T+\A5H\ Eq. I1-1
ou f est un facteur de proportionnalité (Williamson et coll., 1997). En effet, les corrélations du
spectre HSQC s’étendent sur une largeur spectrale (LS) plus importante dans la dimension de
I’azote °N (de 104 & 135 ppm, soit LS(**N) = 29 ppm) que dans la dimension du *H (de 6,3 &
11,6 ppm, soit LS(*H) = 5,3 ppm). Ainsi, pour prendre en compte les changements de
déplacement chimique dans la dimension de I’azote N sans les surévaluer par rapport aux
changements dans la dimension du *H, A5™N est corrigé d’un facteur de proportionnalité f
égal a LS(™N)/LS(*H), soit 5,47 (29/5,3).

La valeur de Ad pour chaque groupe amide secondaire du squelette peptidique a été
déterminée et est représentée Figure 11-19-A. On estime qu’une valeur de Ad supérieure a 0,1
ppm indique un changement d’environnement chimique représentatif. Les mutations C86S et
C206S affectent significativement les résidus Tyrg, a Glygs, ainsi que le résidu Glniss. La mise
en évidence de ces perturbations significatives sur la structure tridimensionnelle en solution
de MsrAF<lio 4 (Figure 11-19-B) montre qu’elles sont toutes spatialement proches de la sérine
86. Ainsi la mutation C86S perturbe raisonnablement (As < 0,3 ppm) I’environnement
chimique de I’ensemble de I’hélice a, et de maniére plus importante celui du résidu Glniss
(A6 = 0,48 ppm). A contrario, la mutation C206S n’engendre manifestement aucune
perturbation d’environnement chimique. Les mutations C86S et C206S ne génerent donc que
de faibles modifications d’environnement chimique tres localisés, ceci suggere qu’elles

n’influent que légerement et tres localement sur la structure tridimensionnelle initiale.
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Figure 11-19. : (A) Perturbations de déplacement chimique des groupes amides secondaires (49)
générées par les mutations C86S et C206S le long du squelette peptidique de MsrA=*". (B)
Représentation, sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrAE<l. . des perturbations de
déplacement chimique des groupes amides secondaires (40) géenérées par les mutations C86S et
C206S. Le squelette peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent les
résidus perturbés de maniére significative (46 > 0,1 ppm) ; sont aussi représentés les résidus Sergs,
Serys €t Glngss, ce dernier étant particuliérement perturbé par la mutation C86S.
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11-3.1.2 Le mutant C86S, C206S oxydé

Les mutations réalisées n’engendrant pas de perturbations importantes, un échantillon
oxydé de ce mutant a été préparé par le biais de son oxydation par 3 équivalents de MetSO (la
formation du pont disulfure Cyss;-Cysigs a €té vérifiée par un dosage des thiols libres au
DTNB). Aprés purification, cet échantillon de MsrAF*cs1.c105 a 6té préparé a 1 mM, pH 7,1
(10 mM de KH,PO3), dégazé et scellé sous azote. L’examen des premiers spectres, enregistrés
a 600 MHz et 298 K (Figure 11-20), montre que la formation du pont disulfure Cyss;-CysS;og
ne modifie pas la conformation globale de la protéine. En effet, le spectre *H-">N HSQC de
MsrAEl 51 o108 est semblable & celui de MsrAF"ze. Certaines différences sont néanmoins
observables, ce qui semble indiquer que les changements conformationnels provoqués par la
formation du pont disulfure sont relativement localisés. Malgre les similitudes avec le spectre
de la forme réduite, le spectre *H->N HSQC de MsrA®® s c10s N’est pas attribuable
directement par analogie, si bien qu’il est nécessaire de réaliser I’attribution séquentielle de
cette protéine. Enfin, la mesure du ceefficient de diffusion translationnelle de MsrAE®.,.
c10s, réalisée grace a une expérience DOSY, donne une valeur de 9,6.10* m?.s™. Cette valeur
permet d’estimer que le rayon moléculaire est de I’ordre de 22,7 A, ce qui correspond bien a
un monomeére mais est une valeur légérement plus importante que pour MsrAF'r., ce qui
suggere que le volume de MsrA5®.s; 145 est 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 MsrAF®cs;.c16s °N, 1ImM, & 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 I’interférogramme. (B) Spectre 'H-"N HSQC de

MsrAF g 105 °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 éteé réalisée grace a I’analyse des
expériences tridimensionnelles hétéronucléaires réalisées sur I’échantillon de MsrAF g, c1q8
doublement marqué **C, N. Les expériences HNCA/HN(CO)CA, HNCO/HN(CA)CO,
CBCANH/CBCA(CO)NH ont permis d’attribuer les noyaux ‘H", **NH, 3¢c® B3¢cP 3¢’ du
squelette peptidique (Figure 11-21, on trouvera en Annexe | d’autres exemples de plan tirés
d’expériences tridimensionnelles hétéronucléaires). Les expériences HNHA et HCCH-
TOCSY ont permis I’attribution des noyaux des chaines latérales. Malgré la complexité des
spectres et les nombreux recouvrements de signaux observés, cette methodologie a permis
d’attribuer 80 % du squelette peptidique, d’importantes difficultés étant ensuite apparues dans
I’avancement de [I’attribution. Pour pallier a ces difficultés, des spectres HNCACO et
HNCACB ont été enregistrés & 800 MHz avec un échantillon triplement marqué (**C, *°N, %H)
grace a I’accés national au service de RMN a trés haut champ de I’Institut de Chimie des
Substances Naturelles (ISCN, CNRS) de Gif sur Yvette. Ces expériences complémentaires
présentent une sensibilité plus importante et une meilleure résolution que les spectres réalisés
a 600 MHz et ont permis d’atteindre 88 % d’attribution du squelette peptidique. Les valeurs
de déplacement chimique des noyaux *H, *C et >N du squelette peptidique et des chaines
latérales ont été déposées dans la banque de données BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu)
sous la référence 6786. Les résidus n’ayant pas pu étre attribués ne sont pas uniformément
répartis dans la séquence. Il s’agit des résidus Asnig, Cyssi, Phesy, Trpss, Asnzg, Glnioy,
Metios, Glyi127, AsNizg, ASpPiog, HiSizo, Argiss, Seriss, Argiss, Pheiss, Metigo, Thrizo, CySigs,
Glyige, llexgo et Gly,on (Figure 11-22). Compte tenu de la structure tridimensionnelle de
MsrAE- 4 en solution (en supposant que la structure de MsrA5®cs1c105 SOit proche), les
résidus Asnig, Glnizp, Argiss, Serizs, Metigo et Thrizo sont localisés dans des zones peu
structurées (telles que les boucles), ce qui pourrait leur conférer une dynamique lente
expliquant I’absence de signal observable pour ces résidus. Le résidu Asnyg Se situe entre deux
prolines ce qui rend virtuellement impossible son attribution par les techniques
tridimensionnelles hétéronucléaires. La formation du pont disulfure Cyssi-Cysigg pourrait
entrainer des perturbations dynamiques locales, voire un échange conformationnel
intermédiaire, expliquant que les résidus Cyss;, Phesy, Trpss, Cysios, Glyigg, llexo et Glyao;
n’aient pu étre attribués. Les residus Metios, Gly17, Asnizg, ASpizg, Hisizo appartiennent au
feuillet #”-8"" surplombant la cystéine catalytique (Cyss1) dans la forme réduite de MsrA=<",
Il se pourrait que la formation du pont disulfure entraine une perte de conformation de cette
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partie de la protéine ce qui expliquerait que ces résidus n’aient pas pu étre attribués. Cette
hypothése est confirmée par I’observation des largeurs des raies de résonance importantes
pour les résidus bordant ce segment, ce qui est I’expression la plus manifeste d’une
augmentation de la vitesse de relaxation transversale (R;) due a une contribution d’échange

importante (R,*™"

). Enfin, les résidus Argiss et Phessg appartiennent a I’hélice o4, dont les deux
derniers tours d’hélice étaient deja faiblement stabilisés dans la forme réduite. Il semble que la
formation du pont disulfure provoque ici une déstabilisation plus importante encore, ce qui

pourrait expliquer pourquoi les résidus Arg;ss et Phejsg n’aient pas pu étre attribués.

o 13C (ppm)
co,, - 30.00
CPao
R | ooy, Cat | a0.00
i
@ P AL T iy T LY P
Rkt ||-I'll::1|“l|||||-|'| st
50.00
& G“-m C%s o
7 | 60.00
- 70.00

Figure 11-21. : Bandes issues du spectre CBCANH de MsrAE 1 108, correspondant a la séquence
D4,GMEl,,. Les corrélations positives (signaux en traits pleins) correspondent aux C“ et les
corrélations négatives (signaux en pointillés) aux C” et C* des glycines.
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Figure 11-22. : (A) Spectre 'H-"*N HSQC attribué & 88 % de MsrAF*cg; 105 & 600 Mhz, 298 K, pH
7,1. (B) Séquence primaire de la MsrA d’Escherichia coli mutée C86S, C206S ; les résidus non
attribués sont représentés en rouge.
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Figure 11-23. : Prédiction des angles ¢ et w (TALOS) et facteurs de protection des groupes amides.
Les valeurs de Log(Fp) sont representées sous forme d’histogramme ; les éléments de structure
secondaire représentés en rouge et bleu sont ceux de la structure en solution de MsrAE<l. . les
prédictions du logiciel TALOS sont indiquées sous la séquence par un b bleu (pour des valeurs de ¢
, correspondant a un brin g) et par un a rouge pour des valeurs de ¢, y correspondant a une hélice
a).

L’examen des valeurs de facteur de protection, déterminées grace aux expériences
d’échanges H,O/D-0, et des angles de torsion ¢ et y prédits grace au logiciel TALOS, donne
une premiére approximation des éléments de structures secondaires de MsrAFsi c105 €N
solution (Figure 11-23). Ces éléments de structures secondaires putatifs sont tres proches de
ceux de la forme réduite. En effet, il est possible d’identifier les 5 brins p du feuillet
principal ainsi que les 5 hélices a. Cette observation tendrait a confirmer que les
conformations globales des deux formes sont similaires et que les changements
conformationnels engendrés par la formation du pont disulfure Cyss;-Cysieg sont localisés et
concernent principalement les boucles et dans une moindre part, les éléments de structure
secondaire.

La connaissance des valeurs de déplacement chimique de la plupart des noyaux de la
protéine a permis d’exploiter les expériences *H-">N et *H-C NOESY HSQC et d’aboutir

ainsi a la structure tridimensionnelle en solution de MSfAE'COIic51.C198.
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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 des spectres tridimensionnels *H->N NOESY HSQC et *H-
13C NOESY HSQC, ainsi qu’un spectre *H-*C NOESY HSQC particulier, réalisé dans le but
d’observer les noyaux aromatiques, a permis de définir un premier ensemble d’environ 1700
contraintes non ambigués, définissant les éléments de structure secondaire, incluant les 258
contraintes d’angles diedres dérivant des prédictions réalisées grace au logiciel TALOS et les
liaisons hydrogene stabilisant les éléments de structure secondaire évidents. Ce premier
ensemble a permis de définir la topologie globale de MsrAF“s, ci05 €n solution et
d’attribuer ainsi plus facilement les corrélations nOe ambigués et de définir les hétéroatomes
accepteurs de protons possédant une valeur de facteur de protection importante. Cette
méthode a permis d’aboutir a un ensemble final de 2807 contraintes de distances et de 258
contraintes d’angles diédres (Tableau 11-6). De plus, toutes les liaisons peptidiques ont été
maintenues planes et en configuration trans (o = 180 °), puisque qu’aucune corrélation nOe
indiquant une configuration cis n’a été observée. Cet ensemble de contraintes a été utilisé
pour le calcul de 500 structures grace au protocole de recuit simulé du logiciel DYANA. Les
20 structures possédant les valeurs les plus faibles de fonction cible (toutes inférieures a 1) ont
été sélectionnées pour former I’ensemble final des conformations représentatives de

MsrAE<l ., ~105 €n solution.

Tableau 11-6 : Ensemble des contraintes utilisées pour déterminer la structure
tridimensionnelle de MsrA% 51 105 €n solution

Contrainte Nombre

Distances interprotoniques

Total 2807
liaisons hydrogéne® 130
intrarésiduelles 1668
séquentielles 654
longues distances 355
Angles diedres 258
) 128
b 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 des 20 structures tridimensionnelles (Figure 11-24)
indique que le cceur de I’enzyme est bien structuré (résidus 12 a 121 et 133 a 194) puisqu’il
montre une valeur de rmsd par rapport aux coordonnées moyennes de 0,86 + 0,15 A pour le

squelette peptidique et de 1,62 + 0,19 A pour I’ensemble des hétéroatomes.

C-term

Figure 11-24. : Superposition du squelette peptidique (résidus 12 a 121 et 133 a 194) des 20 structures
de I’ensemble final des conformations représentatives de MsrA®“s; c105 €n solution.

Les extrémités N- et C-terminales, ainsi que le segment Glnyz,-Thri3,, sont moins bien
définis, comme le confirment les données dynamiques (cf. ci aprés). De plus, la distribution

des valeurs de rmsd selon la séquence n’est pas homogéne ce qui indique le degré de
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Figure 11-25. : Eléments de structures secondaires, rmsd et facteur de protection

flexibilité de certaines régions telles que les boucles entre les éléments de structures
secondaires (Figure 11-25).

L’ensemble des structures tridimensionnelles est en accord avec les contraintes
expérimentales : en effet, les violations de contraintes de distance ne dépassent pas 0,2 A et

les violations d’angles diedres sont inférieures & 5 degrés (Tableau 11-7). Enfin, toutes les
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valeurs d’angles diedres du squelette peptidique (mis a part dans le cas des glycines) se
trouvent dans les régions autorisées du diagramme de Ramachandran. L’ensemble des
structures tridimensionnelles représentatives de MsrAF“s;.c105 €n solution est donc d’une

excellente qualité et d’une bonne définition.

Tableau 11-7 : Statistiques structurales de I’ensemble final des 20 structures représentatives
de MSfAE'00|Ic51_c198 en solution

Violation Occurrence par conformeére

Violations de distance

>0,0 A 90 +11

>0,1A 9+3

>02A 0
Violations d’angles diedres

> 0 deg. 31+7

> 5 deg. 0
Diagramme de Ramachandran®

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 MsrAF® s, cigs st une conformation « o/f roll »,
fortement similaire & la conformation globale de MsrA®“r4 et qui consiste en un feuillet B
constitué de 6 brins et entouré de 5 hélices a (Figure 11-26).

L’examen des structures secondaires indique que seuls 38 % des résidus de
MsrAE s c108 SONt impliqués dans des éléments de structure secondaire (Figure 11-25). Le
ceeur de MsrAFl g, 106 est constitué d’un feuillet B & 6 brins. Ces brins comprennent les
résidus Gluass a Alasg (81), Tyres @ Thrzz (52), Alags & Tyrigo (63), Alaisy @ Tyrize (Ba), Gluizz @
lle173 (Bs) et Tyrigo & Tyrigs (Bs) et présentent la succession d’arrangements paralléle (p) et
antiparallele (a) suivante : fSs(p)fSa(2)f1(a)f3(a)p2(a)Ss. Ce feuillet S est entouré de 5 hélices a.
La premiéere hélice, a1, s’étend des résidus Phes, a Trpgo et comprend 2 tours d’hélice. La
seconde hélice a, est aussi une hélice réguliere qui s’étend des résidus Tyrg, a Serg;. La

troisieme hélice a3 s’étend des résidus Tyrio7 a Asnyi; et comprend 2 tours et demi d’hélice.
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La quatriéme hélice a4 s’étend des résidus Proiss & Alases; avec 3 tours réguliers d’hélice des
résidus Proi43 @ Phesse. Les tours suivants (Glnis7 a Alasez) sont faiblement stabilisés. En effet,
malgreé les valeurs d’angles de torsion ¢, y et la mesure des effets nOe séquentiels définissant
une hélice a, les résidus Gln;s7 a Alais, montrent des valeurs de rmsd Iégérement plus élevées
que le reste de I’hélice et des valeurs de facteur de protection des groupes amides
particulierement faibles. La cinquiéme et derniere hélice s’étend des résidus Tyrigg a Lys;g; et
ne comprend qu’un unique tour d’hélice. Enfin, le segment Glniz, a Thrizy, qui se situe entre
I’hélice a3 et le brin f3, semble particulierement peu structuré compte tenu des valeurs de
rmsd élevées pour ces résidus.

Le coeur de I’enzyme est flanqué des longues extrémités N- et C- terminales ne
contenant que peu d’éléments de structure secondaire. L’extrémité N-terminale s’étend des
résidus Ser; a Mety,, et ne possede qu’une boucle (des résidus Seryp a Ala;s) comme unique
élément de structure secondaire. Sa conformation n’est correctement définie qu’a partir du
résidu Thryo (comme le montrent les valeurs importantes de rmsd des résidus Ser; a Asnig).

Cette partie est maintenue au contact du cceur de I’enzyme par de nombreuses interactions

Figure 11-26. : Structure la plus représentative de MsrAE<l .. <105 en solution. Les feuillets sont
représentés en rouge, les hélices et les boucles en bleu.
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hydrophobes et une liaison hydrogéne entre HN,g et 0°g.

L extremité C-terminale s’étend des résidus Glyigs & Alazi; et comprend la seconde
cystéeine de recyclage Cysyos (qui dans cette forme mutée est remplacée par une sérine). Elle
ne présente aucun élément de structure secondaire et semble étre particulierement peu

structurée comme le montrent les valeurs de rmsd trés élevées des résidus Gly;ge a Alagio.
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 MsrAEl o 105

Résidu Rmsd squelette Rmsd ¢ (deg.) v (deg.) ¥ (deg.)
peptidique (A) hétéroatomes (A)

Cyss; 0,59 0,93 -71+12 155 + 48 -110 = 67
Phes, 0,57 1,61 -116 + 40 -42 £15 65 + 67

Trpss 0,56 0,67 -70+£9 -42+£5 -84+ 20
Tyrs, 0,50 1,04 -57+4 -42+6 164 + 10
Tyrias 0,68 1,63 -111+14 119+ 25 31+43

Tyrig7 1,24 3,17 -65 + 13 138 £16 -75+ 100
CySigs 1,32 1,64 -80 + 30 -67 + 96 -80+ 30

Le site actif de MsrAF®"s1.c195 €St organisé autour du pont disulfure Cyssi-Cysigs. I
présente un caractere hydrophobe important compte tenu du nombre élevé de résidus
aromatiques trouvés autour de ce pont disulfure. En effet, dans I’environnement proche du
résidu Cyss; se trouvent les residus Phes; et Trpss et dans I’environnement un peu plus
lointain se situent les résidus Tyrg,, Tyrizs et Tyrig7 (Figure 11-28-A). Les données statistiques
disponibles pour ces résidus (Tableau I1-8, les diagrammes de Ramachandran pour les résidus
Tyrig7 et Cysigs sont reportés en Annexe 1) indiquent que les résidus Cysss, Phesy, Trpss et
Tyrg, ont des positions bien définies (comme le montrent les faibles valeurs de rmsd et la
faible variabilité des valeurs d’angles diédres ¢ et y). Les résidus Tyriss, Tyrig7 et Cysigs ONt
des positions plus variables (comme le montrent les valeurs de rmsd plus importantes et une
variabilité plus importante des valeurs des angles diedres ¢ et ). Les chaines latérales des
résidus Trpss et Tyrg, ont des conformations bien définies (comme I’indiquent les faibles
valeurs de rmsd sur les hétéroatomes et la faible variabilité des valeurs d’angle diédre %),
alors que les chaines latérales des résidus Cyssi, Phesp, Tyrizs, Tyrigr et Cysigg Ont des
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conformations plus variables (comme le montrent les valeurs de rmsd plus importantes sur les
hétéroatomes et la variabilité des valeurs d’angle diédre ).

Ces observations indiquent que les résidus les plus impliqués dans la formation du
pont disulfure (Cyssi, Phesy, Tyrig7 et Cysigg) possedent une variabilité de position et/ou de
conformation de leur chaine latérale qui confére a cette zone une certaine flexibilité. De plus,
le résidu Tyria, est situé a proximité du segment Gln,-Thris,. Ce dernier, qui comprend le
résidu Aspig impliqué dans la reconnaissance du substrat chez la forme réduite de MsrA, se
trouve ici étre tres peu structuré (Figure 11-27) comme le montrent les valeurs de rmsd
importantes pour ces résidus. Cette flexibilité semble se répercuter sur la conformation de la

chaine latérale du résidu Tyriza.

f:‘;fﬂf_g_g

Figure 11-27. : Conformations prises par le segment Glni»-Thris, dans I’ensemble des 20 structures
représentatives de MsrAF*cs;.c165 €N solution.

La présence de nombreux résidus aromatiques autour du pont disulfure Cyss1-CySigs,
ainsi que la flexibilité du segment Glny-Thri3,, ont pour conséquence d’exposer, en surface
de la protéine, une large zone a fort caractere hydrophobe (Figure 11-28-B). Dans le cas des
MsrA a une cystéine de recyclage, cette zone pourrait étre spécifiguement reconnue par la
thiorédoxine lors de I’étape de regénération de I’activité catalytique via la reduction du pont

disulfure Cyss;-CysS;gs.
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Figure 11-28. : (A) Site actif de la conformation la plus représentative de MsrAE'°°'_'c51_c1gg en solution.
(B) Surface de Connolly de la conformation la plus représentative de MsrA®®".s, 165 €n solution.
La couleur de la surface dépend du degré d’hydrophobie des résidus en surface ; I’extrémité C-
terminale (flexible) des résidus Gly,q9 a Alayy; est représentée par un ruban vert.
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[1-3.3.4.2 Extrémité C-terminale

L’extrémité C-terminale de MsrA5 s, c105 s’6tend des résidus Glyigs & Alayo et
comprend la seconde cystéine de recyclage, la cystéine 206 (qui dans cette forme mutée est
remplacée par une sérine). Comme le montrent I’examen de I’ensemble des 20 structures
représentatives de MsrAFcs1.c105 en solution ainsi que les valeurs de rmsd observées pour
les résidus Glyigg a Alazig, I’extrémité C-terminale est particulierement peu structurée et est
susceptible d’adopter une importante variété de conformations (Figure 11-29). Toutefois, pour
la grande majorité des 20 structures, la fin de I’extrémité C-terminale (résidu lleys a Alaz;i)
est en interaction avec la zone hydrophobe formée par le site actif, cette interaction étant

favorisée par les résidus hydrophobes de I’extrémité C-terminale (Ilezos, Valogs et Leuggr).

Figure 11-29. : Conformations représentatives de I’extrémité C-terminale de MsrA® s ci05 €n
solution. Sont représentés différentes conformations de I’extrémité C-terminale ainsi que le résidu
Serzoe.

La flexibilité de I’extrémité C-terminale se répercute sur la distance entre les atomes
CPios et CPyp. En effet, la distance moyenne dCPieg-CPyos est de 15,5 + 6,2 A avec une
distance minimale de 9,76 A. Cette distance est a priori trop importante pour permettre la
formation du pont disulfure Cysigs-CySa06 qui intervient pourtant nécessairement a ce stade du
processus catalytique. Cependant, seul un trés faible nombre de corrélations nOe séquentielles
a été observé pour ce segment de I’enzyme et aucune corrélation a longue distance. Ceci
indique clairement que I’extrémité C-terminale n’adopte aucune conformation particuliere

comme le montre I’ensemble des 20 structures représentatives de la conformation de
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MsrAE® g1 c108. Dans ce contexte, il est possible que les conformations de I’extrémité C-
terminale observées dans I’ensemble de 20 structures ne soient pas suffisamment
représentatives de toutes les conformations pouvant étre adoptées par ce segment en solution,
ce qui peut avoir pour origine un défaut du logiciel de modélisation utilisé (DYANA) a
reproduire les propriétés structurales de I’extrémité C-terminale. Ainsi, méme si I’ensemble
de ces 20 structures n’est pas suffisamment représentatif de la conformation de I’extrémité C-
terminale, il est raisonnable de penser que cette derniére est suffisamment flexible pour
permettre le rapprochement des cystéines 198 et 206 et rendre possible la formation du pont

disulfure Cyslgg-Cyszoe.

11-3.3.5 Comparaison des structures tridimensionnelles en
solution de la forme réduite et de la forme oxydée Cyss;-CySiog

La comparaison des structures des formes réduite et oxydée (Cyss;-Cysigs) €n solution
pourrait permettre d’observer les déterminants structuraux permettant la formation du pont
disulfure Cyss1-Cysigs. La superposition du squelette peptidique de la structure
tridimensionnelle en solution de MsrA®®cs;.c10s avec celle de MsrAF®'rey en solution
conduit & une valeur de rmsd de 1,83 A pour les résidus 14 & 122 et 132 & 195 (Figure 11-30-
A). Exception faite du segment Glnj-Thris; et de I’extrémité C-terminale, les deux
conformations sont semblables, la formation du pont disulfure ne provoque donc pas de
changement conformationnel important en ce qui concerne les éléments de structures

secondaires.

(A)

‘{\E?x.__r
e
Figure 11-30. : (A) Superposition du squelette peptidique de MsrAEc; 105 en solution (ruban bleu)
et de MsrAE<"., en solution (ruban rouge), qui aboutit & un rsmd de 1,83 A sur les résidus Alay, a
Glnyy; et Thris, a Alayy;. (B) Comparaison du site actif de MsrAE<l .., <105 €N solution avec celui de
MsrAE'-., en solution. le ruban bleu correspond au squelette peptidique de MsrAF®cg; c1gs, les
résidus de la forme oxydée sont représentés en vert, ceux de la forme réduite sont représentés en noir.
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Les sites actifs des deux formes sont relativement similaires (Figure-11-30-B). En
effet, les résidus Trpss et Tyrg, ont des positions et des conformations de leur chaine latérale
identiques (Tableau 11-9). Les résidus Cyss; et Phes, adoptent des positions et des
conformations de leur chaine latérale légerement différentes mais les valeurs des angles
diedres o, y et ' se révélent trés variables pour la forme oxydée Cyss;-Cysigs. Ces
différences de position et de conformation sont manifestement générées par la formation du
pont disulfure. Le résidu Tyris4 voit sa position et la conformation de sa chaine latérale trés
perturbées par la formation du pont disulfure. Cette perturbation est certainement liée a la
perte de structure du segment Glny,-Thris,. En effet, dans la structure de MsrAFqqy, le
segment Glnyp,-Thryz; comprend un petit feuillet a deux brins B (8’ et #°). Dans la structure
de MsrAE® ¢, 165, CE Segment s’avére étre trés peu structuré, ce qui a pour conséquence
d’exposer la surface, a caractere hydrophobe, du site actif qui était lui-méme recouvert par le
feuillet -4 dans la structure de MsrA®®req (Figure 11-31).

Figure 11-31. : Comparaison des surfaces de Connolly de MsrA5®..; (A) et MsrAF® s, 165 €N
solution (B). La couleur de la surface dépend du degré d’hydrophobie des résidus en surface ;
I’extrémité C-terminale (résidus Glyige a Ala,i1) est représentée par un ruban vert.
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Tableau 11-9 : Comparaison des valeurs des angles diedres ¢,p et x* des résidus impliqués
dans le site actif de MsrAF®'o. et MsrAElc; 166

Résidu Angle diédre MsrAEcl, MsrAE .\ <108 MsrAEcl
(RMN) (RMN) (R-X)
Cyss1 0 41+1 71+£12 -44
v 1101 155 + 48 120
x -150 + 100 -110 + 67 168
Phes, ) -83+3 -116 + 40 -72
y -3+5.1 -42 +15 -16
r 56 + 11 65 + 67 51
Trpss [0) -70£3 -70£9 -59
y -58 + 4 42 +5 -48
r -72+8 -84 + 20 -57
Tyrg, o -54+5 57 +4 -56
y 42 +7 42 +6 -46
r 162 +3 164 + 8 -160
Ty, 0 -105 + 10 -111+ 14 -85
y 43+11 119+ 25 113
r 75+ 6 31+44 -61
Tyries ) -103+5 -95+3
y 12 +10 16 + 14
r -31+85 -48 + 75
Glyis 0 -68 + 10 -106 + 19
v -161+7 65 + 43
Tyrg7 [0} -81+28 -65+12 )
v 124+ 10 139+ 16
r -114 + 84 -75 + 103
CyS1gs ) -129 + 10 -80 £ 30
y 166 + 96 -67 + 96
r 62+ 70 -79 + 30

138



Chapitre Il : Etude structurale et dynamique

Figure 11-32. : Comparaison du site actif de MsrA5*"cs; 165 €n solution avec celui de MsrA=®" 3
I"état solide. le ruban bleu correspond au squelette peptidique de MsrA®®" g, c1e5; les résidus de
la forme oxydée sont représentés en vert, ceux de la forme cristalline sont représentés en noir.

Il est aussi intéressant de comparer le site actif de MsrAF*s1c108 avec celui de la
structure cristalline de MsrAR®"  (représentative de la structure du complexe
enzyme/substrat). Les différences observées sont identiques aux différences remarquées entre
MsrAE N et MstAER 51 c105 (Figure 11-32). En effet, il existe peu de différences entre la
structure en solution et la structure cristalline de MsrA5®'req (Tableau 11-9).

L’extrémité C-terminale étant directement impliquée dans la formation du pont
disulfure, la comparaison des conformations de cette extrémité dans les structures des formes
réduite et oxydée en solution pourrait permettre d’appréhender les changements
conformationnels nécessaires au rapprochement des cystéines 51 et 198 et a la formation du
pont disulfure Cyss;-Cysigs. La comparaison des deux structures indique que I’extrémité C-
terminale n’adopte une conformation différente qu’a partir du résidu Glyigs. En effet, le résidu
Tyrig5 posséde les mémes valeurs pour les angles diédres ¢, y et y* dans les deux structures
(Tableau 11-9). Ainsi, seule la conformation des résidus Glyigs, TYri97, CySigs €St modifiée par
la formation du pont disulfure Cyss1-Cysieg (Figure 11-33). Cette observation suggére que le
rapprochement des cystéines Cyss; et Cysigg pourrait étre possible grace au changement de

conformation du segment Gly;g-TYr197-CySigs.
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TV ios T¥rigs

AT

Figure 11-33. : Comparaison des extrémités C-terminales de MsrA=*"'cs; c105 €N solution (représentée
par un ruban et des résidus bleus) et MsrA5®"z.; en solution (représentée par un ruban et des
résidus rouges).

Ainsi, la comparaison des structures tridimensionnelles de MsrA5®a.y et
MsrA=N o, 108 indique que : (i) la formation du pont disulfure provoque un changement de
conformation important des résidus Cyss; et Phes, du site actif ainsi qu’une perte de structure
du segment GlIniz,-Thris, qui recouvrait le site actif dans la forme réduite ; (ii) la formation du
pont disulfure Cyss;-Cysigs semble possible grace a un changement de conformation du
segment Glyigs-Tyr197-CySi9s. 1l reste & comprendre a quelle étape 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 MsrAE®cs1c105 €n
solution suggere que, suite a la formation du pont disulfure Cyss;-Cysiges: (i) le segment
GlIny-Thryz, est faiblement structuré ; (ii) I’extrémité C-terminale (des résidus Glyigy a
Alay;1) n’est pas structurée et pourrait donc étre animée de mouvements importants. Ce
dernier point pourrait expliquer le mécanisme de formation du second pont disulfure (Cysigs-
Cysaos) bien que dans aucune des 20 structures, la distance dCP105-CP206 ne soit suffisamment
courte pour permettre la formation de ce pont disulfure. L’étude de la dynamique du squelette
peptidique de MsrAFs1 165 €n solution, par le biais de la mesure des vitesses de relaxation
transversale (R,) et longitudinale (R;) des noyaux *°N, ainsi que de I’effet nOe hétéronucléaire
'H-*N, devrait permettre de caractériser ces mouvements putatifs, tant du point de vue de leur

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

La mise en ceuvre d’expériences décrites par Farrow et coll. a permis de déterminer les
vitesses de relaxation longitudinale (R;) et transversale (R.) des noyaux N, ainsi que le
paramétre nOe hétéronucléaire *H-">N (nOe), pour la plupart des groupes amides secondaires
du squelette peptidique (Figure 11-34). Suite aux recouvrements des certaines résonances, les
valeurs de Ry, R, et nOe n’ont pas pu étre mesurées pour certaines corrélations du spectre *H-
>N HSQC. Ces données sont brutes et nécessitent d’étre interprétées selon un modéle de
dynamique moléculaire pour en extraire les parametres décrivant la mobilité interne de
I’enzyme. Néanmoins, il est possible de faire plusieurs observations préliminaires.

En premier lieu, les valeurs moyennes des vitesses de relaxation sont R; = 1,1 s et R,
=17,9s™, le rapport Ro/R; moyen est donc de 16,1 + 4,3. Ce rapport correspond & un temps de
corrélation global z. de 12,5 + 0,6 ns. Compte tenu de la masse moléculaire de MsrAF<" de
23 kDa, le temps de corrélation global théorique est de 9,2 ns, & supposer que la protéine soit
globulaire. Le temps plus important, calculé a partir du rapport Ry/R;, indique que
MsrAE® 51 c106 N’a pas une forme globulaire et posséde un volume hydrodynamique
important, ce qui est en accord avec la structure tridimensionnelle en solution déterminée
précédemment. Ce temps de corrélation important pourrait aussi indiquer une dimérisation de
la protéine en solution, mais la mesure du coefficient de diffusion translationnelle de ces
protéines révéle que ce n’est pas le cas (cf. § 11-2.1.2). Toutefois, I’hypothése d’une auto
association de faible affinité n’est pas a exclure, la valeur du coefficient de diffusion
translationnelle n’étant que trés peu sensible a un équilibre monomere/dimeére.

En second lieu, certains segments de la protéine présentent des valeurs remarquables
de Ri, Ry et nOe. C’est le cas de I’extrémité N-terminale ou on observe des valeurs de R;
importantes (de 1,69 a 1,12 s™) et des valeurs de nOe faibles (de 0,02 & 0,72) pour les résidus
Phes a Alays. Ces valeurs indiquent que I’extrémité N-terminale, jusqu’au résidu Alay4, est peu
structurée. L’extrémité C-terminale, des résidus Gly.p; a Alazi, qui comprend la seconde
cysteine de recyclage Cyszos (qQui est ici remplacée par une serine), possede elle aussi des
valeurs de R; élevées (de 1,22 & 2,59 s™) et des valeurs de nOe particuliérement faibles voire
négatives (-0,10 a 0,44), ces observations révélent que, pour I’extrémité C-terminale, les
vecteurs NH sont animés d’une dynamique trés importante (faibles valeurs de nOe) dans la
gamme des temps de la pico a la nanoseconde. Compte tenu de toutes ces observations
préliminaires, il est particulierement intéressant d’interpréter ces données selon le modele de

dynamique interne de Lipari-Szabo.
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Figure 11-34. : Distribution des vitesses de relaxation longitudinale (R,), transversale (R,) et de
Ieffet nOe hétéronucléaire *H-">N (nOe) le long de la séquence peptidique de MsrA®®"cs, c1s. Les
intervalles d’erreur sont représentés par des 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 de R;, R, et du paramétre nOe ont permis de déterminer la dynamique
interne de MsrA5®s; 165 €n solution selon le formalisme de Lipari-Szabo en utilisant un
modele de réorientation anisotrope. Les valeurs des rapports R,/R; ont permis de déterminer
les tenseurs de diffusion rotationnelle décrivant le modéle de réorientation globale de
MsrAE g1 106 €N solution (Tableau 11-10)

Tableau 11-10 : Modeéle de réorientation globale anisotrope de MsrA5*cs,.c105 en solution

ol i " Dx Dy Dz P 22N

-13+20 41 +22 27+20  1,189.10'+ 1,349.10"+ 1,419.10"+ 12,63 ns 0,31
22.10°st  2,310°s'  2,1.10°s?

®Angles polaires o, 3 et y décrivant la position des tenseurs de diffusion, Dx Dy et Dz respectivement,
dans le repére d’inertie moléculaire. Les intervalles d’erreur proviennent du protocole de Monte-
Carlo utilisé pour extrapoler les valeurs expérimentales de R; et R,.

*Temps de corrélation global anisotrope : 7, = 1/(2Dz+2Dx+2Dy).

°N est le nombre de groupes amides utilisé pour déterminer le modele de réorientation anisotrope de
MsrAE<l ., o106 €N solution. Les groupes amides ont été choisis sur les critéres d’une valeur de
parameétre nOe supérieur a 0,8 et des valeurs de Ry/R; comprises dans I’intervalle défini par le
rapport Ro/R; moyen, plus ou moins sa déviation standard. Ces critéres réduisent I’analyse a des
résidus qui ne sont pas soumis a de larges mouvements ou a des phénomeénes d’échange.

Ce modeéle de réorientation globale montre des niveaux d’erreur importants. Toutefois,
il a permis de calculer les valeurs de paramétre d’ordre (S?) pour chaque vecteur NH et, le cas
échéant, les valeurs de temps de corrélation local (z.) et de contribution d’échange a la vitesse

de relaxation transversale (R,*"

), bien que cette analyse reste hautement qualitative, compte
tenu de la mauvaise qualité du modéle de réorientation (Figure 11-35). Les paramétres S et z
décrivent respectivement la restriction du mouvement et la vitesse de mouvement des vecteurs

ech tant associé a des

NH dans la gamme des temps de la pico a la nanoseconde, le terme R,
mouvements (généralement des phénomenes d’échange) de I’ordre de la micro a la
milliseconde.

L’examen des valeurs du parametre d’ordre indique que I’ensemble de la protéine est
relativement rigide (avec des valeurs de S supérieures & 0,9), certaines boucles montrant des
valeurs de S? un peu plus faibles, ce qui suggére une flexibilité modérée de ces segments

situés entre les éléments de structures secondaires.
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Figure 11-35. : Valeurs de mobilité interne de MsrAE<l ... <105 en solution. Les valeurs de mobilité sont
indiquées par un point bleu (pour les valeurs de S?) ou une barre bleue (pour les valeurs de 7, et
R ; les intervalles d’erreur sont indiqués par des barres grises ; les zones d’intérét sont mises en

évidence par un fond vert.
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Les vecteurs NH des résidus de I’extrémité N-terminale possédent des valeurs de S?
particulierement faibles (de 0,3 pour le résidu Phes a 0,75 pour le résidu Valg) associées a des
valeurs de temps de corrélation local significatives (de I’ordre de 1 ns), ce qui semble indiquer
que ce segment est animé d’une dynamique importante et est donc peu structuré. De plus, ces
résidus possédent un terme d’échange (de 1 & 10 s™), cette contribution d’échange étant
certainement due a un échange conformationnel associé aux larges mouvements de ce
segment. Le reste de I’extrémité N-terminale montre des valeurs de S? plus faibles que le reste
de la protéine ainsi que des valeurs de temps de corrélation local plus importantes (de 2 & 5
ns) et ce, jusqu’au résidu Glys;. Ainsi, I’ensemble de I’extrémité N-terminale (jusqu'au résidu
Glya;) présente une certaine flexibilité, le segment Ser; a Valg subissant les mouvements les
plus importants. Cette observation est en accord avec les valeurs importantes de rmsd
mesurées sur I’ensemble des 20 structures calculées de MsrAE®cs1.c105 pour le segment Ser,
a Glya;.

Peu d’informations sont disponibles sur le segment Glni-Thris,. Néanmoins, les
vecteurs NH de ces résidus, dont les valeurs de mobilité interne sont connues, présentent des
valeurs de S? plus faibles que le reste de la protéine (jusqu'a 0,79) associées a des valeurs de
temps de corrélation local de I’ordre de 2 a 13 ns. Certains de ces vecteurs NH présentent
aussi des contributions d’échange importantes (les valeurs les plus élevées étant 23,6 s pour
le résidu Hisyys et 16,4 s™* pour le résidu Glyis;). Ces observations suggérent que ce segment
est animé d’une dynamique peu importante, dans la gamme des temps de la pico a la
nanoseconde, mais est surtout soumis a des phénoménes 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 résidus Glyzp, a Alasig)
possédent des valeurs de S* beaucoup plus faibles que pour le reste de la protéine (de 0 &
0,76), ces faibles valeurs étant associées a des valeurs de temps de corrélation local de 1 a 2
ns. Ces observations indiquent que ce segment de I’extrémité C-terminale est animé d’une
dynamique tres 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 extrémité C-terminale trés peu structurée. Ces larges
mouvements pourraient ainsi permettre de rapprocher suffisamment la cystéine 206 de la

cysteine 198 pour autoriser la formation du pont disulfure Cysigg-CyS20s.
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C-term

(B)

Figure 11-36. : Mise en évidence de la mobilité interne sur la structure tridimensionnelle la plus
représentative de la conformation de MsrA®®cs,.c1e5 €n solution. (A) S? et 7. : la taille du ruban
représente I’amplitude des mouvements (plus la valeur de S* est faible, plus le ruban est épais) ; la
couleur représente la vitesse des mouvements (I’intensité du rouge dépend de la valeur de ). (B)
R%n : I’intensité de la couleur du ruban représente la valeur de R,™".
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Enfin, de nombreux vecteurs NH possédent des contributions d’échange non
négligeables, la plupart étant situés a proximité spatiale de I’extrémité C-terminale ou du
segment Glng,-Thris, (Figure 11-36). Cette observation semble indiquer que les mouvements
importants de I’extrémité C-terminale et du segment Glni-Thryz, perturbent une grande
partie de la protéine. Ces perturbations, qui se manifestent sous la forme de contributions
d’échange, peuvent expliquer pourquoi Iattribution séquentielle de MsrAFcs,ci05 a
nécessité la mise en ceuvre de moyens plus importants (spectres effectués a 800 MHz) et fut
plus délicate que celle de MsrAF®g.

Ainsi, I’étude de la dynamique du squelette peptidique de MsrAF*cs; 106 €n solution
a permis d’observer que : (i ) I’extrémité C-terminale est animée d’une dynamique importante
dans la gamme des temps de pico a la nanoseconde, dont les mouvements semblent étre d’une
amplitude suffisante pour permettre de rapprocher les cystéines 198 et cystéine 206 et ainsi de
former le pont disulfure Cysiog-Cysaes ; (ii) le segment Glng,p-Thrys, est peu structuré et est
animé de mouvements lents, de I’ordre de la micro a la milliseconde ; (iii) I’ensemble de la

protéine est perturbe par ces phénomenes dynamiques.

[1-3.5 Relation structure fonction

Cette étude a permis de constater que les propriétés structurales et dynamiques de

MsrAE@ie.y et MsrAFeg ci0s  sont  singulierement  différentes  (Figure 11-37),

(A)

Figure 11-37. : Comparaison des propriétés dynamiques (S? et z.) de MsrA5®z.q (A) et MsrAF ;.
cies (B). Les principales différences concernent I’extrémité C-terminale, le segment Tyrig5-Glyzo; qui
est relativement flexible chez MsrAE'“’"Red s’avere, du fait de la formation du pont Cyss;-Cysigg, Moins
flexible chez MsrAE® ., 105 & I’inverse, le reste de I’extrémité C-terminale se révéle animée d’une
dynamique beaucoup plus importante chez MsrA®“ s, 105 que chez MsrAF g,
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particulierement en ce qui concerne I’extrémité C-terminale et le segment Glnyz-Thryz,. 11 est
intéressant de discuter comment la formation du pont disulfure Cyss;-Cysigg peut conduire a
modifier ces propriétés et comment ces nouvelles propriétés sont en accord avec les fonctions
de MsrAFcs; ci06.

L’examen de la structure cristalline de MsrA5*" indique la présence de nombreuses
molécules d’eau situées a proximité du site actif (Figure 11-38). L une d’entre elles interagit
avec le résidu Aspi2s qui appartient au feuillet -8”” recouvrant le site actif de MsrAF*gq en
solution. Il est probable que ces molécules d’eau, en particulier cette derniére qui forme une
liaison hydrogéne avec le O° du résidu Aspiy et une autre avec le HY du résidu Cyss;,
stabilisent la conformation du segment Glni-Thriz,. Cette hypothese, compte tenu du
caractére labile des interactions impliquant une molécule d’eau, expliquerait la faible stabilité

conformationnelle de ce segment dans la forme réduite MsrAF g

Figure 11-38.: Site actif de la structure cristalline de MsrAF®'r.; Le squelette peptidique est
représenté en bleu ; les résidus Cyss;, Aspie €t CySigg €n vert ; la molécule d’eau en rouge et les
liaisons hydrogene par des traits noirs pointillés.

Dans le cadre de cette hypothése, la formation du pont disulfure Cyss;-CySigs
chasserait les molécules d’eau situées dans le site actif et modifierait ainsi I’environnement du
résidu Aspize. Cette modification de I’environnement chimique du résidu Aspie pourrait
déstabiliser completement le feuillet -4’ qui s’avérait déja faiblement stabilisé dans la
forme réduite. La perte de structure du segment Glniz-Thris, conduit a I’exposition de la

surface hydrophobe du site actif. 1l est alors possible a I’extrémité C-terminale, qui possede

148



Chapitre Il : Etude structurale et dynamique

un fort caractére hydrophobe di a la présence de nombreux résidus hydrophobes (llexgo, 11€203,
Valygs et Leuyy), d’interagir avec cette large surface et d’adopter alors des mouvements d’une
amplitude beaucoup plus importante que pour la forme réduite (ou le segment Gln,-Thrys,
recouvre la surface hydrophobe formée par le site actif). Ces mouvements importants vont
permettre le rapprochement des cystéines 198 et 206 et favoriser ainsi la formation du pont
disulfure Cysi193-Cys,06. De plus, dans le cas des MsrA a une cystéine de recyclage (telle que
MsrAMYP) ‘le pont disulfure Cyss;-Cysies est directement réduit par la thiorédoxine. La large
surface hydrophobe exposée de MsrAFs, 105 pourrait permettre I’interaction avec la
thiorédoxine. En effet, de nombreux auteurs ont proposés que le site actif de la thiorédoxine
se caracterise, lui aussi, par une large surface hydrophobe (Figure 11-39), surface qui joue un
réle important lors de I’interaction avec ses partenaires (Eklund et coll., 1984 ; Himawan et
Richardson, 1996). Ainsi, la formation du pont disulfure Cyss;-Cysigg pourrait modifier les
propriétés structurales, dynamiques et fonctionnelles de MsrAE®r.; via la déstabilisation du

segment Glniz-Thris,.

(4) (B)

Site actif

Figure 11-39. : (A) Surface de Connolly de la thiorédoxine d’E. coli en solution (Dyson et coll., 1990,
code PDB : 1XOB). La couleur de la surface dépend du degré d’hydrophobie des résidus en surface
(B) Site actif de la thiorédoxine d’E. coli. Le squelette peptidique est représenté par un ruban bleu,
les résidus formant la surface hydrophobe supposée étre impliquée dans I’interaction avec les
partenaires sont représentés en vert : ils font partie de 3 boucles, la boucle Cysz,-Glyss-Proz-Cysss
qui comprend les deux cystéines catalytiques, et les boucles lle;s-Prozs et Valg;-Glygy-Alags.

Site acHiF

149



Chapitre Il : Etude structurale et dynamique

[1-3.6 Conclusion

Nous avons donc réalisé I’étude structurale et dynamique d’une protéine de 23 KDa
grace a un spectrométre a 600 MHz et en utilisant les classiques contraintes de distance
dérivant de la mesure des effets nOe, et ce malgré les nombreux problemes de recouvrement
et la qualité médiocre du signal pour certaines 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 structure tridimensionnelle et de la dynamique en
solution de MsrA5 s, 105 a permis de mettre en évidence que les propriétés structurales
mais surtout dynamiques de cette forme oxydée sont trés différentes de celles de la forme
réduite, bien que la conformation globale de I’enzyme ne soit pas affectée. En effet, la
formation du pont disulfure Cyss;-Cysigs semble déstabiliser le segment Glnix-Thryzy,
découvrant ainsi la surface hydrophobe du site actif. D’ou deux conséquences majeures : (i)
I’amplitude des mouvements de I’extrémité C-terminale, comprenant la seconde cystéine de
recyclage (Cyszos), S’en trouve augmentée. Cela devrait permettre le rapprochement des
cystéines 198 et 206 et ainsi la formation du pont disulfure Cys;os-CySa06, derniere étape avant
la régénération de I’activité réductase pour les MsrA a deux cystéines de recyclage ; (ii) dans
le cas des MsrA a une cystéine de recyclage, la surface du site actif, ainsi exposée, devrait
permettre I’interaction (de type hydrophobe) avec la thiorédoxine lors de I’étape de
régénération de I’activité catalytique. Ainsi, les propriétés structurales et dynamiques de
MsrAEl ¢, 165 €n solution sont en bon accord avec ses propriétés biochimiques.

Enfin, la connaissance de la structure tridimensionnelle de MsrA5*cs,.c105 Suggere
que la formation du pont disulfure Cyssi-Cysigs Serait permise par un changement de
conformation du segment Glyig6-TYr197-CySigs. 1l reste donc a déterminer lors de quelle étape

du cycle catalytique ce changement conformationnel est susceptible de se produire.
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[1-4 Matériels et méthodes

11-4.1 Préparation des échantillons

Les échantillons protéiques utilisés lors de cette étude (marqués N, °N/*3C et
BN/BC/?H) ont tous été produits, purifiés et concentrés au MAEM (cf. annexe I). Les
échantillons de MsrAF“cs,.c105 ONt té obtenus par I’oxydation de double mutant (C86S,
C206S) en présence de 3 équivalents de MetSO, puis purifiés par gel filtration et finalement
concentreés (cf. annexe 1). La présence du pont disulfure a éte vérifiée par un dosage des thiols
libres au DTNB. Tous les échantillons ont été ramenés a un volume de 600 puL pour une
concentration de 1 mM (95 % H,0, 5 % D,0) dans une solution & pH 7,1 (10 mM de
KH,PO3), en présence d’azide de sodium (N3Na) et de TSP-d4 (Eurisotop) comme référence
interne pour le proton. 50 mM de 1,5-dithiotréhytol-d10 (DTT) ont été ajoutés aux
échantillons 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 enregistrés a 298 K grace a un spectrometre Bruker DRX 600
MHz équipé d’une sonde TXI avec gradients trois axes. Les spectres ont été traités avec le
logiciel XWINNMR (Bruker) et analysés avec XEASY (Bartels et coll., 1995). Le TSP-d4 a
été utilisé comme référence interne pour le proton (*H), les références pour le carbone (*3C) et

I’azote (*°N) ont été obtenues de maniére indirecte (Wishart et coll., 1995).

1-4.3 Mesure de la diffusion translationnelle

Les expériences DOSY ont éteé réalisées comme suit : I’intensité du gradient z a été
calibrée sur un échantillon de D,0O, la séquence utilisée est une sequence LED (longitudinal

eddy current delay), les durées des impulsions & (2 ms) et A (200 ms) ont été optimisées pour
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obtenir 5 % de signal résiduel avec une intensité de gradient maximale. Chaque expérience a
été réalisée avec 2048 points d’acquisition en 'H, les impulsions de gradient ont été
incrémentées sur 16 points, de 2 a 95 % d’intensité de gradient selon une rampe linéaire.
Apres transformée de Fourier et correction de ligne de base, la dimension de diffusion a été
traitée avec le module spécifique du logiciel XWINNMR (Bruker).

11-4.4 Attribution séquentielle

L’attribution séquentielle du squelette peptidique a été réalisée grace aux expériences
'H->’N HSQC, HNCA/HN(CO)CA (Brutscher et coll., 1995 : Ikura et coll., 1990),
HNCO/HN(CA)CO (Clubb et coll., 1992 ; Ikura et coll., 1990), CBCANH, CBCA(CO)NH
(Grzesiek et Bax, 1992a ; Grzesiek et Bax, 1992b ; Grzesiek et Bax, 1993) (Tableau I1-11).
Les raies de resonance des noyaux des chaines latérales ont été attribuées grace aux
expériences CC(CO)NH (Lin et Wagner, 1999), HCCH-TOCSY (Bax et coll., 1990a ; Bax et
coll., 1990b ; Kay et coll., 1990) et HNHA (Vuister et Bax, 1993). Les valeurs de
déplacement chimique des noyaux ‘H, *C et *N du squelette peptidique et des chaines
latérales ont été déposées dans la banque de données BMRB (http://www.bmrb.wisc.edu)

sous la référence 6090 pour MsrAE e,y et 6786 pour MsrAE s, c1gs.

Tableau I1-11 : Expériences utilisées lors des étapes d’attribution sequentielle

Acquisition (pts)/largeur spectrale (ppm)

Expérience TDVw,; (*H) TD2/w, TD3/w; ns Echantillon  Durée (h)  d1(s)
'H-"N HSQC 2048/17 192/35(**N) 64 BN 4 1
HNCA 2048/17 92/35(**N) 64/40(*C) 32 Bc, BN 64 1
HN(CO)CA 2048/17 92/35(**N) 64/40(**C) 32 Bc, BN 64 1
HNCO 2048/17 64/35(**N) 64/30(**C) 40 Bc, BN 50 1
HNCO? 2048/17 56/35(**N) 64/30(**C) 24 ?H Bc, BN 40 1
HN(CA)CO 2048/17 64/35(**N) 64/30(**C) 40 B¢, N 50 1
CBCANH 2048/17 64/35(**N) 64/66(**C) 48 B¢, ™°N 65 1
HNCACB® 2048/17 48/35(**N) 98/80(**C) 24 ?H Bc, BN 48 1
CBCA(CO)NH 2048/17 64/35(**N) 64/66(*°C) 48 Bc, BN 65 1
CC(CO)NH 2048/17 64/35(**N) 64/70(*C) 80 Bc, BN 109 1
HCCH-TOCSY 2048/17 70/70(*C) 128/17(*H) 32 Bc, BN 91 1
HNHA 2048/17 80/17(*H) 60/35(**N) 32 BN 50 1

Spectres réalisés sur I’échantillon de MsrAF* s, 165 marqué 2H/"C/**N, sur un spectrométre Bruker DRX 800
MHz équipé d’une sonde cryogénique grace au service de RMN 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 découlent de I’exploitation des spectres *H-"N et ‘H-*C
NOESY HSQC réalisés avec un temps de mélange de 75 et 150 ms. Une expérience *H-*C
NOESY HSQC particuliére a été effectuée avec une fréquence pour la porteuse *C de 150
ppm (fréquence moyenne des *C aromatiques) et un temps de mélange de 70 ms dans le but
de réaliser I’attribution des noyaux aromatiques (Tableau 11-12). Les corrélations nOe sont
mesurées et classees manuellement selon leurs intensités en forte, moyenne, faible, trés faible
et converties en contraintes de distance avec des limites supérieures respectives de 2,5-3,5-5,5
et 6,5 A. Les contraintes de distance impliquant des pseudoatomes ont été systématiquement

surestimées.

Tableau 11-12 : Expériences utilisées lors des études structurales

Acquisition (pts)/largeur spectrale (ppm)

Expérience TD1/w; (*H) TD2/w, TD3/w; ns Ech. Durée d1(s)
'H-°N HsQcC? 2048/17 104/35(**N) 16 BN 30*30min 1
'H->N NOESY HSQC 2048/17 64/35(*N)  128/17(*H) 24 BN 68 h 1
'H-N/"C NOESY HSQC 2048/17 80/35(°N)  128/17(*H) 32 ®C, BN 100 h 1
'H-13C NOESY HSQCP 2048/17 76/35(**C)  128/17(*H) 24  BC, BN 100 h 2

a : Expériences d’échange réalisées dans le but de déterminer les valeurs de facteurs de protection des groupes amides
de la protéine (cf. § 5.1.4.3).
b : 'H-3C NOESY HSQC réalisée avec une fréquence de porteuse **C de 150 ppm, dans le but d’attribuer les noyaux

aromatiques.

11-4.5.2 Contraintes angulaires

Les contraintes angulaires des angles diedres ¢ et y découlent des prédictions,
réalisées grace au logiciel TALOS (Cornilescu et coll., 1999), effectuées a partir des
déplacements chimiques des noyaux *H", **NH, 13¢c® *He 3P 13C’. Seuls les angles diédres
ayant leurs 10 prédictions en accord ont été contraints a la valeur moyenne prédite par
TALOS (avec un intervalle de tolérance correspondant a la déviation standard, déterminée par
TALQOS, et un minimum de 10 deg.). Toutes les liaisons peptidiques ont été maintenues

planes et en configuration trans.
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11-4.5.3 Expériences d’échange

Les vitesses d’échange a été mesurée en solubilisant un échantillon lyophilisé, marqué
N, dans D,O et en réalisant des expériences *H-""N HSQC successives d’une durée de 30
minutes durant 15 h. La mesure de I’intensité du signal de chaque groupe amide en fonction
du temps permet de déterminer la constante cinétique d’échange ky, gréace a la relation :
I, =1,.exp(-k,t) Eq. 11-2
ou Iy est I’intensité du signal au temps 0.
Ces valeurs sont ensuite normalisées, grace aux valeurs théoriques dans une pelote statistique,
pour aboutir aux facteurs de protection (Bai et coll., 1993). Les protons amides, ayant une
valeur non nulle de facteur de protection, sont considérés comme engagés dans une liaison
hydrogéne. Les liaisons hydrogéne sont traitées comme deux contraintes de distance, avec une
limite supérieure de 2,4 A entre I’hydrogéne et I’hétéroatome accepteur et 3,5 A entre les

hétéroatomes donneur et accepteur.

1-4.5.4 Modélisation moléculaire

L’ensemble de structures a été déterminé a I’aide du logiciel DYANA (Guntert et
coll., 1997). Les contraintes angulaires et de distance ont permis de générer 500 structures
grace au protocole de recuit simulé de DYANA. Les 20 structures possedant les valeurs de
fonction cible les plus basses ont été sélectionnées pour constituer I’ensemble final des

structures représentatives.
11-4.6 Etude dynamique

1-4.6.1 Mesure des vitesses de relaxation

Les mesures des vitesses de relaxation, Ry et R,, des noyaux *°N on été effectuées sur
un échantillon marqué *°N, grace aux expériences décrites par Farrow et coll. (Farrow et coll.,
1994). Les parametres de ces expeériences sont détaillés dans le tableau 11-13; les délais

utilisés sont résumés dans le tableau 11-14.

Tableau 11-13 : Expériences utilisées lors des études dynamiques

Expérience TDl/w, (*H) TD2/w, ns Echantillon Durée  di(s)
R, 2048/17 160/35(*°N) 32 BN 6h 5
R, 2048/17 160/35(*°N) 32 BN 6h 5
nOe 2048/17 256/35(**N) 32 BN 12 h 8
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La mesure de I’intensité du signal de chaque groupe amide en fonction du temps a
permis de déeterminer les vitesses de relaxation gréace a la relation :

I(t) =1,.exp(—Rt) Eq. 11-3
ou lp est I’intensité du signal au temps O et R la vitesse de relaxation mise en jeu dans
I’expérience. Les vitesses de relaxation longitudinale et transversale ainsi que les intervalles
d’erreurs ont été calculés a partir de ces données grace au programme RELAXFIT (Fushman
et coll., 1997).

Tableau 11-14 : Délais utilisés lors de la mesure des vitesses de relaxation des

noyaux °N
Ry () 0,02 01 02 0,4 0,6 08 1 1,2
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 nOe *H-"N a nécessité deux expériences de mesure des effets
nOe hétéronucléaires. Dans I’une, le proton subit une saturation ; dans I’autre, on effectue une
saturation, hors résonance, pour compenser d’éventuels effets d’échauffement. En pratique,
ces expériences sont réalisées lors d’une méme expérience en alternant un interférogramme
irradié « on resonance » et un interférogramme irradié « off resonance » pour s’affranchir
d’éventuelles dérives du champ. Le paramétre nOe 'H-"N a été calculé en appliquant
I’équation :

nOe = 1 Eqg. 11-4

IO
ou | et Ip représentent respectivement I’intensité des pics de corrélation avec et sans saturation
préalable sur le proton. L’expérience a été réalisée trois fois, ce qui permet de calculer une

valeur moyenne du parameétre nOe ainsi que I’intervalle d’erreur.

11-4.6.3 Calcul de la mobilité interne

Les modeles de réorientation globale anisotrope ont été déterminés grace au logiciel
TENSOR2 (Dosset et coll., 2000), en utilisant les groupes amides ayant une valeur de
parameétre nOe supérieur a 0,8 et des valeurs de R/R; comprises dans I’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 larges mouvements ou a des phénomenes d’échange.
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Une fois le modéle de réorientation globale calculé, les valeurs de mobilité interne ont

été déterminées avec le logiciel TENSOR2.
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l1I-1 Introduction

L’etude de la structure tridimensionnelle et de la dynamique en solution de la forme
réduite et d’une forme oxydée de MsrAF" (Cyss;-Cysies) N’a pas permis de mettre en
évidence les mécanismes moléculaires permettant la formation du pont disulfure Cyss;-CyS;gs.
Toutefois, ces études ont montré, entre autres, que : (i) la formation du pont disulfure Cyss;-
Cysi9s sSemble permise par un changement de conformation du segment Glyigs-Tyr197-CySigs
de I’extrémité C-terminale de I’enzyme ; (ii) la formation du pont disulfure Cys;95-CySs06 €St
permise par les larges mouvements de I’extrémité C-terminale de la forme oxydee
MsrAEN .z, c16s. 1l reste donc & déterminer lors de quelle étape du cycle catalytique intervient
le changement de conformation qui conduit a la formation du premier pont disulfure, et quelle
est la force motrice qui le provoque. Ce changement conformationnel intervient
nécessairement lors de I’une des étapes du mécanisme catalytique entre la forme réduite et la
premiere forme oxydée (Cyssi-Cysigs). L’examen du mécanisme catalytique détaillé (Figure
I11-1) permet d’identifier deux étapes entre la forme réduite et la premiere forme oxydée,
I’une d’elle conduisant nécessairement au changement conformationnel du segment Gly;gs-
Tyrig7-Cysigs. Ces deux étapes sont: (i) la formation du complexe non covalent
enzyme/substrat définie par la constante de dissociation du complexe (Kp), suivie de la
formation réversible du complexe covalent (étape 1A) avec la formation d’une liaison entre le
soufre de la cystéine catalytique et le soufre de la MetSO ; (ii) la formation de I’intermédiaire
acide sulfénique, concomitante avec la libération du substrat réduit via le réarrangement du
complexe covalent enzyme/substrat (étape 1B). L’étape suivante est la formation du premier
pont disulfure entre la cystéine 51 et la cystéine 198. Ces étapes sont rapides et ne peuvent

étre étudiées par RMN, elles relévent de I’étude cinétique.
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.d-'l'e thianine

Cysy -5 K. Cysny -5 'H“;ﬁ - Cysey 5'—5 —-CH ll CySny -S= CIH f Cysy -5
CySige-5° : C'sian-5° KS\CH LS a5 R ‘:?'EJHU'E" ‘:'r'slee
1
Msrd rédunte Lomplexe Complexe Intermédiaire MsrAd oxpdée
MsrdsMetso covalent acide sulfénigue (EVF 5V pgad

Msrd/Med50
Figure I11-1. : Mécanisme catalytique détaillé des MsrA.

Néanmoins, certains états transitoires entre ces étapes peuvent étre isolés, tels que le
complexe enzyme/substrat ou I’intermédiaire acide sulfénique. Il serait particuliérement

pertinent de procéder a I’étude de ces intermédiaires par la mise en ceuvre de différentes

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

Cette partie s’intéressera au premier état transitoire intervenant lors du mécanisme
catalytique de MsrA, c'est-a-dire le complexe enzyme/substrat. Les trois structures cristallines
connues sont toutes sous forme de complexe ou d’adduit avec des mimes du substrat. Elles
sont ainsi représentatives du complexe non covalent enzyme/substrat (dans le cas de
MsrAM™® cristallisée sous forme de complexe avec une méthionine d’un monomére 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 MsrA5" tandis qu’une molécule de DTT est liée
aux cystéines 51 et 198 dans le cas de MsrA®'™). Les sites actifs de ces trois structures
cristallines sont en bon accord entre elles en terme de résidus impliqués dans la
reconnaissance du substrat, de position et de conformation de ces résidus, ceci laisse supposer
que : (i) la formation de la liaison covalente entre le soufre de la cystéine 51 et celui de la
fonction sulfoxyde du substrat n’entraine pas de changement conformationnel important ; (ii)
les deux complexes (covalent et non covalent) adoptent a priori la méme conformation. De
plus, dans aucune de ces trois structures, les distances entre les C* des cystéines 51 et 198 ne
sont compatibles avec la formation d’un pont disulfure, ce qui laisse supposer que le
changement conformationnel du segment Glyige-Tyri97-Cysies N’intervient pas lors de la
formation du complexe enzyme/substrat.

Néanmoins, il est possible que la conformation du complexe enzyme/substrat en
solution soit différente de celle des structures cristallines. C’est pourquoi cette étude
s’intéressera aux propriétés de ce complexe en solution, I’objectif étant de caractériser, d’un
point de vue structural, qualitativement mais aussi quantitativement, la reconnaissance du
substrat.

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

Le complexe covalent n’est pas accessible puisqu’il se réarrange spontanément pour libérer le
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substrat reduit et conduire & I’intermédiaire acide sulfénique. Mais le complexe non covalent
pourrait étre isoler en utilisant un mutant inactif de MsrAF<" (ot la cystéine catalytique Cyss;
est remplacée par un autre résidu).

Un protocole de titrage de I’enzyme par son substrat peut étre envisagé pour cette
étude. Celui-ci présenterait le double avantage de ne pas nécessiter I’attribution séquentielle
du complexe/enzyme substrat a saturation (en effet, dans des conditions d’échange rapide
entre la forme libre et la forme complexée au substrat de MsrA, le suivi du changement de
déplacement chimique des raies de résonance est ais€) et devrait permettre de déterminer la

constante de dissociation du complexe enzyme/substrat (Kp).

-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 MsrA5*®" incapable de former le complexe
covalent. Un tel mutant a été obtenu en remplagant la cystéine catalytique (Cyss;) par une
alanine. En effet, le caractére particulierement hydrophobe du site actif rend préferable
I’utilisation d’un acide aminé de nature hydrophobe et non une sérine (résidu isostériquement
plus proche de la cystéine, mais aussi plus hydrophile), qui risquerait de perturber de maniére
importante la conformation de la protéine. Ce mutant C51A a été préparé par mutagenese
dirigee et produit au MAEM (cf. annexe I).

Un échantillon marqué **N du mutant C51A réduit de MsrAE®" (MsrAE®cg,,) a été
préparé (ImM, pH 7,1 10 mM de KH,PO3;, 50 mM de DTT) dans le but d’observer les
éventuelles perturbations générées par cette mutation. Ces influences ont été estimées par
I’examen du spectre *H-">N HSQC qui a été aisément attribué par analogie avec celui de la
protéine sauvage. La plupart des noyaux ont en effet des valeurs de déplacement chimique

proches ; seule la résonance du résidu Alas; n’a pu étre attribuée.
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Figure 111-2. :
K, pH 7,1.

Spectre *H-"*N HSQC de MsrAF*cs;» réduite marquée *N, 1 mM, a 600 MHz, 298
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Les perturbations d’environnement chimique générées par la mutation sont estimées
en comparant les différences de déplacement chimique des groupes amides secondaires entre
la protéine sauvage et la protéine mutée, par le biais de la valeur consensuelle Ad (cf. équation
I1-1, chap. I1). La valeur de Ad pour chaque groupe amide secondaire du squelette peptidique
est représentée Figure I11-3-A, on estime qu’une valeur de Ad supérieure a 0,1 ppm indique un
changement representatif de I’environnement chimique. Ainsi, on constate que la mutation
C51A perturbe significativement les résidus Glyso, Trpss a Valss, Argsz, Valgs, Glugs, Valg,
Argis, GIngas, Tyrizs, Aspiss, Glnigg a Leuigy, Cysios €t Glyige. La mise en évidence de ces
perturbations significatives sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrA®® e
(Figure 111-3-B) montre qu’elles sont toutes spatialement proches de I’alanine 51. Ainsi la
mutation C51A perturbe légerement (AS < 0,2 ppm pour la plupart) I’ensemble de
I’environnement local de I’alanine 51, et ce jusqu'a I’extrémité C-terminale qui lui fait face
(Cysi9s et Glyigg). Seuls les résidus les plus proches de I’alanine 51 (Trpsz a Valss) sont
perturbés de maniére plus importante (Ad respectivement de 0,4, 0,54 et 0,23 ppm). Ces
observations laissent supposer que la mutation C51A engendre des perturbations certes
nombreuses, compte tenu de sa position au cceur de I’enzyme, mais mineures. Elles ne
devraient influer que faiblement, d’un point de vue conformationnel, sur la reconnaissance du

substrat par MsrAFg; 4.
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Ad (ppm)
06 —

(A) e
04 -

Figure 111-3. : (A) Perturbations des déplacements chimiques des groupes amides secondaires (49)
genérées par la mutation C51A le long du squelette peptidique de MsrAE<! (B) Représentation sur
la structure tridimensionnelle en solution de MsrA®®"x; des perturbations des déplacements
chimiques des groupes amides secondaires (40) générées par la mutation C51A. Le squelette
peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent les résidus perturbés de
maniére significative (40 > 0,1 ppm) ; est aussi indiquée la position du résidu Alas;.
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11-2.2 Titrage par le substrat

Le protocole choisi pour cette étude est le titrage de MsrAF® s, par le substrat. Ce
protocole permet de suivre, par RMN, la formation du complexe enzyme/substrat, en réalisant
une série de spectres avec une concentration croissante en substrat et une concentration
constante en protéine. Dans le cas d’un systeme binaire 1:1, comme c’est le cas pour le

complexe MsrA/MetSO, la formation du complexe est décrite par I’équation :
F+S === ES Eq. 111-1

ou E est I’enzyme, S le substrat et ES le complexe enzyme/substrat.
La constante de dissociation du complexe (Kp) décrit la concentration des differentes
especes a I’équilibre :
b= % Eqg. 111-2
Pour chaque espece, la fréquence de résonance d’un noyau donné (de I’enzyme
comme du substrat) va changer (d’autant plus si le noyau en question est directement
impliqué dans la formation du complexe). S’il y a un échange rapide entre la forme libre et la
forme complexée de MsrA (sur I’échelle de temps de la mesure RMN), le déplacement
chimique observé pour ce noyau est alors la moyenne pondérée de ses deux déplacements
chimiques, dans la forme libre et dans la forme complexeée :
Se = X0e + X gOcs Eqg. 111-3
avec O et dgs, les déplacements chimiques respectifs d’un noyau donné dans I’enzyme libre et
dans le complexe enzyme/substrat. Xg et Xgs sont les proportions relatives de I’enzyme libre et

du complexe enzyme/substrat :

N 1 IV 5) Eq. 11-4
[E]+[ES] [E]+[ES]

Si le systeme est en exces de substrat par rapport a I’enzyme, I’expression du

déplacement chimique observé devient alors (cf. annexe I11) :
S = Oc +A5.(&) Eqg. I11-5

Kp +[S]

avec Ad = Ogs - O et [S]o la concentration totale en substrat ([S] + [ES]). Ainsi, le
déplacement chimique observé ne dépend plus que de Ad, Kp et [S]o. Ainsi, en réalisant un
titrage de I’enzyme par le substrat, 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 spectres *H-">N HSQC). [S]o et &g étant connus, il est possible
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de tracer une courbe de titrage pour chaque résonance du spectre *H-">N HSQC et ainsi,
d’extrapoler les valeurs de Kp et dgs pour chaque résonance du spectre (en effet, dgs n’est
théoriquement pas mesurable puisque la saturation en substrat n’est atteignable qu’a une
concentration infinie en substrat). La détermination des Ad de chaque groupe amide de
I’enzyme permet d’évaluer qualitativement les interactions entre 1I’enzyme et son substrat,
c'est-a-dire de réaliser une cartographie de la zone d’interaction. L’extrapolation des valeurs
de Kp permet d’évaluer quantitativement les interactions entre I’enzyme et son substrat. Ces
informations permettent ainsi d’aboutir a une représentation assez compléte du mode

d’interaction de I’enzyme avec son substrat.

0
0. N
ﬁ/ NH
\i\l
/S\\o

Figure 111-4. : Formule développée du substrat doublement protégé Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe. La
méthionine sulfoxyde est ici protégée par un groupe acétyle 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 une meilleure affinité de MsrA pour le substrat.

MsrA montre une affinité particulierement faible pour la MetSO libre. Pour rester dans
une gamme de concentration en substrat raisonnable (inférieure a 1 M), nous avons choisi de
réaliser le titrage avec un substrat protégé aux extremiteés N et C-terminales : Ac-L-Met-(R,S)-
SO-NHMe (Figure 111-4). La présence des groupes protecteurs, qui miment le squelette
peptidique, est a I’origine d’une meilleure affinité de MsrA pour son substrat (il semblerait
donc que le squelette peptidique du substrat intervienne d’une maniere non négligeable dans
I’interaction avec I’enzyme). La constante de dissociation du complexe enzyme/substrat est
alors de I’ordre de 30 mM & pH 7 (Mathias Antoine, communication personnelle), ce qui
suggere de réaliser une gamme de concentration en substrat de 0 a 250 mM. Le substrat est
utilisé en mélange des deux énantiomeéres de la fonction sulfoxyde. Toutefois, MsrA reconnait
uniquement et spécifiqguement I’énantiomere S de la fonction sulfoxyde, I’énantiomere R n’est
donc pas substrat (Moskovitz et coll., 2000). De plus, il n’est pas non plus inhibiteur (Olry et
coll., 2002). La présence de I’énantiomere R de la fonction sulfoxyde ne devrait donc pas

perturber la mesure de la constante de dissociation du complexe enzyme/substrat.
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1I-2.2.1  Titrage de MsrAF®'s; par le substrat doublement
protégeé
Une série de 10 spectres *H-"N HSQC a été réalisée & une concentration constante en

MsrAFes1 et une concentration croissante en substrat doublement protégé (mélange des
deux diastéréoisomeres : Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe ) (Tableau I11-1).

Tableau I11-1 : Gamme de concentration en substrat doublement protégé réalisée lors du
titrage de MsrAE“ g, 5

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
[MsrAElg1a] (MM) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

L’examen des spectres ‘H-">N HSQC révéle qu’une proportion importante des
corrélations subit une variation de déplacement chimique en fonction de la concentration en
substrat. Les autres corrélations ne montrent que de faibles changements de déplacement
chimique, voire aucune modification (Figure I111-5-A et B). Ces observations indiquent que :
(i) les forme libre et complexée de MsrA5*cs,4 sont en échange rapide sur I’échelle de
temps de la mesure RMN (dans le cas contraire, les spectres *H-">N HSQC montreraient deux
familles de résonances, une pour la forme libre et I’autre correspondant a la forme complexée
de MsrAE®icg;,) : (ii) 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 dimension *H ou **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 décroissante (Figure 111-5-C). Il est ainsi possible d’utiliser
I’équation 111-5 pour chaque pic de corrélation du spectre 'H-°N HSQC (grace aux
déplacements chimiques de ces corrélations dans la dimension du *H mais aussi dans la
dimension de I’azote *°N) pour extrapoler une valeur de Kp et de A8 pour chaque noyau des
groupes amides secondaires possédant une corrélation observable sur le spectre ‘H-°N
HSQC. Il en résulte deux valeurs de Kp et deux valeurs de Ad pour chaque résidu de la

protéine.
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Figure I11-5. : Suivi du titrage de MsrAEl . par le substrat doublement protégé Ac-L-Met-(R,S)-
SO-NHMe. (A) superposition des spectres *H-">N HSQC de MsrA®*®<s,4 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 effectués lors du titrage ; (C) Variation du déplacement
chimique du noyau 'H du groupe amide du résidu Asp, en fonction de la concentration en substrat ;
les points expérimentaux sont représentés en bleu ; les barres d’erreur en gris ainsi que la courbe
théorique calculée gréace a I’équation 111-5.

Cependant, certaines corrélations ne sont pas exploitables. En 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 I’intervalle d’incertitude sur
la mesure de ces valeurs (soit SW/TD, cf. matériels et méthodes) conduisent a des valeurs
calculées de Kp et Ad trés peu précises. Ainsi, seules 25 % des corrélations du spectre *H-"N
HSQC ont permis de calculer les valeurs de Kp et Ad. De plus, la plupart de ces valeurs ont
été calculées grace aux perturbations d’environnement chimique des noyaux 'H. En effet, la
précision des mesures des déplacements chimiques est plus importante dans la dimension du

proton (acquisition directe avec 2048 points) que dans celle de I’azote ®N (acquisition
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indirecte avec seulement 128 points). L’ensemble des valeurs de Kp et de Ad qui ont pu étre

calculées, ainsi que leur intervalle d’erreur, est reporté dans le tableau 111-2.

Tableau 111-2 : Valeurs de Kp et 46 ayant pu étre calculées lors du titrage de MsrAE©l o o
par Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe.

Résidu Noyau Ko (mMM) Ad (ppm)
4 'H 29 +2 -0,12 £ 0,01
N\ 29+2 1,03 £ 0,02
6 H 16 +2 0,07 +0,01
7 H 14+2 -0,03+0,01
9 'H 19+1 -0,07 £0,01
10 H 17 +2 0,03+ 0,01
BN 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
B\ 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
BN 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
BN 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
lSN
15N

101 £ 13

174

45+ 4
17+2
29+2
21+13
26+3
25+3
22+5
13+3

231
14+2

20+ 4

32+2
43+4

26 +4

241
252

45+ 6
355
65+7
21+3
575
68 + 10
59+ 16
23+4
29+3
335
53 + 26
28+5
30+3
32+6
20+ 2

24 +3
45+1

84+9
72+3

31+3

33+2
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 BN 27+2 0,46 + 0,01
174 H 28+3 -0,03 £ 0,01

BN 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 4 23+2 -0,05 + 0,01
193 4 301 + 42 0,09 + 0,01
195 H 215 + 33 -0,10 £ 0,01
196 4 106 + 10 -0,05 + 0,01
197 4 68 + 29 0,04 + 0,01

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

BN 190 + 11 2,38+ 0,08
199 BN 33+21 -0,2+0,03
200 H 47 +8 -0,04 + 0,01
201 BN 213+ 28 0,43 + 0,03
205 H 22+6 -0,02 £ 0,01
206 4 923 + 23 -0,02 £ 0,01

Ainsi, les variations d’environnement chimique des groupes amides du squelette
peptidique de la protéine permettent d’évaluer I’importance (Ad) et la dépendance vis-a-vis de
la concentration en substrat (Kp) des perturbations générées par I’interaction avec le substrat.
L’examen de I’ensemble des valeurs de Kp et Ad indique clairement que les différents noyaux
ne percoivent pas la fixation du substrat de la méme maniere. Certains noyaux sont fortement
perturbés par cette interaction (tels que le N33 avec une valeur de A8 de 2,38 ppm), d’autres
noyaux ne le sont que trés légérement (tels que le HN;s, avec une valeur de AS de -0,01 ppm).
De plus, quelle que soit I’intensité de ces perturbations, leur dépendance vis-a-vis de la
concentration en substrat n’est pas la méme. Certains noyaux sont perturbés par des
interactions « fortes » avec le substrat (tels que H"g; avec un Kp calculé de 13 mM) alors que
d’autres le sont par des interactions moins fortes (tels que H"s4 avec un Kp calculé de 849
mM). Une telle disparité dans les valeurs de Kp extrapolées n’est pas surprenante et est
observée dans de nombreuses études similaires (Noguera et coll., 2005). Il est alors
communément admis de faire la moyenne des Kp calculées grace aux noyaux montrant les
différences de déplacement chimique les plus importantes, ce qui conduit ici a une valeur de
Kp global de I’ordre de 110 mM. Les études biochimiques réalisées suggerent une valeur de

I’ordre de 30 mM (Mathias Antoine, communication personnelle). Or, la plupart des valeurs
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de Kp qui ont pu étre calculées sont de I’ordre de 30 mM. De plus, compte tenue de la
concentration trés élevée en substrat qui a dd étre utilisée, certaines valeurs importantes de Kp
qui sont observées (jusqu'a 800 mM) pourraient étre dues a des interactions non spécifiques.
Dés lors, la plupart des valeurs de Kp calculées se situent dans I’intervalle de 20 a 60 mM
(pour un mélange des deux diastéréoisomeéres Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe). Ces dernieres
valeurs sont en bon accord avec les données biochimiques (Mathias Antoine, communication
personnelle). MsrA est, en effet, faiblement affine 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 Ad, déterminées grace au protocole de titrage de MsrA par le substrat
doublement protégé, permettent de cartographier les zones d’interaction de I’enzyme avec son
substrat. De la méme maniére que dans le cas d’une mutation, les perturbations
d’environnement chimique générées par la fixation du substrat sont estimées grace a la valeur
consensuelle A5 (cf. équation 11-1, chap. I1). Ici, les valeurs de A8'H et A§™N utilisées sont
celles calculées par extrapolation de I’équation I11-5. Les valeurs de Ad (n’ayant pu étre
extrapolées) des corrélations subissant des recouvrements, ou lorsqu’il s’agit de différences de
déplacement chimique trop faibles, sont celles mesurées grace au spectre *H-"N HSQC
enregistré sur I’échantillon possédant la plus forte concentration en substrat (253 mM). Les
valeurs de Ad ainsi mesurées sont moins précises que les valeurs calculées. Néanmoins, il se
trouve (a posteriori) que la plupart des résidus concernés ne participent que peu ou pas a
I’interaction avec le substrat. La valeur de Ad pour chaque groupe amide du squelette
peptidique est représentée sur la Figure I11-6-A. La fixation du substrat doublement protégé
perturbe de maniére significative les résidus Asps, Leus, Valg, Hisyg, Hisss, Serss, Glyso, Glysa,
Serez, Valgs, Glugs, Phesss, Metigo, lleigo, Thrizo, Gluizz, Asnigs, Tyries, Glyigs, CySies, Gly201,
Glys2. La mise en évidence de ces perturbations significatives sur la structure
tridimensionnelle en solution de MsrAFey (Figure 111-6-B) révéle que I’essentiel de ces
perturbations est localisé autour du site actif (dans la région de I’alanine 51), mais concerne

aussi des parties de I’enzyme plus éloignées du site de fixation putatif du substrat.
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Figure 111-6. :  (A) Perturbations de déplacement chimique des groupes amides secondaires (49)
générées par I’interaction avec le substrat le long du squelette peptidique de MsrAE(B)
Représentation sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrA=®"x.; des perturbations de
déplacement chimique des groupes amides secondaires (40) générées par I’interaction avec le
substrat. Le squelette peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent
les résidus perturbés de maniere significative (40 > 0,1 ppm).

En premiere analyse, ces résultats peuvent sembler inattendus. En effet, les structures

cristallines des MsrA d’E.coli, B. taurus et M. tuberculosis étant toutes sous forme d’adduit
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Figure 111-7. : Conformation du site actif de la MsrA de M. 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 derniére pourrait mimer la position du substrat dans le
site actif. Dans cette hypothése, le groupe méthyle de la MetSO se situerait dans une poche
hydrophobe formée par les résidus Phes, et Trpss. L’oxygéne de la MetSO pourrait étre stabilisé par
trois liaisons hydrogéne avec les hydroxyles des résidus Tyris, et Tyrg, et I’atome H° du résidu Glug,.
Le H" de la MetSO pourrait former une liaison hydrogéne avec I’atome O° du résidu Aspiy, €t la
liaison peptidique qui précede le résidu de MetSO est stabilisée par une interaction hydrophobe avec
le résidu Tyr197

ou de complexe, la structure supposée du complexe MsrA/MetSO est bien connue (Figure I11-
7). On pourrait alors s’attendre a ce que les résidus impliqués dans la reconnaissance du
substrat (Phesz, Trpss, Tyrsz, Glugs, ASpize, Tyriza et Tyrigr) soient les plus perturbés par
I’interaction avec ce dernier. Or, les résidus Trpss, Tyrsz, ASpi2g, TYrias €t Tyrigz ne montrent
que des valeurs de A trés faibles, seul le résidu Glugs présentant une valeur de A3 a peine
representative (0,115 ppm).

Cependant, compte tenu du protocole utilisé (titrage suivi grace a des spectres *H-"N
HSQC), nous ne sommes en mesure d’observer que les perturbations générées dans
I’environnement du squelette peptidique (plus précisément des groupes amides secondaires).
Or, pour I’ensemble de ces résidus, seules les chaines latérales sont impliquées dans la
reconnaissance du substrat. Il est donc possible que les groupes amides de ces résidus ne

soient que peu affectés par la fixation du substrat. En second lieu, les propriétés structurales et
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dynamiques de MsrAE®r4 en solution décrites au chapitre 11 suggérent que : (i) les résidus
impliqués dans la reconnaissance spécifique de la fonction sulfoxyde adoptent des
conformations rigides et bien définies. Ainsi, leur conformation, et a plus forte raison
I’environnement chimique de leur groupe amide, n’en serait que peu affectée par la fixation
du substrat ; (ii) les résidus impliqués dans la reconnaissance du squelette peptidique, en
particulier I’extrémité C-terminale, sont eux plus flexibles, et changent de conformation lors
de la fixation du substrat. Il est alors possible d’observer des perturbations d’environnement
chimique plus importantes pour les groupes amides secondaires de ces résidus (comme c’est
le cas pour le résidu Cysigs).

Dés lors, les perturbations observées lors de I’interaction avec le substrat sont alors en
bon accord avec ces observations. En effet, les résidus Trpss, Tyrgs, Glugs, Tyrizs, qui sont
impliqués dans la reconnaissance de la fonction sulfoxyde du substrat, ne voient pas
I’environnement chimique de leur groupe amide perturbé. Le résidu Glugs, qui ne posséde pas
la méme conformation dans I’enzyme libre en solution que dans le complexe enzyme/substrat
déterminé par cristallographie (cf. chap. Il), voit son groupe amide légerement perturbé (ce
qui pourrait étre dd au changement de conformation de sa chaine latérale). Le segment Tyrigs
a Cysiog (a I’exception du résidu Tyrig7 qui interagit avec le substrat par I’intermédiaire de sa
chaine latérale) ainsi que les résidus Gly.n et Gly.p, possedent eux des valeurs de Ad
significatives, et en particulier le résidu Cysios (Ad = 0,65 ppm), ce qui suggere que ce
segment de la protéine est fortement perturbé par la fixation du substrat, ce qui correspondrait
a un changement de conformation. Cette observation étant en bon accord avec I’hypothese
d’une adaptabilité conformationnelle de ce segment. De plus, la modification des propriétés
structurales de I’extrémité C-terminale, intervenant lors de la fixation du substrat, semble se
répercuter sur I’extrémité de I’hélice a4 (dont les résidus posseédent des valeurs de Ad
importantes) avec laquelle elle interagit, voire méme sur I’extrémité N-terminale (résidus
Asp, et Valo).

Ainsi, I’examen des perturbations d’environnement chimique des groupes amides
générées lors de la fixation du substrat, confirme les observations faites au chapitre 11, c'est-a-
dire une rigidité importante des résidus impliqués dans la reconnaissance de I’énantiomére S
de la fonction sulfoxyde, et une adaptabilité conformationnelle importante de I’extrémité C-
terminale. Cette adaptabilité conformationnelle permet a I’enzyme de reconnaitre une grande

variété de substrat sulfoxyde.
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-2.3 Conclusion

L’ensemble des résultats obtenus lors de I’étude du complexe non covalent
enzyme/substrat est en tres bon accord avec les données biochimiques disponibles, ainsi
qu’avec les propriétés structurales et dynamiques de MsrA5z.q en solution. En effet, cette
étude a montré que les résidus impliqués dans la reconnaissance de la fonction sulfoxyde sont
peu perturbés par I’interaction avec le substrat (valeurs de Ad faibles). Ces mémes résidus
adoptent des conformations bien définies dans la structure en solution de MsrAF®'rq, toutes
ces observations vont dans le sens d’une reconnaissance spécifique de I’énantiomere S de la
fonction sulfoxyde du substrat. A I’inverse, les résidus impliqués dans I’interaction avec le
squelette peptidique sont fortement perturbés (valeurs de Ao faibles). Ces mémes résidus, en
particulier le segment Gly;95-Gly199 de I’extrémité C-terminale, adoptent des conformations
variables. De plus, ils se sont révélés animés d’une dynamique importante dans la structure en
solution de MsrAF®r.;. Ces observations vont dans le sens d’une reconnaissance
relativement peu specifique du squelette peptidique du substrat, et d’une adaptabilité
conformationnelle de certains segments de I’enzyme leur conférant la capacité de s’adapter a
de nombreux substrats sulfoxydes différents.

Enfin, les perturbations d’environnement chimique importantes observées au niveau
de I’extremité C-terminale lors de I’interaction avec le substrat (en particulier pour le résidu
Cysigs) suggere qu’un changement de conformation de I’extrémité C-terminale, en particulier
du segment Glyi96-Glyige, intervient lors de la formation du complexe enzyme/substrat.
Malheureusement, aucune information ne permet de déterminer I’importance de ce
changement de conformation et s’il permet effectivement le rapprochement des cystéines 51
et 198. Cependant, cette étude est en bon accord avec les structures des complexes
enzyme/substrat déterminées par cristallographie (en terme de résidus impliqués). De plus, la
comparaison de la structure en solution de MsrAE®x.; avec les structures cristallines des
complexes enzyme/substrat a permis d’observer des différences de conformation entre la
forme native en solution et les complexes, en particulier en ce qui concerne la chaine latérale
du résidu Tyrig7. Ce changement de conformation lors de la fixation du substrat pourrait
expliquer les fortes perturbations d’environnement chimique observées pour I’extréemité C-
terminale. Ce qui laisse supposer que le rapprochement des cystéines 51 et 198 n’intervient

pas a ce stade du cycle catalytique.

180



Chapitre 111 : Etude des intermédiaires du cycle catalytique

11I-3 Etude de I'intermédiaire acide sulfénique

L’étude du complexe enzyme/substrat semble indiquer, entre autres, que les structures
cristallines connues sont représentatives de la structure tridimensionnelle du complexe en
solution. Cela implique que le rapprochement des cystéines 51 et 198 n’intervient pas a ce
stade du cycle catalytique. C’est pourquoi nous nous intéresserons, dans cette partie, au
second état transitoire intervenant lors du mécanisme catalytique de MsrA, c'est-a-dire
I’intermédiaire acide sulfénique (MsrAsyr). En effet, le site actif de MsrA est particulierement
hydrophobe compte tenu du nombre important de résidus aromatiques qui le composent. La
présence du groupe hydroxyle (particulierement hydrophile) de I’acide sulfénique sur la
cystéine 51, situé au cceur de cet environnement hydrophobe, pourrait engendre un
réarrangement conformationnel conduisant au rapprochement des cystéines 51 et 198.

I-3.1  Le triple mutant C86S, C198S, C206S de MsrA=°"

Dans le but d’isoler I’intermédiaire acide sulfénique (MsrAsys) il est nécessaire
d’utiliser un mutant, incapable de former le premier pont disulfure (Cyss;-Cysigs). Un tel
mutant a été réalisé et produit au MAEM en remplagant, grace a un protocole de mutagenése
dirigee, les cystéines 86, 198 et 206 par des serines (cf. annexe 1). La mutation C198S
empéche la formation du pont disulfure Cyss1-Cysigs, Ce qui permet d’isoler un intermédiaire
sulfénique stable via I’oxydation de la cystéine 51 par la MetSO. Les mutations C86S, C206S
empéchent la formation potentielle de ponts disulfure non natifs.

Un échantillon marqué N de ce triple mutant C86S, C198S, C206S réduit de
MsrAE (MsrAE©lL ) a été préparé (ImM, pH 7,1 10 mM de KH,PO3, 50 mM de DTT)
dans le but d’observer les éventuelles perturbations générées par cette mutation. Ces dernieres
ont été estimées par I’examen du spectre *H-">N HSQC (Figure 111-8). Ce spectre a été

aisément attribué par analogie avec le spectre de la protéine sauvage. La plupart des noyaux
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ayant des valeurs de déplacement chimique proches. Seule la résonance du résidu Serigs n’a

pu étre attribuée.
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Figure 111-8. :
MHz, 298 K, pH 7,1.
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Les perturbations générées par les mutations C86S et C206S ont déja été décrites au
chapitre Il. En ce qui concerne la mutation C198S, elles ont été estimées en comparant les
valeurs de déplacement chimique des groupes amides entre le double mutant (C86S, C206S)
et le triple mutant (C86S, C198S, C206S) via la valeur consensuelle Ad (cf. équation I1-1,
chap. 2). La valeur de Ad pour chaque groupe amide secondaire du squelette peptidique est
représentee sur la Figure 111-9-A. La mutation C198S perturbe de maniére significative les
résidus Phes a Lyss, Valg, Serio, Glugs, Glui7z, Glyig9, Glugos et Gly,g,. La mise en évidence de
ces perturbations significatives sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrA5®g.
(Figure 111-9-B) montre qu’elles sont toutes spatialement proches de la serine 198. Ainsi la
mutation C198S affecte legérement (Ad < 0,3 ppm) I’ensemble de son environnement
chimique local, et ce, jusqu'a I’extrémité N-terminale. Comme nous I’avons vu au chapitre Il,
la mutation C206S n’a aucune influence et la mutation C86S ne perturbe que Iégerement (Ad
< 0,3 ppm) I’environnement chimique de I’ensemble de I’hélice ay, et de maniére un peu plus
importante celui, du résidu Glnisz (A3 = 0,48 ppm). Ainsi, les mutations C86S, C198S et
C206S n’engendrent que des perturbations mineures et ne devraient influer que

raisonnablement sur la structure tridimensionnelle de la protéine.
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Figure 111-9. : (A) Perturbations de déplacement chimique des groupes amides secondaires (49)
genérées par la mutation C198S le long du squelette peptidique de MsrAE! (B) Représentation
sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrA®'.; des perturbations de déplacement
chimique des groupes amides secondaires (40) générées par la mutation C198S. Le squelette
peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent les résidus perturbés de
maniére significative (40 > 0,1 ppm). 184
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11-3.2 L'intermédiaire acide sulfénique

l1I-3.2.1  Cartographie de déplacement chimique

Le triple mutant ne présentant pas de perturbation majeure, celui-ci a été oxydé, par 3
équivalents de substrat, pour former I’intermédiaire acide sulfénique sur la cystéine 51. La
formation effective de I’acide sulfénique par cette méthode a été verifiée, en paralléle, en
réalisant un dosage au TNB". Le spectre H->N HSQC (Figure 111-10) de I’intermédiaire
acide sulfénique (MsrAsys) a été aisément attribué par analogie avec le spectre de

MsrAEl, la plupart des noyaux ayant des valeurs de déplacement chimique proches.
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Figure 111-10. : Spectre *H-">N HSQC de MsrAq,; °N, 1 mM & 600 MHz, 298 K, pH 7,1.
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Les perturbations engendrées par la formation de I’acide sulfénique ont été estimées en
comparant les valeurs de déplacement chimique des groupes amides entre le triple mutant
C86S, C198S, C206S réduit et I’intermédiaire acide sulfénique via la valeur consensuelle A
(cf. équation 11-1, chap. 2). Les valeurs de Ad pour chaque groupe amide secondaire du
squelette peptidique sont représentées sur la Figure I11-11-A. La formation de I’acide
sulfénique perturbe de maniére significative les résidus Asps, Leuss, Glyso, CySsi, Trpss,
Gluss, Glugs, Aspizg et Glyige. La mise en évidence de ces perturbations significatives sur la
structure tridimensionnelle en solution de MsrA®®"req (Figure 111-11-B) montre qu’elles sont
toutes spatialement proches de la cystéine 51, donc du groupement sulfénique. Ainsi, la
formation de I’acide sulfénique n’altére que légérement (Ad < 0,3 ppm) I’ensemble de son
environnement chimique local, et ce, jusqu'a I’extrémité C-terminale. Contrairement a ce qui
était attendu, ces observations laissent supposer que la formation de I’intermédiaire acide
sulfénique n’engendre que des perturbations mineures et ne devrait entrainer qu’une
modification limitée de la structure tridimensionnelle de la protéine, ce qui remet en cause

I’hypothese d’un réarrangement conformationel intervenant a ce stade du cycle catalytique.
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Figure 111-11. : (A) Perturbations de déplacement chimique des groupes amides secondaires (49)
générées par la formation de I’acide sulfénique le long du squelette peptidique de MsrAE" (B)
Représentation sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrAE©. , des perturbations de
déplacement chimique des groupes amides secondaires (46) générées par la formation de I’acide
sulfénique. Le squelette peptidique est représenté par un ruban bleu; les zones en rouge
représentent les résidus perturbés de maniére significative (40 > 0,1 ppm).
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11-3.2.2 Comportement cinétique de lI'intermédiaire acide
sulfénique

Il s’avéere que MsrAgys n’a pas un comportement stable dans le temps. En effet,
d’autres spectres enregistrés a la suite du premier (lui-méme réalisé quelques minutes apres
I’ajout de MetSO), permettent d’observer I’apparition d’une seconde espéce (Figure 111-12-A
et B). Aprés une durée de 24 h, cette derniére semble se stabiliser et le systeme parait étre a

I’équilibre.

(ﬂ] .-- " [ L]

[ y ] ? - 3 iS00
120000
o
" -
LR P i T
1 A0

1715 4000

(B) .

(JIT )

IEC

[u] 1M
!

b
]

=¥ 12 1.3 L1 bl

Figure 111-12. : (A) Spectre *H-">N HSQC de MsrAq; °N, 24 h aprés I’ajout de MetSO, 1 mM & 600
MHz, 298 K, pH 7,1. (B) Etalement d’une zone du spectre *H-"N HSQC : les résonances
correspondant au monomeére sont indiquées par un M ; les résonances correspondant au dimére sont
indiquées par un D. (C) Gels d’électrophoréese en condition dénaturante (SDS-PAGE) : le triple
mutant MsrAE<, a été incubé 12 ou 24 h & 25 °C, en absence ou en présence de substrat ; la bande
correspondant au dimére est indiquée par un D ; la bande correspondant au monomeére 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 aisément pour former un pont thiosulfinate par le biais de
la formation d’une liaison hydrogéne intermoléculaire (Davis et coll., 1986 ; Claiborne et
coll., 1993) :

R H
7

|
2 R50H R—5 S5—R—— R—L‘—s—n Eq. 111-6

Il est donc envisageable que la nouvelle espece, observée apres 24 h soit un dimeére de
MsrA obtenu via la condensation des deux fonctions acides sulféniques de deux résidus Cyss;.
Cette hypothese a été vérifiée grace a une électrophorese en condition dénaturante (SDS-
PAGE) réalisée en paralléle (Figure I11-12-C). En effet, apres 12 ou 24h d’incubation a 25 °C
en présence de substrat, le triple mutant C86S, C198S, C206S semble se dimériser. De plus, le
dimere semble étre une espece pontée (puisque I’expérience est réalisée en condition
dénaturante) et minoritaire (la tache correspondant au monomere reste la plus intense). Enfin,
la formation d’une telle espéce a déja été observée en spectrométrie de masse sur la MsrA de
Neisseria meningitidis (Mathias Antoine, communication personnelle).

La dimérisation a été vérifiée sur I’échantillon de MsrAsus °N en réalisant un spectre
DOSY. La mesure du ccefficient de diffusion translationnelle (D) grace a I’expérience DOSY,
conduit & une valeur de 7,83.10™* m?.s™ (la faible résolution du spectre DOSY ne permet pas
d’observer indépendamment les valeurs des ccefficients de diffusion des deux especes), alors
que la méme mesure réalisée sur un échantillon de MsrAE®'1\, réduit donne une valeur de
9,31.10™" m?s™. La diminution du coefficient de diffusion étant cohérente avec la formation
d’un dimere, ces observations confirmeraient la présence d’une telle espéce dans I’échantillon
de MsrAsur °N. Néanmoins, les deux familles de résonances apparaissant sur le spectre *H-
*N HSQC (I’une correspondant au monomére et I’autre au dimére) étant identifiables (Figure
111-12-B), il reste possible d’effectuer quelques études complémentaires sur cet échantillon.

111-3.2.3  Etude Dynamique

L’étude préliminaire de I’intermédiaire acide sulfénique semble indiquer que la
structure tridimensionnelle de MsrAF n’est que légérement perturbée (compte tenu des
faibles modifications d’environnement chimique des groupes amides observées Figure 111-11).
Il est toutefois envisageable que les propriétés dynamiques de MsrA soient modifiées.

Nous avons entrepris [I’étude dynamique de [I’intermediaire sulfénique.

Malheureusement, étant donné la présence de dimére dans I’échantillon de MsrAsus N,
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seules les vitesses de relaxation longitudinales des noyaux >N (Ry) ont pu étre mesurées avec
une précision satisfaisante (Figure I11-13-B), I’étude dynamique de MsrAsys en est donc
compromise. Toutefois, il est intéressant de comparer les valeurs de R; mesurées pour
I’intermédiaire acide sulfénique avec celles mesurées pour le triple mutant MsrAE<"1y, réduit
(Figure 111-13-B).

Les perturbations des valeurs de vitesse de relaxation longitudinale des noyaux N
générées par la formation de I’acide sulfénique sont estimées en comparant les valeurs de Ry

de I’intermédiaire acide sulfénique (MsrAsur) avec celles du triple mutant MsrA5l, réduit
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Figure 111-13. : Distribution des vitesses de relaxation longitudinale (R,) le long de la séquence
peptidique de (A) MsrA5*s ¢ et (B) MsrA=*'1y, réduit. Les intervalles d’erreur sont représentés
par des barres grises ; les éléments de structure secondaire sont ceux de MsrAE<- ., en solution.
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grace a la valeur AR; = Ry(MsrAsyi) — Ri(MsrAEly).
L’examen des AR; (Figure I11-14-A) indique clairement que les valeurs de R; des
noyaux N de MsrAgys sont globalement plus élevées que celles des noyaux N de

MsrA5l L, (AR; étant positif pour une large majorité des résidus). Cette observation suggére
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Figure 111-14. :(A) Distribution des valeurs de 4R; le long de la séquence peptidique de MsrAE< (B)
Représentation sur la structure tridimensionnelle de MsrA5*'c.; des valeurs de 4R;. Le squelette
peptidique est représenté par un ruban bleu ; les zones en rouge représentent les résidus ayant des
valeurs 4R; importantes.

191



Chapitre 111 : Etude des intermédiaires du cycle catalytique

que la dynamique (dans la gamme des temps de la pico a la nanoseconde) de MsrAsys est
globalement plus importante que celle de MsrA®®'r, bien que I’amplitude de cette
dynamique ne soit pas connue (les valeurs du paramétre nOe hétéronucléaire *H-">N n’ont pas
pu étre mesurées avec une précision satisfaisante). La formation de I’acide sulfénique semble
ainsi modifier les propriétés dynamiques de MsrA5*". La mise en évidence des valeurs de
AR; sur la structure tridimensionnelle en solution de MsrAFrey (Figure 111-14-B), révéle
que les modifications les plus importantes sont localisées dans I’environnement spatial proche
du résidu Cyss;. Elles concernent des segments du site actif tels que Metsg-Glyss, Thrgg-Gluga,
GlIni26-Glyaai, et tout particuliérement le segment Gly196-Tyr1g7 (la valeur de Ry pour le noyau
>N du résidu Cysies n’est malheureusement pas connue), qui est celui susceptible de changer
de conformation pour permettre la formation du pont disulfure Cyssi-Cysigs. Ainsi, la
formation de I’acide sulfénique sur la cystéine 51 semble modifier les propriétés dynamiques
de I’ensemble du site actif, et en particulier celle du segment Glyig6-Tyri97. Bien que cette
étude soit incompléte (seules les valeurs de R; sont disponibles), cette modification des
propriétés dynamiques de I’enzyme pourrait permettre le rapprochement des cystéines 51 et
198 et ainsi la formation du pont disulfure Cyss;-Cysies. Il est en effet possible que la
présence d’un groupe hydroxyle (particulierement polaire) dans un environnement
hydrophobe (riche en résidus aromatiques), perturbe Iégerement la conformation du site actif
mais surtout modifie les propriétés dynamiques des résidus du site actif, en particulier celles
du segment Glyg6-TYr197. Le résidu Tyrig7, qui posséde la valeur de AR; la plus importante,
pourrait étre le moteur de ce changement de conformation et de propriétés dynamiques, en
particulier grace a sa chaine latérale aromatique qui pourrait étre perturbée par la formation de

I’acide sulfénique.

1-3.3 Conclusion

L’étude de I’intermédiaire acide sulfénique est malheureusement incompléte. De plus,
la présence du dimére dans I’échantillon incite a considérer avec prudence les résultats
partiels que nous avons pu obtenir. Toutefois, il semblerait que la formation de I’intermédiaire
acide sulfénique n’entraine que des changements mineurs de la structure tridimensionnelle de
I’enzyme, mais modifie de maniére plus importante ses propriétés dynamiques, en particulier
celles du segment Glyi96-Tyri97. Cette modification des propriétés dynamiques de I’enzyme
pourrait induire un changement de conformation du segment Glyigs-Tyr197-CyS10s (via une
amplitude de mouvements plus importante que celle observée chez MsrAF<li.) et ainsi, la

formation du pont disulfure Cyss;-CysSigs.
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l1I-4 Matériel et Méthodes

Tous les spectres ont été enregistrés a 298 K avec un spectrométre Bruker DRX 600
MHz équipé d’une sonde TXI & gradients trois axes.

Les spectres ont été traités avec le logiciel XWINNMR (Bruker) et analyses avec
XEASY (Bartels et coll., 1995). Le TSP-d4 a été utilisé comme référence interne pour le *H,

la référence pour I’*°N a été obtenue de maniére indirecte (Wishart et coll., 1995).

11-4.1 Etude du complexe enzyme/substrat

Le mutant C51A, marqué N, ainsi que le substrat doublement protégé ont été
respectivement produit et synthétisé au MAEM (cf. annexe 11 et I11).

Une série d’échantillons a été réalisée & une concentration constante en MsrA5*icsia
et avec une concentration croissante (de 0 a 253 mM) en substrat doublement protégé : Ac-L-
Met-(R,S)-SO-NHMe (Tableau I11-1). Chaque échantillon a été préparé pour un volume final
de 600 puL (95 % H,0, 5 % D,0) a pH 7,1 (KH,PO3 10 mM) en présence d’azide de sodium
(N3Na) et de TSP-d4 (Eurisotop) comme référence interne pour le proton. Chaque échantillon
a été soigneusement dégazé et scellé sous azote. En effet, le mutant C51A comprend encore
trois groupes thiols oxydables. Pour prévenir I’oxydation de ces groupes I’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 d0 étre prises pour limiter la présence d’oxygene
dissous dans les échantillons.

Un spectre *H-"N HSQC a été enregistré pour chaque échantillon. (Tableau 111-3)
Aprés I’acquisition, un aliquot de chaque échantillon a été prélevé pour vérifier la

concentration en substrat (cf. annexe I11).

193



Chapitre 111 : Etude des intermédiaires du cycle catalytique

Tableau 111-3 : Paramétres utilisés pour I’expérience "H-""N HSQC lors du
titrage de MsrAF s, 5 par le substrat doublement protégé

Expérience TD1/w; (*H) TD2/w, ns Echantillon Durée d1(s)

'H-5N HSQC 2048/16 128/35(**N) 16 BN 35 m. 1

Les valeurs de Kp et Ad pour chaque résonance exploitable du spectre *H-">N HSQC
ont été extrapolées selon I’équation 111-5 grace a I’algorithme de minimisation non linéaire de
Levenburg-Marquardt. Pour cela, I’intervalle d’erreur choisi pour les déplacements chimiques
observés est défini par SW/TD (largeur spectrale en ppm/nombre de points d’acquisition) soit
0,007 ppm dans la dimension protonique et 0,21 ppm dans la dimension du *°N.

11-4.2 Etude de I'intermédiaire acide sulfenique

Le mutant C86S, C198S, C206S, marqué N, a été produit au MAEM (cf. annexe I1).
Deux échantillons ont été préparés a une concentration en enzyme de 1 mM pour un volume
final de 600 pL (95 % H,0, 5 % D,0) a pH 7,1 (KH,PO3; 10 mM) en présence d’azide (N3Na)
et de TSP-d4 (Eurisotop) comme référence interne pour le proton, puis ont été soigneusement
dégazés et scellés sous azote. 10 mM de DTT ont été ajoutés dans I’un (échantillon de triple
mutant réduit), et 3 mM de substrat doublement protégé dans I’autre (échantillon MsrAgy).
La formation de I’acide sulfénique par ce protocole a été vérifiée en réalisant, en parallele, un
dosage au TNB'". Les spectres *H-">N HSQC ont été enregistrés avec les paramétres décrits
précedemment.

Les essais de dimérisation ont été réalisés comme suit : 1 mM de triple mutant C86S,
C198S, C206S a été incubé a 25 °C durant 12 ou 24 h en présence ou en absence de substrat
doublement protégé. Les échantillons ont ensuite été déposés sur gel de polyacrylamide, puis
soumis a une migration électrophorétique en condition dénaturante (SDS-PAGE). La protéine
a été révélée par coloration au bleu de Coomassie R-250.

Les expériences DOSY, effectuées sur MsrAF1y, et MsrAgys, ont été réalisées
comme suit : I’intensité du gradient z a été calibrée sur un échantillon de D,O ; la sequence
utilisée est une séquence LED (longitudinal eddy current delay) ; les durées des impulsions
(2 ms) et A (200 ms) ont été optimisees pour obtenir 5 % de signal résiduel avec une intensité
de gradient maximale. Chaque expérience a été réalisée avec 2048 points d’acquisition en *H,
les impulsions de gradient étant incrémentées sur 16 points, de 2 a 95 % d’intensité de

gradient selon une rampe linéaire. Aprés transformée de Fourier et correction de ligne de
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base, la dimension de diffusion a été traitée avec le module spécifique du logiciel XWINNMR
(Bruker).

Les mesures de R; des noyaux >N de MsrAsys et de MsrAE®r, ont été effectuées
comme décrit au chapitre Il et grace aux expériences décrites par Farrow et coll. (Farrow et
coll., 1994).
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En mettant en ceuvre un important panel d’outils parmi tous ceux que la RMN propose
(expériences  bidimensionnelles et tridimensionnelles hétéronucléaires, expériences
d’échange, mesures des vitesses de relaxation, cartographies de déplacement chimique,
protocoles de titrage, expérience DOSY), nous avons déterminé les structures
tridimensionnelles en solution des deux formes, réduite et oxydée, de la MsrA d’Escherichia
coli (une enzyme de 23 kDa) grace a un spectromeétre de 600 MHz et en utilisant la technique
des contraintes de distance dérivant de la mesure des effets nOe. De plus, nous avons étudié la
dynamique du squelette peptidique de ces deux formes, et enfin, réalisé I’étude de deux
intermédiaires du cycle catalytique des Msr de classe A. Ce travail a ainsi conduit a une vision
plus précise du cycle catalytique de cette classe d’enzyme (cf. Figure).

En effet, en réalisant I’étude structurale et dynamique de MsrA5z.q en solution,
nous avons montré que la forme réduite de I’enzyme possede les propriétés structurales et
dynamiques en accord avec sa fonction de reconnaissance du substrat. Les résidus
hydrophobes du site actif, impliqués dans la reconnaissance spécifique de I’énantiomere S de
la fonction sulfoxyde, possedent une conformation bien définie. A I’inverse, les résidus plus
en surface (le feuillet -4’ et le segment Tyrios-Glysos de I’extrémité C-terminale) et
impliqués dans le reconnaissance du squelette peptidique du substrat, sont plus flexibles et
animés d’une dynamique qui génére I’adaptabilit¢ conformationnelle nécessaire a la
reconnaissance d’une grande variété de substrats sulfoxydes. Des observations similaires ont
été faites lors de I’étude du complexe non covalent enzyme/substrat que nous avons réalisée.
En effet, Les résidus impliqués dans la reconnaissance de la fonction sulfoxyde ne sont que
peu perturbés par la fixation du substrat, alors que les résidus impliqués dans la
reconnaissance du squelette peptidique sont fortement perturbes par la fixation du substrat.
Ces observations suggérent une meilleure spécificité du site actif pour I’énantiomére S de la

fonction sulfoxyde que pour le squelette peptidique du substrat.
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L’étude préliminaire de I’intermédiaire acide sulfénique, que nous avons réalisée,
semblerait indiquer que la formation de la fonction sulfénique de la cystéine 51
(particulierement polaire), au sein du site actif hydrophobe de MsrA, provoque un
changement des propriétés dynamiques du segment Gly;g6-Tyr197 de I’extrémité C-terminale.
Cette perturbation des propriétés dynamiques pourrait permettre le rapprochement des
cysteines 51 et 198 et favoriser ainsi la formation du pont disulfure Cyss;-Cysies. L’étude
structurale et dynamique de MsrAF*csi.c105 en solution nous a permis d’observer que la
formation du pont disulfure Cyss;-Cysigs provoque la perte de conformation du feuillet p*-45"’,
ce qui a pour conséquence d’exposer, en surface, la zone hydrophobe du site actif.
L’extremité C-terminale est alors animée de trés larges mouvements qui vont permettre le
rapprochement des cystéines 198 et 206 et ainsi la formation du pont disulfure Cysi1gg-CyS20s.
De plus, I’exposition du site actif au solvant devrait favoriser I’interaction avec la
thiorédoxine lors de I’étape de régénération de I’activité réductase dans le cas des MsrA a une
cystéine de recyclage.

Ainsi, I’ensemble des travaux que nous avons realisés a permis de décrire les bases
moléculaires permettant I’activité des Msr de classe A et d’aboutir a une vision globale plus
précise du cycle catalytique de cette enzyme. D’un point de vue plus pratique, et a plus long
terme, il est possible que ces connaissances permettent de concevoir des inhibiteurs
spécifiques des Msr de classe A (tels que des analogues structuraux du substrat sulfoxyde)
grace a des méthodes de « drug design » et qui pourraient étre utilisés comme antibiotiques,
en particulier contre les bactéries du genre Neisseria.

Toutefois, de nombreux aspects de ces travaux mériteraient d’étre approfondis.
L’etude dynamique des formes réduite et oxydée (Cysios-Cysa06) pourrait étre plus précise en
réalisant la mesure des vitesses de relaxation de noyaux N & d’autres champs que 600 MHz
(ce qui permettrait de mieux caractériser le mode de réorientation de ces protéines mais aussi
d’affiner les valeurs de mobilité interne). Il pourrait aussi étre intéressant de mieux
caractériser les nombreux phénomenes d’échange observés chez MsrA, gréce a des
expériences de mesure des vitesses de relaxation transversale (Ry) a différentes fréquences de
train d’impulsion CPMG (vcpmc). Enfin, des travaux de dynamique moléculaire en présence
de solvant pourraient permettre de mieux caractériser les propriétés dynamiques de
MsrAE©ie. et MsrAF o5, 105 Observées expérimentalement.

L’étude préliminaire de la formation de I’intermédiaire acide sulfénique suggére que le
rapprochement des cystéines 51 et 198 interviendrait a ce stade du cycle catalytique de MsrA,

grace a une modification des propriétés dynamiques de I’enzyme. Malheureusement, seules
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les valeurs de vitesse de relaxation longitudinale (R;) ont pu étre mesurées avec une précision
satisfaisante, cela a cause des problemes de recouvrement occasionnés par la présence du
dimere thiosulfinate. 1l serait judicieux de compléter I’étude dynamique de I’intermédiaire
sulfénique en déterminant les conditions de concentration et de pH (la condensation de la
fonction sulfénique nécessite que celle-ci soit sous forme protonée) permettant de limiter,
voire d’inhiber, la dimérisation de I’acide sulfénique.

La résolution de la structure en solution de MsrA5<s; 105 @ montré que la réduction
du pont disulfure Cyss;-Cysigs par la thiorédoxine met en jeu une interaction de type
hydrophobe entre les deux partenaires. Il serait intéressant de réaliser une étude plus précise
de la régéneration de [I’activité réductase, en particulier des déterminants structuraux
impliqués dans I’interaction MsrAox/TrXgreq. Une telle étude nécessiterait la mise en ceuvre de
différentes techniques de RMN telles que les expériences de NOESY filtrées qui permettent
de mesurer des contraintes de distance entre les deux partenaires, ou l’utilisation des
constantes de couplage dipolaire résiduel (RDC) et de sondes paramagnétiques qui permettent
de définir I’orientation des deux partenaires dans le complexe.

Enfin, dans le cas des MsrA a deux cystéines de recyclage, le pont disulfure qui est
réduit par la thiorédoxine est le pont Cysiog-Cysa0s. Il serait tout aussi pertinent de réaliser
Iétude structurale de cette forme oxydée (MsrA*c105.c006) €t d’étudier ses interactions avec
la thiorédoxine.

L’ensemble de ces travaux permettrait d’avoir une vision presque exhaustive du cycle
catalytiqgue des Msr de classe A, notamment en terme de déterminants structuraux et

moléculaires.
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A2 Annexe Il : Obtention d’échantillons de MsrA

marques

A2.1Introduction

Les techniques de RMN hétéronucléaires, mises en oeuvre lors de I’étude d’une proteine,
mettent & profit les noyaux *3C et °N qui certes possédent un nombre de spin demi entier mais
présentent une faible abondance naturelle, d’ou la nécessité d’un marquage (ou enrichissement)
isotopique. Il existe différents types de marquages isotopiques selon que 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 *3C) voire triple (N, °C, ?H).

Des échantillons marqués de protéine peuvent étre obtenus par voie de synthese
peptidigue mais ces méthodes sont longues, colteuses et n’aboutissent qu’a de faibles quantités
de produits. Les dernieres avancées dans le domaine du génie génétique ont permis d’établir des
protocoles relativement simples de production de protéines enrichies en isotopes lourds. Ces
méthodes de production de protéines recombinantes mettent en jeu trois étapes :

— L’obtention du géne codant la protéine et son introduction dans un organisme
producteur. Le géne codant la protéine est obtenu a partir du génome d’un organisme
puis amplifié par PCR (polymerisation chain reaction). Le choix de I’organisme
producteur dans lequel va étre introduit le géne dépend essentiellement de I’origine du
gene. Les organismes producteurs bactériens (comme E. coli) sont les plus simples a
utiliser car ils sont bien connus, croissent aisement en milieu minimum et sont faciles a
manipuler. Néanmoins, si le géne n’est pas d’origine bactérienne, et a plus forte raison si
la protéine subie des modifications post traductionnelles, I’utilisation de levures (comme
Saccharomyces cerevisiae) ou de cellules de mammiféres (cellules d’ovaires de hamster

chinois) peut étre plus judicieuse, méme si ces cellules sont plus délicates a cultiver.
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Lorsque I’organisme producteur est choisi, I’introduction du géne dans I’organisme se fait

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

— La surexpression du gene par l’organisme producteur. L’organisme producteur
transforme, est cultivé sur un milieu minimum contenant des sources d’azote et/ou de
carbone qui peuvent étre marquée, ou non, selon I’enrichissement voulu. La source
d’azote peut étre >"NH,Cl ou Na™NOs ; la source de carbone dépend elle, de I’organisme
producteur, on utilise généralement le glucose ou le glycérol uniformément marqué **C.
L’expression du géne de la protéine par I’organisme producteur peut étre non inductible
dans le cas d’un promoteur fort ou induite de maniere simple par la chaleur ou I’IPTG.
Quelle que soit la méthode choisie la quantité de protéine recombinante produite doit étre
supérieure de 10 a 30 % a la quantité totale des protéines produites.

— La purification de la protéine. Une foi la protéine surexprimée par I’organisme
producteur, il est nécessaire de la purifier et de la concentrer. Il existe des méthodes
simples de purification mettant un jeu une extrémité « His-tag » (6 histidines en N-
terminale) permettant une purification par passage sur colonne d’affinité. Des méthodes
plus complexes peuvent étre mises en jeu telles qu’un ensemble de techniques séparatives
et préparatives comme des précipitations sélectives ou des chromatographies préparatives
d’exclusion stérique etc...

Ces méthodes permettent d’obtenir un échantillon pure et fonctionnel en quantité
importante, I’objectif étant de disposer d’un échantillon de 500 & 600 pL avec une concentration
de I’ordre du millimolaire. Ces méthodes doivent étre optimisées pour obtenir les meilleurs
rendements, mais une fois mises au point, elles sont relativement faciles a mettre en ceuvre.
Néanmoins les codts de production d’un échantillon marqué restent importants, compte tenu du
prix des précurseurs enrichis (de I’ordre de 30 € pour le gramme de *NH,CI, et 100 € pour le
gramme de glucose uniformément marqué au **C).

Le double marquage n’est pas une nécessite. En effet, pour des protéines de 60 a 100
résidus, un simple marquage *°N est suffisant et I’attribution peut étre fait uniquement a partir
des spectres COSY, TOCSY et NOESY édités *>N. Au-dela de la centaine de résidus, le double
marquage ‘*C, °N est nécessaire. Toutefois, méme pour ces protéines de grande taille, il est
toujours judicieux de disposer d’un échantillon simplement marqué N pour les études de
dynamique et d’interaction.

Lors de cette etude, 4 dérivés de la MsrA d’Escherichia coli ont été utilisées (forme
sauvage, mutant C51A, double mutant C86S C206S et triple mutant C86S C198S C206S), tous

marqués *°N, certains marqués **C/**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, ont été produit au sein de I’équipe d’Enzymologie
Moléculaire du Professeur Guy Branlant du laboratoire Maturation des ARN et Enzymologie
Moléculaire (MAEM, UMR CNRS-UHP 7567). Les échantillons protéiques ont été préparés par
le docteur Said Azza et Mr Mathias Antoine. Les protocoles experimentaux utilisés sont ici
réunis en annexe. La plupart de ces protocoles ont été décrit dans les publications : Antoine et
coll., 2003, Boschi-Muller et coll., 2001, Boschi-Muller et coll., 2000, Olry et coll., 2004, Olry et
coll., 2002.

A2.2Matériel biologique et milieux de culture

A2.2.1 Souches bactériennes

A2.2.1.1 E.coli DH5a

Cette souche est utilisée pour I’obtention de I’ADN plasmidique.
Génotype : supE44, AlacU169 (¢80 lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
relAl.

A2.2.1.2 E.coliBL21 (DE3)

Cette souche est utilisée pour la production de MsrA marquée °N, **C/*°N ou *C/**N/*H.
Elle contient I’ORF (Open Reading Frame, cadre de lecture ouvert) codant I’ARN polymérase
T7 sous le contréle du promoteur lac, ce qui permet d’induire la transcription de I’ARNm de
I’ARN polymeérase de T7 grace a I’'IPTG (IsoPropyl-B-D-ThioGalactopyranoside, analogue non
métabolisable du lactose).

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

A2.2.2 Vecteur plasmidique

PETMSsrA E. coli est un phagemide recombinant pET-20b portant la séquence codante de
la MsrA d’E. coli sous le contrdle du promoteur T7, ce qui permet d’induire la transcription de
I’ARNm de MsrA grace a I'IPTG. De plus, pETMsrA porte un géne 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 régénération des cellules aprés transformation par la
technique du choc thermique.

Composition : Tryptone (20 g/L), extrait de levure (5 g/L), NaCl (10 mM), KCI (2,5
mM), MgCl2 (10 mM), MgSOa4 (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 marquée N, *°*N/**C ou ®N/“C/*H.

Composition : NaCl (0,5 g/L), KH2PO4 (22 mM), NazHPO4, 7H20 (50 mM), NH4Cl (1
g/L), glucose (4 g/L), riboflavine (1 mg/L), nicotinamide (1 mg/L), pyridoxine
monohydrochloride (1 mg/L), thiamine (1 mg/L), MgSOas, 7H20 (2 mM), FeSOs, 7H20 (25
mg/L), *NHa4Cl (1 g/L) ou ®NH4CI (1 g/L)+ **Cglucose (4 g/L) selon le marquage désiré (simple
ou double), dans le cas d’un échantillon triplement marqué (°H, *C, **N), H,O est remplacé par
D,0.

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

mutagenese dirigée

La production de protéine recombinante (sauvage ou mutée) par un microorganisme
nécessite dans un premier temps d’obtenir une grande quantité du gene de la protéine inséré dans
un vecteur plasmidique. Ce travail se déroule en plusieurs étapes, il est d’abord nécessaire
d’isoler et d’amplifier le gene d’intérét a partir d’un génome entier, puis d’insérer ce géne 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 I’ORF codant la MsrA d’Escherichia coli a éteé réalisé a partir du génome
de la souche E. coli K12 en utilisant la technique de PCR. Deux oligodésoxyribonucléotides,
dont les séquences sont complémentaires aux bordures de I’ORF de MsrA et qui contiennent
également les sites de restriction Ndel et Sacl, ont été utilisés pour amplifier I’ORF gréace a
I’action de I’ADN polymérase Pfu. Aprés I’amplification du géne, sa présence et sa taille sont
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vérifiées par dépot sur gel d’agarose 0,8%. L’extraction des fragments d’ADN amplifiés du gel
d’agarose est réalisée grace a un kit NucleoSpin (Sigma). Cette extraction repose sur I’utilisation
de colonnes échangeuses d’anions, I’ADN étant chargé négativement. On vérifie que le fragment
souhaité a bien été extrait du gel d’agarose en déposant 2 uL sur gel d’agarose, aux cbtés d’un
marqueur de taille adéquat.

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

Une fois I’ORF de MsrA amplifié, il est nécessaire de I’introduire dans un vecteur puis

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

A2.3.2.1 Préparation du vecteur

Le vecteur plasmidique (pET-20b) et I’insert (ORF de MsrA amplifié) sont digérés
pendant 1h30 a 37 °C par les enzymes de restriction Ndel et Sacl a raison de 3 unités par g de
matériel nucléique. Les produits de digestion sont séparés par électrophorese sur gel d’agarose
1%. La formation des liaisons phosphodiesters entre les extremités de I’insert et du vecteur est
catalysée par I’ADN ligase du bactériophage T4. La ligation se fait en présence de 3 exces
d’insert par rapport au vecteur linéarisé. Les mélanges de ligation sont placés dans un bain & 16
°C pendant 4 h.

A2.3.2.2 Préparation et transformation des bactéries compétentes

Une fois le vecteur prépare, il faut I’insérer dans un microorganisme (transformation)
avant de pouvoir I’amplifier. Cette méthode est utilisée pour transformer les cellules d’E. coli
DH5a utilisée pour la production d’ADN plasmidique mais aussi pour transformer 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, sous forte agitation. Cette culture est arrétée en phase
exponentielle de croissance lorsque la DOgoonm atteint 0,3-0,5. Elle est centrifugee et le culot est
repris dans une solution de TB froid (PIPES 10 mM, CaCl, 15 mM, KCI 250 mM, MnCl2 55
mM, pH 6,7). Apres une incubation de 30 min dans la glace et une nouvelle centrifugation, le
culot est repris dans 1/10°™ du volume initial de solution TB, en présence de diméthyl sulfoxyde
(7% final) et incubée 2 h dans la glace. Des fractions aliquotes sont rapidement congelées par
immersion dans de I’azote liquide et stockées a -80 °C.
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La transformation est réalisée en mélangeant 100 ng de plasmide et 50 pl de 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 cellules sont régénérées 1 h a 37 °C en milieu SOC
avant d’étre étalées sur boite LB avec I’antibiotique de résistance approprié au plasmide utilisé et

incubées une nuit a 37 °C.

A2.3.2.3 Préparation de I’ADN plasmidique

Une fois le vecteur comprenant le géne de MsrA inséré dans un microorganisme, et sa
présence vérifiée. Le vecteur est purifié grace a un protocole appelé maxipréparation.

Cette technique est utilisée pour la préparation en grande quantité d’ADN plasmidique a
partir d’une culture bactérienne de 100 mL. Aprés lyse alcaline des cellules et centrifugation,
I’ADN plasmidique est purifié a I’aide du kit Nucleobond AX (Macheray Nagel) qui repose sur
I’utilisation d'une colonne échangeuse d’anions. L’ADN plasmidique élué est concentré par
précipitation a I’isopropanol, lavé a I’éthanol a 70% et enfin séché et repris dans du tampon Tris
10 mM, EDTA 2mM, pH 8,0. La concentration de I’ADN ainsi obtenu est déterminée par la
mesure de I’absorbance a 260 nm en admettant qu’une unité de DO correspond a 50 pg/mi
d’ADN double brin. La pureté de I’ADN est estimée a partir du rapport DO260nm/DO2s0nm, qui

doit étre compris entre 1,8 et 2.

A2.3.2.4 Séquencage de I'’ADN double brin

Le séquencage par méthode enzymatique est utilisé afin de vérifier I’introduction correcte
de I’insert ainsi que I’absence de mutations parasites sur le plasmide, en utilisant I’ADN
polymérase du bactériophage T7. Une premiére étape consiste a préparer I’ADN plasmidique
sous forme dénaturée a I’aide de NaOH 2M afin de permettre, dans une deuxiéme étape,
I’hybridation de I’oligodesoxyribonucléotide de séquencage. La troisieme étape de séquencage
est réalisée avec la T7 ADN polymérase dont I’activité permet I’élongation du brin d’ADN.
L’élongation est stoppée apreés incorporation d’un didésoxyribonucléotide sur le brin d’ADN en
élongation. La séquence d’ADN est marquée au *P grace a de I’a®*PdATP dans le mélange
réactionnel d’élongation. La séquence d’ADN est analysée aprés migration sur un gel de
polyacrylamide et révélation par autoradiographie.

A2.3.3 Mutagenese dirigée

Les mutants de MsrA ont été réalisés grace a des protocoles de mutagenese dirigée a

partir du géne sauvage de MsrA introduit dans un vecteur (pET-MsrA).
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La mutagenese dirigee a été réalisée a I’aide du Kit «Quick Change Site-Directed
Mutagenesis Kit» commercialisé par Stratagéne. La méthode utilise I’ADN polymérase
thermostable Pfu (6 fois plus fidéle, dans la réplication de I’ADN que I’ADN polymérase
thermostable Taq) pour répliquer les deux brins du plasmide avec une grande fidélité et sans
déplacer les oligodésoxyribonucléotides de mutagenese. Elle nécessite aussi un plasmide double
brin superenroulé et deux oligodésoxyribonucléotides de mutagenése portant chacun la mutation
a introduire. Les oligodésoxyribonucléotides, chacun complémentaire d’un des deux brins du
plasmide, vont servir d’amorces 3’OH pour la synthése de I’ADN par la Pfu, conduisant a un
plasmide muté aux extrémités non religuées. Le produit de la réaction de PCR est ensuite traité
avec I’endonucléase Dpn | (séquence cible 5’-Gm6ATC-3’), spéecifique de I’ADN meéthylé et
hémiméthylé, afin de digérer I’ADN parental et ainsi sélectionner I’ADN néosynthétisé
contenant la mutation. En effet, I’ADN isolé de la plupart des souches d’E. coli est dam méthylé
et donc susceptible d’étre digéré par Dpn I. Une fraction du mélange de digestion, contenant
I’ADN double brin muté, circulaire et coupé, est utilisée pour transformer des bactéries DH5a
compétentes qui vont religuer les extrémités du plasmide muté et I’amplifier. Apres
transformation de 50 pL de cellules DH50. compétentes par 1 a 5 uL de mélange de PCR, les
cellules sont cultivées pendant une nuit sur milieu solide. Le plasmide muté peut alors étre

amplifié, purifié et séquencé comme décrit précédemment.

A2.4Production et purification des eéchantillons de MsrA
marquées

Une fois le géne de la protéine recombinante (sauvage ou mutée) 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 marquées (*°N ou °N/*3C) d’E. coli, sauvage et mutées ont été produites dans
une souche d'E. coli BL21 transformeée avec le vecteur plasmidique pET-MsrA. Les cellules sont
ensemencées au 1/50°™ & partir d’une préculture d’une nuit en milieu minimum M9 et incubées a
37°C. L antibiotique de résistance est la kanamicyne (200 mg/ml). A une DOggonm COMprise entre
0,6 et 0,8, I’induction de la synthése de la T7 ARN polymérase est initiée par ajout de 1 mM
d’IPTG et conduit & I’induction de la synthese en grande quantit¢ d’ARN messager

correspondant a la protéine recombinante. La culture est arrétée 3 h aprés I’induction. 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 enfin centrifugées. Les culots cellulaires sont
stockes a -20 °C.

A2.4.2 Purification des protéines recombinantes

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

A2.4.2.1 Lise des cellules

Le culot cellulaire issu d'un litre de culture est repris dans 20 ml de tampon de
purification (Tris-HCI 50 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) puis les cellules sont lisées par sonication a
une température de 4 °C grace a un désintégrateur de cellules (Constant Cell Disruption Systems,
Constantsystems). Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation a 12000 g durant

45 min.

A2.4.2.2 Précipitation fractionnée au sulfate d’ammonium

Le surnageant de sonication est amené a 50 % de saturation en (NH4)2SOa4 et précipité 2 h
sous une légere agitation a 4 °C. A cette concentration en (NH4)2SO4, les enzymes sont
précipitées, elles sont récupérées dans le culot aprés centrifugation pendant 30 min a 12000 g.

A2.4.2.3 Filtration sur gel

Le culot de précipitation fractionnée est repris dans un volume minimum de tampon puis
déposé sur une colonne de filtration sur gel ACA54 (acrylamide 5 %, agarose 4 %,
BIOSEPRA®) dont le domaine de fractionnement se situe entre 5 et 70 KDa. L’élution se fait
gréce au tampon de purification et est suivie par la mesure de la DO5go nm. L'analyse des fractions
est effectuée par lecture de la DOagoreonm €t par électrophorése sur gel de polyacrylamide
dénaturant (SDS-PAGE, 12,5 %). Les fractions contenant la protéine sont ensuite rassemblées.
Cette étape permet d’éliminer la majeure partie des protéines contaminantes présentes dans le
culot de précipitation et une grande quantité des acides nucléiques.

A2.4.2.4 Chromatographie échangeuse d’anions

La solution protéique issue de la filtration sur gel est filtrée puis injectée sur une colonne
échangeuse d’anions Q-Sépharose (agarose 6 % greffé de groupements triméthylammonium,
Amersham Biosciences®) préalablement équilibrée avec le tampon Tris-HCI 50 mM, EDTA 2
mM, pH 8,0 et couplée a un systeme FPLC (Amersham Biosciences®). L’ élution se fait par un
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gradient linéaire de KCI de 0 a 200 mM sous un débit de 5 ml/min. MsrA est €luée a environ 50
mM de KCI. Cette etape permet d’éliminer les contaminants protéiques et une grande partie des

acides nucléiques. Cette derniére étape permet de purifier MsrA a homogénéité

A2.4.2.5 Concentration et conservation des protéines

Les solutions enzymatiques pures sont finalement concentrées par ultra-filtration sous
pression a I’aide d’une membrane Amicon YM10 jusqu'a une concentration de I’ordre de 40- 45
DO/mL. Les protéines sont ensuite précipitées en présence de (NH4)2SO4 (70% de saturation) et
de DTT (50 mM) puis conservées a —20°C.

A2.4.3 Contrble 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 dénaturantes (SDS-PAGE) permet de suivre I’évolution
du degré de pureté de I’enzyme au cours de chaque étape de purification. Les protéines sont

révélées par coloration au bleu de Coomassie R-250 (Figure An-4).

whey o 6‘?‘ . @
] D i I
& P cfp o2 S

Figure An-4. : Suivi de la purification de MsrA par électrophorése en conditions dénaturantes.
MM : Marqueurs de masse moléculaire, SSO : surnageant de sonication, C 50 % : culot
de la précipitation a 50 % de sulfate d’ammonium S 50 % : surnageant de la
précipitation a 50 % de sulfate d’ammonium, ACA 54 : pureté apres filtration sur gel, Q
séph : pureté aprés chromatographie échangeuse d’anions.
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A2.4.3.2 Détermination de la masse moléculaire par spectrométrie
de masse électrospray en conditions dénaturantes

La technique de spectrométrie de masse nécessitant un échantillon débarrassé de toute
trace de sels, 500 pg de protéines sont dessalés sur une colonne de filtration sur gel (HiPrep
26/10 Desalting, Amersham Biosciencese) couplée au systeme FPLC. L'élution est réalisée par
un tampon bicarbonate d’ammonium 50 mM (pH 7,6) fraichement préparé. La fraction la plus
concentrée est récupérée puis lyophilisée. Les masses moléculaires des protéines recombinantes
ont éte déterminées par Guillaume Chevreux du laboratoire de Spectrométrie de Masse Bio-
organique UMR 7509 CNRS-ULP, Strasbourg. L'appareil utilisé est un spectromeétre VG-Bio Q

triple quadripole (Micromasse)

217



Annexes

A3 Annexe lll : Préparation du substrat

sulfoxyde protegé

L’étude du complexe enzyme/substrat (Chap. I1l1) a nécessité I’utilisation de MetSO
protégé par des groupements protecteurs a ses extrémités (groupement acétate a I’extrémité N-
terminale et méthylamine a I’extrémité C-terminale). Ce substrat doublement protégé (Ac-L-Met-
(R,S)-SO-NHMe) a éte realise selon le protocole d’écrit dans (Olry et 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 équivalents de méthylamine dans le méthanol. Cette
réaction conduit a Ac-L-Met-NHMe. L’oxydation de Ac-L-Met-NHMe est réalisée par 1,05
équivalent de H,O, dans le méthanol pour donner le substrat doublement protégé : Ac-L-Met-
(R,S)-SO-NHMe.

Le substrat ainsi synthétisé a été purifié par chromatographie en phase inverse sur une
colonne préparative C18 Delta-Pak (19/300) installée sur un appareil HPLC équilibré avec H,0.
L’elution a été réalisée par un gradient linéaire d’acétonitrile de 0 a 55 %. Le substrat
doublement protégé, Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe, est élué a 3 % d’acétonitrile. Le substrat ainsi
purifié est ensuite concentré et sa pureté vérifiée par RMN *H et *C. La concentration du
substrat doublement protégé a été déterminée par chromatographie en phase inverse sur une
colonne analytique C18 Atlantis sur un systeme AKTA explorer (Amersham Bioscience) en
intégrant le pic a 215 nm (1 nmol de Ac-L-Met-(R,S)-SO-NHMe correspond a une aire de 1,62).
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A4 Annexe IV : Expression de la constante de
dissociation (Kp) et des déeplacements
chimiques des especes issues du titrage d’'une

enzyme par son substrat

Dans le cas d’un systéeme binaire 1:1 la formation du complexe enzyme/substrat est
décrite par I’équation :

E+S *= ES Eq. A-1
ou E est I’enzyme, S le substrat, ES le complexe enzyme/substrat et Kp la constante de
dissociation du complexe, décrivant la concentration des différentes especes a I’équilibre.

On definit par [E] la concentration en enzyme a I’équilibre, [E]o la concentration totale en
enzyme (libre et complexée), [S] la concentration en substrat a I’équilibre, [S]o la concentration
totale en substrat (libre et complexe), [ES] la concentration en complexe enzyme/substrat a
I’équilibre, dqps le déplacement chimique observé pour un noyau, g le déplacement chimique de
ce noyau dans I’enzyme libre, dgs le déplacement chimique de ce noyau dans I’enzyme

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

_[ELIS] Eq. A2
° [ES] '
Avec :
[E]=[E], —[ES] et [S]=[S], —[ES] Eq. A-3

Si le systéme est en exces de substrat par rapport a I’enzyme, la proportion de substrat
dans le complexe est négligeable par rapport a la quantité de substrat libre ([S] est alors égale a

[S]o), I’expression de la constante de dissociation devient alors :
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_[EL, [S], ~ [ESIIS],
[ES]

K, Eq. A-4

Ce qui permet d’exprimer la concentration en complexe en fonction du Kp, de la
concentration totale en enzyme [E]o et de la concentration totale en substrat [S]o :

_[EL 8],

[ES] KD +[S]0

Eqg. A-5

Le déplacement chimique observé pour un noyau est la moyenne pondérée des
déplacements chimiques de ce noyau dans I’enzyme libre et dans I’enzyme complexée :
Opps = XeOg + X0 Eq. A-6
Avec Xe et Xgs les populations relatives des espéces E et ES, définies comme suit :

Xg = E] o X e _ES]

[El [El,

En exprimant Xg et Xgs uniqguement en fonction des quantités constantes, Kp et [S]o, on
obtient d’abord :

Eq. A-7

Xe =1-Xg etXES:& Eq. A-8
KD-i_[S]O
Puis :
£ :1_& et X —& Eq A-9

Ky +[S1, =K, +[S],

Le déplacement chimique observé devient alors :

_q__ 8 _ S ]
S =1 < +[S]o)'5E +(KD +[S]0).5ES Eg. A-10

des peut s’exprimer de la maniere suivante :
Ops =0z +AS Eq. A-11
Le déplacement chimique observée ne dépend alors plus que de g, A, [S]o et Kbp.

Oys = O¢ +A5.(&) Eq. A-12
Ko +[S]
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A5 Annexe V : Articles

Article | : 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, J Biomol NMR, 30, 223-224

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

Avrticle 111 : Coudevylle N., Thureau A., Azza S., Boschi-Muller S., Branlant G. and Cung MT.
(2004) 'H, **C and N resonance assignment of the reduced form of methionine sulfoxide reductase A
from Escherichia coli, J Biomol NMR, 30, 364-365

Avrticle IV : Coudevylle N., Thureau A., Hemmerlin A., Gelhaye E., Jacquot JP. and Cung MT.
(2005) Solution Structure of a Natural CPPC Active Site Variant, the Reduced Form of Thioredoxin hl
from Poplar, Biochemistry, 44, 2001-2008

Article V : Beaufils C., Neiers F., Coudevylle N., Boschi-Muller S., Averlant-Petit MC.,
Branlant G. and Cung MT. (2005) 'H, **C and N resonance assignment of the N-terminal

domain of PilB from Neisseria meningitidis, soumis a publication

Avrticle V1 : Coudevylle N., Antoine M., Boschi-Muller S., Branlant G. and Cung MT. (2005) H,

3¢ and N resonance assignment of an oxidized form (Cys51-Cys198) MsrA from Escherichia

coli, soumis a publication
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Riological context

The aerchic metabolism generates Teactive oxygen
species (RO that can easily oxidize accessible me-
thionine (hed) residnes of proteins into methionne
sulfoxides (MetS0). This post-translational modific-
ation can provoke loss of protein functicn. Therefore,
reduction of MetS0, hack to Met, is crucial to protect
the cells from the effect of ROS, This is the roke of
methionine sulfodide reductases (M,

L-Met oxidation into sulfoxide keads to tao [RE]
epimers at the sulfur stom. Tn that context, thers ex-
ists two unrelated-structural classes of Mars. Mad
reduces the L-Met-3-50 whereas Ms B reduces the L-
Met- R-50. Both Mers display a sumilar new catalytic
mechanism that includes formation of a sulfenic acid
infermediate and then of an mtradisolfide mtermedi-
ate followed by a thicredoxin Clrx} regetieration step
{Boschi-Muller et al., 2000 Oley et al., 20027,

Whereas several X-ray structures of Msrd have
been already determined, only one MsrB structure,
from Nefszeria gonorrhiceae, (Lowther et al., Hi2)
has been described 2o far. More recently, a preliminary
WME study of the Me B from Bacilfus subrits (Zheng
et al., 031, which presents 53% and 524 amino acid
identity with the N, gonorriiosge and N, merdngitidic
MarBs, respectively has been done.

Here we report the backbone and side chain NMR
assipnment of the MsrB rom N meningiiiois as well
as its secondary structure as a first step in a tull 30
structural study aimed af characterizing the amino

‘To whem comespendence  should  be  addeessed  E-madl:

Manh-Thong. Cung@engic inpl-mamcy.fr

acids involved in the MsrB chemical mechanism and
MetSO and Trx substrate specificities.

Methods and experiments

The E, coli strain used for MsrB production was BL21
transformed with a plasmidic construction containing
the coding sequence under the 'T7 premoter. Samples
of PN and YNAYC labelled were prepared by prowing
cells in & minimal media with ('*NH4 W as the sole
nitrogen source and with glucose, B Jabelled or nat,
as the only carhon source. Purification was done as
described by Olry et al, (2002},

The NME sample contamed 2 mM protein con-
centration (45% Ha (), 5% D200 in 10 mM phosphate
buffer and 50 mM 14-dithiothretol-cdjg at pH 7.1,
All spectra were acquired at 298 K on Bruker DREX
G0 MHz spectrometar equipped with a 3-axis TXI
prabe and on Varian nova specirometer (800 MHz)
equipped with riple-resenance probes including shiel-
ded z-gracients. F;[J:,ch'a were processed us:ingﬂv: pre-
aram XWINNME (Bruker’ and analvzed with the pro-
gram XEASY (Bartels et al., 1995). Backbone amide
VHM, PN, €7, ¢, and side-chain CF resonances were
assigned using 'H-1"N HSQC, HNCO, HNICA)COD,
HMNCA, HN(COMWCA, CRBCANH and CBCA(COINH
experiments. Backbone H", aliphatic sidechain pro-
tons and carbone rescmances were assigned by ans-
Iyzing the HNHA, HOCH-TOCSY and YN- and YC-
NOESY spectra.

Torsion angles (&, Uk and secondary structure pre-
diction are based on HY, H°, N, C* F and '
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Fipure I {41 VH-N HSQU spectmam of Mari 2t 198K, The back-
hone resonances of S6T and G135 are outside the region shown. Sida
chain aride protane of M and O mesadees ae indicsted by wolid hed-
zoatal limes. () The secondary structures from the X-ray stmctwme
of the &, godervioeae MerB and from the TALOS data of the &
megringitids Marfh, The nambening of aming acid sesidnes is based
on that of the Ercherichio. cof Merd without the MN-bermdnal Mo

chemical shifts using the TALOS program {Cormilescu
et al,, 1999,

Extent of assizgnments and data deposition

Mere than 91% of backbone HY, N, C%, ' und
C? nuclei are assigned (e, 123138 N-HY sites,
1400146 €%, 136146 €, 1207135 CF). Proton and ear-
bon chemical shift data for the majority of sidechain
gronps were determined using a combination of 30
spectra, Compuring the predicted structurs with that
of the crystal structure of N gonorrhaeze (97% of
whentity ), in overall, the structural elements in solu-
tion coineide with X-ray data. 7 a-helices and 10

f-strands were identified: pA (Y1-K3), al (D8-R11),
al (B15-N233), PB (L37-IM5) a3 (V4e-548), pC
(L52-554), D (D37-D600, BE (W65-S67), BF (V7T-
F83), PG (RED-504%, 44 (H95-A07), BH (H1053-F105),
aMRITG-KIL2Y LRI L4-NI19% I (L1 23-P1275, i
TE1Z9-A134), o7 1G137-K142).

The main differences arc the first f-strand (§A) and
the two helices (03} and (ad) which are cnly seen in
fhe MMR structure and the a-helix including residues
H32 to L37 which is not present.

Some peaks present m the HSCHC Iy By spec-
trum were net found in the other heteronuelear 30
spectre, Moreover the HY chemical shift value of the
567 (12.33 ppm} is vnusual. This residue is closed
o the active site which includes amino acids Y59,
Woi, Fo8 and Po6. Chemicals shifts were deposited
in the BicMagResBank under access mumber BMRB-
A0S0 rhttpeffwwow inrbowise.edu) in which the MsrB
primary sequence is pumbered from 1 to 146
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Biologival context

Reactive oxygen species (ROS) penerated by celiz
during aerobic respiration or after exposure to vari-
ous agents, can oxidize profeins. One of the targets
il profeins s methionine (Metl which is exidized into
methionine sulfogide (MetSCH. Ths post-translational
maodification can provoke loss of protein function. Met
oxidation is reversed i wiva by methionine sulfoxide
reductases (har), Therefore, one of the major roles of
Mars 15 to protect cells against oxidatve damage.

There exist two strocturally-unrelated classes of
Mars, called MsrA and MsrB, The frst one is spe-
cific for the 85 enanticmer while the second one i
gpecific for the B enantiomer at the sulfur atom of the
sulfoxyde. However, both classes of Mars display a
similar new catalytic mechanism that includes at least
three steps (CMry et al, 20021 In the first step, a
sulfenic acid intermediate 18 formed on Cys-51 with
a concomitant release of one mol of Met per mol of
Mzr. Then, in the case of the Evcherichio coli MsrA,
fwo successive disulfide bonds are formed between
first Cys-51 and Cys-198 and then between Cwvs-193
aned Cys-206 (Boschi-Muller et al., 20000, In the last
steq, the Cys- 198/ vs- 200 disulfide bond is reduced
selectively by thioredoxin {Trx),

Three X-ray structures of MseAs from E. coli, Bog
tarny amil Myvesboacterium fmberowloms (Téle-Favier
et al.. 2000, Lowther et al., 2000, Taylor et al,, 2003)
and one NMR assignment of MerA from Erwanida
chrysanthiens (Beraud el al, 20010 have been de-
seribed so far: In all of the X-rav gructures, the active

T whom cemespondesce  should be addmsssd,  E-mail:
Manh-Theng Cung @engic.inpd-nancy fr

site 15 ocoupied by molecules thal can mimic either a
Michaelis complex or an intermediateftransition state
whereas in the NME structure, no molecule is present
i the actrve site. In all cases, the distances hetween
Cys-51/Cys-198/Cys-206 are too long for disulfide
bord formation and therefore the pogitions of Cye-2006
relative to Cys-198 and of Cys-198 relative 1o Cys-
51 which tor the latter is situated at the beginning of
an o helix, are not representative of those leading to
formation of Cyvs-31/Cys-198 and Cys-198Cys-206
disulfice bonds, This sugpests that there exsls 4 greal
flexibility of the C terminus of the MsrAs, In that
context, the knowledge of the 3D NME structure of
another MsrA, such as the E. coli MsrA, nol only m
its reduced forms but also in its disulfide states will be
wery informative.

In a firsi approach, we report here the backbone
amd side-chain nearly complete assignment. of the re-
duced form of MsrA from E. coli as well as one of the
putative secondary structures,

Methods and experiments

Procluction amd purificetion was done as described
by Boschi-Muller et al. (2000h Sample purity amd
melecular mass were checked by SDS-PAGE aml
clectrospray mass spectrometry, respectively.

The NMRE sample contained (0.9 mM protein con-
centration (93% Hatlk, 5% D200 in 10 mM phosphate
buffer and 50 mM 1.5-dithintreitol-dgg at pH 7.1.
All spectra were acquired at 298 K on a Broker
DRY 600 MHz spectremeter equipped with a 3-axis
pradient TXI probe. Spectra were processed wsing
the program X'WINNME (Bruker) and snalyzed with
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the program XEASY (Banels et al, [995) Back-
bone amide "HY, Pn, Bov) THY B and side
chain "H. 1*C resonances were assigned using 'H-'*N
HSQC, HNCO, HNICAYD, HNCA, HNCOICA,
CBCANH, CBCAMCOINH and HNHA experimenis,
HCCH-TOCSY, HICCCOINH, CCOCONH and "H-
B, TH-1C- 3D HSQC-NOESY spectra were also
performed for side-chain assignments,

Torsion anghes (4, ) and secondary struciure pre-
diction are based on HY, HY, N, €, C° and €

chemical shifts using the TALOS program (Cornilescu
etal,, 15949),

Extent of assignmenis and data deposition

The '*N TROSY spectrum for Escherichia coli MsrA
is shewn in Figure | More than 91% of backbone
HY, N, €7, C' and CF nueled have been assigned. in
addition with most of the "H, '*C side-chain nuclci.
Comparing the predicied siruciure with that of the
crystal structure of E colf MscA, more or less, the
stroctural clements found in soluton, Le 7 o-helices
and & ff-strands, coincide with X-ray data {Figure [A),
The main differences are the lirst two helices ad, aC,
the final a-helix a5 and the f-strand BB which are only
predicied in the NME structure while the i is nod. It is
impoatamt o pedice that the twe Cys- 198 and Cys-206,
invalved i the disullide bond formation, are present
in the C-terminal Aexible fragment. The f-strands {37
and B37 from the Xeray structure are too small ele-
mientts 1o be estimated by the NME secondary structure
prediction,

Chemical shifts were deposited in the Bio-
MagResBank under the access number BMEB-6090)
(httpcwww bimrbowesc edu).
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Biologival context

Thioredoxing belong 1o a superfamily of oxidore-
ductase, the function of which 1s either to create disulf-
e bomds (profein disulfide isomerases) or reduce di-
snlfides bonds {ghitaredexin, thiovedoxin) (Helmaren,
20000, These small molecular weight proteins (ca,
1200 amino acids in the mature form for thioredoging
are generally very stable and excellent catalyzt for di-
sulfide redaction. Although thicredoXins can be quite
divergent in their primary structure, they seem o be
related at the three-dimensional level, with all proteins
characterized so far possessing a similar architecture
named the thivredoxm lold {Eklund et al., 1984). Gen-
ome sequencing has revealed that there are multiple
thioredoxm genes in plants (af least 200 in Arafidopss
thaliana) (Meyer el al.. 2002). Although some of the
sequences exhihit unusual mono cystemnic active sites,
the vast majority of these sequences conforms 1o the
WOGPC cancnic active site. Unlike other organisms
lrowever, a significant fraction of the plant proleins
exhilits a variant active site with two cysteines and the
sequence WCEPPC, These CPPC proteins have been
studied biochemically in poplar and Arabidopsts and
found to possess catalytic properties similar fo those
of the CGPC enzymes. The use of yeast mutants has
suggested however that the CPPC eneymes may ex-
hihits specificity in some oxidoreduction reactions that
cammot be sustained by the CGPC isoforms {Brehelin
et al,, 20000, In order to understand the congsequence
of the G to P muttion on the strociure and spe-

‘T whom comespondence  shouwld be  addessed,  E-mail:
Manh-Thong Cung@ensic inpl-nancy fr

cificity of thioredoxin, we have overexpressed poplar
thioredoxin h1 and purified several isotopically la-
belled samples. We report here the nearly complete
assignments of 'H, C, "N nuclei as well as the par-
ticular secondary structures, a step before the full 30
siructural resolution.

Methods and experiments

The coding sequence of thioredoxin bl from Popee-
g trichocarpa was eloned into the expression vector
pET-Trahl and used to transform the expression stram
BL21. 15N and N3 labelled samples were pre-
pared by growing celis at 37 “C in minimal media
M9, supplemented with {PENHL 101 &8 the sole nitro-
gen source and with B0 labelled or not glucose, as
the only carhon source. Purification and concentration
were made as in Behm and Jacguot (2000, Sample
purity and molecular mazs (£2 444 D) were checked
by SDE-PAGE amd electrospray mass spectromelry.
respectively.

The NMR sample contained 1.83 mM protein con-
centration (%5% Ha0, 5% Dp0) in 50 mM phosphate
buffer at pH 5.9, All spectra were acquired at 208 “K
on Bruker DRX 600 MHz spectrometer equipped with
a J-axis TXI probe. Spectra were processed using
the program XWINNME (Bruker) and analysed with
the program KEASY (Bartel et al., 1995). Backbone
amide 'HY, 'HY, N, Y0¥, U0 resonances were
assigned using 'H-9N HSQC, HNCO, HN(CAKCD,
HNCA, HNICOWCA, CBCANH, CBCA(COWNH and
IH-15N HSQC-TOCSY experiments, side-chain H,
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Figure I, (M) II-I-u'hvl HE0C spectrum af thioredoxin a0 X8 K
W sdde chaln MH ane outside of tbe region shown. (B) TALOS
predicied secomidary struchanes,

B¢ resonances were assigned using 'H-""N HS(C-
TOCSY and HOCH-TOCSY.

Torsions angles (4, W) and secondary structure
prediction are based on an analysis of the 'HY. 'HY,
By, oo, O and O chemical shifis using the TALOS
program (Cormeliscu et al., 1999,

Extent of assignments and dota deposition

Mare than 6% of backbone, HY, HM, N, O,
and side-chain C, H nuclei have been assigned {i.e.,

W07 YN-HY sies, THWI13 C9, 1080113 HY,
107107 CF, 1090113 7, and 95% of the side-chain
nuclei’. Some peaks present in the 'H-PN HSQC
spectrum (Figure 1TAY were not found in the other
heteronuclear 30 spectra, The TALOS predicied sce-
ondary  strectures (Figure [B) exhibits a classical
thivredoxin fold with 5 pestrands (3% of the primary
structore) and 4 a-helices (49% of the primary siruc-
ture). The CPPC variant active site does not seem 1o
perturh significantly the overall conformation, Tt will
be actually of greal interest (o complete this smudy
by the assignment of the 'H-"*C- 'H-"TN-HSQC
NOESY spectra in order to get a high resolution
structure of poplar thioredexin,

Chemicals shifts were deposited in the Bio-
MagResBank under access number BMREB-6079
(hitpedfwwow b wise.edu).
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ABSTRACT: Assignmeent of heteronuclesr amd homonuclear multiidimensional NMR specima permuis
determination of the first throe-dimensional sofution structure of a higher-plant thioredoxin k. The collection
af 1906 distance restraints, 137 TALOS-derived dihedral restraints, and 66 hydrogen bonds was used in
the restrained malecular dvnamics protocol to caleulate the structure of the reduced form of thioredoxin
h1 from poplar with an atomic nmsd of 060 £ 0.12 A This enzyme exhibits an unusual active site with
the sequence WCPPC and oripinal properties in terms of stability and specificity. Compared to ather
known thioredoxin structures, thioredoxin bl from poplar adopts the classical “Trx fald™ Iis atypical
active site possesses a conformation similar te that of ather common thioredoxing but appears to be more
rigid, Moreover, the hydropen bond network, stabilizing the in-core f-sheet, iz tighter than in
Chlamvdomonas reinhardtii, explaining the difference in thermostability.

Thicredoxing (Tras) helong 10 a superfamily of oxi-
doreductases, the functicn of which s either fo creats
disulfide bends (protein disulfide isomerases) or 1o reduce
disulfide bands (glutaredoxins and thioredoxins) (), Thio-
redoning are ubiguitows small proteins (ca. 120 amino acids
in the matae form), generally wvery stable, and excellent
catalysis for disulfide reduction. Although thioredoxing can
be quile dsvergent i their primary siricture, ey seem 1o
be related, at the three-dimensional level, to all proteins
charactenzed so far paszessing a similar architecture, named
the thioredoxin fold (7). Genome sequencing has revealed
that there are mumercs thictedoxin genes in plants (at least
20 m Arabidopsiy thaltana) (3

The h class of thioredoxing is specific to plant orgamsms,
It represents & large multigenic family involved in various
processes &5 protection against oxidative stress and carbon
ard nitrogen metabolism regulation, bal teir exact role and
cellular distribution remain imelear af least for same iseforms.
In lngher plants, several members of 4 subproup of thics-

* This research was sapporied by the CNRS, the Universitics of
Maney 1, and TNPL,

| Aromic eoordinates and NME-derved restmnis have been depos-
tted in the Protein Data Bank (emiry 1TI3)

* T whom correspemdence should be addressed. Phone: 33 (003
®3 1751 07 Fax: 33 (03 B3 37 99 77. Ecmnil: Manb-Thong. Cang&l
ensic. mpl-nancy fr,

SUMR 7565 CMRS-INPL.

"Unsveraltd Henrd Podncaré Maney-L.

! Abbreviations: CrTmhl, © reimfaaedit thioredoxin & HSOQL,
heteronuclenr single-qmeantum  coherence; MME, nuclear mapnetic
resonancs; NOE, mwdear Overhamer effect; ROESY, NOE spectros-
copy; mnsd, rost-mean-square deviation; PaTmhl, poplar thisnedoxin
Al; Trx, thioredoxing THP-d, rimethylslbd-3propienic acid-2,2,5.3-
iy, socHum sall.

101020 b4 78160 COC: 33035

redoxin &, called subgreap T 04, presemt unigue funetional
and strectural features as a vanant active site wath two Cys
residues and the sequence WCPPC. These "CPPC ermmymes™
hawe been studied bicelwemically in vitro with the poplar and
Arvalidopsis proteins, and found to possess catalytic proper-
ties similar to those of the CGPC engymes (3, @1, The use
of yeast mutants suggests, however, that the CPPC enzymes
may sl specifally in some oxidoreduction Teactions,
inehading sulfate sssimilation, where they cannot be replaced
with the COPC 1soforms 7). No structieal study has been
reported about thioredoxin & fram higher plants, but the
closest stiveture known is that of Climalomonae relihardii
(&) the sequence of which 15 only 53% identiwal with that
of poplar thicredoxin A1, Thus, to understand the conse-
quence of the G 1o PP mutation for the stneture, properties,
and specificity of thivredexin, we have oversspressed poplar
thioredoxin &1 (PtIrxil) and purified isatopically labeled
samples, We report hepe the first stenctuee of a hipher-plant
thioredoxin f, determined by BMR spectroscopy, and the
structural comparison with other thicredoxins possessing the
more ¢lagsical COPC active =ile,

As a firss step in this study, we recently reported the near-
complete (97%) TH, Y, and "N chermieal shifl assipnment
of reduced thicredoxin &1 from poplar (2. These chemical
shifts were deposited m the BioMapResBank a8 entry
BMRE-alTS,

MATERIALS AND METHODS

Sample Preparation. The coding sequence of thiaredaxin
i1 from Poputns remula was cloned info the pET-Trxhl
expression vectod amd used to moedify the expression of
Escherickio cofi strain BL21. The "N- and “C-labeled

& 2005 American Chemical Society

Published on Web 01/21:2005
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Fizoge 1 TH=UN HEQU specmm of the reduced form of thioredoxin &1 from poplar meifonaly labeded wrich =M and ", recorded at a
T Negueney ol B0 81, TS ok, i S5% 1100 1300 i i, wilh 50 mR phosphate baite (pl] 559 a0 2498 K.

sampls was prepated b gronwing oells ar 37 7O in minimal
e 83U supplememed with FRLLCT (Canbndee 1so-
rape Taharatonics) as rhe ol nitrogen sanree and with 120-
Iabeled plucose (Cambaidae Isotope Laboratories) as the oaly
carbon soure. Funfication and concertrabion wers carmed
ot as described by Behm and Jacquet (51, The sample puaricy
ampl moubemibar mass 17 424 o Qor 113 residues) wer
checked ber STIS—TAGE and clocttospray mass specirnmetTy,
espetively.

The umfonnly “N- and C-labelad MR sample had a
profein caneenrmation of L85 mahd {93% HuGoand 3% Tl
i 30 o phosplete bulfer and 190 mdd 1,5 -ditloe lustiol-
di (Cambridee Lsotope Laboratenies) (P 5.9 and sealed
under argon.

MR Swecrescepy and Experimeand Restratnrs, Al
spemcinn weete acguired al ZUE K oo o Doaler DRS00 ML
spoctrameter eqiipper wirh & eradient three-mae TXT prolo.

Spectia were processed osing W THMME (Bruker) amd
analyaed with XLASY (foh LSP-d (Luosu-top) was wsed
ar an intemal reference for Y chencal 2hifis and a2 cxtetnal
refepence for calibeation of "™ cherdeal slifis. Indicect
referencing was used for the "M chemmcal shaft 0.
Backbons amide “HY, THY, VN, H4C% and 07 reeonanecs
were wsirped usige 'L N LSOO (Figuee 1), LIMCO, 1N-
(O, HMOA, BNCINCA, CROCANH, CRCACIING,
and "H— "N HS O C-TOCSY experiments. and side chain 'H
and P mesopancss wers assigoed using CH- N HB0C-
TECEY and HOCH-TOOEY axporinenrs, Inteproron dis-
finee wsloans wees derved Cooun Theee-dinensioaal 11

N HSCHC-MOESY expeninents with mixing toes of
75 and 150 ms; a pantcular "H— 2 HEOQC-HNCESY expen-
ment was pertiimed with fhe O flequency cutier s to
150 pra cocesgondige Lo Ue arocmsalie carbuoes] aod noxing
tirmes nf TN mz, far aszignmenr of rhe aromatic praganz. ™OF
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Sehation Structure of Reduced Thioredestm &1 from Poplar

crows-peaks were classified as strong, mediom, weak, and
very weak, and corwerted into upper limits of 2.5, 3.5, 3.5,
and 6.5 A, respectively. Restrainis involving psendoatoms
weTe gysternatieally overestimated.

Backbone ¢ and 3y dibedral restramits were derived from
TALOS ([2) using as input the "H, ", and N backbone
chemcal stulls determmined previousty, Only TALOS predic-
tron with 10 matehes apreeing was used as ¢ and o dihedral
restraings which are fixed by the average vahwks with a
shandard desiation range with a minimom of 107, All peptids
bonds were kept planar and trans, with the exception of that
between Mefg, and Prog; which was restraimed 1o be planar
and iz on the basis of the observation of 4 streng COH{E—
C¥H(i + 1) MOE between Mets and Prog {7133, and CF and
C¥ chenical shifts of Prog; (02° = 34.86 ppin, 6% = 25.56
pen (140,

H-—"MN HSOC e imenis were performed st different
termperatures (2792, 284.7, 2892, 2049, 2006, and 305.4
K to determine the temperaiure eoetficient | Ad'AT) for each
chservabbe HY on the TH—"N HSQC spectra, This method
permits us to inelwde a wlan experimental hydrogen bond
restrainis in the calenlation on the bagis of 2 weak abserved
temperature coefficient (15) correlating with the secondary
structire prediction (see Table 51 of the Supporting nforma-
toa for detadls aboul temperature coeflicients, Hydrogen
bond restramts were treated as two distanee restraints with
an upper limit of 2.4 A between the hydrogen and the
aeceptor heavy atom and an upper limit of 3.5 A between
the acceptor and donor heavy atoms. Experimental restraints
are sumamarized in Table 1,

Strwcturs Calewlarions. Initial stroctures were calenlated
with DY ANA (o), Three hondred randormized structures
were penerated, and siTulated anmealing caleulations were
performed with DY ANAL The five structures with the lowest
targed funchion were selected for refinement.

The structures were refined by a minimuzation protocol
uging DISCOVER (Aceclrys Inc., San Diege, CA) and the
ovlT force field (f7) with a distance-dependent dielectric
coamstant set (o 4r, by mwans of 100 steps of steepest descent
followed by 10 00U steps of 2 conjugate gradient algorithm.
The five minimized strictures were used as Sarting siiuciires
for restraeed molecular dyneres at 30 K; afler an
cquilibration period of 200 ps, each of the five strsxchires
was recorded every 3 ps over the course of 30 ps to generate
50 structures. The 20 best-fitting structures were selected as
the final sef. An arithmetic average was computed with
MOLMOL (&) to describe the mean ructire, Talbles
and fipures wers crested using DYANA, MOLMOL,
PROCHECK-NME | 19, and INSIGHT 11 The coordinates
of the 20 final siructures have been deposited in the
Brookhaven Pratein [Data Bank as entry 1TIA.

RESLULTS

NOE Assigrments and Steactave Determination. After the
reguired backbone and side chain "H, "C, and '"N assipn-
ments had been made (2), the three-dimensional HSQC-
WOESY spectruom was examined. A first el of approximately
SO0 unambiguous restraints {including dibedral restraints and
edeagen bonds stabilizing evident seccndary strecture
clerments) alloows us 1o define thw overall topology of P1Tmi 1.
Taking this topelogy into account, we then found it casier

Blovhemisiry, Vol 44 Noo 6 2005 2003

Table 1@ WME-Dierived Geometrical Reatraimz and Stroctural
Statlaties of the Conformational Ensemble

resirint munher
o
1ol of digtance e 150
H-bonds® 122
intramalecnlar B
saquenmal 14, { + 11 i3
long-distance 17
dihedral angple 158
P a7
¥ T
i 1
winlaton oy por conformer
distance violation [A)
=00 Bl+ %
=0.1 16k 14
=0.2 i
cihedral vialation
=" 1843
=5 2.1 & 14
=10 i}
Rimachwsdran plol of résidoes
realdies dn the mos fvoeatde reglon (%) ?i}
resbdues in addidonl allowed repsons (%) 1%
residues i generonsly allowed regions (%) )
regidues in dizallowed regions (%) ]
atoms nesd (A)
backbone (ressdoes 3— 1113 053 000
backbone (residnes 1 - 113} 060 £ 0,12
heavy (residuaes 3—1L1} LR
heavy (residues 1-113) 006 £ 008

4 Ench hydrogen bond is treated as two disiance restrainis, s0 122
Aliptarice Testraimts Tepresent 51 hydvogen bonds * Only the cs peptide
Pomd (Mot —Prow ), experumentally charaesmzed, hos been dmposed.
CCalenlyed with PROCHECK-MMIL

T assign ambiguous carelations and te wentily the beavy
atarm aceeptor for HY exhibiting a low temperature coefficient
(a8 H' 5 ar HY:0, and to gather the final set of 1906
ihistance restraints used for the caleulation procedure de-
seribed below (MOES are represented m Figure 2.

Seenetural Stafistics, The 20 final struchures of reduced
PrTexil exbubit an atomic s distributien aboot e mean
coordinate positsans of (.5 + (1] A for the hackbone atoms
and 0,94 + .15 A for all of the eavy atomns, exchuding the
Twa M- and C-erminal residues, wiich are ill-defined. The
restrained molecular dynamics protocal has the advantage
of offering a dynamic view of the siructure, and moest of the
restraint wvinlations are less than (001 AL The structure set fits
the experimental restraints with no interproton distance and
torsicn angle vielations greater than 0.2 A and 107, respec-
tively ( Table 11, As shown in Figure 3, the rms distribution
is not homegeneous along the sequence, which indicates &
degree of flexibiliy in some regions Cloops or twns), All of
the backbane torsion angles of the non-glyeine residues fall
in the allowed regicnz of the Ramachandran plot, with the
exeeption of Lyss which is iwmplicated in the f-bulge i Table
1)

Descviprion gf the Querall Stracture. The overall structure
Gf PtTrh] adepts 4 classical Trx fold that congsts of a five-
stranded f-sheet surmounded by four (e-helices. Figure 44
shows the superposition of the 20 backbone structuses and
4 sehematic view of the regular secondary elements of the
mest representative straeture. Approximately 0% of the
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FioumRe 2 Sumimary of the seguentzal NOE conectivities an the reduced formn of Odoredoxin A1 frem poplar, For e N3, M, G, and
o nearesl-neighbor connectivities, (he NOE intensities are repressoted by diffarent line thicknesses and are classified as srong, oeddium,

wizak, und very wenk,

residues in. PiTrchl are invobved in regular secondary
atrrietures, The noncanonical active sife forms a presruding
loop from the end {Alass) of the second festrand 1o the
beginning {Lyse b of helix o,

Hydragen Bonding, Mest of the imposed hydrogen honds
are pregent in the structure with a frequency greater than
#ir%6, Four other important bonds are observed; the HY, -
Oy bond, which appeats in 7% of the ealeulated structures,
15 cerlainly due 1o the local disorder at the last tum of helix
i that generates a hifimeated hydrogen hond for HY.,. The
Wm0 hyvdroren bond (55% occurrence) sesms to
stahilize the loop between @ and Fa. The Ha00 00 bond,
which participates to the loap between the @, and §. strands,
and the HY0g hydragen bond ave certainly modeling
artifiscts due Lo the absence of an explicil solvent; in fact,
these twa lattcr HY pratons present high temperature coef-
ficients that are incompatible with the presence of hydrogen
bonding (—9.3 = 1077 and —7.13 = 1077 ppm'K, respec-
tively.

fi-Sheet. The core of PiTrehl consists of a five-stranded
f-zheet, The individual strands comprise residues fom Val,
to Cys (], Leugs to Threy (), Vals 10 Aspes (52, Thre
o Lyse (8,0, and Vale. to Vale: (), thes last strand being
interrupted by the F-bulge (from Lyss o Valy ). Both paraliel
(p) and antipagalle] (4 avangements of the strands display
the pattern F(phfapydda)faaifs HY: lorms a hydrogen
bond with Chy that would allow us to include Vales in f,

but the dihedral angles (p = —54.4 + 5.5% and 4 = —38.5
+ 737 suggest that Vales should belong to @ type 1T #-tum
froan Valss o Leawe stabilized by the HY =00 hydrogen
o [this ten is charseterized by the stromg aNioS,631 NOE
correlation]. The f-sheet has the characteristic right-handed
Twiist,

Hefices, PtTmol comtains four g-helices surrounding the
H-gheet core. The first helix, o, extends fom Val, s to Gl
with three turns of regular o-helx. The second helix, gg, 15
alsa regular and extends froam Progs 1o Lyss (including the
Proge—Cysy fragment of the active siteh. A small distortion
in the axis of this kelix is caused by Pross, and this helix
displays a regular helical hydrogen bond netwark with four
turms, The thind a-helix, o., extends fiom Lyss, to Ashs:
witky two tuens of regular a-helix, The fourth and last o-helix,
1y, extends from Gl to Hisy e, with two regular tums and
with the three final residues aregulasty included a5 an
meomplets fum because of the leniﬁcant flexibility of that
segment {shewn by an important rmsd, 0.7 + 0.3 A, on the
fusl three residiees] bul with retention of the HY ool
hydrogen bond o 1009 of the sirucihures.

Acrive Site. PTTré] possesses a noncananical active site
with the Ali:e-Ser - Trps-Cyse-Proye-Proe-Ciey, -Lys,. se-
quence, which is very well defined with a local backbone
rmad of 4 + 0,1 A (05 + 0.0 A for heavy atoms). As
shwn in Figure 4C, the aclive site forms a protuding Loop
outside the protein; residucs Alags— Cysgg are located on the
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Sehation Structure of Reduced Thioredesm &1 from Paplar
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Residues

FiouRe 3 Root-mean-square distribulion aloog the sequence. The mms disiribataon i ool homogeneons along the ssquence, reflecting
flexibility of some regions, Le., loops o tems between sccondary sructare elements.

Toop betwoen f- and ; and residues Proge— Lysg: initiating
the first fien of oo which is stabilized by both FFgeeOk
and H¥ gz hydrogen bonds. The aromatic ring of Trps
is on the protein surface and imeracts with ifs spatial
meighboring residues (Alas: and Metzo), a strong hydrogen
bond between H and 08, (5, exhibits 4 lemperaturs
coefficient near O ppivK] being observed in 0% of the
afrnetires, Cvs:q and Cysyy are in their sulfhydsyl firm, and
a hydrogen bond between HYy and 8% iz foand in 1009
of the structures (HYp exhibits & small femperature coef-
fivient of —1.8 « 1077 ppmK) stabilizng the spatial
stacture of the active site. Aspy:, which is supposed to

facilitate the thiel deprotonation of Cysa, (20, is comrectly
located on strand 8 (see Table 52 of the Supporfing
Information for the statistical data about the active site)
Aromatic Side Chatne, Eight arcmatic residues contribufe
ier the structural stability of the protein hydrophobic core:
Trpy < (which is specific to class [of thicredoxin &) (40, Hisye,
Phess, Phess, Pheg, and Trpes (which is specific 1o plant
thisredexin &, and not found m Treh from O reinharadi,
for example), Phess, and Phegs As shown in Figore 34,
rezidiies Phess, Phes, Pheg, and Phee: ave located on the
inerer side of the S-shects and Hisiz and Phes are situsted
on the mner side of amphipathic helices and interact within
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Coudevyile of al.

Fuzipz 4: Crrerall sohwtion smacnures of PTeeh] and s active site. () Backbone superposition of the cosemble of 20 stoctues. (H)
Swnnbolic Tepresentation of the different secondary smicmume elemeanta. (O3 Acrive aite of the most representative fonm (essential aminog

acitls e vepresents] walh her sele clvains.

{A)

(B

Freaes e Hydropbobic core orgodzabion of FELaRT, (4] Asonatic side chae o lead o the dmpbobic cove e s ol Liggs, s,
Pheqs, Phieg, Pheg, Phes, Pheg, Tipy, Phegs, aml Phegs (85 Aormadic ool aliphegic sile chodes involved im e hsdmphobdae core e thnse

of Lewae, L Walis, Valy, D

s bvdroplobie core Tipys and Ugys nleracl wilth oae
anather cand coimamly wirh Hisgl in a grnove tatmed by
leelicez o and . Maoreover, several NOE comelations <an
b ohserved between the two Tipy - and Ty s side chains. In
addition, Fhe.s, which is comserved in thioredosing (207, s
pusilioned al (e eod of o croove fooed by belices o and
<o and They, i rhe granve botwoen Telices o and o, near
Tips and Topys. As shown e Figaee 5B, other ponansmatic
leed rephobic side chaing pamcpate in the by deaphobic core.

TTRCTISETON

Compirison with ey Kncwn Dhicredorie Sirectures,
Thioredozing can be guire divergent in their primary
sl allleapd ol of e sloudures esolved up Lo dale
adopt the Tre fold. Tn that enntesd, it i= inferesting to comparns
ont solution theee-dimensional st of PTmAl with
ather well-koown thioredoxins, Lthe clusest one being hic-
tedorin 2 from O petrRardsrs (O Tl G80,

Uhe sequenees of bese lwo prulsios e oaly 304
identical, althongh the overall tomiary stmetnres an very
close: the different secondary stmictire elements have the
same size and posifion. Az in nman thiosedosin (225, the
g el 4y, Brelices e lenmer thew 1o Ue bactenal thoomedoxin
and oz helix iz clearly idenriticd as a regular c-helie,

Also, sorne dhilerenmes e be cbservesd with Lhe slouclues
of thioredaxin & from & redfaerdtdd (OrTrehl), the W

vie Lotz Valse, Lewe, Valss, Lo, Thepe. Leatese, Letg, Vale, Valw, Lewgs. Lew e and Valjq

lermams L PLUAl bene e beagree Uian Gt of CFL Al
and Lroely expossd wosolveol. The Lvss Lvssy loop of
FiTrehl (lneated hetwoen o and A5 1= gire different from
the Lyay —Lyess loop of Crimeil. In the case of PrImdl,
Lyse—Lysz; Torm an tmegolar g-tom (stabilized by the
HMze by Tradpogen bondk ending the oy helixg this loop
INECTAC = r_~1nm1:.-' Wwith the Aspg— T ong icgending from
Syoto B for Celeonl, the Lys, Lys. loop s
nstneciiesd, Tle S-bulge is alse mrow stoociually defined
in FTroel than in CFlmdi], antroducing sheht conforma-
Honal dilffersnces belween the Aspe:—Lens (PU oA D and
Apgr—Twa, (Tl ) Tnops,

Tt was weported that CiTixkl e Jess thenuostable than
TtTrehl (51 A closer cxamination of Me stmactiral Jitfer-
ences belwesn the two prodeing niehi explyin this oheerva-
tich. The first iden 12 that Tipos contribates o the reanforee-
ment of the hyvdmphobic oo, thes inceasing the thesmal
stabality, Indesd, thns meadus 5 ool presend m CFlmAl
fpal=tituted fo1 Alal, Tt an cyporimental ATY moaration
in CTrehl did nat change the rhermal propertics of rhis
enzveine (73 The ponber of leedroeren boods in each
stmcture shows that the G-shests in FAThl are stabilized
by e greater munder of byedrosen bonds tuan o Celodel G297,
253 tmsead of 200 Uy observalion could sxplon (b
difference in thermnal aalsility hotween rhese fes proteing.
Marcorer, rhiz abecreatinn sappants the 1dea thae this family
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Sakirion Stmicare of Redoced Thioredaoon A1 from Poplar

Y {B)

&

Fizupz & Actpae site comparizons. (A) Backbone superpasition
beroreem the active sise of PtTrakl (hloe) and thar of . aoli T
[rexh s beacls lex  wrnesel ool S008 A (11 Lk baone st bioar will
the: m:%Hue aite ol the oxidimed CrTrbl (ereen) pves a mmsd of
L14 A

ol protedn s peeee slabilized by Ihe toner S-sheel dsposinen
[and itz hydrosen banding network) than by hedrophobic
packing forces,

As reported above, the FUTmAL active site 13 well-defined
and consiers of 4 protmidiog loep betwsen S and o,
ucludine Ibe frsl lum of e Backbuope  supemxsilion
horwoen the active mire of TETTO ] (0T e ) and
that of E coli T (W TaaGuPaCash <25 lends to 2 itned
of 0,598 A a3 shown in Figne 6A. The same superposition
willy Lhe zolive sile of (he oxidized CFlmAl ave @ omsd of
I.14 & a3 fhoren in Fignne 0F. Tt has boen reporred that i
dilference bdween wadized aod pedioed foames of a T Do
4 given argamsm 1= negligible (28 27 Assnmmang rhat
backbone position and side chain ciientations of the PrToal
aclive sile are very close Lo thal obesived o classical
thieradnxing, wo can conclude that the & to T rmtation Jocs
ool sve pge Lo dnpotan seoformaliond chagess: bul leads
to more ngid stmictamal claractenarics. First, the prescnec
of & second prelive in the active site seems to decrense the
fhemilility of the Jeap 33 revealed by a lowe rmsd on the
Alse, Lwsy, sermenl; secvand, The puedioa of Uk adive sile.
mechded m the o helre, adapre a mare regnlar o-helical tvmn
than in other stmemres where this fuen is commonly
considersd to be rather lnossly defined.

Srruciire— Funcrion Relationship, As repotted below, the
avpical adive sile wdepts o clesdacal spaiial disposition,
Mzacating thar rhe contormarion of the C7e-30--00E ooy
16 trresssy Low the redex actvaty . The presencs of a preline
inztead of 1 plveine esidus may play 9 singular oole in
apecificity andiorin medox potenbial, Mo explanation can be
formlared aboog shmceoral determinanrs for TTixk] spoc-
Oy, bul e chamndensie adueed by Prooand'or the
chemical natre of the zide chainz snmonnding the acive
sife probably plav an imparant role in specificity.

FiTeeAl exhibats an impottant propenzey to polrmenze
ar high concenrvations: this tpe of covalenr ageregation may
weeur for (b wadized oo ol tnoesdosan i, sugrpestinge e
ferrmation of an inrermeleenlar disnifide bridze invalving a
grseine residne nther than Cyvsge or Ovee. . The onlr ringle
cveleine (Cves) present in the PrTodil sequence may
padiapate 1o the focmabion of an otemolecular covalent
pond. Tn fact, thiz orateine i sitmarsd on steand & and i3
rebalively exposed (o lhe selvenl, o posbion i fovor of ihe
formration of 2 heteradisnifide bridec.

Bivhamisky, Fol 44, Nooa, W03 W07

1noreduxios A fooan suberoup | are foend 1o e philosin
sicwe mibez. Since these prafems are svnthezized in the
cottpanion cell, ey ae able (o be (mapsfened (heoozh
plasmodesmata to the emicleate sieve tube elements (5.
The N-terminal nwtit’ AEE, necezzary for thiz o]l to cell
Lanslen, 35 8 recvgmlicn seguence, wed 1o aeneeoesnl, 1 s
Jareely exposed o selvenl. 10 dees not exhiabal any paricular
confarmation and sceme tn be particalary flevible cxoept
that the two lutamate 3ide chaib: nmst face e solvent,
allowdng a posable prolsio - proksin inlerachon. Momeover,
the fanrth following glaeine residue in the scqmenc may
increase the fexabibity of the AEL feagoesnt and o5 condoe-
mational adaptahitics.

CONCLUDING REMARKS

The szolution stictore of thioredoxin #l feom poplar
described in thie paper is the st wgportted stozenre of a
Ingler-plant Unoredosan i, O e b of (e pamioalanles:
of thar protein, we have focnsed an the anderstanding nf
e struetural detepminaots of iz specificity and theomoata-
bality. Along wath the simalanties found befvween thns proten
and ather rhioredoxing, we showed its spocitic contornation
1o be roandatery for s redox aclavaty, Lo thal coolead, 1 will
Il of & great intercst, by means of NMR O sdics, ra
investizate ioteraction mechanisime of different proein—
protein complexes involving thomedoxin &1 wdth other in
vive parmers such a3 NADT thicredaxin reducrase (NTIL)
ar glotaredasin (ERXD (290,
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Neisseria meningitidis bacteria possess several antioxidant defence mechanisms that
protect them against their host environment among which the PilB protein is postulated to be
involved. PilB is composed of three domains including the N-terminal part that was recently
shown to reduce the oxidized forms of methionine sulfoxide reductase and belongs to the
thioredoxin-fold family (Wu et al., 2005). We report the nearly complete *H, **C and N
resonance assignments of the N-terminal domain of PilB from N. meningitidis (143 amino acids).
2D and 3D NMR experiments were performed with uniformly **N-, *3C-labelled protein. More
than 95% of backbone HN, N, C% C' and side chain C" nuclei have been assigned. Secondary
structure determination using CSI method and TALOS lead to the prediction of 5 a-helical and 5
B-sheet segments. BMRB deposit with accession number 6709.

Biological context

Neisseria meningitidis and Neisseria gonorrhoeae are the only two pathogenic members
of the Neisseria family of Gram-negative bacteria. These bacteria possess several antioxidant
defence mechanisms that protect them against their host environment among which the PilB
protein is postulated to be involved. Indeed, the secreted form of Pilb, which is bound to the
outer membrane, was recently shown to be implied in survival of the N. gonorrhoeae in the
presence of oxidative damage (Skaar et al., 2002). PilB is composed of three domains. The
central and the C-terminal domains display methionine sulfoxide reductase (Msr) A and B
activities, respectively (Olry et al., 2002) while the N-terminal part was recently shown to reduce
the oxidized forms of MsrA and MsrB. The biochemical properties of the N-terminal domain
also suggest a fold belonging to the thioredoxin-fold family (Wu et 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 public data bases shows however no significant identity with any
protein, excepted for some thiol-disulfide interchange proteins like CcmG/DsbE implicated in
cytochrome C-type biogenesis (from 20 to 24 % identities). 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 of these pathogens. For that, knowledge of the three-dimensional
structure appears as a prerequisite. We report here the backbone and side-chain atom nearly
complete assignment of the N-terminal domain of PilB from N. meningitidis (143 amino acids),
which only differs from its N. gonorrhoeae counterpart by four amino acids. The probable
secondary structures are also presented.

Methods and experiments

The E. coli strain used for N-terminal domain (Ass.175) of PilB production was BL21-DE3
pLysS transformed with a pETNterPilB plasmid. °N- and *N/ *3C- labelled samples were
prepared by growing cells in a minimal media with >NH,ClI as the sole nitrogen source and with
glucose, *C-labelled or not, as the only carbon source. The N-terminal domain production was
induced at an ODgoo of 0.6 by addition of 1 mM IPTG and harvested after 4 h for the *>N/**C
protein and 16 h for the °N protein. Purification was done as described by Wu et al. (2005).
Sample purity and molecular mass were checked by SDS-PAGE and electrospray mass
spectrometry, respectively.

The NMR sample contained 1 mM protein concentration (95% H,0, 5% D,0) in 10 mM
phosphate buffer and 50 mM 1,5-dithiotreitol-dio at pH 7.1. All spectra were acquired at 298 K
on a Bruker DRX 600 MHz spectrometer equipped with a 3-axis gradient TXI probe. Spectra
were processed using the program XWINNMR (Bruker) and analyzed with the program XEASY
(Bartels et al., 1995). Backbone amide 'H", N, c® 'H® *3C’, and side chain 'H, **C
resonances were assigned using *H-N HSQC, HNCO, HN(CA)CO, HNCA, HN(CO)CA,
CBCANH, CBCA(CO)NH and HNHA experiments. HCCH-TOCSY, H(CCCO)NH,
CC(CO)NH and *H-""N-, *H-*C- 3D HSQC-NOESY spectra were also performed for side-chain
assignments.

Torsion angles (¢, w) and secondary structure prediction are based on H", H*, N, C*, CP
and C’ chemical shifts using the TALOS program (Cornilescu et al., 1999).

Extent of assignments and data deposition

The *H-"N TROSY spectrum for the N-terminal domain of PilB is shown in Figure 1.
More than 95% of backbone HN, N, C*, C' and C" nuclei have been assigned (i.e., 127/134 **N-
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HN sites, 139/144 C% 139/144 C', 130/135 C"). 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 CP chemical shifts by the CSI program (Wishart and Sykes, 1994)
lead to the prediction of five a-helical and five -sheet segments longer than four residues : p1
(P57-F62), aA (L69-W80), aB (A84-S87), B2 (A89-P97), aC (D107-A113), B3 (L120-N126),
aD (T129-L134), B4 (S137-1145), p5 (R153-K156), aE (E161-R169). In addition, the TALOS
program predicts also the presence of several secondary structure elements, composed by
segments shorter than four residues, in the N-terminal part and in the 147-160 fragment of the
protein. The predicted secondary structures of the N-terminal domain are near of those of the
CcmG/DsbE from Bradyrhizobium japonicum and differ only by the length of the B-strands and
the a-helices (Edeling et al., 2002).

Chemical shifts were deposited in the BioMagResBank under the access number BMRB
6709 (http://www.bmrb.wisc.edu).
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Annexes

Figure 1: (Top) *H-"N TROSY spectrum of the N-terminal domain of PilB from
Neisseria meningitidis at 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 al., 2005).
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'H, *C and "N resonance assignment of an oxidized form (Cyssi-Cys:s) of

Methionine Sulfoxide Reductase A from Escherichia coli
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Methionine Sulfoxide Reductase A (MsrA) is involved in the reduction of methionine-
(S)-sulfoxides generated during an oxidative stress. The catalytic mechanism of E. coli MsrA
involves the formation of two successive disulfide bonds (Cyssi-CySigs and Cysigs-CyS206), both
are reducible by thioredoxin. We report the nearly complete *H, **C and N resonance
assignments of the oxidized form (Cyss;-Cysigs). 2D and 3D NMR experiments were performed
with uniformly °N-, *C-labeled protein. 88 % of backbone H", N, C C'and the large majority
of side chain nuclei have been assigned. Almost of the unassigned residues are located in the
122-132 segment, which may be poorly structured, undergoing a conformational exchange, as
revealed by linewidth increase for residues up- and down-stream of this segment (certainly due to

exchange contribution to transverse relaxation). BMRB deposits with accession number 6786.
Biological context

Reactive oxygen species (ROS) are generated by cellular metabolism and involved in
various physiological processes as signal transduction or immune response. Upon oxidative
stress conditions, methionines (Met) included in proteins, are easily oxidized into Met-(R)-SO
and Met-(S)-SO. In many cases, Met oxidation leads to protein functional alteration. Methionine
Sulfoxide Reductases (Msr) are enzymes able to reduce MetSO back to Met. Msr of class A is
stereospecific for the S absolute configuration of MetSO (Moskovitz et al., 2000; Olry et al.,
2002). The E. coli MsrA exhibits an original catalytic mechanism in three steps involving three
cysteine residues (Boschi-Muller et al., 2000). First, the attack of the catalytic cysteine (Cyss;)
on the sulfoxide function of MetSO leads to the formation of a sulfenic acid intermediate and the

liberation of one mole of Met per mole of enzyme. Then, two successive intra disulfide bonds are
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formed, first between Cyss; and Cysigs, and after, between Cysigs and Cys,os. The last step
consists of reducing the Cysigs-Cysa06 disulfide bond by thioredoxin. As shown for the MsrAs
which only have the Cys198 as a recycling cysteine, the Cyss;-Cys;og disulfide bond in a E. coli
MsrA in which the C206 has been replaced, is also efficiently reduced by Trx as the Cys;gs-
Cyszo6 disulfide bond is in the wild type (unpublished results). In a first approach, we recently
reported the backbone and side-chain assignment of the reduced form of MsrA from E. coli
(Coudevylle et al., 2004). We now report the nearly complete backbone and side-chain
assignment of the first oxidized form occurring in the catalytic cycle and containing the Cyss;-
Cysags disulfide bond.

Methods and experiments

E. coli MsrA contains four cysteines at positions 51, 86, 198 and 206. C206 was replaced
by a serine residue in order to form only the Cyss;-Cysigg disulfide bond while C86, which is
located on the surface of MsrA, was substituted by a serine to avoid any protein aggregation. The
C86S/C206S double mutant was obtained by site-directed mutagenesis. The E. coli strain used
for MsrA production was BL21-DE3 transformed with a plasmidic construction containing the
coding sequence under the T7 promoter. *®N and **N/ **C samples labeled were prepared by
growing cells in a minimal media with (**NH,4)CI as the sole nitrogen source and with glucose,
13C-labeled or not, as the only carbon source. MsrA production was induced at an ODggo Of 0.6
by addition of 1 mM IPTG and harvested after 4 h. for the **N/*3C protein and 16 h for the °N
protein. Purification was done as described by Boschi-Muller et al. (2000). The oxidation was
performed by incubation of the labeled MsrA with excess of MetSO. The sample was then
purified by gel filtration. Purity of the oxidized form of the mutant and its molecular mass were
checked by SDS-PAGE and electrospray mass spectrometry, respectively.

The NMR sample contained 1 mM protein concentration (95% H,0, 5% D,0) in 10 mM
phosphate buffer (pH 7.1). Spectra were acquired at 298 K on a Bruker DRX 600 MHz
spectrometer equipped with a 3-axis gradient TXI probe and on a Bruker DRX 800 MHz
spectrometer equipped with a cryoprobe. Spectra were processed using the program XWINNMR
(Bruker) and analyzed with the program XEASY (Bartels et al., 1995). Backbone *H", **N, 2*C?,
'He B¢’ and side chain *H, *C resonances were assigned using ‘H-*N HSQC, HNCO,
HN(CA)CO, HNCA, HN(CO)CA, CBCANH, CBCA(CO)NH and HNHA experiments. HCCH-
TOCSY, H(CCCO)NH, CC(CO)NH and *N-, 3C- 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 this oxidized form (Cyssi-Cysigs) of E. coli MsrA is
shown in Figure 1. 88% of backbone HN, N, C* C' and C" nuclei were assigned, as the large
majority of the *H, **C side-chain nuclei. Almost of the unassigned residues are located in the
122-132 segment, likely poorly structured and undergoing a conformational exchange, as
revealed by linewidth increase for residues up and down it (certainly due to exchange
contribution to transverse relaxation). Chemical shifts were deposited in the BioMagResBank
under the access number BMRB-6786 (http://www.bmrb.wisc.edu).
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Figure 1: 2D 'H-"N TROSY spectrum of **N labeled oxidized form (Cyss;-Cysigs) of
E. coli MsrA at 600 MHz, 298 K, pH 7.1.
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Résumé

Les méthionine sulfoxyde réductases (Msr) sont une famille d’enzymes capables de
réduire les méthionines sulfoxydes, générées en condition de stress oxydant, en méthionine.
Nous avons entrepris I’étude structurale et dynamique par RMN de la forme réduite et d’une
forme oxydée de la Msr de classe A d’Escherichia coli. Nous avons ainsi résolu les structures
tridimensionnelles en solution de ces deux formes et pu caractériser leur dynamique en
solution. Nous avons, de plus, entrepris I’étude du complexe non covalent enzyme/substrat,
déterminé les valeurs de Kp locaux, et réalisé I’étude préliminaire de I’intermédiaire acide
sulfénique intervenant lors du cycle catalytique. L’ensemble de ces résultats conduit a une
meilleure connaissance des déterminants structuraux et dynamiques intervenant lors d’une
cycle catalytique de cette classe d’enzyme mais aussi lors de I’interaction avec le substrat

(notamment en terme de spécificité) et avec la thiorédoxine.

Abstract

Methionine sulfoxide reductases (Msr) are a class of enzymes able to reduced back
methionine sulfoxide, generated during an oxidative stress, to methionine. We performed a
structural, dynamical and functional study by NMR of the reduced form and of an oxidized
form of Escherichia coli MsrA. We solved the solution structures of these two forms and
characterized their dynamic in solution. We also studied the non covalent enzyme/substrate
complex, in order to determine local Kp values, and made a preliminary study of the sulfenic
acid intermediate which occurs in the catalytic cycle. All these results lead to a better
knowledge of the structural and dynamical factors involved in the catalytic cycle of this class
of enzyme and involved in the interaction with substrate (in specificity terms) and

thioredoxin.

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

solution, dynamique des protéines en solution.

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