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Abréviations.

Abréviations.

A Angstrom

mT millitesla

GHz Gigahertz

ppm Partie par million

€ Coefficient d’extinction molaire

DO Densité optique

AE Activating Enzyme (Enzyme Activatrice)

RimO Ribosomale modification O

ms-D89-S12 méthylthio asparatate 89 de la protéine ribosomale S12
ARNt Acide ribonucléique de transfert

ARNt-A37 Adénosine 37 des acides ribonucléiques de transfert
MiaB Methylthio isopentenyl adenosine B

i°A-37 No6-isopentenyladénosine 37

ms’i°A-37 2-méthylthio-N6-isopentenyladénosine 37

MtaB Methylthio thréonylcarbamoyladénosine B
t°A-37 N6-thréonylcarbamoyladénosine 37

ms” t°A-37 2-méthylthio-N6-threonylcarbamoyladénosine 37
SAM S-adénosylméthionine

Ado® radical 5°-désoxyadénosyle

AdoH 5’-désoxyadénosine

Radical-SAM Enzyme avec un centre [4Fe-4S] produisant Ado® a partir de la SAM
ORF Open reading frame (cadre de lecture)

PCR Réaction de polymérisation en chaine

PLP Phosphate de pyridoxal

S Etat de spin

RPE Résonance paramagnétique électronique
HYSCORE 2D hyperfine sub-level correlation

ENDOR Double résonance électronique nucléaire

ENH Electrode normale a hydrogene

EDTA Acide étyléne diamine tétraacétique
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DTT Dithiothréitol

HPLC Hight pressure liquid chromatography

IPTG Isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranoside

AS Sulfate d’ammonium

SDS Dodécyl sulfate de sodium

TFA Acide trifluoroacétique

Tris Tris-hydroxyméthyl-aminométhane

DMPD N,N-diméthyl-p-phénylénediamine monoclorohydrate
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Introduction générale.

Introduction générale.

Chez les procaryotes, apres la transcription des génes en ARN messager, la traduction
est réalisée par le ribosome qui est un macrocomplexe constitué¢ de deux sous-unités, elles-
mémes comprenant trois molécules d’ARN ribosomal (ARNr) (23 S et 5 S pour la grande
sous-unité et 16 S pour la petite sous-unité) ainsi que des protéines ribosomales au nombre de
34 pour la grande sous-unité et de 21 pour la petite sous-unité. Ce macrocomplexe a une
activité ribozyme et est universellement conservé dans les trois régnes du vivant (Bactéries,
Archées et Eucaryotes). Chez les eucaryotes le ribosome est encore plus développé (+40%)
avec, par exemple, 49 protéines ribosomales dans la grande sous-unité (1) (Fig i-I). Au cours
des dix dernieres années, les structures du ribosome de plusieurs organismes ont été obtenues
par cristallographie aux rayons X. Les travaux réalisés sur le ribosome procaryote ont été
distingués avec ’attribution du prix Nobel de chimie 2009 a Venki Ramakrishnan, Tom Steitz

et Ada Yonath (2).

Figure i-I : Structure du ribosome procaryote d’E. coli (A) (reproduit de Schuwirth, et al. (3)) et eucaryote
de 8. cerevisiae (B) (reproduit de A. Ben-Shem ez al. (1)).

La traduction comporte trois étapes : I’initiation, 1’¢longation et la terminaison. Au
cours de ce processus le ribosome lit les triplets de nucléotides (codons) de I’ARN messager
(ARNm) en les faisant correspondre a des anticodons présents dans les ARN de transferts
(ARNt). Chaque ARNt utilis¢é par le ribosome possede un acide aminé en propre
correspondant au codon de I’ARNm. L’activité ribozyme du ribosome permet de créer une
liaison peptidique entre la chaine peptidique en élongation et I’acide aminé porté par ’ARNt
(4). Apres translocation du ribosome, un nouveau cycle commence avec I’arrivée de I’ARNt

suivant.
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La traduction est un processus cellulaire extrémement important pour les cellules et, de
ce fait, finement régulé. Les molécules d’ARN ne sont formées qu’a partir de quatre
nucléosides (Adénosine, Guanosine, Uridine et Cytidine) alors que les protéines sont
constituées de 20 (+2) acides aminés universellement conservés. Ainsi, bien que la traduction
fasse intervenir un trés grand nombre de partenaires de nature et/ou structure trés variées
(ARNm, ARNt, ARNTr, protéines ribosomales), ces macromolécules biologiques présentent
des modifications (post-transcriptionnelles dans le cas des ARN et post-traductionnelles dans
le cas des protéines) qui augmentent la diversité chimique de ces briques élémentaires du
vivant. Ainsi, plus d’une centaine de ribonucléosides sont modifiés de fagon post-
transcriptionnelle (5). Dans le cas des modifications post-traductionnelles du ribosome d’E.
coli, il a été rapporté des acétylations (protéines ribosomales S5, S18, L12), des méthylations
(protéines ribosomales : S11, L3, L7/L12, L11, L16, L33) et une thiométhylation sur la
protéine ribosomale S12. Certaines de ces modifications ont été conservées au cours de
I’évolution alors que d’autres ne sont présentes que dans un ou deux des trois régnes du

vivant.

Les voies biosynthétiques de ces modifications peuvent étre classées en deux groupes.
Dans le premier, ces modifications sont assurées par des enzymes utilisant une chimie
ionique. Dans le deuxieéme groupe, ces modifications résultent d’une chimie radicalaire mise
en ceuvre par des enzymes produisant au cours de leur cycle catalytique des radicaux
extrémement réactifs capables d’activer des liaisons C-H trés peu réactives.

Comme nous allons le voir, certaines de ces modifications contiennent des atomes de
soufre qui sont insérés soit par un mécanisme ionique soit par un mécanisme radicalaire.
Alors que les mécanismes d’insertion de soufre par voie ionique est relativement bien connu,
les mécanismes d’insertion de soufre par voie radicalaire restent trés mal compris.

Le travail présenté dans cette thése concerne 1’é¢tude des mécanismes d’insertion
radicalaire de soufre utilisés par les deux méthylthiotransférases RimO et MiaB. La
compréhension de ces mécanismes est particulirement importante tant au niveau
fondamental qu’appliqué puisque ces biomolécules soufrées ont de multiples intéréts, tant
pharmacologiques que biotechnologiques. De plus, certaines de ces modifications post-
transcriptionnelles ont des connexions avérées avec des pathologies humaines graves telles
que le diabéte ou le cancer. Dans ce contexte, une meilleure compréhension de la biosynthése

des ces modifications pourrait avoir des retombées importantes dans le domaine de la santé.
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I) Importance du soufre en biologie.

I-1) Le soufre.

Les bases chimiques de la vie telle que nous la connaissons reposent sur 1’utilisation
préférentielle d’éléments parmi les plus abondants sur terre (H, C, N, O, P, S). Ces ¢éléments
au cceur desquels figure le carbone définissent une chimie dite « organique ». Cependant, la
vie ne pourrait exister sans 1’aide de catalyseurs. Ces biocatalyseurs du vivant qui sont, soit
constitués d’acides aminés dans le cas des enzymes, soit constitués de nucléotides dans le cas
des ribozymes, catalysent des milliers de réactions chimiques de nature treés diverse. Un grand
nombre de ces systemes catalytiques nécessite, au sein de leurs sites actifs, des éléments
traces tels que le Sélénium et plus souvent des cofacteurs inorganiques faisant intervenir des
métaux de la premicére rangée des métaux de transition de la classification de Mendeleiev
(Fe*", Zn*", Ni*"...) ou des métaux alcalino-terreux (Mg®", Ca>" ...). Ces ions peuvent avoir
différents rdles, soit purement structurant soit intervenir directement dans la réaction
catalytique. Comme nous le verrons, il existe de nombreuses combinaisons et associations
différentes de ces ions métalliques permettant aux enzymes de fonctionner de maniére
catalytique. Ces structures une fois caractérisées sont une source d’inspiration pour les

chimistes pouvant conduire a 1’élaboration de nouveaux catalyseurs.

Un des atomes essentiels a la vie est le Soufre. Cet atome fait partie de la famille des
chalcogénes (O, S, Se, Te) possédant une structure électronique ns”* np* ou ns* (n-1)d"’ np*
qui, avec deux doublets non-liants, lui permet de s’associer a différents atomes pour former
des composés (in)organiques différents, par exemple avec lui-méme (S, S,, Ss, S;...), avec le
carbone (CS;, CHjS...), d’autres hétéroatomes (SO,, SO;3.) ou encore avec des ions
métalliques (NiS, FeS...). Le soufre et I’oxygeéne étant tous deux des chalcogenes possedent
des propriétés chimiques comparables mais des réactivités sensiblement différentes. Par
exemple les thiols sont de meilleures nucléophiles que les alcools. Au sein des protéines, les
ponts disulfure (RS-SR) ont probablement été sélectionnés au cours de 1’évolution parce
qu’ils sont plus stables que les peroxydes (RO-OR). Ceci montre bien que les systémes
biologiques ont optés pour les liaisons chimiques les plus performantes. Le soufre est moins

¢lectronégatif que I’oxygeéne et posseéde un domaine d’état d’oxydation plus large que
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I’oxygene. Ceci peut étre illustré par la cystéine dont les degrés d’oxydation vont de -1
(cystéinate) a + 5 (acide sulfonique, R-SOs;H) en passant par +1 (acide sulfénique, R-SOH) et
+3 (acide sulfinique, R-SO,H).

I-2) Le soufre, un élément essentiel.

Dans le métabolisme cellulaire, le soufre participe en tant qu’acide aminé constitutif
des protéines (méthionine, cystéine), dans certaines modifications post-transcriptionnelles
notamment dans les ARNt, et en tant que cofacteur. Il est également présent dans certains
partenaires métaboliques tels que les sucres, les antibiotiques (les pénicillines) ou les
lantibiotiques (caractérisés par leurs ponts thioether). Bien que nombre de ces composés
soufrés soient connus depuis de nombreuses années, leurs biosynthéses restent encore mal
comprises (6). Dans ce contexte, 1’é¢tude des mécanismes enzymatiques d’insertion de soufre
en biologie est aujourd’hui un sujet de recherche fondamentale en pleine expansion étant
donné le potentiel industriel (en chimie et en biotechnologie) que représentent ces

biomolécules soufrées (biotine, lipoate, coenzyme A...).

Le métabolisme cellulaire nécessite relativement peu de molécules soufrées qui sont
cependant essentielles (6). Le fait que ces molécules soufrées soient présentes a des étapes
clés de ce métabolisme laisse penser que la vie a utilisé le soufre tres tot. Sans revenir sur les
différentes théories sur I’origine de la vie (7-10), il semble que le soufre ait joué un rdle
essentiel impliquant notamment la pyrite (FeS,) comme support et catalyseur primordial pour
des réactions de transfert d’électron et d’activation de petites molécules. Pour ne citer qu’un
seul exemple, le complexe de la pyruvate déshydrogénase qui permet de relier la glycolyse au
cycle de Krebs est un exemple particuliecrement frappant puisque pas moins de trois
biomolécules soufrées sont nécessaires pour transférer une partie du pyruvate au coenzyme A.
La premicere est la thiamine fixée a une des lysines de la pyruvate déshydrogénase (réaction
A) et qui intervient dans la décarboxylation du pyruvate. La deuxiéme est le lipoate présent
dans la dihydrolipoyl transacetylase (réaction B) nécessaire pour le transfert du groupement
acétyle sur le coenzyme A. Enfin, le coenzyme A récupére le groupement acétyle sur le
lipoate permettant la formation d’acétyl coenzyme A (Réaction C). Le coenzyme A est une
biomolécule soufrée indispensable au bon fonctionnement du cycle de Krebs (Fig 1-2). Le

lipoate, oxyd¢ a la fin de la réaction, est réduit par une molécule de FAD.
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Figure I-2 : Mécanisme du complexe de la pyruvate déshydrogénase.

Cet exemple d’une étape clé du métabolisme cellulaire montre 1’'importance de ces
biomolécules soufrées. Bien que leurs roles au sein de ces enzymes soient connus maintenant
depuis longtemps, la fagon dont le soufre a été inséré au cours de leur biosynthése reste un

sujet d’étude majeur.

I-3) Le métabolisme du soufre.

Le métabolisme du soufre des procaryotes est complexe et implique de
nombreuses biomolécules. En milieu aérobie, l’incorporation du soufre entraine une
consommation d’énergie. L’entrée du sulfate (SO4>) dans la cellule n’est pas favorable
puisque le milieu intracellulaire posséde un potentiel fortement négatif (-70 mV) ce qui
implique la réduction de ce soufre trés oxydé (7). Chez E. coli, les génes impliqués dans ces
différentes étapes de réduction du soufre sont regroupés sous forme d’opérons (7). Les génes

cysDNC codent respectivement pour la 2™

sous unité de la sulfate adenylyltransferase, la 1%
sous unité de ’ATP sulfurylase (ATP:sulfate adenylyltransférase) et 1’adénylylsulfate kinase
(8). Les geénes cysZ et cysK ne seraient pas co-transcrits bien qu’étant proches voisins. Alors
que CysZ est une protéine membranaire de fonction inconnue, CysK est une O-acetylserine
sulthydrylase proche phylogénétiquement de la tryptophane synthase (8). Les autres génes de
I’opéron, cysPUWAN, codent pour des protéines impliquées dans la fixation du thiosulfate et
du sulfate périplasmique, une perméase membranaire de type ABC et une O-acetylserine

sulthydrylase spécifique du thiosulfate. Enfin le géne cysE code pour la serine O-acetyl-

transferase qui est le point d’entrée du soufre dans la biosynthese de la L-cystéine (7).
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La concentration en sulfure (S*/HS") est variable et estimée entre 20 et 250 uM (6). La
famille d’enzyme O-acétylsérine sulthydrylases utilise comme substrat le sulfure et la O-
acétyl sérine pour catalyser la production de L-cystéine chez les bactéries et les plantes (Fig I-
3-A). Le Km de ce type d’enzyme pour le sulfure varie selon les études entre 6 uM et 5,2 mM
(http://www .brenda-enzymes.org/) mais une revue récente suggere un Km d’environ 500 uM
(6). Bien que toxique a haute concentration, le sulfure semble étre toléré pour permettre la
biosynthése de la L-cystéine qui, elle-méme, ne dépasserait pas une concentration de 100 a

200 uM (9).

La L-cystéine joue un role central dans le métabolisme du soufre comme le montre la
Figure I-2A. Elle est le donneur primaire de soufre pour de nombreuses biomolécules soufrées
dont les coenzymes A, M et B, I’ergothionéine, I’ovothiol A, le mycothiol, le glutathion, le
trypanothion et la méthionine. La famille des antibiotiques de type pénicilline posséde aussi
du soufre provenant de la L-cystéine. La production de cystathionine est catalysée par
cystathionine B synthase (CBS) a partir de cystéine et d’O-succinyl homosérine (10). La
cystathionine est ensuite transformée en homocystéine par la cystathionine 3 lyase (CBL)
libérant du pyruvate et de I’ammoniaque. La méthionine synthase (MetH) catalyse ensuite la
production de méthionine en utilisant comme substrats une molécule d’homocystéine et une
molécule de N°- méthyltétrahydrofolate (N’-methyl THF) (Fig I-3-A). Enfin, la S-
adénosylméthionine (SAM) qui est synthétisée par la méthionine adénosyle transférase
(MAT) a partir de méthionine et d’ATP, est une molécule soufrée particulierement importante

dans le métabolisme cellulaire et dont nous reparlerons au cours de cette introduction.
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Figure I-3-A : Schéma simplifié du métabolisme de la cystéine (inspiré de Kessler (6)).
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Comme nous I’avons dit précédemment, la L-cystéine est le donneur primaire de
soufre et des enzymes appelées cystéine désulfurases permettent d’utiliser le soufre présent
dans la L-cystéine. Ces enzymes utilisent le pyridoxal 5'-phosphate (PLP) comme cofacteur.
La réaction catalysée conduit a la formation d’un persulfure sur une cystéine spécifique de
I’enzyme et a la libération de L-Alanine (Fig [-3-B). Les cystéines désulfurases sont présentes
dans la majorité des organismes procaryotes et eucaryotes. Elles apparaissent de plus en plus

comme des acteurs centraux dans la biosynthese des biomolécules soufrées (11).

IEnzymc]—cys—SH + L-cystéing mm——>= [Enzymel——cys—s—SH + L-alanine

Figure 1-3-B: Schéma réactionnel des L-cystéines désulfurases.
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Les cystéines lyases (aussi nommées L-cystéine désulthydrases) sont d’autres enzymes PLP-
dépendante qui permettent de mobiliser le soufre présent dans la L-cystéine. Ces enzymes
catalysent la dégradation de la L-Cystéine entrainant la production d’ammoniaque, de
pyruvate et de sulfure d’hydrogéne (Fig I-3-C). Chez E. coli 5 enzymes appartenant a cette
classe sont répertoriées : la O-acétylsérine sulfhydrylase-A, O-acétylsérine sulthydrylase-B, la

protéine MalY, la tryptophanase et cystathionine B-lyase (12).

(8]

H;N— CH—C—OH 0 (Ii
H,0 & CH; = = Hi{C—C—C—OH + H,S + NH;
SH

Figure I-3-C : Schéma réactionnel des L-cystéines lyases.

Récemment, de nouveaux acteurs du métabolisme du soufre ont été découverts avec
notamment H,S comme modulateur de fonctions biologiques chez les eucaryotes (13). Les
propriétés uniques du soufre laissent penser que le sulfure d’hydrogene est en équilibre
permanent avec différentes formes de soufre a différents état d’oxydation (S°, S) que sont les

polysulfures (S,) (18, 19).

IT) Les métabolites soufrés.

II-1) Les centres [Fe-S].

Les centres [Fe-S] sont des cofacteurs enzymatiques versatiles et ubiquitaires chez
tous les organismes vivants (14). Chez E. coli leur biosynthése fait intervenir, selon les
conditions de croissance cellulaire, une des trois machineries ISC, SUF ou CSD, dont les
genes sont organisés sous forme d’opéron (15). Les cystéines désulfurases IscS, SufS-SufE et
CsdA codées par les geénes correspondants de ces opérons mobilisent le soufre de la cystéine
sous forme de persulfure. Le soufre terminal de ce persulfure est ensuite transféré a
différentes protéines « échafaudages » de centre [Fe-S] via I’intervention encore mal comprise
de protéines annexes (fdx, et ygdk). Dans le cas de la machinerie ISC, ces protéines
« échafaudages » sont représentées par IscU et IscA alors que dans la machinerie SUF, il

s’agit des protéines SufA et SufBCD (22, 23). D’autres protéines sont requises pour
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I’assemblage des centres [Fe-S] dont des régulateurs transcriptionnels comme la protéine IscR

dans les machineries ISC et SUF.

L’identification de chacun des composants de ces machineries a été facilitée par leur
organisation en opéron. Cependant, le role exact de chacune de ces protéines dans la
biosynthése des centres [Fe-S] reste encore un sujet de recherche en pleine effervescence.
L’activité ATPase du complexe SufBC,D montre que la biosynthése de ces cofacteurs a un

colt énergétique important pour les organismes (consommation d’ATP).

Les centres [Fe-S] les plus courants sont de trois types : [2Fe-2S], [3Fe-4S] et [4Fe-
4S] (Fig II-1-A). Ces centres [Fe-S] dits « classiques » par opposition a des structures plus
complexes (et plus rares) contiennent des atomes de fer de coordination tétrahédrique et sont
fixés a la protéine le plus souvent par des cystéines conservées dans des motifs relativement

bien définis.

Cys _‘5}; / \ \\\q Sll | AS—Cys
'S"'}Fc" L
v _%/ \ / \S Cys Fu'—-—-s

|2Fe-28S] [3Fe-45]

[4Fe-4S]

Figure II-1-A : Structure des centres [2Fe-2S], [3Fe-4S] et [4Fe-4S] canoniques.

Cependant, il existe des centres [Fe-S] possédant des ligands atypiques. Par exemple
les hydrogénases et la 4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase contiennent un centre [4Fe-4S]
coordiné par trois cystéines et un atome d’azote provenant d’une histidine (16-19). La
structure cristallographique de la dihydropyrimidine dehydrogénase montre la présence d’un

centre [4Fe-4S] coording par trois soufres de cystéine et un oxygene de glutamine (28, 29). De
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nombreuses protéines ne possedent dans leurs séquences primaires que trois cystéines
strictement conservées. Ces protéines sont potentiellement capables de fixer des centres [Fe-
S] par ces cystéines, le dernier des quatre sites de coordination pouvant étre occupé par un

acide aminé, une petite molécule exogene, voire méme une molécule d’eau.

Les centres [Fe-S] sont de nature trés diverse et possédent des propriétés structurales et
spectroscopiques uniques (20). Ils sont majoritairement impliqués dans des transferts
¢lectroniques, notamment dans la chaine respiratoire mitochondriale ou dans la photosynthése
chloroplastique. Un exemple récent est celui du complexe PstABC permettant des réduire les
polysulfures en H,S chez T. thermophilus. Cette réductase est composée de trois protéines,
dont PsrC capable de fixer au niveau du cytoplasme la ménaquinone-7 réduite. Les €lectrons
de la ménaquinone sont relayés par 4 centres [4Fe-4S] présents dans PsrB jusqu’a un centre
[4Fe-4S] présent dans PsrA et finalement au cofacteur bis-(molybdoptérine guanine
dinucléotide) (bis-MGD) (Fig II-1-B) de cette enzyme et proposé¢ pour réduire les especes
polysulfures en sulfure d’hydrogene (31).
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Figure II-1-B : Structure de la polysulfure réductase PsrABC de 7. thermophilus a 2,4 A de résolution.
Sont représentés : les protéines PsrC (en bleu), PsrB (en marron) et PsrA (en vert) et les centres
[4Fe-48S], le soufre en jaune et le fer en rouge. Le pentacholorophénol ou PCP (en noir) montre
le site de fixation de la 7-menaquinone dans PscrC, En orange, le cofacteur bis (molybdoptérine
guanine dinucléotide) a molybdéne (bis-MGD) dans PsrA. A droite, un schéma montre la
trajectoire des électrons de la 7-ménaquinone (Reproduit de Jormakka et al., (31)).
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Cependant, les centres [Fe-S] possedent de multiples autres fonctions comme :
facteurs de transcription (FNR, IscR), senseurs (rédox ou non) de la quantité de fer ou
d’oxygene (SoxR). Une autre fonction des centres [Fe-S] a été proposée dans le cas de
I’endonucléase III. Cette enzyme reconnait et coupe les nucléotides dont les bases sont
endommagées. La structure de cette enzyme possédant un motif CXsCX,CXsC montre que
ce centre [Fe-S] coordiné par ce motif intervient dans le positionnement des résidus basiques
de la protéine en interaction avec les phosphates de ’ADN (32, 33). Une autre enzyme,
RumA, est responsable de la méthylation de 1’uridine 1939 en 5-méthyluridine dans I’ARN
ribosomal 23S. Or RumA posseéde quatre cystéines (Cys81, Cys87, Cys90, Cys162) capable
de fixer un centre [4Fe-4S] (21) qui participerait a la reconnaissance du substrat au niveau de

I’uridine 1940 (22).

Cependant, les centres [Fe-S] peuvent aussi étre directement impliqués dans des
réactions de catalyse. L’un des exemples trés bien connu est celui de I’aconitase qui catalyse
I’isomérisation du citrate en isocitrate en ne faisant pas intervenir de réaction
d’oxydoréduction. Cette enzyme possede un centre [4Fe-4S] dont trois des fers sont coordinés
par des cystéines. Le quatrieme fer est labile et coordiné par une molécule d’eau qui est

déplacée lors de la fixation du substrat (23).

Une autre fonction de centre [Fe-S] a été découverte chez certains organismes
méthanogenes dont Methanocaldococcus jannaschii (24). L’absence de cystéine désulfurase
dans cet organisme possédant de trés nombreux centres [Fe-S] a attiré ’attention sur une
nouvelle famille d’enzyme nommée L-cystéine désulfidase. Il a été proposé que ces enzymes
possédent un centre [4Fe-4S] capable de lier une cystéine libre sur son quatriéme fer (Fig I1-1-
C). L’enzyme catalyse ensuite I’hydrolyse de la liaison C-S entrainant la production de

pyruvate et d’ammoniaque (24).
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Figure II-1-C : Réaction de la L-cystéine désulfidase.
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Récemment, une étude in vivo et bioinformatique a réveélé I’existence d’un opéron
nommé cdsAB (pour Cysteine Désulfidase A et B) présent dans de nombreuses bactéries
anaérobies strictes et facultatives. Cet opéron est inductible par la L-cystéine et le geéne cdsB

existe chez E. coli sous le nom de yham (25).

D’autre part, il a aussi été rapporté que certaines archées méthanogeénes possedent une
enzyme nommée hétérodisulfure réductase contenant un centre [4Fe-4S] impliqué dans la
production de méthane. Cette enzyme catalyse la réduction réversible du disulfure coenzyme-
M-coenzyme-B (CoM-S-S-CoB) en coenzyme-M (CoM-SH) et en coenzyme-B (CoB-SH).
Le centre [4Fe-4S] serait directement impliqué dans la coordination du coenzyme-M (39, 40).
I1 a été proposé récemment que la réduction de CoM-S-S-CoB par I’hétérodisulfure réductase
passe par deux étapes de réduction mono-¢électronique impliquant la formation intermédiaire

d’un radical thiyl coordiné a un centre [4Fe-4S]*" possédant un fer pentacoordiné (41, 42).

Enfin, il faut citer le cas de la (R)-2-hydroxyisocaproyl-CoA déshydratase qui catalyse
une étape cruciale et pratiquement irréversible du catabolisme fermentatif de la L-leucine.
Cette enzyme est formée de deux sous unités o (HadB) et B (HdaC) et catalyse la formation
du 2-isocaprenoyl-CoA par élimination d’une molécule d’eau (Fig II-1-D). Cette réaction
thermodynamiquement défavorable nécessite la réduction du groupement carbonyle de la
fonction thioester du substrat en un radical cétyle R(CO®*)R par un électron provenant d’une

enzyme activatrice ATP-dépendante.

OH
SCoA H,0 SCoA

Figure 1I-1-D : Schéma réactionnel de la (R)-2-hydroxyisocaproyle-CoA déshydratase.

La structure de cette déshydratase a été résolue trés récemment (26) et montre que
chacune des sous unités a et B contient un centre [4Fe-4S] distant I’un de 1’autre de 12 A (Fig
II-1-F). Le centre [Fe-S]-a est coordiné par trois cystéines alors que le quatrieme fer est lié a

la fonction hydroxyle du substrat (Fig II-1-F) en accord avec le mécanisme proposé par
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Knauer et al. L’une des particularités de ce systéme est que 10 000 cycles catalytiques sont
réalisés avant qu’une nouvelle activation ne soit nécessaire (27). Ceci signifie que I’électron
responsable de I’activation du substrat en radical est réutilisé en permanence. La structure
suggere que le centre [Fe-S]-B proche du centre [Fe-S]-a serve au recyclage de cet €lectron et
montre que ce centre a une structure trés particuliére avec trois des quatre fer liés a trois
cystéines de la protéine et le quatrieme fer coordiné a un atome de soufre (ligand sulfydryle/

sulfido terminal) (Fig II-1-F).

a-subunit pg-subunit

Figure II-1-F : Structure de la (R)-2-hydroxyisocaproyle-CoA déshydratase (Adaptée de Dobbek et al.,
(26)).
La biosynthése de métabolites thiolés procede principalement par deux mécanismes,

ionique ou radicalaire que nous allons détailler.

Comme je I’ai déja mentionné le donneur primaire de soufre dans la cellule est la L-
cystéine. Le soufre de cette cystéine peut étre transféré a une cystéine spécifique de cystéine
désulfurases conduisant a la forme persulfurée de ces derniéres. Sous cette forme, le soufre

peut étre ensuite distribu¢ a différentes cibles par transpersulfuration.
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I1-2) Insertion de soufre par voie ionique.

De nombreuses molécules soufrées résultent de réactions d’insertion de soufre par
mécanismes ioniques (28). La réaction la mieux étudiée sur le plan mécanistique est celle
concernant la 4-thiouridine (s*U) (29). La 4-thiouridine est présente en position 8 de certains
ARNTt bactériens. Des études in vitro ont montré que le produit du geéne thil est impliqué dans
cette biosynthése (47, 48). Le mécanisme de substitution de I’atome d’oxygeéne par le soufre
est présenté en figure II-2. L’atome d’oxygeéne en position 4 est activé par Thil par
adénylation. En paralléle, la cystéine 456 du site actif de Thil est persulfurée par IscS, la
cystéine désulfurase de 1’opéron ISC (30). Ce persulfure attaque, par substitution nucléophile,
le carbone 4 de I'intermédiaire adénylé conduisant a I’insertion du soufre et la libération
d’AMP. Le cycle réactionnel se termine par la formation d’un pont disulfure entre la cystéine

456 et la cystéine 344 qui doit étre réduit pour le cycle catalytique suivant (Fig I1-2).
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Figure II-2 : Mécanisme d’activation du substrat par adénylation de D’uridine 8 en position 4 puis
insertion du soufre par substitution nucléophile.
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I1-2-1) Les relais de soufre par persulfuration de cystéine.

Ces relais enzymatiques permettent de délivrer le soufre de manicre spécifique a
I’enzyme MnmA. Cependant, d’autres partenaires enzymatiques pourraient aussi étre
persulfurés a partir de ce systéme qui permet d’augmenter le nombre de cibles sans perte de
s¢lectivité. Ainsi, d’autres modifications post-transcriptionnelles pourraient étre dépendantes

de ce systéme Tus (Fig II-2-1).
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Figure II-2-1 : Cascade de transpersulfuration des protéines Tus (reproduit de Muller, (28)).

¥

Ce relai enzymatique permet de délivrer le soufre de maniere spécifique a I’enzyme
MnmA. Cependant d’autres partenaires enzymatiques pourraient aussi étre persulfurés a partir
de ce systtme notamment via TusA, TusB/C/D ou TusE. Ce type de relais permet
d’augmenter le nombre de nombre de cible sans perdre de sélectivité et d’autres modifications

post-transcriptionnelles pourrait étre dépendante de ce systéme Tus.
I1-2-2) ’exemple de (S,S)-Adénosylméthionine (SAM).

La SAM est I’'un des métabolites soufrés le plus abondant aprés ’ATP (31). C’est
I’agent méthylant dans les systémes biologiques (Fig I1-2-2-A).

Figure II-2-2-A : Structure de la (S,S) -Adénosylméthionine.
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La biosynthése de la SAM est catalysée par la méthionine adénosyltransférase (Fig II-
2-2-B) par réaction de condensation de la méthionine avec I’ATP et élimination de
pyrophosphate et de phosphate. Cette enzyme catalyse la production du seul diastéréoisomere

(S,S) qui peut se racémiser au cours du temps en isomere (R,S).
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Figure 11-2-2-B : Biosynthése de la (S,S) SAM par la méthionine adénosyltransférase.

La SAM est utilisée dans un trés grand nombre de réactions chimiques différentes et
toutes les parties de celle-ci sont utilisées (32) (Figure 11-2-2-C). Comme indiqué plus haut, la
SAM est I’agent méthylant le plus utilisé dans les cellules (50, 52). Pour ne citer que quelques
exemples, chez les bactéries, ces méthylations peuvent avoir lieu sur I’ADN en position 6 de
I’adénine d’une séquence GATC par la méthylase Dam (DNA Adénine méthylase) ou sur la
position 5 de la deuxiéme cytosine des séquences CCAGG et CCTGG par la méthylase Dcm
(DNA Cytosine méthylase). Chez les mammiferes, la méthylation de la cytosine en position 5
au niveau des ilots CpG entraine la répression a long terme des génes (53-55). La 5-

eme et

méthylcytosine et la 5-hydroxymethylcytosine sont parfois considérées comme les 5
6™ base du génome (33). Les méthylations peuvent aussi avoir lieu sur des protéines (57)
comme par exemple dans le cas des histones au niveau des résidus lysines et arginine. La
SAM peut étre utilisée comme précurseur de groupement méthyléne dans la synthése des
acides gras cyclopropaniques (Fig (a). L’amine du groupement a-aminocarboxylate peut
servir de cosubstrat dans la biosyntheése de ’acide 7,8-diaminopélargonique (DAPA) (b).
Dans la biosyntheése de la queuosine, c’est la partie ribose de la SAM qui est utilisée (c).
Enfin, la partie a-aminocarboxypropionate (ACP) est utilisée lors de la biosynthése de ’ACC
(acide aminocyclopropane carboxylique) précurseur dans la biosynthése de 1’éthyléne (d), de
la N-acylhomoserine lactone, molécule clé du « quorum sensing » (e), de la acp’U (3-(3-
Amino-3-CarboxyPropyl) Uridine) dans la modification des ARNt et la décarboxy-SAM dans
la biosynthése de la spermidine. Tous ces exemples montrent que la SAM est une molécule

particulierement importante et qui est utilisée de maniére tres efficace par différentes enzymes
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utilisant des mécanismes ioniques sur une large gamme de substrats de natures tres

différentes.
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Figure I1-2-2-C: La SAM, un métabolite dont chaque partie peut étre utilisé (reproduit de Fontecave et al,
(32)).

I1-3) Insertion de soufre par voie radicalaire.

L’une des découvertes importantes des 20 derniéres années est le fait que les systémes
biologiques sont capables de catalyser des réactions chimiques difficiles en utilisant, au sein
du site actif de certaines enzymes, des radicaux. Cette découverte jette un éclairage
completement nouveau sur le réle des radicaux en biologie qui étaient jusqu’alors
principalement pergus comme toxiques du fait de leur trés grande réactivité et leur propension
a effectuer des réactions en chaine (voir, par exemple, le role des especes réactives de
I’oxygene (ROS) dans le stress oxydant). D un autre coté, le fait que les radicaux puissent étre
utilisés de fagon positive par la cellule suppose un contrdle tres strict de leur formation. Cet

aspect est encore mal connu.
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On connait deux mécanismes d’insertion de soufre par voie radicalaire décrits dans la
littérature. Le premier est celui utilisé par I’isopénicilline synthase. Cette enzyme contient un
fer mononucléaire coordiné par deux histidines, un aspartate et une molécule d’eau. Au cours
de la réaction une molécule de dioxygéne se coordine au Fe’ entrainant la formation d’un
intermédiaire Fe(IV)=0O et la fermeture du noyau B lactame. Cet intermédiaire Fe(IV)=0
arrache 1’atome d’hydrogéne du groupement isopropyle terminal conduisant a la formation
d’une espéce Fe’'(OH) et d’un radical sur le substrat. Ce radical provoque la rupture
homolytique de la liaison Fe-S et conduit par couplage radicalaire a la formation du noyau

thiazolidine (Fig II-3).
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Figure II-3 : Mécanisme réactionnel de ’isopénicilline synthase (reproduit de Booker et al, (34)).

Il faut noter que, bien que ce mécanisme fasse intervenir une espece radicalaire
conduisant a la formation d’une liaison C-S, le soufre n’est, a proprement parler, pas inséré

puisque déja présent dans le substrat.

Le deuxiéme mécanisme d’insertion de soufre par voie radicalaire concerne
uniquement un petit nombre d’enzymes appartenant a la superfamille des enzymes Radical-

SAM que nous détaillons ci-dessous.
I1-3-1) Le radical 5’-désoxyadénosyle.

On connait plusieurs groupes d’enzymes qui utilisent la chimie radicalaire mais seules
deux grandes classes d’enzymes sont capables de produire le radical 5’-désoxyadénosyle
(Ado®) comme initiateur de réaction radicalaire. La premiére classe utilise un cofacteur
organométallique appelé¢ adénosylcobalamine, constitué du coenzyme B12 possédant un
groupement adénosyle coordiné au cobalt par le carbone 5°. La rupture homolytique de la
liason Co-CH,- entraine la création du radical 5’-désoxyadénosyle (Ado®) et la formation

d’un cobalt au degré d’oxydation II (Fig I1-3-1-A).
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Figure 11I-3-1-A : Formation du radical 5°-désoxyadénosyle par rupture homolytique de la liaison C-Co de
I’ adénosylcobalamine (reproduit de Marsh et al, (35)).

Dans la deuxiéme classe d’enzyme, appelée Radical-SAM, le site actif contient un
centre [4Fe-4S]*" coordiné par trois cystéines. Le 4°™ fer est capable de coordiner la SAM
par son groupement o-amino-carboxylate. En milieu réducteur le centre [4Fe-4S]'" catalyse la

réaction de réductolyse de la SAM en provoquant la rupture homolytique de la liaison S-CH2
conduisant a la formation de la méthionine et du radical 5’-désoxyadénosyle (Ado®). Cette
réaction est remarquable puisque le transfert d’un électron a la SAM conduit a deux oxydants

(Ado® et [4Fe-4S]*") et non pas a une espéce réduite avec son partenaire oxydé comme dans

une réaction rédox classique (Fig I1-3-1-B).
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Figure 11I-3-1-B : Formation du radical 5’-désoxyadénosyle a partir de la SAM au sein d’une enzyme
Radical-SAM (reproduit de Marsh et al., (35)).
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I1-3-2) Les enzymes Radical-SAM : I’exemple de MoaA.

A ce jour, toutes les enzymes Radical-SAM caractérisées se sont avérées capables de
générer le radical 5’- désoxyadénosyle. Dans la grande majorité¢ des cas, la présence d’un
motif CX;CX,C a été proposée comme signature de cette famille d’enzyme (36). Deux
exceptions cependant ont été rapportées, ThiC possédant un motif CX,CX4C impliquée dans
la biosyntheése de la thiamine (61, 62) et ’enzyme HmdB possédant le motif CXsCX,C
impliquée dans la maturation de I’hydrogénase a fer mononucléaire (37). Etant donné que la
liste des enzymes Radical-SAM s’allonge rapidement (35), je ne détaillerai que 1’exemple de

I’enzyme MoaA impliquée dans la biosynthese du cofacteur molybdoptérine.

Les enzymes MoaA et MoaC sont impliquées dans la biosyntheése du précurseur Z a
partir du GTP. Trois autres enzymes (MoaB, MoaD et MoaE) sont nécessaires pour produire
la molybdoptérine (Fig II-3-2-A). L’enzyme MoaA posséde deux centres [4Fe-4S] 1'un
coordiné par les trois cystéines du motif Radical-SAM CX;CX,C (N-FeS) et un deuxiéme
centre [4Fe-4S] également coordiné par trois cystéines, dans la partie C-terminale de la

protéine (C-FeS) (38).
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Figure I1I-3-2-A : Biosynthése de la molybdoptérine.

Une ¢étude biochimique et structurale récente a montré I’importance de ces deux
centres [4Fe-4S] lors de la réaction. Alors que le centre [4Fe-4S] (N-FeS) du site Radical-
SAM fixe la SAM, le deuxiéme centre [4Fe-4S] (C-FeS) présent dans le domaine C-terminal
coordine, lui, le GTP, substrat de la réaction (39) (Fig I1-3-2-B).

-32-



Introduction bibliographique.

Figure 11-3-2-B : Structure de I’holoenzyme MoaA avec ses deux centres [4Fe-4S] a 2,35 A. Le centre [4Fe-
4S]** du site Radical-SAM de MoaA (N-FeS) aprés réductolyse de la SAM. La densité
¢électronique représentée sous forme de points figure la méthionine coordinée au centre [4Fe-
4S]. A la droite de celui-ci se trouve la 5’-désoxyadénosine et en dessous un ion SO, Le
centre [4Fe-4S] noté C-FeS situ¢ dans la partie C-terminale de la protéine fixe le GTP, substrat
de la réaction (PDB : 2FB3).

Comme la plupart des autres Radical-SAM dont la structure a été résolue, 1’enzyme
MoaA possede un repliement tonneau de type « triose phosphate isomérase » incomplet (TIM
barrel). Un repliement de type TIM barrel complet comprend 8 hélices a et 8 feuillets p.
Cette structure de MoaA permet de montrer tres clairement le réle de chacun des deux centres
[4Fe-45], la fixation de la SAM sur le cluster N-FeS et la fixation du substrat sur le cluster C-
FeS. Une étude par spectroscopic ENDOR avec le substrat marqué (‘°N) démontre la

coordination du GTP par I’azote N1 de I’adénine (40) (Fig I1-3-2-C).

Figure I1-3-2-C : Fixation du 5’-GTP sur le centre [4Fe-4S] C-terminal de la protéine MoaA (C: orange;
N: bleu ; O: rouge; P: violet). En blanc, la structure du 5°-GTP obtenue a partir de
structure cristallographique (2FB3) (reproduit de Lees et al., (40)).
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D’autres autres enzymes Radical-SAM activent leur substrat grice a un deuxiéme
centre [4Fe-4S]. L’enzyme BtrN dont le substrat, la deoxy-scyllo-inosamine, est oxydé en
position 3 pour donner le 2-amino-deoxy-scyl/lo-inosose (amino-DOI) (Fig II-3-2-D). Cette
réaction implique le transfert de deux électrons. En 2010, le groupe de Booker et al. (41) a
proposé¢ que le deuxieme centre [4Fe-4S] de cette enzyme soit impliqué a la fois dans la
reconnaissance du substrat et dans des réactions de transfert électronique entre les deux

centres.
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Figure 11I-3-2-D : Mécanisme enzymatique proposé pour BtrN (Inspiré de Booker et al., (41)).

I1-3-3) Les enzymes Radical-SAM et ’insertion radicalaire de soufre.

On connait actuellement quatre enzymes Radical-SAM impliquées dans ’insertion
radicalaire de soufre au sein de biomolécules. Il s’agit de la biotine synthase (BioB), la lipoate
synthase (LipA) et les méthylthiotransférases MiaB et RimO. Les enzymes de cette sous-

classe sont trés particuliéres puisqu’elles réalisent moins d’un cycle catalytique in vitro. Ceci
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a constitué¢ un obstacle majeur a la compréhension de leurs mécanismes. Dans la période
1990-2005, plusieurs équipes académiques et de grands groupes industriels a travers le monde
se sont lancés dans 1’étude de ces enzymes dans le but de comprendre les mécanismes
d’insertion de soufre par voie radicalaire. Comme nous allons le voir, les connaissances
accumulées au cours de ces années n’ont pas permis de répondre a cette question primordiale :

Quelle est la nature du soufre inséré lors de la catalyse ?

I1-3-3-1) La Biotine synthase (BioB).

I1-3-3-1-1) Généralités.

Historiquement, la biotine synthase a été la premiére enzyme Radical-SAM impliquée
dans I’insertion radicalaire de soufre a avoir été étudiée (42). Cette enzyme assure la derniére
¢tape de la biosynthése de la biotine en insérant un atome de soufre entre les carbones 6 et 9
de la déthiobiotine (Fig II-3-3-1-1). La quantification des deux sous-produits de la réaction
(AdoH et méthionine) suggere que deux molécules de SAM sont consommeées par molécule
de biotine produite (68-70). Par ailleurs, des études de deutériation spécifique ont montré que
les positions 6 et 9 étaient impliquées dans la réaction au contraire des positions 7 et 8 (68, 69,

71).

i "5 28AM 2 Ad‘oH JQ\
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Figure I1-3-3-1-1 : Formation de la biotine par la biotine synthase.

I1-3-3-1-2) Nature des centres [Fe-S].

L’un des premiers problémes rencontrés lors de 1’étude de la biotine synthase a été de

caractériser les centres [Fe-S] de I’enzyme en trés sensibiles a 1’oxygene. Les premiéres
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¢tudes réalisées avec la biotine synthase isolée en conditions aérobies ou semi-anacrobies
montraient que I’enzyme isolée posseéde un centre [2Fe-2S] (72, 73). Cependant, en conditions
réductrices, ce centre est converti en centre [4F e—4S]2+/+ (74-77). Peu apres, plusieurs études
ont montré que I’holoenzyme pouvait exister sous deux formes selon le protocole utilisé pour
la reconstitution des centres FeS a partir de 1’apoprotéine: une forme contenant un centre
[4Fe-4S] obtenue en conditions strictement anaérobies et une forme contenant un centre [4Fe-
4S] et un centre [2Fe-2S] en conditions microaérobies. Cette derniére forme a été reconnue

comme la forme active de I’enzyme par la communauté scientifique.

En 2004, le groupe de Drennan, présente dans Science la structure tridimensionnelle
de I’holo-BioB a une résolution de 3,4 A (43). Cette structure montre un repliement de type
TIM barrel incomplet (inset en haut a gauche, Fig II-3-3-1-2). Un agrandissement du site actif
de I’enzyme montre, dans la partie N-terminale, la présence d’un centre [4Fe-4S] (N-FeS)
coording par les trois cystéines du motif Radical-SAM et lié¢ a la SAM par son sous-site Fe et
celle d’un centre [2Fe-2S] dans la partie C-terminale de la protéine (C-FeS) (Fig I1-3-3-1-2).
Comme le centre RS, le centre [2Fe-2S] est, lui aussi, coordiné par trois cystéines mais, de
maniere inattendue, le quatriéme ligand est une arginine. Cette structure présente 1’avantage
d’avoir été obtenue en présence de la SAM et du DTB, substrat de I’enzyme, qui se trouve

pris en sandwich entre les deux centres.

Figure II-3-3-1-2 : Structure de la biotine synthase (inset) et site actif de ’enzyme (droite) a une résolution
de 3,4 A. Le centre [4Fe-4S] du site Radical-SAM est not¢ N-FeS alors que le centre
[2Fe-2S] est noté C-FeS. L’arginine 260, ligand atypique, est en couleur cyan. La SAM
est coordinée au site Radical-SAM avec, a sa droite, la déthiobiotine. (PDB : 1R30).
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Contrairement a ce que suggere la structure, I’arginine R260 n’est pas essentielle (44).
Par contre, 1’asparagine N153 et ’aspartate D155 semblent directement impliqués dans le

contrdle et le positionnement du radical 5-désoxyadénosyle (45).

I1-3-3-1-3) Mécanisme de la biotine synthase: la

nature du soufre inséré.

Cycle catalytique.

La biotine synthase est une enzyme non catalytique in vitro puisqu’elle réalise moins
d’un cycle catalytique. Récemment, il a été rapporté que I’ajout, dans le test d’activité, de
nucléosidases qui hydrolysent les différents nucléosides formés dans la réaction (le 5'-
methylthioadenosine (MTA), la S-adenosyl-L-homocysteine (SAH), et la 5’-désoxyadénosine
(AdoH), permet de doubler le nombre de cycles catalytiques (3,1 biotine / dimere de BioB)
(46).

La dégradation du centre [2Fe-25].

Le suivi de la cinétique par spectroscopie UV-vis suggére que, dans les conditions de
catalyse, le centre [2Fe-2S] est consommé au cours de la réaction et sert de donneur de soufre
(47). Une étude détaillée de la réaction par spectroscopie Mdssbauer montre une dégradation
importante (66%) mais incompléte du centre [2Fe-2S] au cours de la catalyse (48). La vitesse
de dégradation du centre [2Fe-2S] est environ 10 fois plus rapide que celle de formation de
biotine. La quantité maximale de celle-ci est de 0.7 par monomeére de BioB aprés 24 h de

réaction.

Meécanisme admis dans la littérature.

Le mécanisme réactionnel généralement admis dans la littérature a été, a 1’origine,
proposé par Jarrett et al. (49) puis repris par les groupes de Marquet et de Johnson. Dans ce
mécanisme, le centre [4Fe-4S] catalyse la réductolyse de la SAM pour générer le radical 5°-
désoxyadénosyle qui arrache un hydrogene sur le carbone 9 de la déthiobiotine. Ceci entraine
la formation d’un radical-substrat qui réagit avec un des soufre pontants du centre [2Fe-2S]

pour former un adduit [Fe-S...DTB] (Fig II-3-3-1-3-A). Un deuxiéme radical 5’-
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désoxyadénosyle est généré et active cette fois le carbone 6 de la déthiobiotine au sein de
I’adduit. Le radical en C6 couple avec le radical résultant de ’homolyse de la liaison S-Fe
pour former la biotine et un centre [2Fe-2S] dégradé. Cette étape est formellement identique a
I’étape de formation du noyau thiazolidine dans la réaction catalysée par I’IPNS (voir plus
haut). L’absence d’une machinerie adéquate pour reconstruire ce centre explique le faible

nombre de cycles catalytiques éffectué par I’enzyme (Fig 11-3-3-1-3-A).
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Figure II-3-3-1-A : Mécanisme proposé par I’équipe de JT Jarrett pour le fonctionnement de la biotine
synthase (Ugulava et al., (49)).

En 2004, Marquet et al. publie une étude comparant I’activité BioB en présence de
déthiobiotine ou du 9-mercaptodéthiobiotine (9-DTBSH), intermédiaire postulé de la réaction
(50). Le nombre de cycle obtenu est de 1 quelque soit le substrat et les vitesses de réaction
sont similaires, montrant que le 9-DTBSH est bien un intermédiaire réactionnel mais que
I’insertion du soufre dans le substrat n’est pas, a priori, I’étape limitante de la réaction. Les
auteurs s’appuient sur le mécanisme propos¢ par Jarrett et al. pour proposer un intermédiaire
réactionnel commun dans les deux cas. Cependant, la formation de cet intermédiaire a partir
de 9-DTBSH est a priori énergétiquement défavorable puisqu’elle suppose la rupture de deux
liaisons Fe-S, la libération d’un sulfure et d’un proton conjointement a la fixation du 9-
DTBSH (Fig 1I-3-3-1-3-B). Une étude ultérieure du groupe de Jarrett démontre la formation
du 9-DTBSH dans des conditions de turnover avec DTB (51).

0  AdCH, AdCH )y 1
Lo é?, \ X _\2, HN? “NH m;‘cooﬂ—"ﬂw
F 2—(: y o ‘g “{CHz14COOH
SI

CHz)4COOH
S SV
&

1 T n
e

NH H "\L

9-mercaptodethiobiotine NZ—(/

(9 DTBSH)

-38 -



Introduction bibliographique.

Figure I1-3-3-1-3-B : Mécanisme proposé pour la formation de la biotine a partir de la déthiobiotine et de
la 9-mercaptodethiobiotine.

D’une maniére générale, la structure de la biotine synthase est en accord avec le
mécanisme propos¢ par Jarrett et al. (49) puisqu’elle montre la présence de la déthiobiotine
entre les deux centres [Fe-S] de telle maniére a pouvoir étre activée par le radical 5°-
désoxyadénosyle produit par le centre [4Fe-4S] du site Radical-SAM tout en étant a la bonne

distance pour réagir sur un soufre pontant du centre [2Fe-2S].

Le séléenium comme sonde.

Le groupe de Marquet ef al. a utilisé le séléniure comme sonde pour démontrer le
mécanisme réactionnel de la biotine synthase (52). La réaction de I’enzyme soufrée en
présence d’un exces de séléniure (ou de I’enzyme séléniée en présence de sulfure) conduit a
un mélange de biotine et de sélénobiotine. Par ailleurs, les auteurs montrent, par spectrométrie
Raman, que dans les conditions de la réaction enzymatique, c'est-a-dire en milieu réducteur et
en présence de substrat, le séléniure s’échange partiellement avec les soufre pontants du
cluster 2Fe-2S. Au contraire, en absence de substrat, cet échange n’a pas lieu. Les auteurs en
concluent que la sélénobiotine est formée a partir des atomes de sélénium pontants résultant
de cet échange. Cette étude montre I’'intérét du sélénium comme sonde biochimique et

spectroscopique.

Le contexte actuel.

Au cours des 20 années que recouvrent les études mécanistiques sur BioB il n’a jamais
¢été rapporté plus de 3,1 cycles catalytiques in vitro, encore faut-il préciser que ce dernier
résultat a été obtenu en postulant que seul un monomeére de 1’homodimere est fonctionnel
(46). Ainsi, plusieurs auteurs se demandent finalement si la biotine synthase est une enzyme
ou simplement un donneur de soufre (88-90) ce qui expliquerait le faible nombre de cycles
catalytiques. Comme il est avéré que la biotine synthase est capable d’effectuer plusieurs
dizaines de cycles catalytiques in vivo (53) ’hypothése dominante dans la littérature est que,
in vivo, le centre [2Fe-2S] de la biotine synthase est reconstitué par une protéine
« échafaudage » similaire a celles existant dans les machineries ISC ou SUF. Ceci revient a

considérer le centre [2Fe-2S] de I’holo-BioB comme un co-substrat (54).
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I1-3-3-2) La lipoate synthase (LipA).

Le deuxiéme systéme enzymatique Radical-SAM catalysant I’insertion de soufre par
voie radicalaire a avoir été étudi¢ est celui de la lipoate synthase. Comme nous 1’avons vu
précédemment dans le cas de la pyruvate déshydrogénase, le lipoate intervient dans le
métabolisme oxydatif chez les procaryotes et les eucaryotes (55, 56). La lipoate synthase est
impliquée dans la biosynthese du lipoate (95-97) a partir de 1’acyl lipoyl fixé covalamment a
la protéine cargo LipB (Fig I1-3-3-2). La séquence primaire de la lipoate synthase (LipA) d’E.
coli contient dans sa partie N-terminale deux motifs pouvant coordiner un centre Fe-S. Le
premier est un motif CX;3CX,C caractéristique des enzymes Radical-SAM et le second, un

motif CX4CX5C

Un test d’activité indirect a été mis au point par Marletta et al (57) permettant de
démontrer que le substrat de LipA est la protéine cargo LipB possédant un groupement
octanoyle chez E. coli. Une étude récente du groupe de Cronan, a montré que plusieurs
familles différentes de protéine cargo sont capables de fixer un groupement octanoyle et
interviennent dans la biosynthése du lipoate notamment LipM chez B. subtilis (58). Les
premieres caractérisations spectroscopiques ont montré la présence d’un seul centre [4Fe-4S]
par monomere de LipA (100, 101) puis la présence de deux centres [4Fe-4S] a été démontrée
par Booker SJ et al. (59). Ce laboratoire a ¢galement montré que deux molécules de SAM
sont nécessaires pour catalyser ’insertion des deux atomes de soufre (en rouge “S”) (Fig II-3-
3-2-A) (60) et que I’insertion de ces deux atomes de soufre implique un seul monomere.
Finalement, ces auteurs ont montré que l’holo-LipA forme tout au plus 0,4 lipoate par

monomere (61).

Protéine
cargo

Protéine
cargo
LipB

SH SH

LipA

—
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Figure 11I-3-3-2-A : Production de la lipoate par la lipoate synthase LipA chez E.coli.
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Le mécanisme propos¢ par Booker et al (62) est calqué sur celui proposé pour BioB.
Dans ce mécanisme, le centre [4Fe-4S] coordiné au motif CX4CXsC présent dans le domaine
N-terminal est le donneur de soufre (Fig 1I-3-3-2-B). La premiére demi-réaction consiste en
I’activation du carbone 6 par le radical 5’-désoxyadénosyle, pour donner un « radical
substrat » qui réagit sur un soufre pontant du cluster conduisant a un premier intermédiaire.
La deuxiéme demi-réaction avec le radical 5’-désoxyadénosyle a lieu sur cet intermédiaire,
permettant cette fois I’activation du carbone 8. Le deuxiéme « radical substrat » qui en résulte
réagit avec un deuxiéme soufre pontant du centre [4Fe-4S]. Le produit est finalement libéré

par I’intervention de deux protons et entraine la dégradation du centre.

Premiére demi réaction

§5-dAs 5-dAH

2H*

Figure II-3-3-2-B: Mécanisme proposé pour le fonctionnement de la lipoate synthase (reproduit de
Booker et al., (62)).
I1-3-3-3) La méthylthiotransférase MiaB.

L’équipe « Biocatalyse » du LCBM est engagée depuis de nombreuses années dans
I’é¢tude des mécanismes d’insertion de soufre par voie radicalaire. Nous avons vu que les
travaux réalisés sur BioB et LipA n’ont pas permis de démontrer clairement la nature du
soufre incorporé lors de la catalyse. Le faible nombre de cycles catalytiques obtenus in vitro,
et le fait que le soufre intervient a la fois dans la construction du cluster et dans la formation

du produit des réactions compliquent considérablement 1’étude.
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C’est dans ce contexte que 1’équipe s’est intéressée a la biosynthése du N®-isopentenyl
2-méthylthioadénosine (ms’i°A) présent dans tous les ARN de transfert lisant les codons
commengant par une uridine (63) (Fig II-3-3-3-A) (a I’exception de I’ARNt*gga)(64).
Lorsque le laboratoire s’est engagé dans cet axe de recherche il avait été montré par des
expériences in vivo avec de la SAM marquée que le méthyle du nucléoside (ms”i®A) provenait
de celle-ci (65). L’absence de composé thiométhylé ms®A dans des cellules dont le géne miaA
¢tait inactivé, a conduit Bjork et al. (66) a proposer un mécanisme séquentiel dans lequel
MiaA intervient pour catalyser I’insertion du groupement isopentényle en position 6 de
I’adénosine 37 des ARNt. En 1999, la mutation du géne miaB a permis de démontrer
I’implication le I’enzyme MiaB dans la voie de biosynthése de ms®i’A (67) a partir d’i°A.
Suite a ces travaux, I’équipe a mis en place un test d’activité avec 1’holo-MiaB d’E. coli (68)
et I’holo-MiaB de T. maritima (69). Enfin en 2004, notre équipe a montré que 1’holo-MiaB
contenant 4 fer et 4 soufre était bifonctionnelle c’est dire qu’elle intervenait a la fois dans la
thiolation et dans la méthylation, permettant la formation du composé thiométhylé ms*i®A37

(70).

NH; NH NH
o MiaA A - MiaB
ge, - >
B ] 7N b ¥ 2SAM J\
« DMAPP PPi ) w
Adénosine 37 No-isopentenyl-adénosine 37 No-isopentenyl- 2 méthylthioadénosine 37
AST A ms2itA

Figure I1-3-3-3-A: Biosynthése de ms’i®A37 a partir de A37 par les enzymes MiaA et MiaB.

Dans cet article est présentée une approche originale pour étudier le mécanisme
réactionnel de MiaB qui consiste a utiliser les propriétés du sélénium proches de celles du
soufre. Cette approche a été utilisée ensuite par Marquet et al. pour 1’étude de BioB (voir plus
haut). A partir de I’holo-MiaB possédant des centres [4Fe-4Se] reconstitués in vitro avec du
séléniure, un test d’activité montre la formation de mse’i®A (70). Ces expériences ont conduit
au mécanisme présenté ci-dessous (Fig I1-3-3-3-B). Le radical 5’-désoxyadénosyle arrache le
proton en position 2 de 1’adénosine 37 (réaction 1 et 2) entrainant la formation d’un

intermédiaire « radical substrat » qui réagit avec une source de soufre présente dans I’enzyme
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(réaction 3). Apres la thiolation, le soufre est méthylé par ['utilisation d’une deuxiéme

molécule de SAM (réaction 4).
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Figure 11-3-3-3-B : Mécanisme proposé pour ’enzyme MiaB (Pierrel et al., (70)).

Plus récemment, I’équipe a montré que 1’holo-MiaB posséde en fait deux centres [4Fe-
4S] (71) I’'un coordiné par les trois cystéines du motif Radical-SAM CX;CX,C et I’autre par
les trois cystéines distantes mais strictement conservées présentes dans le domaine N-terminal
de la protéine. Ces préparations sont significativement plus actives que celles contenant 4 Fer

et 4 Soufre mais la quantité de produit formé ne dépasse pas 1 ms*i’A par monomére (71).

Ainsi, de la méme maniére que précédemment pour les enzymes BioB et LipA, le
nombre de cycles catalytiques effectués par 1’holo-MiaB est faible et la nature méme du

soufre inséré lors de la catalyse reste inconnue.
I1-3-3-4) La méthylthiotransférase RimO.
En 1996, Kowalak et Walsh observent par spectrométrie de masse la présence d’une
modification sur la protéine ribosomale S12. Les auteurs montrent que 1’aspartate D88 (ou 89

si I’on prend en compte la méthionine initiale) est thiométhylé en position B (72) (Fig II-3-3-

4-A). En 2009, une étude in vivo sur un mutant d’E. coli, dont le géne rimO a été inactive,
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montre que cette souche ne produit plus de protéine ribosomale S12 thiométhylée. La
complémentation avec un plasmide contenant le gene rimO permet de retrouver la
modification. Les auteurs en déduisent que 1’enzyme RimO catalyse I’insertion d’un

groupement thiométhyle sur la protéine ribosomale S12 (115) (Fig 11-3-3-4-A).

m"‘"vl‘ o RimO qﬁ"‘g a

N ». N
H B SAM H B ~CH;

"o

HO o HO 0

Figure II-3-3-4-A : La réaction catalysée par la méthylthiotransférase RimO sur la protéine ribosomale
S12.

Dans le méme article Anton et al, présentent une étude bioinformatique des MTTases.
Ils définissent trois classes de MTTases bactériennes RimO, MiaB, YqeV et une classe de
MTTase présente dans I’organisme M. jannaschii nommé Mj0867. Cette classe regroupe la
MTTase Mj0867 de M. jannaschii (NP-247862) et Mj08-Hsa référencée aussi sous le nom
de CDKALI chez I’homme (NP-060244) (73) (Fig 1I-3-3-4-B).

RimO

 M1aB

— YgeV

Figure 11-3-3-4-B : Arbre phylogénétique des méthylthiotransférases proposé par Anton et al. (reproduit
de Anton et al., (73))

I1-3-3-5) Autres nucléosides thiométhylés.
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Quatre autres composés thiométhylés ont ¢été décrits dans la littérature : le 2-
méthylthio-N6-méthyladenosine (ms’m®A), le 2-methylthio-N6-(cis-hydroxyisopentenyl)
adenosine (ms’io®A), le 2-méthylthio-N6-thréonyl carbamoyladénosine (ms’t°A) et le 2-

méthylthio-N6-hydroxynorvalyl carbamoyladenosine (ms*hn®A) (Fig II-3-3-5).

De ces quatre composés thiométhylés, ms®io’A est celui dont la biosynthése est la
mieux connue. En effet, suite 4 la formation de ms”i®A catalysé¢ par MiaB 1’enzyme MiaE
catalyse I’hydroxylation du groupement isopentenyle présent sur les ARNt contenant ms’i’A

(74).

Une seule publication fait état du nucléoside modifi¢ ms’m®A dans les ARNt de la
bactérie Thermodesulfobacterium commune (75). Bien que I’ensemble du génome ne soit pas
définitivement connue, Anton et al suggere que 1’existence d’un tel composé, nécessitant la

présence d’une nouvelle classe de méthylthiotransférase, est peu probable.

Les nucléosides thiométhylés ms’t°A et ms*hn®A ne différent que par I’ajout d’un
groupement méthyle (Fig II-3-3-5). Bien que ces deux composés soit structuralement proches
aucune enzyme impliquée dans ces thiométhylations n’a été rapportée dans la littérature. Ces
deux composés ont été détectés dans les ARNt de 7. maritima (75). Cependant, contrairement
a ms’hn®A, la présence de ms*t°A a été confirmée dans d’autres organismes dont la bactérie B.
subtilis (76, 77), dans le cotylédon de concombre (78), et chez ’'Homme (79, 80). Il a été
montré que t°A est formé sur les ARNt possédant un codon de type ANN (81, 82).
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Figure I1-3-3-5) Structure des composés thiométhylés ms’m°A, ms%io®A, ms’t°A et ms’hn°A.

III) Définition du projet.

Notre objectif est d’¢élucider les mécanismes réactionnels des enzymes Radical-SAM

impliquées dans 1’insertion de soufre par voie radicalaire. Pour cela, nous avons choisi de

travailler sur les MTTases.

III-1) Etude de la méthylthiotransférase RimO (Chapitre I).
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Apres surexpression hétérologue de la protéine RimO de 7. maritima chez E. coli,
I’apo-RimO a été purifiée. Les deux centres [4Fe-4S] présents dans 1’holo-RimO ont été
caractérisés par des techniques biochimiques (dosage du fer, dosage du soufre) et
spectroscopiques (Mossbauer, Résonance Paramagnétique Electronique). Un test d’activité
enzymatique de RimO, avec un peptide mimétique de 20 acides aminés, a permis d’obtenir
2,3 cycles catalytiques par monomere d’enzyme. La résolution de la structure de apo-RimO a
permis de montrer que 1’enzyme est organisée en 3 domaines avec dans la partie N-terminale
le domaine UPF0004, au centre le domaine Radical-SAM avec le motif CX3CX,C et dans la
partie N-terminale le domaine TRAM. Cette structure de I’apo-RimO a permis d’expliquer le

role du domaine TRAM dans la fixation de la protéine ribosomale S12.
I11-2) Etude du mécanisme de MiaB et RimO (Chapitre II).

Dans ce chapitre sont présentées les études mécanistiques réalisées sur les deux
MTTases MiaB de T. maritima et RimO de T. maritima. La structure cristallographique de
I’holo-RimO a été obtenue a 3,4 ATl s’agit de la premicre structure d’une MTTase contenant
deux centres [4Fe-4S] séparés par seulement 8 A. La présence d’une chaine de 5 atomes de
soufre coordinés par ces deux centres [4Fe-4S] suggere que 1’enzyme est capable de stocker
du soufre. Sur cette base nous avons ensuite trouvé des conditions expérimentales permettant
I’obtention de plusieurs cycles catalytiques in vitro avec les deux MTTases RimO et MiaB.
Dans le but d’¢lucider la nature de I’espece soufrée lors de la catalyse, nous avons utilis¢ des
techniques RPE (RPE en bande X, HYSCORE) pour montrer le role du sulfure, du
méthylthiolate (CH3S") et du méthylsélénate (CH3Se") dans le test d’activité. Ces résultats sont

compatibles avec deux mécanismes réactionnels et sont discutés.

II1-3) Etude bioinformatique des méthylthiotransférases et découverte des classes

fonctionnelles MtaB et e-MtaB (Chapitre III).

Une étude bioinformatique a été entreprise qui a permis de définir 5 classes de
méthylthiotransférases (MTTase). Nous avons étudi€ in vivo dans I’organisme E. coli la
fonction des génes cdkall de M. musculus et de son homologue bactérien ygel de B. subtilis.
Apres surexpression des protéines Cdkall et YgeV, nous avons pu montrer que les ARNt de

. , . ey 2,6 o r
ces deux souches contenaient le nucléoside hypermodifié ms“t’A. Ces expériences démontrent
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que les genes ygelV de B. subtilis et cdkall de M. musculus codent pour des MTTases qui
catalysent la thiométhylation des ARNt possédant t°A.
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Matériels et méthodes.

I) Matériel biologique a disposition au laboratoire.
I-1) ADN génomique.

Thermotoga maritima : ADN génomique issu d'une souche DSMZ3109, don

du Professeur Robert Huber de l'université¢ de Regensburg (Allemagne).
Bacillus subtilis : ADN génomique issu de la souche sauvage MGNA-AQ001.

Pyrococcus abyssi : ADN génomique issu dune souche Pyrococcus abyssi
GES5 souche Orsay, souche décrite par Erauso et al. (83), don du Dr Arnaud Hecker de

I’institut de Génétique et de Microbiologie (Orsay, France).
I-2) Souches bactériennes utilisées.
I-2-1) E. coli DH5a.

Génotype : F endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAMIS
AlacZY A-argF)U169, hsdR17(r,” m, "), A

Fonction : Souche utilisée dans le but de constituer des stocks de plasmide.

1-2-2) E. coli BL21(DE3).

Génotype : F ompT gal dem lon hsdSB(rg” mg™) MDE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7

ninS].

Fonction : Souche utilisée dans le but de surproduire une protéine dont le geéne a été cloné en
aval du promoteur T7. Le répresseur Lacl inhibe la transcription du géne d'intérét
et l'addition d'IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), (analogue non
hydrolysable de I’allolactose) léve cette inhibition lorsqu'il est ajouté dans le

milieu de culture.
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1-2-3) E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL.

Génotype : F~ ompT hsdS(rs” mg ) dem” Tet" gal MDE3) endA Hte [argU ileY leuW Cam'].

Fonction : Cette souche permet la surexpression hétérologue d’une protéine d’intérét dans E.
coli grace a la présence de plusieurs copies des génes argU, ileY, and leulW codant
pour des ARNt rares chez E.coli et reconnaissant respectivement les codons

AGA/AGG, AUA, et CUA .
1-2-4) E. coli MiaB™ (TX3346).

Génotype : F~ lacI378 lacZ-GCG proB"/ara A (lac-pro) X1l miaB ::Tn10dCm
Fonction : Souche E.coli dont le géne yled a été inactivé. Cette souche produit des ARNt

possédant un groupement isopentényle sur I'adénosine 37 (i°A).

1-2-5) B. subtilis (MGNA-A001) : souche sauvage de B. subtilis.
Génotype : ATrpC2

Fonction : Souche sauvage de B. subtilis utilisée comme référence lors des expériences de
complémentation.

1-2-6) B. subtilis ygeV ~ (souche MGNA-C496).
Génotype : AygeV

Fonction : Souche de B. subtilis dont le géne ygel a été inactivé. Utilisée lors des expériences

de complémentation pour démontrer le role de ce gene.
I-3) Les plasmides.
I-3-1) RimO-Tm-pET3b.
Le vecteur pET3b a été utilisé par le Dr. Fabien Pierrel pour cloner le géne y/iG de T.
maritima qui a ensuite été renommé rimO (73). Ce geéne a été cloné dans le site multiple de

clonage au niveau des sites de restrictions Nde | et BamH 1. La sélection des clones

recombinant est effectuée grace a la présence du gene de résistance a I’ampicilline.
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I-3-2) RimO-Tm-pET21d.

Le géne rimO de T. maritima a ét¢ cloné par le consortium américain « NorthEast
Structural Genomics » (NESG). Cette construction permet la surproduction d’une protéine
nommée RimO-6H possédant une extension de 6 histidines (LEHHHHHH) a I’extrémité N-

terminale de la protéine.

1-3-3) MiaB-Tm-pT7-7.

Le géne miaB de T. maritima a été cloné par le Dr. Fabien Pierrel au cours de sa thése,
dans le plasmide pT7-7. Le plasmide MiaBC150/154/157A-pT7-7 code pour une protéine
MiaB mutante que I’on nomme MiaB3M-Tm dont les trois cystéines du motif Radical-SAM
ont été remplacées par des alanines. Le mutant MiaBC10/46/79A-pT7-7 a été construit par le
Dr. Cécile Tron. Il s’agit d’une forme modifiée de MiaB dont les trois cystéines du domaine
N-terminal (C10, C46, C79) ont été¢ remplacées par des alanines. La protéine correspondant a

ce mutant est appelée MiaBM3-Tm.

1-3-4) Cdkall-Mm-pGEX6P1.

Le plasmide pGEX6P1 fait partie de la famille de plasmide pGEX commercialisé par
la sociét¢ GE Heathcare (84). Le plasmide pGEX6P1 permet de fusionner un geéne d’intérét
avec le gene de la glutathion-S-transférase. Le plasmide Cdkall-Mm-pGEX6P1 a été
construit par le Dr. Fan Yan (Kumamoto, Japon) a partir d’un clone commercial (Invitrogen).

Ce plasmide contient la forme compléte du géne cdkall de souris (M. musculus, BSU25430).

1-4) Milieu de culture.

Le milieu LB (Lysogeny Broth) est stérilisé¢ (20 min, 120°C) puis utilisé¢ pour faire
croitre les différentes souches de cellules bactériennes en milieu aérobie a 37°C. Pour la
culture des bactéries sur milieu solide, des boites de Pétri LB-Agar stériles sont préparées et
les antibiotiques nécessaires sont ajoutés (Ampicilline 100 pg/mL, Chloramphénicol 50

pg/mL, Kanamycine 5 pg/mL, Erythromycine 0,3 pg/mL).
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IT) Biologie Moléculaire.

I1-1) Cellules compétentes et transformation.

Les cellules sont mises en culture toute la nuit a 37°C dans 5 mL contenant
I’antibiotique approprié. 10 mL de milieu LB sont inoculés avec la culture en phase
stationnaire et incubés (37°C, 200 rpm) jusqu'a ’obtention d’une densité optique a 600 nm
¢gale a 0,4. Les cellules sont culottées (10 min a 5000 rpm, 4°C) et incubées dans la glace 10
min puis le culot est séché pendant 1 minute sous hotte a flux laminaire pour étre repris dans 5
mL de solution stérile de CaCl, a 100 mM. Apres incubation pendant 30 minutes dans la
glace, les cellules sont culottées (10 min a 5000 rpm, 4°C), puis le culot est séché pendant 1
min sous hotte a flux laminaire pour étre finalement repris dans 0.7 mL de solution stérile de
CaCl, a 100 mM contenant 10% de glycérol. Des aliquots de 200 uL sont préparés et
congelés immédiatement dans I’azote liquide. Pour réaliser une transformation, un volume de
100 pL de cellules E. coli compétentes est décongelé puis mélangé avec 2 pL de solution
plasmidique. Aprées incubation dans la glace pendant 30 min, un choc thermique est réalisé (1’
30" a 42°C) puis 900 uL de solution LB stérile sont ajoutés sous hotte a flux laminaire. Les
cellules sont ensuite incubées a 37°C pendant 2 heures, avant d’étre étalées sur milieu solide

LB-Agar contenant les antibiotiques appropri¢s (M&M 1-4).

I1-2) Amorces PCR pour amplification de géne a partir d’ADN génomique.

L’amplification d’un géne par la technique de la PCR (Polymerase Chain Reaction)
nécessite la synthése d’amorces simple brin. Cette technique, qui ne sera pas détaillée ici, a
été utilisée pour amplifier spécifiquement les genes TM 1505, TM 1862, BSU25430, TM0830,
BC016073 et PAB1134. L amplification est réalisée dans un volume final de 50 uL et I’on
ajoute 1 uL d’une solution d’ADN génomique entre 5 et 50 ng/uL, 1uL de chacune des deux
amorces (codant et non codant) a 100uM, 1 uL ADN polymérase Pwo et 2 uL de ANTP a
10mM, avec 5 pL de solution tampon de Pwo 10x (gsp H,O a 50uL) contenant des ions Mg2+
(Roche). La présence et la taille des produits PCR sont vérifiées sur gel d’agarose a 1%

(Tableau II-2).
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Nom Matrice
du Séquence des amorces Conditions de ADN eénomique @
Plasmide® PCR © génomique
, , 3072 94°C
TM1505 5" GAAGGGAGGATGCATATGCCAACGATAC 3’ (Nde 1) 1730 2 $5°C
S12-Tm-pT7-7 20 472°C T. maritima
5 CTCTATTTATAAGCTTTGCAACAAG 3’ (Hind I1I)
25 cycles
TM1862 5> GGAAAATGATCATATGAGGGTTGG 3’ 5 (Nde T) 307 494°C
RimO-Tm-pT7-7 1’ as5°C RimO-Tm-pET3b
5> GAAAAAAAGCTTGCAAGATTCATATCAC 3’ (Hind 1) 2°a72°C
25 cycles
BSU25430 5> GAGGTGATCACATATGGCAACTGTTGCTTTC 3’ (Nde ) 3?’ éaS(;iCC B subiilis
YqeV-Bs-pT7-7 5" GTGACAGCTCTTTTATTTCTGCAGCTTACAAAC 3’ (Pst 1) 2°472°C
25 cycles
Amorce « sens » : 307 4 94°C
BSU25430 5> AAGGAGGAAGCAGGTATGGCAACTGTTGCTTTCCATACGCTTGGCTG 3 1 4 60°C B, subtilis
YqeV-Bs-pDG148 Amorce « antisens » : 2017316(;
5> GACACGCACGAGGTTTAAGAAGACAAACGCATGTGTTCAGTTATTTC 3° Y
, , 307 2 94°C
TMO0830 5 GGAGGGGAAGCTGGACATATGAAAACTGTCAGG 3’ (Nde ) 1* 4 550C
YqeV-Tm-pT7-7 203 72°C T. maritima
5> CACCGCTCCCTGAAGCTTCTTTTCAAACAGAGAGAAATCC 3’ (Hind 11I) 30 cyeles
BC016073 5" GGAATTCCCGCATATGCCTTCTGCGTCTTGTGATG 3’ (Nde I) 307 a94°C Cdkall-Mm-
1’ a55°C
Cdkall-Mm-pT7-7 230 4.725C pGEX6P1
5> CATGTGTCAAAGCTTTTCACCGTCATCACC 3’ (Hind 11T) 35 cyeles
5" GGGAGTTCGTTGGTCATATGGTCAAGATTTAC 3’ (Nde T) 3074 94°C
PAB1134 - - 1’ a55°C P abyssi
Cdkall-Pa-pT7-7 5’ CTTTAAATCTGAAGCTTCCACAACTTTTTAGG 3’ (Hind III) g Oac ;316(;

Tableau II-2 : Conditions de PCR et séquences des amorces. Nom des plasmides créés (a) a partir des

11-3)

amorces dont la séquence est donnée (b) avec les sites de restrictions introduits soulignés en
noir et les enzymes utilisées notées entre parenthéses. Les conditions utilisées, pour la réaction
de PCR, sont décrites (c) ainsi que ’ADN génomique utilisé comme matrice (d). Toutes ces
amplifications par PCR commencent avec un cycle dénaturation de la matrice pendant 2 min a
94°C et se terminent avec un cycle de 10 min a 72°C. Les amorces possédant le site de
restriction Nde 1 s’hybrident au brin non codant (b) alors que celles possédant les sites de
restrictions Sal I, Hind 111, Pst 1 et Bam HI s’hybrident au brin codant.

mutations par

Amorces PCR pour Pinsertion d’une ou plusieurs

mutagénese dirigée.

La méme technique est utilisée avec des amorces qui ne posseédent pas de sites de

restriction mais des nucléotides spécifiquement modifiés pour introduire une ou plusieurs

mutations ponctuelles sur le géne d’intérét. Au cours de cette expérience, I’ensemble du

plasmide, servant de matrice, est amplifié ce qui se traduit par des temps d’élongation plus
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longs (Tableau II-3). La mutagénese dirigée est réalisée selon le protocole habituel

(QuickChange Site Directed Mutagenesis, Stratagene).

Nom du X Conditions ..
Plasmide (a) Séquence des amorces (b) de PCR Matpce.
Plasmide (d)
©
Hybridation de cette amorce sur le brin non codant : 3920 g
. 5’ AAGGTTCTAGGATGTCCGAAATGCGAAGCGGATTGCGAAGTCCTGG_ 3’ a0 A
RimON13C-Tm-pT7-7 = - 1’30 a .
60°C RimO-Tm-pT7-7
Hybridation de cette amorce sur le brin codant : 5372 °C
5’ CCAGGACTTCGCAATCCGCTTCGCATTTCGGACATCCTAGAACCTT_ 3’ 5 Sacycles
Hybridation de cette amorce sur le brin non codant : 30° 4.94°C
5’ TTCGGCTGTCAGATGTGCGAGAACGACTCG 3’ 1° 3.60°C
MiaBN13C-Tm-pT7-7 o . _ g a7pec | MiaB-Tm-pT7-7
Hybridation de cette amorce sur le brin codant : 25 cveles
5’ CGAGTCGTTCTCGCACATCTGACAGCCGAA_ 3’ Y
Hybridation de cette amorce sur le brin non codant : 307 4 94°C
5’ TTCGGCTGTCAGATGTGCGAGAACGACTCG 3’ 1" 460°C
MiaB3MN13C-Tm-pT7-7 sy mm0 MiaB3M-Tm-T7-7
S . 8 a72°C
Hybridation de cette amorce sur le brin codant : 20 cveles
5’ CGAGTCGTTCTCGCACATCTGACAGCCGAA 3’ 4
Hybridation de cette amorce sur le brin non codant : 30° 2 94°C
5’ _TTCGGCTGTCAGATGGCCGAGAACGACTCG_3’ 1° 460°C
. s s 7m0 MiaB-Tm-pT7-7
MiaBNI3A-Tm-pT7-7 Hybridation de cette amorce sur le brin codant : ?817(2:165
5’ _CGAGTCGTTCTCGGCCATCTGACAGCCGAA 3’ Y
Hybridation de cette amorce sur le brin non codant : 307 4 94°C
5’ TTCGGCTGTCAGATGGCCGAGAACGACTCG 3’ s 2 ino
- - 1a60°C 1 \iaB3M-Tm-pT7
MiaB3MN13A-Tm-pT7-7 o . 8 472°C _im-pl/-
Hybridation de cette amorce sur le brin codant : 20 cveles 7
5’ CGAGTCGTTCTCGGCCATCTGACAGCCGAA 3’ 4
Hybridation de cette amorce sur le brin non codant :
YaeV3M-Bs-nT7-7 5’ ATACAGGAGGGCGCCAATAATTTCGCCACATTCGCTATCATTCCGTGGGC_3* | 30” a 94°C
q P 17460°C | YqeV-Bs-pT7-7
Hybridation de cette amorce sur le brin codant : 8”a72°C
5’ GCCCACGGAATGATAGCGAATGTGGCGAAATTATTGGCGCCCTCCTGTAT 3’ | 20 cycles
Hybridation de cette amorce sur le brin non codant : 30° 4 94°C
5’ CCATCAACACGGGGGCTCTCAATGCTGCTACCTACGCCAAAACTAAACAC 3’ 1> 460°C
Cdkal13M-Mm-pGEX6P1 s 2 o Cdkall-pGEX6P1
S . 15”a72°C
Hybridation de cette amorce sur le brin codant :
25 cycles

5°_GTGTTTAGTTTTGGCGTAGGTAGCAGCATTGAGAGCCCCCGTGTTGATGG_3’

Tableau II-3 : Conditions de PCR pour la mutagénese dirigée et séquence des amorces. Nom des plasmides
créés (a) a partir des amorces dont la séquence est donnée (b) avec les nucléotides mutés
soulignés en noir. Les conditions utilisées pour la réaction de PCR réalisée avec 1’ADN
polymérase Pfu (c) ainsi que I’ADN génomique utilis¢ comme matrice (d). Toutes ces
amplifications par PCR commencent avec un cycle dénaturation de la matrice pendant 2 min a

94°C et se terminent avec un cycle de 10 min a 72°C.
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I1-4) Clonages.

1I-4-1) Ligation.

Les produits PCR possédant la taille attendue sont purifiés (Bio Basic, EZ-10 Spin
Column Kit) et ¢lués dans 50 pL de solution aqueuse puis dosés par mesure de 1’absorption a
260 nm (Nanodrop). Le rapport d’absorbance Ajs/Azsp permet d’évaluer la qualité¢ de la
purification. Lorsque celui-ci est supérieur a 1,8, la solution d’acides nucléiques est
considérée comme pure. Généralement, les concentrations obtenues sont de I’ordre de 100
ng/uL. Les produits PCR et le plasmide pT7-7 sont digérés (2h a 37°C) en présence des
enzymes de restriction présentes dans les amorces PCR (Tableau II-2) selon les conditions
données sur le site internet de la société Fermentas puis purifiés (Bio Basic, EZ-10 Spin
Column Kit). Lors de I’étape de ligation de I’insert avec le plasmide pT7-7, deux ratios,

respectivement 5:1 et 10:1, sont testés (24 ha 20°C).

I1-4-2) Clonage indépendant de la ligation (LIC) et électroporation.

La technique du clonage par hybridation est aussi appelée LIC (Clonage Indépendant
de la Ligation) a été utilisée pour cloner le géne ygelV dans le plasmide pDG148 (85). Les
amorces PCR utilisées pour ce type de clonage possedent des extrémités 5° a bout collant.
L’amorce « sens » posséde les nucléotides supplémentaires 5’-AAGGAGGAAGCAGGT-3’
suivis immédiatement du codon « start », ATG et d’une quinzaine de nucléotides spécifiques
du géne d’intérét, dans notre cas la séquence du gene ygelV de B. subtilis. De la méme
maniere, I’amorce « antisens » possede sur I’extrémité 5’ les nucléotides supplémentaires 5°-
GACACGCACGAGGT-3’suivi de la séquence du brin non codant a la fin du géne yqeV de
B.subtilis. Les conditions expérimentales de la PCR nécessaires a 1’amplification du gene

yqeV de B. subtilis sont décrites (Tableau II-2).

Les produits PCR sont traités avec I’ADN polymérase du bactériophage T4 en
présence de 2,5 mM dATP. D’autre part, le plasmide pDG148 est digéré avec 1’enzyme de
restriction Stu 1 puis purifié et ensuite traité¢ avec I’ADN polymérase du bactériophage T4 en
présence de 2,5 mM de dTTP. La réaction s’effectue dans les conditions expérimentales
suivantes : 4 uL du tampon commercial 5X de I’ADN polymérase du bactériophage T4 (Tris-
Cl 335 mM, pH 8.8; MgCl, 33 mM, DTT 5 mM, (NH4),SO4 84 mM), complété par I’ajout de
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1 pL d’une solution de DTT a 100 mM pour obtenir une concentration finale en DTT égale a
10 mM. Enfin, 1 pl de ’ADN polymérase commercial (5 U / pL) est ajouté au milieu
réactionnel puis le volume est complété a 20 pL. Le mélange réactionnel est incubé 5 min a
température ambiante. La réaction est arrétée par chauffage de la solution pendant 10 min a

70 °C. Les produits traités sont purifiés sur colonne (Bio Basic, EZ-10 Spin Column Kit).

L’étape d’hybridation proprement dite est rapide puisque 0,02 pmole d’insert sont mis
en présence de 0,01 pmole de plasmide pDG148 avec 1 pL d’une solution d’EDTA a 100 mM
pendant 5 min & température ambiante. Enfin, 2 pL de cette solution sont utilisés pour
transformer des cellules DH5a compétentes (85).

Le protocole 10 (Iso-Osmolarity) (86) a ¢été utilisé pour rendre compétentes les
cellules de la souche B. subtilis ygeV = (souche MGNA-C496). Dans la glace, 100 pL de
cellules compétentes sont mélangés avec 10 pL de solution stock du plasmide yqeV-Bs-
pDG148 possédant une concentration de 50 ng/uL. La solution est transférée dans une cuvette
d’¢électroporation possédant une largeur entre les €lectrodes de 0.1 cm (Bio-Rad) puis une
décharge ¢€lectrique entre 1000 et 2500 volts est appliquée. La solution est transférée dans 900
pL de milieu LBSPG contenant 10 % de glycérol et incubée pendant 2 h a 37 °C puis étalée
sur boite LB-Agar contenant 0,3 pg/mL d’erythromycine et 25 pg/mL de kanamycine.

11-4-3) Extraction, purification et solutions de plasmides.

Les stocks de plasmides sont préparés a partir d’une souche E. coli DH5a transformée
avec un des plasmides décrits précédemment (M&M I-3; 11-2; 11-3) et étalée sur boite de Pétri
LB-Agar contenant 1’antibiotique approprié. Une colonie est sélectionnée pour inoculer 5 mL
de milieu LB qui sont ensuite mis en culture sur la nuit a 37°C. Les cellules sont collectées en
phase stationnaire (5 min, 5 000 rpm a 4°C) et le kit Bio Basic (EZ-10 spin column Plasmid
DNA MiniPreps Kit) est utilisé pour purifier les plasmides. A la fin de la purification, le
plasmide est ¢lu¢ dans un volume final de 50 pL et la concentration de la solution est

déterminée a partir de I’absorbance a 260 nm.

I11) Méthodes biochimiques

III-1) Expression des enzymes.
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III-1-1) Surexpression des protéines thermophiles.

La surexpression de protéines issues d’organismes thermophiles peut se révéler
difficile lorsque le clonage est effectué dans une souche éloignée génétiquement de
I’organisme du géne d’intérét. Bien que le code génétique soit strictement conservé dans tous
les organismes vivants, la proportion de chaque ARNt est différente selon les organismes ce
qui peut se révéler comme facteur limitant lors de la surproduction d’une protéine dont le
gene contient des codons « rares » chez E. coli. La souche E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-
RIL, contient des copies supplémentaires d’ARN de transferts peu fréquents chez E. coli mais
utilisées fréquemment chez d’autres organismes. Ceci permet d’améliorer la surexpression
hétérologue d’une protéine d’intérét. Cette souche possede une version du phage A dans lequel
le géne de la T7 polymérase est sous contréle du promoteur LacUV5 (87) inductible par ajout

d’IPTG.

Apres avoir ensemencé 1 L de milieu LB par 10 mL de culture en phase stationnaire,
les cultures sont incubées a 37°C jusqu'a atteindre une densité optique de 0,6 a 600 nm. La
température est alors réduite a 30°C pendant '%2 heure puis la surexpression de la protéine
d’intérét est induite par ajout de 100 pg d’IPTG par litre de culture. Aprés 2 heures
d’induction, les cultures sont arrétées puis les cellules sont centrifugées (4000 rpm, 4°C, 20
min) et reprises dans du tampon Tris-Cl 50 mM pH 8, 50 mM NaCl pour étre finalement
stockées a - 80°C.

II1-1-2) Expression de MtaB-Bs.

Les bactéries recombinantes de la souche B. subtilis ygeV =~ (souche MGNA-C496)
possédant le plasmide YqeV-Bs-pDG148, (M&M 11-4-2) sont mises en culture. Le géne sous
controle du promoteur pspac €tant fortement réprimé par la protéine Lacl, il est nécessaire
d’ajouter 600 ng d’IPTG par litre de milieu de culture pour lever I’inhibition de ce répresseur
transcriptionnel. Les cultures sont incubées (37°C, 180 rpm) jusqu'a I’obtention d’une
absorbance a 600 nm égale a 1,5. Les cellules sont alors centrifugées (20 min, 5000 rpm) et

conserveées dans un congélateur a -80°C.

II1-2) Production des substrats des enzymes étudiées.
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III-2-1) Substrat de ’enzyme RimO.

Le clonage de la protéine S12 de 7. maritima a été réalis¢ dans le plasmide pT7-7.
Différentes souches E. coli ont été testées mais aucune n’a permis d’obtenir la protéine S12
autrement que sous la forme de corps d’inclusion. Aprés plusieurs essais de purification
infructueux, cette stratégie a été définitivement abandonnée au profit de la synthése
commerciale d’un peptide de 20 acides aminés mimant la partie cible de S12. Pour cela, des
séquences de protéines ribosomales S12, issues de différentes origines, ont été alignées en
utilisant le logiciel ClustalW. L’alignement de séquences a permis de montrer que la protéine
S12 a été extrémement bien conservée au cours de 1’évolution. L’acide aspartique en position
89 est parfaitement conservé dans toutes ces séquences de bactéries et se trouve au milieu

d’une séquence peptidique consensus de 13 acides aminés.

Sur la base de cet alignement, un peptide de 20 acides aminés a été synthétisé avec, en
son centre, 1’acide aspartique cible de RimO. Le peptide posseéde la séquence
LVRGGRVKDLPGVRYKIIRG correspondant 4 une masse molaire de 2254.76 g.mol

(ProteoGenix, Oberhausbergen, France).

I11-2-2) Substrat de MiaB : PARNt"™,

L’enzyme MiaB est la premicre thiométhyltranférase a avoir été étudiée au LCBM au

cours de la thése du Dr. Fabien Pierrel. Le géne codant pour I’ ARNt™™

a été cloné par le Dr.
Fabien Pierrel entre les sites de restrictions EcoR 1 et BamH 1 du plasmide pTrc99B par

hybridation de nucléotide. Ce plasmide porte un géne de résistance a la tétracycline.
I11-3) Purification des protéines.
II1-3-1) Nomenclature des protéines surexprimées.
La nomenclature des protéines surexprimées de maniere hétérologue dans la souche E.
coli BL21 Codonplus® est résumée dans le tableau ci-dessous (Tableau III-3-1). Pour

simplifier la nomenclature le nom de 1’organisme d’origine n’est pas rappelé puisque les

enzymes RimO et MiaB proviennent du seul organisme hyperthermophile 7. maritima.
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Plasmides Protéine
RimO-Tm-pET3b RimO
RimO-Tm-pET21d RimO-6H
RimON13C-Tm-pT7-7 RimON13C
MiaB-Tm-pT7-7 MiaB
MiaBN13C-Tm-pT7-7 MiaBN13C
MiaB3M-Tm-pT7-7 MiaB3M
MiaB3MN13C-Tm-pT7-7 MiaB3MN13C
MiaB3M-Tm-pT7-7 MiaBM3
YqeV-Bs-pT7-7 MtaB-Bs'
YqeV-Tm-pT7-7 MtaB-Tm’
Cdkal1-Pa-pT7-7 eMtaB-Pa’

Tableau III-3-1 : Récapitulatif des protéines surexprimées de facon hétérologue dans la souche E. coli
BL21 Codonplus® (DE3)-RIL. Les clones recombinants sont sélectionnés sur boite de pétri
LB-Agar contenant de I’ampicilline (100 pg/mL) et de la chloramphénicol (50 pg/mL).* Ces
protéines ont été nommées au cours de la these.

I11-3-2) Préparation des extraits protéiques.

Les cellules sont décongelées et lysées par sonication (1 min a 70 watts) en présence
de détergents (0,1% Triton, 0,1% Tween 20) dans la glace. Ce traitement est répété 5 fois. Le
lysat est ensuite ultracentrifugé pendant 1h a 45000 rpm (Beckman LE-806 Ultracentrifuge).
Le surnageant est récupéré et chauffé 10 min a 75 °C afin de précipiter les protéines d’E. coli
thermosensibles qui sont ensuite ¢liminées par centrifugation (20 min a 10000 rpm). Apres ce
traitement, la protéine surexprimée provenant de 1’organisme thermophile 7. maritima est
majoritaire. L’ajout de 65 % de sulfate d’ammonium permet de faire précipiter les protéines
de maniére réversible et apres centrifugation (20°, 10000 rpm) le culot de protéines est

congelé a — 80°C.

I11-3-3) Colonne hydrophobe Butyl-Sépharose.

Les protéines RimO, RimO-N13C, MiaB, MiaB-N13C, MiaB-3M, MiaB3-M-N13C et
MiaBM3 ont été purifiées sur une colonne hydrophobe Butyl-Sépharose. Le culot de
protéines, obtenu par ajout de 65% de sulfate d’ammonium, est re-suspendu dans le tampon A
(Tris-Cl 50 mM, pH 8, 1 M sulfate d’ammonium) puis centrifugé (20 min, 10000 rpm a 4 °C).
La solution de couleur brune due a la présence sous-stoechimétrique de centres [Fe-S] est

chargée sur la colonne hydrophobe Butyl-Sépharose préalablement équilibrée avec le tampon
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A (conductivité égale a 130 mS.cm™). Aprés une étape de lavage avec le tampon A (3
volumes colonne), un gradient linéaire de 0 a 100 % de tampon B (Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl
50mM) permet d’¢luer la protéine d’intérét. D’une manicre générale, les différents mutants de
MiaB et de RimO se comportent de la méme maniére que les protéines sauvages et 1’on
observe une élution 4 partir de 30 % de tampon B (conductivité de 100 mS.cm™) jusqu'a 50 %
de tampon B (conductivité de 70 mS.cm™). Les fractions les plus pures sont rassemblées et
concentrées (cellule Amicon, YM30, Diaflo) et un dosage par la méthode de Bradford permet

d’estimer la concentration en protéine.

I11-3-4) Colonne Ni-NTA.

Apres préparation des extraits solubles dans le tampon A (Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl
50 mM), la solution protéique est chargée sur une colonne d’affinit¢é Ni-NTA (Ni-NTA
superflow, Qiagen) préalablement équilibrée dans le tampon A. Apres lavage, un gradient sur
2 heures du tampon A vers le tampon B (Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, imidazole 0,5
M) permet 1’¢lution de la protéine RimO-6H entre 10% et 20% de Tampon B. Les fractions
pures obtenues sont sélectionnées par analyse sur gel SDS-PAGE 12% puis trois étapes
successives de concentration/dilution avec 30 volumes de tampon A (cellule Amicon, YM30,

Diaflo) permettent éliminer 1’imidazole avant la congélation de la protéine.

III-3-5) Colonne d’affinité Bleu-Sépharose.

La protéine MtaB-Bs est précipitée par ajout de sulfate d’ammonium entre 25 % et 55
% de saturation puis dialysée deux fois contre 60 volume de tampon A (Tris-Cl 10 mM pH
7,5, KCl 100 mM). La solution brune est chargée sur une colonne Bleu-Sépharose,
préalablement équilibrée avec le tampon A. La colonne est lavée avec 5 volumes de tampon A
puis la protéine €luée avec un gradient linéaire de 0,1 M a 1 M de KCI. Les fractions
contenant la protéine MtaB-Bs sont collectées, concentrées, et la solution protéique est
amenée a 1 M de sulfate d’ammonium pour étre chargée sur une colonne Butyl-Sépharose

comme décrit ci-dessus (M&M I11-3-3).
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I11-4) Préparation des apoprotéines.

La solution protéique purifiée précédemment (M&M III-3) et mise en présence de 2
mM dithionite et de 10 mM d’EDTA en boite a gants (2 heures, 17°C). Dans le cas des
protéines RimO, RimO-6H et RimON13C, les protéines sont purifiées dans le tampon A
(Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM, DTT 5 mM) sur colonne Superdex 75 analytique ou
préparative (GE Healthcare). Dans le cas de la protéine MiaB ainsi que des différents mutants,
les protéines sont purifiées sur Superdex75 analytique ou préparative dans le tampon A (Tris-
Cl 100 mM pH 8, KCI 100 mM, DTT 5 mM). Pour la protéine MtaB-Bs, 1’étape de
purification sur Superdex75 analytique est réalisée dans le tampon A (Tris-Cl 50 mM pH 8,
KCl 250 mM DTT 5 mM). Quelque soit la thiométhyltransférase purifiée, cette étape
chromatographique permet d’éliminer ’EDTA-Fe ainsi que le dithionite. Une fois la
thiométhyltransférase collectée, elle est concentrée par ultrafiltration sur membrane (cellule
Amicon, YM30, Diaflo), puis lavée 3 fois avec les tampons A respectifs de chacune de ces
protéines ne contenant pas de DTT. La concentration de I’apoprotéine est déterminée a partir

de I’absorbance a 280 nm.
II1-5) Reconstitution des centres [4Fe-4S] en boite a gants.
III-5-1) Reconstitution des centres [Fe-S].

Les centres [Fe-S] des MTTases sont reconstitués en boite a gants sous atmosphere
contrdlée (O, < 2 pmm) a 18°C. La concentration est alors ajustée entre 70 uM et 120 uM
dans le tampon A (Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM). Puis sont ajoutés 5 mM de DTT, 10
excés molaire de Fe*' (Sel de Mohr : (NH4),Fe(SQO4),, 6H,0), 12 exces molaire de L-cystéine
et 2 uM de cystéine désulfurase CSDA d’E. coli. La réaction de reconstitution des agrégats
[Fe-S] est suivie par spectroscopie UV-visible depuis I’intérieur de la boite a gants grace a des
fibres optiques reliant la cellule de lecture (trajet optique : 1 mm) a un spectrophotometre
Uvicon XL (Bio-Tek instruments). Lorsque la solution atteint un rapport DO4go nm/ DO 280 nm=
0.32, la réaction est arrétée et la solution est chargée sur une colonne de gel filtration (NAP-
25), équilibrée dans le tampon A. Cette colonne permet d’éliminer les molécules de faible
poids moléculaire (cystéine, alanine, DTT, Fe’) en excés. La solution protéique de couleur

brune est concentrée par centrifugation (30 kDa Vivaspin 500, Sartorius stedim).
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III-5-2) Reconstitution des centres [Fe-S| pour analyse par spectroscopie

Mossbauer.

La spectrométrie Mssbauer (M&M IV-1), nécessite 1’utilisation de *'Fe possédant un
spin nucléaire. Pour ces reconstitutions, le STFeCl; est utilisé a la place du sel de Mohr. La
reconstitution des centres [*'Fe-S] est réalisée dans les mémes conditions que précédemment,
aprés détermination de la concentration de la solution stock de [>'Fe-Cls], préparée en milieu
trés acide (10 N) puis diluée dans un tampon basique (Tris-Cl 1M pH 9) pour amener le pH

vers 6.

Une méthode différente (88) a été utilisée pour préparer les échantillons Mossbauer de
RimO d’E. coli qui permet de s’affranchir des problémes éventuels de pH. Le >’Fe métal est
lavé avec CHCIl; et dissout dans une solution de H,SO4 (2 N) par chauffage a 60°C en
conditions anaérobies en respectant la steechiométrie de 5 moles de H,SO4 pour 1 mole de
>"Fe. Bien que cette méthode n’ait pas été utilisée pour les préparations Mossbauer de RimO,

elle est plus simple d’utilisation et devrait a ’avenir s’imposer.
II1-5-3) Amélioration des préparations protéiques.

Les holo-MTTases ¢tudiées étant thermophiles, elles ont été chauffées pendant 30 min
a 65°C dans le tampon A (Tris-Cl 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 5 mM) puis purifiées
par filtration sur gel (NAP-25). La protéine est ensuite analysée sur Superdex75 afin de
vérifier que la fraction monomérique est majoritaire. La solution protéique est concentrée

(cellule Amicon, YM30, Diaflo) puis aliquotée et congelée dans 1’azote liquide.
I11-6) Réduction des centres [Fe-S].

Les centres [Fe-S] des MTTases reconstitués in vitro peuvent étre réduits par ajout de
10 exceés molaire de dithionite. Le tampon Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM est utilisé pour
la protéine RimO et RimO-N13C et le tampon Tris-Cl 100 mM pH 8, KC1 100 mM est utilisé
pour la protéine MiaB ainsi que les différents mutants de MiaB. La réaction peut étre suivie
par spectroscopie UV-visible et la décroissance de la bande de transfert de charge a 400 nm

reflete la réduction des centres [Fe-S] par le dithionite.
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II1-7) Détermination de la concentration.

La méthode de Bradford a été utilisée pour estimer la concentration protéique tout au
long de la purification. Cependant, une fois les protéines pures nous avons procédé a une
analyse des acides aminés afin de déterminer le coefficient d’extinction molaire des formes
apoprotéines et holoprotéines. L’analyse des acides aminés a été réalisée par le Dr. J-P.

Andrieux a Institut de Biologie Structurale (IBS, Grenoble)

Ce calcul est basé sur la détermination du coefficient d’extinction molaire a 280 nm de
trois échantillons de concentrations différentes issus d’une méme solution stock. Les spectres
UV-visible des trois échantillons sont enregistrés de 250 a 850 nm. Le dosage des acides
aminés inclut la pesée des échantillons, I’ajout d’un étalon interne (nor-leucine), une étape de
séchage et I’hydrolyse acide de la protéine pendant 24 h a 110°C. Les échantillons sont
ensuite repris dans le tampon d’analyse et injectés sur une résine échangeuse d’ions. La
détection de chaque acide aminé se fait en présence de nihydrine par mesure de la densité
optique a 570 nm et a 440 nm et sa quantification est réalisée par comparaison avec le
standard interne. Les acides aminés Cystéine, Méthionine, Tyrosine, Histidine, Arginine et

Tryptophane sont détruits au cours de I’hydrolyse et ne sont pas dosés par cette technique.

La séquence de la protéine analysée étant connue, le nombre respectif de chacun des
acides aminés permet de déterminer la quantité absolue de protéine, présente dans
I’échantillon, exprimée en nmoles par gramme de solution pesée c’est-a-dire en pmoles par
litre (uM). Les différents coefficients d’extinction molaire des protéines sont rapportés dans la

partie Résultats.
I11-8) Dosage du Fer.

La quantité de fer est dosée par la méthode de Fish (89). Pour établir la courbe étalon,
une solution commerciale de Fe*™ (1005 pg/mL, Aldrich) diluée au 36°™ permet d’obtenir
une solution de référence a 500 puM de Fe*" et de réaliser des standards contenant
respectivement 0, 2, 4, 6, 8 et 10 nmoles de fer dans un volume final de 65uL. De la méme
maniére, différentes quantités de protéines, entre 0.5 et 2 nmoles, sont mises en solution dans
un volume final de 65 pL. Pour améliorer la précision du dosage, les échantillons et les

standards sont réalisés en duplicata. L’ensemble des échantillons et des standards sont
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dénaturés par incubation avec 45 pL d’acide perchlorique 1M pendant 1 h. Apres
centrifugation (13K, 10 min) 90 pL de solution sont prélevés auxquels sont ajoutés 72 pL de
batho-phénantroline disulfonate (1,7 mg/mL), 36 uL d’ascorbate de sodium (38 mg/mL) et 27
puL d’acétate d’ammonium (solution saturée diluée au 1/3). Aprés 30 minutes d’incubation a
I’ambiante 1’absorbance DOs35-DOggp est mesurée sur un spectrophotométre Cary 1 bio

(Varian). La courbe étalon permet d’obtenir la quantité de fer par monomere d’enzyme.

I11-9) Dosage du soufre.

Le soufre est dosé par la méthode de Beinert (90). Un cristal translucide de sulfure de
sodium (Na,S, 9H,0, M = 240 g.mol™") est pesé puis dissout a 100 mM dans de la soude 1M.
Une solution a 200 uM est obtenue a partir de cette solution stock. Des standards de 0, 2, 4, 6,
8 et 10 nmoles sont préparés dans un volume final de 100 pL. Les mémes quantités de
protéines que celles utilisés pour le dosage du fer (M&M I1I-8) sont préparées dans un volume
final de 100 pL. Les échantillons protéiques ainsi que les standards sont réalisés en duplicata
pour améliorer la précision du dosage. Le protocole consiste a dénaturer pendant 3 h la
protéine par I’ajout simultané de 300 pL d’acétate de zinc 1% et de 15 pL de soude 3 M
provoquant la précipitation immédiate d’hydroxyde de zinc. Apres 1’étape de dénaturation, les
¢chantillons sont repris par 1’ajout simultané de 75 L. de DMPD (Img/mL, HCI 5N) et de 16
pL de FeCl; (3,75 mg/mL, HCl IN) conduisant a la formation lente de bleu de méthyléne.
Apres 30 min d’incubation a température ambiante, 1’absorbance DOg79 - DOgsp est mesurée
sur un spectrophotometre Cary 1 bio (Varian). La quantité de soufre par monomere d’enzyme

est obtenue en rapportant 1’absorbance a celle de la droite standard.

I11-10) Dosage du soufre S°.

Le dosage du soufre S” est réalisé en boite a gants (91). Dans un volume final de 90
uL (gsp tampon Tris-50 mM pH 8§, KC1 100 mM) on place 19,5 nmoles d’holoenzyme MiaB,
5 puL de Tris-Cl 1M pH 8,8 et 2 uL de NaCN 1,5M. Le mélange est incubé 30 min a 65°C.
Une fois la solution revenue a I’ambiante, on ajoute 50 uL. d’une solution de Zn a 1 % et 60
pL d’une solution de Fe 3*(0,75 M dans HNOs 20%). Un blanc est réalisé en absence de la
protéine MiaB. La quantité de S(0) est directement obtenue par la quantification du complexe

[Fe(NCS)(H,0)s]*" formé, elle-méme déduite de 1’absorbance a 460 nm grace a la
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détermination du coefficient d’extinction molaire du complexe (€460 = 3130 M'lcm'l) établie

indépendamment.

I11-11) Extraction et purification des ARN de transfert.

II1-11-1) Extraction des ARNt.

Les bactéries sont lysées enzymatiquement avec du lysozyme suivie de trois cycles de
congélation/décongélation, ce traitement permet de libérer le contenu intracellulaire ce qui se
traduit expérimentalement par 1’obtention une solution trés visqueuse. Une premicre
ultracentrifugation (20000 rpm, 1 h a 4°C, Beckman LE-806 Ultracentrifuge) permet
d’éliminer les débris cellulaires et I’ADN. Le surnageant est récupéré puis une nouvelle
ultracentrifugation est réalisée (450000 rpm, 1 heur 4°C, Beckman LE-806 Ultracentrifuge)

pour culotter les protéines ribosomales.

Le surnageant ainsi obtenu est trait¢ avec un volume de phénol saturé¢ d’eau. Le
mélange est agité vigoureusement pendant 15 min. La solution est centrifugée (8000 rpm, 20
min a 20 °C) puis la phase aqueuse est a nouveau traitée avec un volume de phénol pendant
15 min. Apres centrifugation (8000 rpm, 20 min a 20 °C), la phase aqueuse est récupérée, en
¢vitant toute contamination par D’interface phénol/eau puis les acides nucléiques sont
précipités par ajout de 250 mM de NaCl et 3 volumes d’éthanol froid conservé a — 20°C.
Apres 2 heures a -20°C, les acides nucléiques sont centrifugés (8000 rpm, 20 min, 4°C) puis
le culot est lavé avec de I’éthanol froid a 70% pour éliminer les sels. Apres centrifugation
(8000 rpm, 20 min a 4°C) le culot est repris dans le tampon d’équilibration utilis¢ lors de la

purification sur colonne Nucleobond.

II1-11-2) Purification des ARN de transfert sur colonne Nucleobond.

Pour préparer les tampons A (Tris-H3;PO4 100 mM pH 6,3, éthanol 15%, KC1 400
mM) et B (Tris-H;PO4 100 mM pH 6,3, éthanol 15%, KCl 650 mM), la quantité de Tris
nécessaire est pesée puis la solution est tamponnée par ajout de H3PO, jusqu’a 1’obtention du
pH désiré. Apres ajout du KCl, le volume défalqué du volume d’éthanol, est ajusté et le

tampon obtenu est stérilisé. Une fois la solution refroidie 1’éthanol est ajouté.
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Le culot d’acides nucléiques purifiés précédemment (M&M III-11-1) est repris dans le
tampon A (Tris-H;PO4 100 mM pH 6,3, éthanol 15%, KCl 400 mM). La solution est
centrifugée (10 min, 8000 rpm 20 °C) et la quantité des acides nucléiques est dosée
(spectrométre nanodrop). Un volume de 2 ml de cette solution a 1 mg/ml est chargé sur une
colonne Nucleobond AX 500 (Macherey-Nagel) préalablement équilibrée avec le tampon A.
Apres lavage avec 6 mL de tampon A (Tris-H3PO4 100 mM pH 6,3, éthanol 15%, KCI 400
mM), 1 mL de tampon B (Tris-H3PO4 100 mM pH 6,3, éthanol 15%, KCl 650 mM) est
ajouté. Les ARN de transferts sont élués avec 7 mL de tampon (Tris-H;PO4 100 mM pH 6,3,
¢thanol 15%, KCl 650 mM) et collectés en une seule fraction. Les ARN de transferts sont
précipités par ajout d’un volume d’isopropanol froid (2 h a -20°C). Apres centrifugation
(8 000 rpm, 20 min a 4°C), le culot est lavé avec une solution d’éthanol a 70% (1h a -20°C)
pour étre finalement repris dans 1’eau.

La colonne peut étre régénérée par lavage avec 5 CV d’une solution de KCl a 2,5 M suivie de

la re-équilibration dans le tampon initial. Une colonne peut servir pour 4 purifications au plus.

I11-11-3) Purification de PARNt™™.

Aprés surexpression de ' ARNt™

(These, Dr. Fabien Pierrel) et extraction des acides
nucléiques, les ARNt sont purifiés selon le protocole décrit ci-dessus sur colonne Nucleobond
FPLC, spécialement préparée au laboratoire a partir de la phase de 3 colonnes AX10000
rassemblée dans un corps de colonne Pharmacia Biotech XK50. Le matériel obtenu apres
Nucleobond est purifi¢ sur colonne d’hydroxyapatite—céramique (CHT20-I, BioRad)
préalablement équilibrée avec 75% de tampon A (phosphate de potassium 10 mM pH 6,5) et
25% de tampon B (phosphate de potassium 500 mM pH 6,5). Apres lavage de la colonne avec
3CV de ce tampon, un gradient (25->50% B) a 2 mL/min permet 1’élution des ARNt. Les
fractions d’intérét sont digérées et analysées par HPLC (Agilent 1100). La quantité d’i’A
détectée par rapport a la quantité totale d’ARNt injectée, permet de calculer I’enrichissement

en ARNt™. Les fractions enrichies (65-85 %) sont collectées et utilisées lors des tests

enzymatiques.

III-12) Test d’activité de I’holoenzyme RimO.

II1-12-1) Conditions expérimentales.

- 66 -



Matériels et méthodes.

Le protocole des tests d’activité de I’enzyme RimO a évolué au cours de la thése. En
effet, lors des premiers tests le milieu réactionnel (100 pL) était incubé pendant 1 h a 50°C
dans le tampon Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM et contenait I’enzyme et le peptide dans un
rapport 1 : 5 (Tableau III-12-1). Les produits de la réaction étaient analysés par spectrométrie
de masse (M&M III-12-2) et les sous-produits de la réaction analysés sur colonne HPLC C18
(M&M 111-12-3).

HoloRimO Peptide SAM Dithionite
Concentration finale 6 uM 30 uM 200 uM 2 mM

Tableau I1I-12-1 : Test enzymatique de I’holoenzyme RimO a 20 uM et a 6 pM. Conditions expérimentales
du test d’activité de I’holoenzyme RimO a 6uM.

I11-12-2) Analyse par spectrométrie de masse des peptides produits.

La spectrométriec de masse a été réalisée par le Dr. Thierry Douki (INAC, CEA-
Grenoble). Une partie du mélange réactionnel, entre 30 pL et 50 pL selon les tests
enzymatiques réalisés, est analysée sur colonne C4 (5 mm, 2,1 x 150 mm, Deerfield, USA)
par HPLC (Agilent 1100) couplée a la spectrométrie de masse (API 3000, triple quadrupole-
PerkinElmer Life Sciences) possédant un ionisateur électrospray en mode positif (Turbo
Ionspray). La colonne C4 est équilibrée avec 0,1% d’acide formique et un gradient de 0% a
30% d’acétonitrile en 30 minutes est appliqué suivi d’un lavage isocratique a 60%
d’acétonitrile pendant 5 min. Les ions peptidiques chargés positivement, sont enregistrés entre
m/z =380 et m/z = 1130. Les aires de chacun des pics HPLC enregistrés pour chacun des ions
peptidiques détectés par le spectrométre de masse, ont été additionnées donnant accés a une

analyse quantitative des produits de la réaction.

I11-12-3) Analyse HPLC des sous-produits de la réaction sur colonne C18.

Les sous-produits de la réaction sont analysés par HPLC 1100 (Agilent) sur colonne
Zorbax SB-C18 (5 pum, 4,6 x 250 mm) équilibrée dans 0,1 % d’acide trifluoroacétique.
L’¢lution des sous-produits de la réaction est réalisée a 1 mL/min avec un gradient linéaire de
0 % a 28 % d’acétonitrile contenant 0,1% d’acide trifluoroacétique. Les standards possedent
des temps de rétention suivant : SAM (4,7 min), Adénine (7,44 min), SAH (12 min), AdoH
(14 min) et MTA (20min).

-67 -



Matériels et méthodes.

I11-12-4) Analyse HPLC des produits et sous-produit de la réaction sur

colonne C3.

Sur la base des expériences réalisées dans le méme temps avec I’enzyme MiaB, les
conditions expérimentales du test enzymatique de RimO ont été modifiées. Les produits et les
sous-produits de la réaction ont été analysés en une seule injection sur colonne HPLC-C3 et

soumis a une analyse par spectrométrie de masse.

HoloRimO Peptide SAM Dithionite
Concentration finale 1 uM 15 uM 150 uM 5mM

Tableau I11-12-4 : Conditions expérimentales du test d’activité de I’holoenzyme RimO.

Les conditions expérimentales utilisées pour 1’analyse HPLC/MS sont identiques aux
précédentes. Un gradient en acétonitrile contenant 0,1 % acide formique, est réalis¢ a 0,5
mL/min allant de 0 % a 30 % en 30 min suivi d’un lavage isocratique a 60 % pendant 5 min.
L’¢lution des composés est suivie a trois longueurs d’onde (260 nm, 232 nm, 275 nm). Dans
ces conditions, les temps d’¢lution des différents composés sont les suivants : SAM (1,2 min),

Adénine (1,5 min), SAH (2,5 min), AdoH (3,5 min), MTA (6,3 min), peptide (15,4 min).

III-13) Test d’activité de I’holoenzyme MiaB.

Le test enzymatique de I’holoenzyme MiaB est réalisé sous anaérobiose pendant 1 h a
65°C dans un volume réactionnel de 100 pL avec un rapport enzyme : ARNt™ de 1 : 20 en
tampon Tris-Cl 100 mM pH 8, KCI 100 mM (Tableau III-13). Avant ’analyse HPLC les
échantillons sont digérés a 37°C par la nucléase P1 sur la nuit et déphosphorylés par la
phosphatase alcaline pendant 2 h a 37°C (M&M III-14-1). Les échantillons sont ensuite
centrifugés (10 min, 13000 rpm) puis analysés sur colonne Zorbax SB-C18 (5 um, 4,6 x 250

mm) pour leurs contenus en nucléosides modifi¢s (M&M I11-14-2).
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HoloMiaB ARNt™ SAM Dithionite
Concentration finale 1 uM 20 uM 150 uM 2.5mM

Tableau II1-13 : Conditions du test d’activité de la protéine MiaB.
I11-14) Analyse des ARNt par HPLC.

I11-14-1) Digestion des ARN de transfert.

La quantité d’ARN de transferts digérée peut varier selon les expériences entre 50 pg
d’ARN™ 3 85% pure (M&M III-11-3) dans les tests enzymatiques de I’enzyme MiaB jusqu'a
200 pg d’ARNt n’ayant été purifiés que sur colonne Nucléobond (M&M 11I-11-2) dans le but
de vérifier la présence ou 1’absence d’une modification lors de tests de complémentation. 2 U
de Nucléase P1 permettent la digestion compléte de 100 ug d’ARNt. La digestion peut étre
améliorée par ajout de 0,5 unité¢ de phosphodiestérase II. Les échantillons sont incubés une
nuit a 37 °C, amenés a pH 8.3 par ajout de 20 pL de tampon alcalin (Tris-Cl 0,5 M pH 8,3) et
traités pendant 3 h a 37°C par 2 U de phosphatase alcaline a pH 83 et 0.3 U de
phosphodiestérase 1. Aprés centrifugation (10 min, 13000 rpm), les nucléosides sont analysés
sur colonne C18 par HPLC en utilisant soit le gradient « court » soit le gradient « long »

(M&M 1II-14-2).

I11-14-2) Analyse HPLC des nucléosides modifiés.

Les parameétres d’une analyse tres résolutive des modifications d’acides nucléiques ont
été¢ publiés par Gehrke et al dans Journal of chromatography (92). Trois tampons sont
nécessaires pour séparer correctement les différents nucléosides modifiés présents dans les
ARNt et la préparation de ces tampons est critique pour obtenir des temps de rétention
parfaitement reproductibles. Le pH des solutions aqueuses est controlé (HI9321
Microprocessor pH meter, HANNA Instruments) et ajusté par ajout de quelques gouttes de
(NH4), HPO4 (100 mM, pH 7,8). Les solvants (méthanol ou acétonitrile) sont ajoutés apres

filtration des solutions aqueuses (membrane de 0,2 pm).

Tampon A (2,5% Méthanol, NH4H,PO4 10 mM, pH 5,3).
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Tampon B (20% M¢éthanol, NH4H,PO4 10 mM, pH 5,1).
Tampon C (35% Acétonitrile, NH4H,PO4 10 mM, pH 4,6).

Deux types de gradients sont décrits dans I’article de Gercke ef al (92). Le premier
appelé « court » (75 min) permet ’analyse des nucléosides modifiés sur colonne Zorbax SB-
C18 (5 um, 4,6 x 250 mm). Ce gradient « court» est utilis¢é pour I’analyse des essais
enzymatiques in vitro de MiaB. Les deux nucléosides modifiés i°A et ms*®A sont élués
tardivement (48 min et de 55,5 min respectivement). Le deuxiéme gradient dit «long » (95
min) permet une meilleure séparation des différents nucléosides. Dans ces conditions, les
nucléosides t°A, ms’t®A, i°A et t°A et ms*i°A sont élués a 41 min, 52 min, 71 min et 85 min

respectivement.

IV) Méthodes biophysiques.

IV-1) Techniques spectroscopiques.

La spectroscopie UV-visible a ¢été utilisée pour déterminer la concentration des
apoprotéines et holoprotéines. Les protéines contenant un centre [4Fe-4S]*" possédent une
bande d’absorption caractéristique vers 400 nm. La reconstitution des centres [Fe-S] des
MTTases est suivie en boite a gants grace une cellule reliée a un spectrophotometre Uvicon
XL (Bio-Tek instruments) par des fibres optiques (M&M I11-5). En utilisant les coefficients
d’extinction molaire des protéines étudié¢es déterminés par le dosage des acides aminés

(M&M 11I-7), on accede a la concentration des protéines sous forme apo et holo.

La spectroscopie RPE en bande X permet 1’é¢tude des espéces paramagnétiques c'est-a-
dire possédant un ou plusieurs électrons célibataires non appariés. Cette technique a été
utilisée pour caractériser I’enzyme RimO en collaboration avec le Dr. Genevieve Blondin de
I’équipe « Physicochimie des Métaux en Biologie » (PMB) dirigée par le Dr. Jean-Marc
Latour (LCBM, CEA-Grenoble). Expérimentalement, un volume de 100 pL a 200 pL
d’échantillon d’holoprotéine est réduit puis congelé a I’intérieur de la boite a gant grace a un
puits contenant de I’isopentane refroidi de 1’extérieur par de 1’azote liquide. Les tubes sont
ensuite stockés dans 1’azote liquide avant d’étre analysés sur un spectrométre Bruker ESP

300E équip¢é d’un cryostat travaillant a I’Hélium (Cryostat Oxford instruments). Les spectres
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RPE sont enregistrés a différentes température (4,2 K, 10K ou 20K) dans des conditions de

non saturation du signal.

La spectroscopie Mossbauer a été réalisée en collaboration avec les Drs. Ricardo
Garcia et Martin Clemancey de la méme équipe PMB. La spectroscopie Mdssbauer est une
spectroscopie d’absorption des rayons y entre noyaux possédant le méme nombre de masse
(°"Fe, °'Co). Elle repose sur la détection des différents états de spin du °'Fe (M&M I1I-5-2)
dans un échantillon biologique grace & I'utilisation d’une source radioactive de >’Co. Cette
technique spectroscopique a été utilisée pour caractériser les centres [Fe-S] présents dans
I’holo-RimO. Lors de I’expérience, 1’échantillon est soumis a un champ magnétique intense et

I’on observe pour 1’état excité¢ une levée de dégénérescence dont la valeur correspond a
, . . ., -1 \
I’éclatement quadripolaire AEq exprimé en mm.s . L’autre paramétre obtenu est le

déplacement isomérique, noté 8, qui s’exprime en mm.s” et est corrélé au degré d’oxydation
du fer présent dans I’échantillon (Sgeo+ = 0,81 mm.s™! Ore2,5+ = 0,53 mm.s”' dans un centre

[4Fe-4S]""; 8pe3+= 0,35 mm.s™' dans un centre [3Fe-4S]°).
IV-2) Spectroscopie HYSCORE.
IV-2-1) Principe.

La spectroscopie HYSCORE (Hyperfine Sublevel Correlation) permet de visualiser
les couplages hyperfins entre un centre métallique [4Fe-4S]" paramagnétique et des espéces
proches possédant un spin non nul qui peuvent étre un atome (‘H, °N, °C, "N, N, **S...) ou
un radical. Le détail du fonctionnement de la spectroscopie HYSCORE est décrit dans
’article (93). La spectroscopie HYSCORE permet de mettre en évidence la présence d’un
ligand en interaction faible avec le centre [4Fe-4S]" dans le quadrant noté (+,+) (Figure IV-2-
1(a)) ou un ligand en interaction forte avec le centre [4Fe-4S]" dans le quadrant noté (-
,+)(Figure IV-2-1(b)). La séquence HYSCORE est donnée en Figure IV-2-1(c)) ainsi que les
diagrammes des différents niveaux d’énergie (Figure 1V-2-1(d), Figure IV-2-1 (f)) associés

respectivement a un couplage faible et a un couplage fort (93).
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Figure IV-2-1 : Spectroscopie HYSCORE (systéme I = ' et S = '3). Un couplage faible (a) est observé dans le
quadrant (+,+) avec son diagramme de niveau d’énergie correspondant (d). Un couplage fort (b)
est observé dans le quadrant (-,+) avec son diagramme de niveau d’énergie correspondant (f). La
séquence HYSCORE utilisée est représentée schématiquement en (c) (93).

IV-2-2) Détection d’un couplage fort entre un centre [4Fe-4S] et la S-
adénosylméthionine (SAM).

Le spectre HYSCORE de la figure IV-2-2 (A) montre que le centre [4Fe-4S]" de
I’activase de la Ribonucléotide Réductase (aRNR-AE) ne possede pas de ligand couplé
fortement au centre [4Fe-4S]" puisque le quadrant (-+) ne posséde aucune tache de
corrélation. Dans le quadrant (+,+), les taches observées sur la diagonale correspond a des
atomes ("°C et “H) distants du centre [4Fe-4S]" et donc non couplés a celui-ci. En revanche,
I’ajout de 2 mM de SAM se traduit par I’apparition de taches de corrélations dans le quadrant
(-,+) correspondent a des interactions double quanta-double quanta et notées dqdq sur le
spectre de la figure IV-2-2 (B). L’apparition de ces taches de corrélation montre que la SAM
est coordinée au centre [4Fe-4S]" de I’aRNR-AE.
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Figure IV-2-2 : Spectre HYSCORE en bande X a faible fréquence de ’holo aRNR-AE (800uM). La
protéine est réduite en présence d’un exces de dithionite et de 5 mM de DTT (A).Apres ajout
de 2 mM de SAM (B). Dans le quadrant (+,%) les taches sont présentes sur la diagonale,
correspondant a des atomes (®C et *H) distants. Dans le quadrant (-,+) du spectre (B), les
taches de corrélation notées dqdq correspondent a une paire de double quanta. Les conditions
expérimentales utilisées sont : Fréquence de 9,75 GHz sans SAM et 9,68 GHz avec SAM,
Champ magnétique sans SAM : 362 mT et avec SAM : 359 mT, Température 12K, Séquence
/2 -t- n/2-t;-m-t,-n/2 = 16 ns, == 132 ns, Spectrométre BrukerElexsys E-580 en Band X (93).

IV-3) Cristallographie aux rayons X des thiométhyltransférases.

La cristallographie des rayons X permet d’accéder a la structure tridimensionnelle de
la mati¢re ordonnée. L’ensemble de I’étude cristallographique (cristallogenese, collection des
données et résolution de structure) des MTTases a été réalisé en collaboration avec le Dr.
Farhad Forouhar du consortium nord américain NESG et le laboratoire du Dr. John Hunt
(Columbia University, New-York). A ce jour, deux techniques différentes de cristallisation

ont permis d’obtenir des cristaux des thiométhyltransférases MiaB et RimO.

La premiére technique, utilisée au cours de la thése du Dr Fabien Pierrel, est la
cristallisation par diffusion de vapeur en goutte suspendue. L’apoprotéine MiaB monomérique
a ¢té purifiée sur Superdex75 (M&M I1I-4) en tampon Tris-Cl 5S0mM pH 8, NaCl 200 mM,
DTT 5 mM. Un volume de 2 pL de cette solution de protéine MiaB sous forme apo a 15

mg/mL est mélangé avec 2 puL de solution réservoir (Sulfate d’ammonium 1,5 M, PEG 400
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5% 5 (v/v), Hepes 50 mM, pH 7.,5) puis suspendue sur une lamelle au dessus d’1 mL de
solution réservoir (Sulfate d’ammonium 1,5 M, PEG 400 5% 5 (v/v), Hepes 50 mM, pH 7.5).

La technique en Microbatch (Plaques Terasaki, 72 puits) a été utilisée pour la
cristallogenese des deux formes apo et holo RimO. Apres reconstitution des centres [Fe-S] en
boite a gants, 1’holo-RimO a été purifiée par tamisage moléculaire sur NAP-25 en tampon
Tris-Cl1 10 mM pH7,5, NaCl 100 mM, DTT 5 mM. Sous huile minérale, un volume de 1-2 pL
d’holo-RimO est déposé au fond d’un puits avec un volume variable de 1-2 pL de solution
réservoir (Thiosulfate de sodium 100 mM, PEG 4000 40%, CAPS 100 mM, pH 10,0). Ces
différentes conditions de cristallogéne ont été testées avec holo-RimO seule, et en présence de

SAM et/ou de peptide mimétique.
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Résultats.

I) Caractérisation biochimique, spectroscopique, fonctionnelle et structurale de la

thiométhyltransférase RimO.

En 1996, Kowalak et al. (72), montrent, par spectrométrie de masse, que 1’aspartate
88" de la protéine S12 du ribosome procaryote est modifi¢ par I’ajout d’un groupe
thiométhyle, probablement en position . Une dizaine d’années plus tard, la découverte de
I’enzyme responsable de cette modification post-traductionnelle est publiée dans la revue
PNAS par Anton et al. (73). Dans cet article, les auteurs analysent, également par
spectrométrie de masse, la protéine S12 du ribosome d’une souche sauvage d’E. coli et
confirment la présence du groupement thiométhyle. La méme expérience réalisée sur un
mutant d’E. coli dont le geéne yliG a été inactivé (E. coli yliG ) montre que la protéine S12
ribosomale n’est plus thiométhylée. La complémentation in vivo de cette souche avec un
plasmide contenant le geéne y/iG permet de restaurer partiellement la thiométhylation de la
protéine ribosomale S12. Sur la base de cette expérience, le géne yliG ainsi que la protéine
codée par ce geéne ont ét¢ renommés respectivement rimQO et RimO pour Ribosomale
modification O (Fig I) Enfin, dans cet article, 1’auteur propose une classification des

thiométhyltransférases bactériennes basée sur une analyse bioinformatique.

\ 'ii_ \

HN-—CH-— HN—CH—C—
CHs Rim0O 2 HC—SCH;3
| "S' SAM
|T=g:;| T:D
OH OH

Figure I : Thiométhylation du résidu D89 de la protéine ribosomale S12 catalysée par la protéine RimO.

Nous avons dans un premier temps entrepris de réactualiser cette analyse
bioinformatique en compilant les protéines RimO répertoriées dans la base de données
Uniprot. L’enzyme RimO de 7. maritima a ensuite été caractérisée biochimiquement et

spectroscopiquement (UV-Visible, RPE et Mdssbauer). Dans un second temps, nous avons

" en fait 89, en tenant compte de la méthionine initiale
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mis en place un test d’activité enzymatique in vitro de la protéine RimO. Enfin, nous avons
fait une étude structurale de ’apo-protéine a partir de sa structure tridimensionnelle obtenue

par cristallographie aux rayons X.

I-1) Analyse bioinformatique de la MTTase RimO.

L’analyse phylogénétique des séquences de protéines RimO présentes dans la base de
données Uniprot, examinées et annotées automatiquement, montre qu’elles ne sont présentes
que chez les Bactéries. La méme analyse effectuée avec la protéine ribosomale S12 révele
que toutes les séquences de S12 bactériennes présentent un aspartate strictement conservé
correspondant dans le cas de la protéine ribosomale S12 d’E. coli et de T. maritima a la

position 89.

L’alignement de séquence présenté ci-dessous (Fig I-1) a été généré par le logiciel
ClustalW avec les séquences protéiques de RimO provenant des organismes suivants : Vibrio
cholerae, Escherichia coli, Thermotoga maritima et Salmonella typhimurium. Cet alignement
permet de montrer les acides aminés strictement conservés entre ces différentes séquences de
protéines RimO. Tout d’abord, la présence des trois cystéines du motif CX;CX,C appelé
Radical-SAM (ronds rouge, Fig I-1) impliquées dans la coordination d’un centre [4Fe-4S]*"".
Sous forme réduite, ce centre permet la réductolyse de la SAM qui se traduit par la formation

du radical 5’-desoxyadénosyle (Ado®) responsable de I’activation du substrat. Au cours de ce

manuscrit, le motif CX;5CX,C sera nommeé : motif Radical-SAM ou site Radical-SAM.

Trois autres cystéines strictement conservées sont présentes dans la partie N-terminale
des MTTases mais distantes les unes des autres dans la structure primaire (ronds noirs, Fig I-
1). Dans le cas de MiaB, ces trois cystéines permettent la fixation d’un deuxiéme centre [4Fe-
N (71). Toutes les enzymes impliquées dans I’insertion du soufre dans des substrats par

+/+
1°"" dans le cas de

voie radicalaire posseédent un deuxiéme centre que ce soit un centre [2Fe-2S

2+/+

la Biotine Synthase (43), ou un centre [4Fe-4S]""" dans le cas de la Lipoate Synthase (59). Il
a été proposé que ce centre Fe-S présent dans le domaine N-terminal de ces enzymes soit le

donneur de soufre au cours de la réaction (voir Introduction).

Afin de pouvoir proposer un mécanisme enzymatique sur le fonctionnement de la

protéine RimO, il semble indispensable (i), d’établir le nombre de centres [4Fe-4S] présents
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dans 1’holo-RimO (ii), de comparer les résultats spectroscopiques avec ceux obtenus

précédemment avec 1’enzyme MiaB (iii), de mettre au point un test d’activité enzymatique in

Vitro.

RimO-E.coli
Rim0O-5.cyphi
RimO-V.cholerae
RimO-T.mar it ima

RimO-E.coli
Rim0O-5.typhi
RimO~-V.cholerae
RimO-T.maritcima

RimO-E.coli
RimO-%.vyphi
RimO-V.cholerae
RimO-T.warit ima

RimO-E.coli
RimO-3.typhi
RimO-V.cholerae
RimQ-T.mar it ima

RimO-E.coli
Rim0Q-5.typhi
RimO-V.choleras
RimO-T.maritima

RimD-E.coli
Rim0O-5.cyphi
RimO-V.choleras
RimO-T.maritima

RimO-E.caoli
RimO-3.cyphi
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RimO-T.maritima
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Figure I-1 : Alignement des séquences de différentes protéines RimO issues de la base de données Uniprot.

Les séquences proviennent des organismes suivants :

Vibrio cholerae,

Escherichia coli,

Thermotoga maritima et Salmonella typhimurium. Les points noirs montrent les cystéines
conservées présent dans le domaine N-terminal UPF0004. Les points rouges désignent les
cystéines du motif CX;CX,C présent dans les enzymes Radical-SAM.
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I-2) Obtention de la thiométhyltransférase RimO de 7. maritima.

I-2-1) Surexpression de RimO de T. maritima dans la souche E. coli BL21

Codonplus® (DE3)-RIL.

La surexpression hétérologue de la protéine RimO est faite dans le milieu LB avec les
cellules E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL recombinantes (M&M III-1-1), possédant le
plasmide rimO-Tm-pET3b. Les clones recombinants sont sélectionnés sur boite de Pétri LB
contenant de 1’ampicilline et du chloramphénicol. La surproduction de la protéine RimO est
induite par ajout de 100 pg d’IPTG lorsque la densité optique a 600 nm de la culture atteint
0,6. La culture est ensuite poursuivie pendant 2 h a 30°C (M&M 1II-1-1).

Trois expériences ont été réalisées en paralléle. Dans la premicre, des cellules E. coli
BL21 Codonplus® (DE3)-RIL ont été cultivées en milieu LB. Dans la deuxiéme expérience
des cellules E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL transformées avec le plasmide rimO-Tm-
pET3b ont été mises en culture dans les mémes conditions. Dans la troisi¢éme expérience, ces
mémes cellules E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL transformées avec le plasmide rimO-
Tm-pET3b ont été cultivées puis 100 pg d’IPTG stérile ont été ajoutés lorsque la une densité
optique a 600 nm a atteint 0,6 (Fig I-2-1). Des cellules issues de chacune de ces cultures ont
été prélevées (100 pL) puis analysées par SDS-PAGE 12% (Fig [-2-1). La surexpression
hétérologue de la protéine RimO est observée en (2) dans les cellules BL21 Codonplus®
(DE3)-RIL transformées avec le plasmide rimO-Tm-pET3b incubées en présence d’IPTG
contrairement aux deux autres expériences contrdles en (1) et (3). La masse de la protéine
surexprimée en (2) est en accord avec la masse moléculaire théorique de la protéine RimO

(49 222 Da) (Fig I-2-1).

L’ensemble du protocole de purification de la protéine RimO est réalisé en milieu
aérobie ce qui entraine une dégradation partielle des centres [4Fe-4S] sensibles a 1’oxygene.
Les cellules sont lysées par sonication et les extraits solubles obtenus par ultracentrifugation
(M&M 11I-3). Cette surexpression hétérologue de la protéine RimO de 7. maritima dans
I’organisme mésophile E. coli permet d’éliminer facilement par chauffage la majorité des
protéines d’E. coli sensibles a la chaleur. Aprés chauffage, la solution protéique est

centrifugée (20 min, 10000 rpm) et le culot éliminé. Les protéines contenues dans le
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surnageant sont précipitées en saturant a 65% la solution avec du sulfate d’ammonium. Apres

centrifugation (10000 rpm, 20 min) le culot protéique est congelé a — 80°C.

ﬁ 116
N .
RimO —) d

H35
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“ 18,4

‘144

Figure I-2-1: Vérification de la surexpression de la protéine RimO dans la souche E. coli BL21
Codonplus® (DE3)-RIL par analyse sur gel SDS-PAGE 12%. 1: Cellules contenant le
plasmide rimO-pET3b; 2: Cellules contenant le plasmide rimO-pET3b en présence de 100ug
d’IPTG (2h, 30°C); 3: Cellules E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL; 4: marqueur de masse
moléculaire, CAT : Chloramphénicol Acétyltransférase.

I-2-2) Purification de I’enzyme RimO de 7. maritima.

I-2-2-1) Colonne Butyl-Sépharose.

Le culot protéique est décongelé et dissous dans le tampon A, Tris-Cl 50 mM pH 8,
Sulfate d’Ammonium 1 M. Apres centrifugation (10000 rpm, 20 min.), la solution protéique
est passée sur filtre (0,45 um), puis chargée sur une colonne hydrophobe Butyl-Sépharose
préalablement équilibrée avec le tampon A (M&M 111-3-3). Aprés une étape de lavage avec 4
volumes colonne de ce méme tampon, un gradient de 100% a 0% de sulfate d’ammonium est

réalisé¢ vers le tampon B Tris-Cl 50 mM pH 8, NaCl 50 mM (Fig 1-2-2-1).
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Figure I-2-2-1: Profil d’élution FPLC de la protéine RimO sur colonne Butyl-Sépharose. La solution
protéique est chargée sur la colonne et lavée en mode manuel avec le tampon A (Tris-Cl 50
mM, pH 8, sulfate d’ammonium 1 M). Un gradient de 0 a 100 % de tampon B Tris-Cl 50 mM
pH 8, NaCl 50 mM a ImL/min (ligne en pointillé) permet 1’élution de la protéine entre 10 et
30 % de sulfate d’ammonium. CAT : Chloramphénicol Acétyltransférase.

1-2-2-2) Gel SDS-PAGE 12% aprés Butyl-Sépharose.

Au début du gradient, des fractions de 4 mL sont collectées et analysées sur gel SDS-
PAGE 12 % (Fig [-2-2-2-A). Les fractions déposées dans les puits 1, 2, 3, 4, 5 et 6
contiennent la protéine RimO pure a 95 % et sont collectées (Fraction 1-6) puis concentrées et
le sulfate d’ammonium ¢liminé par lavage avec le tampon B par des cycles de dilution et
concentration sur microconcentrateur. Avant congélation la pureté de la protéine est évaluée

sur gel SDS-PAGE 12% (Fig 1-2-2-2-B).

(A) (B)

1 2 3 4 (kDa) 5 6 7

184
144

[ |
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Figure I-2-2-2 : Purification de la protéine RimO sur colonne hydrophobe Butyl-Sépharose (A) puis lavée
et concentrée (B). En (A) (1): Fractions de 20 a 24 mL ; (2): Fraction de 40 a 44 mL ; (3):
Fraction de 60 a 64 mL ; (4): Fraction de 80 a 84 mL ; Marqueur de masse moléculaire ; (5) :
Fraction de 100 a 104mL ; (6) : Fraction de 120 a 124 mL ; (7) : Fraction de 160 a 164mL. En
(B) la protéine RimO pure a 95 %.

- 80 -



Résultats.

Les conditions expérimentales entrainant la dégradation des centres [Fe-S], il est
préférable de réaliser un traitement chimique de I’enzyme RimO avec un exces de dithionite
et ’EDTA (M&M I1I-4) afin de préparer une solution homogene d’apo-RimO. Ce traitement
de la protéine RimO est réalisé en absence d’oxygene (Boite a gants, N,) et permet de réduire

le fer présent dans la protéine puis de le chélater par de ’EDTA.

I-2-2-3) Profil d’élution FPLC de I’apo-RimO sur colonne
Superdex7S.

Apres deux heures d’incubation a 17°C, la protéine est purifiée sur colonne Superdex-
75 (analytique ou préparative selon la quantité de protéine). Le tampon utilis¢ lors de la
préparation de 1’apoprotéine RimO est le tampon Tris-Cl 50 mM pH : 8, NaCl 50 mM et 5
mM de DTT (Fig I-2-2-3-A). La pureté de la protéine RimO est évaluée sur gel SDS-PAGE.

Absorlomes {1alA)

T T T T T T
1] 20 40 60 80 100 120
Vohune délution {ml)

Figure 1-2-2-3-A : Profil d’élution FPLC de I’apoprotéine RimO sur colonne Superdex75 préparative. La
solution protéique RimO (25 mg, 10 mL) contenant du dithionite (2 mM) et ’EDTA (10
mM) est injectée sur une colonne Superdex75 préparative préalablement équilibrée dans le
tampon Tris-Cl 50 mM pHS, NaCl 50 mM, 5SmM de DTT. Cette purification a été réalisée
avec un débit de ImL/min sur un systeme de purification Akta Purifier.

Afin de vérifier la masse de la protéine, I’apo-RimO a été analysée par spectrométrie
de masse MALDI-TOF (Fig 1-2-2-3-B). Le spectre de masse montre principalement deux pics
correspondant aux états mono et di protoné¢ (m/z= (M+H)/H= 49126, m/z= (M+2H)/2H=
24563) en accord avec les masses théoriques de ces deux espéces (m/z= (M+H)/H= 49222 et
m/z= (M+2H)/2H= 24612).
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Figure 1-2-2-3-B : Spectre MALDI-TOF de la protéine RimO pure a 95%. Deux états de protonation de la
protéine RimO sont visibiles (m/z= (M+H)/H= 49126 et m/z=(M+2H)/2H= 24563). Les
masses théoriques sont les suivantes : (m/z= (M+H)/H= 49222 et m/z= (M+2H)/2H= 24612).
La différence de masse observée est de 96 Da, compatible avec la précision affichée de
I’appareillage utilisé (=100 Da).

I-3) Obtention de la thiométhyltransférase RimO-6H de 7. maritima.

I-3-1) Surexpression de la protéine RimO-6H de 7. maritima.

La surexpression de la protéine RimO-6H de 7. maritima contenant I’étiquette 6
histidines (-6H) est réalisée dans la souche E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL dans les
mémes conditions expérimentales que celles décrites précédemment. La figure I-3-1 montre
I’analyse par SDS-PAGE 12% des extraits protéiques solubles en (1) et des cellules
transformées avec le plasmide rimO-Tm-pET21d puis cultivées en présence d’IPTG en (2).
La surexpression hétérologue de RimO-6H est visible en (2) et la masse mesurée estimée par
les marqueurs de poids moléculaire est en accord avec la masse moléculaire théorique de

RimO-6H (50 287 Da).

Figure I-3-1-: Surexpression de la protéine RimO-6H dans la souche E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-
RIL analysée sur gel SDS-PAGE a 12%. (1): Cellules E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL;
(2): E. coli BL21 Codonplus® (DE3)-RIL avec le plasmide 7imO-Tm-pET21d en présence de
100pg d’IPTG; (3): marqueurs de masse moléculaire.
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I-3-2) Préparation de la protéine RimO-6H de 7. maritima.

Apres préparation des extraits solubles, la protéine RimO-6H est purifiée sur colonne
Ni-NTA (Ni-NTA Superflow, Qiagen) (M&M 1II-3-4). L’apoprotéine est préparée en
présence de dithionite et d’EDTA (M&M 111-4) puis les composés de faible poids moléculaire
¢liminés lors d’une derniére étape de chromatographie sur colonne Superdex-75. La pureté de

la protéine est évaluée a 98% par SDS-PAGE 12% (Fig I-3-2).

116
66

RimO-6H —>» W

43

35

18,4

— 144

Figure I-3-2 : Gel SDS-PAGE 12% de RimO-6H aprés colonne Ni-NTA. 1: RimO-6H; 2: marqueurs de
masse moléculaire.

I-4) Etude biochimique de RimO.
I-4-1) Reconstitution des centres [Fe-S]| de la protéine RimO.

L’holoprotéine RimO est préparée en boite a gants par reconstitution des centres [Fe-
S] en présence d’un excés de DTT, de L-cystéine, de Fe®™ et d’une quantité catalytique de
cystéine désulfurase (CSDA) d’Escherichia coli (M&M 1II-5-1). Les conditions
expérimentales sont illustrées par I’exemple type suivant: Dans un volume final de 2.5 mL, on
mélange 200 nmoles d’apo-RimO (550 pL a 364 uM), 2 pumoles (10 exces molaires) de
Fe(NH4)2(SO4), par rapport a la protéine et 3 umoles de L-cystéine (15 exceés molaires). Les
solutions de cystéine, de DTT et de Fer sont préparées en boite a gants avant chaque
expérience. Généralement, des quantités catalytiques d’enzyme CSDA sont utilisées et la
concentration optimale se situe entre 1 et 2 uM de CSDA selon la quantité¢ de protéine

présente lors de 1’expérience (M&M III-5-1).
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I-4-2) Cinétique de reconstitution suivie par spectroscopie UV-Visible.

La reconstitution des centres [Fe-S] est suivie par spectroscopie UV-visible par
enregistrements successifs de spectres entre 250 nm et 850 nm depuis I’intérieur de la boite a
gants dans une cuve de 1 mm de trajet optique. Le suivi de la cinétique a 400 nm permet de
visualiser la reconstitution des centres [Fe-S] (Fig [-4-2). La fin de la reconstitution se traduit
par I’apparition d’un plateau. La protéine est ensuite purifiée par filtration sur gel (colonne
NAP-25) dans le tampon Tris-Cl 50 mM pH : 8, NaCl 50 mM. Apres concentration de la
solution protéique par ultrafiltration sur microconcentrateurs (Vivaspin 500, 30 kDa), un

spectre UV-Visible de I’holoenzyme RimO est enregistré (Fig 1-5-1).

0,35 |

0,3
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Figure 1-4-2: Cinétique de reconstitution des centres [Fe-S|] a 400 nm de la protéine RimO. Lorsque la
cinétique a 400 nm atteint un plateau, la réaction est arrétée par le transfert de la solution
protéique sur colonne NAP-25 préalablement équilibrée avec le tampon Tris-Cl 50 mM pHS,
NaCl 50 mM.

I-4-3) Détermination des coefficients d’extinction molaire de I’apo et de

I’holo-RimO.

Lors de purification de la protéine RimO la quantité de protéine est évaluée par le
dosage de Bradford. Cependant, la suite des expériences (tests d’activité, spectroscopies)
nécessite de déterminer des concentrations de fagon précise. La méthode consiste a mesurer le
coefficient d’extinction molaire de RimO. Les coefficients d’extinction molaire ont été

calculés a partir de la concentration exacte de la protéine obtenue par dosage des acides
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aminés (M&M III-7). Le coefficient calculé¢ d’extinction molaire de 1’apo-RimO est de 50
mM™.cm™ alors que celui de I’holo-RimO est de 100 mM™.cm™. Le coefficient d’extinction
molaire expérimental & 400 nm pour ’holo-RimO (35 mM™.cm™) est en accord avec la

présence de deux centres [4Fe-4S] (Tableau 1-4-3).

Apo théo Apo exp Holo exp Holo exp
Masse €280 €280 €280 €400

Protéine | pl |\ Jieculaire Da)| M'em?) | M'em?) | Mem™) | M.em™)

RimO | 4,87 49 222 43 235 50 000 100 000 35000

Tableau [-4-3 : Caractéristiques physicochimiques de la protéine RimO 7. maritima. Les caractéristiques
physicochimiques théoriques données par le logiciel ProtParam (pl : Point isoélectrique, masse
moléculaire et & g9 nm théorique) et expérimentaux avec les coefficients molaires pour
I’apoprotéine “*¢,50, I’holoprotéine " g,g, et I’holoprotéine " &40 nm.

1-4-4) Dosage du fer et du soufre présent dans ’holo-RimO.

Les dosages du fer par la technique de Fish (M&M III-8) et du soufre par la technique
de Beinert (M&M 1I1-9) ont été réalisés pour la solution d’holo-RimO. L’ensemble des
résultats obtenus montre que la protéine contient en moyenne 7 & 0,5 atomes de fer et 8 + 0,8
atomes de soufre par monomere. Il faut noter que le nombre d’atomes de soufre par
monomere trouvé par la méthode de Beinert est toujours supérieur au nombre d’atomes de fer
alors que c’est plutdt I’inverse pour la plupart des protéines [Fe-S] étudiées au laboratoire.
Dans le chapitre 11, les préparations de d’holo-RimO ont été modifi€es et les résultats obtenus

pour le dosage du soufre sont différents.

I-5) Caractérisation spectroscopique.

La caractérisation spectroscopique UV-visible, RPE et Mdssbauer de 1’holo-RimO a
¢té réalisée sur la méme préparation afin de pouvoir comparer les résultats donnés par
chacune des techniques. Pour la spectroscopie Mossbauer, la reconstitution in vitro des
centres [Fe-S] a été réalisée avec une solution de °'Fe" (M&M III-5-2). Des échantillons de
RimO dont les centres [Fe-S] sont reconstitués en présence de fer naturel ont également été
¢tudiés par spectroscopie UV-visible et RPE. L’ensemble de 1’¢tude spectroscopique de
I’holo-RimO a été réalisé en collaboration avec 1’équipe Physicochimie des Métaux en

Biologie (PMB) du LCBM.
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I-5-1) Spectroscopie UV-Visible de I’holo-RimO.

Aprés reconstitution des centres [*'Fe-S] en boite a gants (M&M III-5-2), un spectre
de la protéine RimO est enregistré entre 250 nm et 850 nm dans une cuve de 1 cm de trajet
optique. Dans I’exemple présenté ci-dessous (Fig 1-5-1), la concentration est déterminée par

Holog o= 100 mM'cm™!

utilisation du coefficient d’extinction molaire de 1’holoprotéine RimO
(7,86 uM) et "400= 35 mM'ecm™ (6,49 uM). Pour cette préparation d’holo-RimO, le rapport
Absaoo/Absyg €gal a 0,29 permet d’estimer a 2 le nombre de centres [4Fe-4S] par monomere.
L’ajout de 8 exces de dithionite entraine la réduction de centre [4Fe-4S]*" en [4Fe-4S]"
(diminution de 1’absorbance a 400 nm, en rouge). L absorption a 314 nm est due au dithionite

(Fig 1-5-1).

300 400 500 600 700 800

Longueur d'onde (nm)

Figure 1-5-1: Spectre UV-Visible de I’holo-RimO. L’holo-RimO possédant des centres [4Fe-4S]*
reconstitués in vitro avec du > Fe ( noir) et la méme solution aprés 20 minutes de réduction avec
8 exces de dithionite (rouge).
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I-5-2) Spectroscopie RPE.

Alors que les centres [4Fe-4S]*" sont diamagnétiques, (Fig I-5-1) les centres [4Fe-4S]"
obtenus apreés réduction avec le dithionite sont paramagnétiques et donc observables par

spectroscopie de résonance paramagnétique ¢électronique (RPE).
I-5-2-1) Conditions d’enregistrement des spectres.

La protéine RimO réduite a été analysée par spectroscopie RPE en bande X. Les
spectres ont été enregistrés dans des conditions de non saturation du signal. Les propriétés
spectroscopiques de ce signal en fonction de la puissance et de la température, montrent que
ce systeme suit une loi de Curie. Des spectres a g = 2 ont été enregistrés dans des conditions
non saturantes entre 6K et 20K, puis corrigés pour étre comparés avec un spectre enregistré a
40 dB (20 uW, 2 scans, gain = 10%). Les différentes études par RPE réalisées sur I’holo-
RimO montrent que, suivant les préparations, la quantification du signal par rapport a un
¢talon externe de Cu-EDTA varie de 0,6 a 0,9 spins par monomere d’holo-RimO. Cette

quantification ne prend pas en compte le signal observé a bas champ (Fig I-5-2-3).
I-5-2-2) Spectre RPE de RimO a champ fort.

Le signal enregistré est représenté en rouge (Fig [-5-2-2). Ce signal partiellement
rhombique a g = 2 est associé a la présence d’un centre [4Fe-4S]" a ’état de spin S = 1/2.
Cependant, la simulation de ce signal en bleu (Fig 1-5-2-2-A) avec un seul jeu de parametres
ne permet pas de reproduire correctement le gL. Par contre, le signal enregistré en rouge, peut
étre simulé par deux jeux de paramétres de centre [4Fe-4S]" légérement différents de spin S =
1/2 (ratio 51 : 49) en utilisant une fonction lorentzienne (1% centre [4Fe-4S]" : gix= 1.902, gj
=1.930, g1, = 2.030, wi, = 2.7 mT, wiy = 3.4 mT, et 2°™ centre [4Fe-4S]" w;,=2.2 mT , g=
1.879, goy= 1.940, go,= 2.042, wo, = 3.4 mT, wy, = 1.1 mT et wy, = 3.1 mT avec w : demi
largeur a mi-hauteur maximale) (bleu, Fig [-5-2-2-B). Le spectre de 1’holo-RimO reconstituée
avec du °'Fe (Fig I-5-2-2-C), présente un élargissement des différentes composantes du signal
en raison de I’interaction hyperfine entre le spin nucléaire du Fe (S = 1/2) et le centre [Fe-S].
Mis a part la largeur des raies et un ratio 1égérement différent (59:41), le signal peut étre
simulé avec les mémes jeux de parametres que précédemment. En résumé, cette analyse RPE

est en accord avec la présence de deux centres [4Fe-4S]" par monomére d’holo-RimO.
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Figure 1-5-2-2 : Spectres RPE en bande X a haut champ de I’holo-RimO. En rouge, le spectre de 1’holo-
RimO (200 pL, 144 pM), dont les centres [4Fe-4S]™ ont été reconstitués in vitro en présence
de Fe" naturel & partir de sel de Mohr puis réduit en présence de 8 excés de dithionite. Les
spectres ont été enregistrés en conditions de non saturation du signal (Puissance : 0,63 mW,
Fréquence : 9,65 GHz) pour les spectres A et B et Puissance : 2.52 mW, Fréquence : 9.65 GHz
pour ’échantillon d’holo-RimO contenant du *'Fe, spectre C).
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I-5-2-3) Spectre RPE de RimO a champ faible.

Le spectre a bas champ (100 mT - 260 mT) enregistré a 4,2 K (Fig [-5-2-3) correspond
a un état fondamental provenant d’un ou de deux centres [4Fe-4S]". Dans le cas de 1’holo-

MiaB, ce signal a été attribué a un état de spin S = 3/2 (71).

1 1 1 1 1

1 PO
200 250

B (mT)
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Figure 1-5-2-3 : Spectre RPE en bande X a bas champ de I’ holo-RimO. Les centres [4Fe-4S]" de I’holo-
RimO (144 pM) ont été reconstitués in vitro en présence de °'Fe puis réduit par 8 excés de
dithionite (V=200 pL). Le spectre a ét¢ enregistré dans des conditions non saturantes a 4.3 K
avec P=50 mW et F =9.65 GHz).

I-5-2-4) Spectre RPE de RimO en présence de SAM.

Sur la préparation d’holo-RimO possédant deux centres [4Fe-4S]" reconstitués avec du
>"Fe, de la SAM a été ajoutée afin d’étudier I’effet de ce cofacteur sur le signal RPE. Le signal
a g = 2 observ¢ est différent de celui en absence de la SAM (Fig I-5-2-4) avec une diminution
de 'amplitude du g, par rapport au g, Cette modification montre que le cofacteur est
suffisamment proche d’un des centres pour induire une perturbation du signal RPE.
Cependant, I’analyse par RPE bidimensionnelle (M&M IV-2) permet d’exclure la fixation de
la SAM sur un centre [4Fe-4S]". On peut donc conclure que la SAM est proche du site actif

sans toutefois étre fixée sur le centre [4Fe-4S]" du site Radical-SAM.
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Figure 1-5-2-4 : Spectre de I’holo-RimO possédant deux centres [4Fe-4S]” en présence de SAM. Les centres
[4Fe-4S]" de I’holo-RimO (144 uM) ont été reconstitués in vitro en présence de °’Fe, réduits
avec 8 exces de dithionite puis 3,2 mM de SAM ont été ajoutés (Vi = 200 uL). Le spectre
présenté ci-dessus a ¢été enregistré dans les conditions expérimentales suivantes (10 K,
Puissance 37 dB, Fréquence 9.65 GHz).

I-5-3) Spectroscopie Mossbauer.
I-5-3-1) Spectre Méssbauer de RimO.

Parallelement a la spectroscopie RPE en bande X, des échantillons issus de la méme
préparation ont été analysés par spectroscopie Mossbauer. Le spectre Mdssbauer brut obtenu
pour I’échantillon d’holo-RimO, apres reconstitution in vitro des centres [Fe-S], est présenté
ci-dessous en noir (Fig [-5-3-1-A). Le fer ferreux présent dans I’échantillon est visible (vert,
Fig I-5-3-1-A) et a été modélisé par deux jeux de parameétres dont 1’intensité du premier
correspond a 8 % du fer total de I’échantillon (6 = 1,12 mm/s, AQ = 2,88 mm/s) et celle du
deuxieme a 4 % du fer total de 1’échantillon (6 = 1,04 mm/s, AQ = 3,76 mm/s).

L’absorption du fer ferreux est soustraite sur le spectre d’absorption noir présenté en
B (Fig I-5-3-1 B). La majorité du signal ne peut étre simulée qu’avec un centre [4Fe-4S]*" dit
« typique » possédant deux paires Fe'Fe"" délocalisés aussi notés Fe” Fe*" (8 = 0,45 mm/s,
AQ= 1,04 mm/s) dont I’intensité¢ représente 56% du signal (violet, Fig 1-5-3-1-B). Un
deuxi¢me centre dit «atypique» représente 32% du signal observé et posséde une paire de

valence Fe'"Fe' délocalisée (8 = 0,48 mm/s, AQ = 1,15 mm/s) (Ligne bleu, Fig I-5-3-1-B) et
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une paire de valence Fe'Fe'' partiellement localisée (Tiret bleu, Fig I-5-3-1-B) avec un fer a
caractere plutot ferreux (6 = 0,60 mm/s, AQ = 2,07 mm/s) et un autre fer (Pointill¢ bleu, Fig I-
5-3-1-B) a caractere plutot ferrique (6 = 0,3 mm/s, AQ = 0,9 mm/s).

® O AN O
£ €3 €3 £33 3
|
|

o
P
|

o
o
|

N9
o
|

ABSORPTION (%)

NG S I W ATV
4 2 0 2 9

VELOCITY (mm/s)

Figure 1-5-3-1 : Spectroscopie Massbauer de I’holo-RimO aprés reconstitution des centres [4Fe-4S]*" in
vitro avec du >’Fe en boite a gants. L’holoenzyme RimO est congelée en boite 4 gants dans
une cellule Mossbauer (Vf = 450 puL a 288 uM). (A): spectre d’absorption brut en noir
accompagné de la simulation des deux sites Fe'' en vert. (B): spectre brut en noir aprés
soustraction du Fe(I) accompagné des simulations des paires Fe'Fe" des deux centres
[4Fe4S]*". Le centre [4Fe4S]*" « typique » est en violet et le centre « atypique » en bleu.

L’ensemble des résultats obtenus par les méthodes analytiques et par spectroscopie
UV-visible, RPE et Mdssbauer permet de conclure sans ambiguit¢ a la présence de deux

centres [4Fe-4S] par monomere de RimO.
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I-5-3-2) Spectre Mossbauer de RimO en présence de SAM.

L’¢échantillon de I’holo-RimO reconstitué avec du °'Fe en présence de la SAM analysé
précédemment en spectroscopie RPE a été étudié en spectroscopie Mossbauer a 4,2 K. La
Figure 1-5-3-2 montre les enregistrements de cet échantillon sans champ appliqué (Fig I-5-3-
2-A), avec 50 mT de champ perpendiculaire (Fig 1-5-3-2-B) et 1T (Fig 1-5-3-2-C) ou 7T de
champ parallele (Fig I-5-3-2-D).

L’ensemble de ces enregistrements (Fig I-5-3-2) montre que 32% du fer présent dans
I’échantillon se trouve dans le centre [4Fe-4S]*" typique (8 = 0,42 mm/s, AEq = 0,94 mm/s)
(violet, Fig 1-5-3-2), 33% du fer réside dans le centre [4Fe-4S]*" atypique (8 = 0,47 mm/s,
AEqg = 1,19 mm/s et 6 = 0,68 mm/s, AEq = 1,78 mm/s) (bleu, Fig 1-5-3-2), 16% du fer
apparait sous forme de [3Fe-4S]° S=2 (6 = 0.50 mm/s, AEq = 1,14 mm/s et 6 = 0,34 mm/s,
AEq = 0,48 mm/s) (mauve, Fig I-5-3-2), et 19% sous forme de fer ferreux .

En comparant les échantillons avec et sans SAM, on constate que la proportion de
centre [4Fe-4S]*" atypique reste identique. A Iinverse, le centre typique passe d’une
proportion de 56% a 32% lors de I’ajout de SAM soit une diminution de 24%. Dans le méme
temps, on observe une augmentation de 7% de fer ferreux avec 1’apparition de 16% de centre

[3Fe-4S]" soit 23% du fer total de I’échantillon.

Cette expérience permet de dire que le centre [4Fe-4S]*" typique se dégrade en
présence de SAM. Si I’on ajoute les 7% de fer ferreux, les 16% de fer dans le centre [3Fe-4S]°
et les 32% de fer présent dans le centre [4Fe-4S]* typique, on obtient un total de 55% de fer
de I’échantillon correspondant a la proportion de centre typique mesurée dans I’expérience

précédente (Fig [-5-3-1).

Cette expérience permet donc de conclure que le centre [4Fe-4S] typique est

vraisemblablement sensible a la SAM.
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Figure 1-5-3-2:
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Holo-RimO aprés reconstitution in vitro des centres [4Fe-4S]* et ajout de SAM.
L’échantillon d’holo-RimO (V= 450 pL a 288 uM) en présence de 3,2 mM de SAM, a été

enregistré sans champ (A), avec 50 mT de champ perpendiculaire a la source de rayon y (B)
etavec 1 T (C)ou7 T (D) de champ paralléle a la source de rayon y.
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I-5-3-3) Spectre Méssbauer de RimO en conditions réductrices.

L’holo-RimO préparée avec du °'Fe est réduite par ajout de 8 excés de dithionite. Les
spectres d’absorption Mossbauer enregistrés a 4,2 K (noire, Fig 1-5-3-3) sont obtenus en
appliquant soit 50 mT de champ perpendiculaire (Fig [-5-3-3-A), soit 50 mT (Fig 1-5-3-3-B)
ou 7 T (Fig I-5-3-3-C) de champ parall¢le aux rayons y. Un enregistrement a 20 K a été
réalisé avec 7 T de champ parallele cependant aucune simulation n’a pu étre entreprise sur cet

enregistrement en raison d’un trop grand nombre d’états excité (Fig I-5-3-3-D).

Sur les spectres présentés ci-dessous (Fig I-5-3-3), les 10% d’absorption dus au Fe"
sont soustraits et les 90% d’absorption restante sont simulés comme un centre [4Fe-4S]" de
spin S= 1/2. Cette simulation, présentée ci-dessous, permet d’obtenir les parameétres du couple
Fe'"Fe" (8= 0.50 mm/s, AEQ = 1.30 mm/s) (jaune, Fig I-5-3-3) et du couple Fe''Fe" (6= 0.55
mm/s, AEQ = 1.90 mm/s) (rouge, Fig [-5-3-3).

En conditions réductrices, les deux centres [4Fe-4S]" de 1’holo-RimO ne sont pas
différentiables et sont modélisés dans cette étude comme un seul centre [4Fe-4S]" de spin
S=1/2 a I’état fondamental. Cependant 1’é¢tude RPE montre la présence d’un signal a bas
champ attribué a un centre [4Fe-4S]" de spin S>1/2. Ce signal, difficilement détectable, n’a

pas été pris en compte lors des simulations Mdssbauer présentées ci-dessous (Fig 1-5-3-3).
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Figure I-5-3-3 : Spectres Mdossbauer de I’holo-RimO en conditions réductrices. Spectre Mdssbauer des
centres [4Fe4S]" enregistrés a 4,2 K (Vf = 450 pL a 288 pM) soumis a 50 mT de champ
perpendiculaire (A), 50 mT (B) et 7 T (C) de champ paralléle et un enregistrement a 20 K (D)
avec 7 T de champ parallele (en noir) et 50% du spectre a 4,2K (en rouge). La simulation de
cette absorption est réalisée avec un couple Fe''Fe' représenté en jaune (5 = 0.50 mm/s, AEq =
1.30 mnv/s, T' = 0.35 mm/s, 1 = 0.90 mm/s, A = (-22, -25, -21) T ) et un couple Fe"Fe"
représenté en rouge (& = 0.55 mm/s, AEg = 1.90 mm/s, I' = 0.35 mm/s, 1 = 0 mm/s, A = (17, 6,
9 T).

-905 -



Résultats.

I-5-3-4) Spectre Mossbauer de RimO en conditions réductrices et

en présence de SAM.

Les spectres Mossbauer de I’holoprotéine RimO en conditions réductrices (8 exces de
dithionite) et en présence de SAM, sont présentés ci-dessous (Fig [-5-3-4). Les spectres
d’absorption enregistrés avec 50 mT de champ paralléle (Fig [-5-3-4-A) et 50 mT de champ
perpendiculaire (Fig [-5-3-4-B) sont simulés (noir A et B, Fig [-5-3-4) avec 71% du signal
d’absorption de centres [4Fe-4S]" (rouge A et B, Fig I-5-3-4) observé pour 1’échantillon
précédent (A et B, Fig [-5-3-3). Ceci permet de montrer que 71% du fer de cette échantillon
est impliqué dans des centres [4Fe-4S]". La soustraction des spectres noirs avec leurs spectres
rouges respectifs (noir C et D, Fig [-5-3-4) permet de constater qu’ils sont identiques. Ceci
signifie que les espéces possédent un spin entier, compatibles avec des centres [4Fe-4S]*"
et/ou du fer ferreux. Les proportions sont les suivantes : présence de 13% du fer dans un
centre [4Fe-4S]*" (8 = 0,44 mm/s, AEq = 1,01 mm/s) représenté en bleu et le reste du fer sous
forme de fer ferreux avec 9 % de Fe' (6 = 0,65 mm/s, AEq = 2,05 mm/s) en vert clair et 7 %
de Fe' (6 =1,17 mm/s, AEq = 2,97 mm/s) en vert foncé.
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Figure 1-5-3-4 : Spectres Mossbauer de I’holoenzyme RimO en conditions réductrices, en présence de
SAM. L’holoprotéine RimO (V=450 uL a 288 uM) réduite par ajout de 8 exces de dithionite
en présence de 3,2 mM de SAM. Les enregistrements a 4,2 K avec 50 mT de champ paralléle
(A, noir) et perpendiculaire (B, noir) révélent la présence de 71% de [4Fe-4S]" (rouge). La
différence des spectres (noir — rouge) permet d’obtenir les spectres C et D modélisables par
16% de Fe*" et 13% de Fe*" dans un centre [4Fe-4S]>".
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I-6) Test d’activité enzymatique de RimO.

La protéine ribosomale S12 est une protéine extrémement basique (pl = 11,4) qui se
trouve, d’apres la structure du ribosome procaryote, au centre de la petite sous unité 30S
entourée d’ARNr 16S. Aprés clonage du geéne rpsL de T. maritima qui code pour la protéine
ribosomale S12, plusieurs essais de surexpression hétérologue dans E. coli ainsi que
différentes conditions de purification ont été testées qui se sont avérés négatifs a cause d’une
instabilité in vitro probablement due a son caractére basique. Pour contourner ce probléme, le
test d’activité de I’holoprotéine RimO a été mis au point avec un peptide de 20 acides aminés
(M = 2252,7 Da), copie conforme de la boucle conservée de la protéine ribosomale S12,
possédant en son centre 1’acide aspartique (D) cible. Le test d’activité a été réalisé en boite a
gants a 50°C pendant 1h en fixant un rapport enzyme : substrat égal a 1:5 (6 uM d’enzyme)
en présence de 2 mM de dithionite et de 200 uM de SAM.

RimO
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Figure I-6 : Réaction catalysée par I’holo-RimO avec un peptide mimétique de la protéine ribosomale S12
contenant en son centre ’aspartate cible en rouge.

I-6-1) Détection des produits de la réaction.

Pour détecter I’activité¢ de I’holoprotéine RimO, un protocole a été établi en utilisant
une colonne HPLC de type C4 (M&M 11I-12) couplé a un spectrometre de masse (API 3000,
triple quadrupole, Turbo lonspray). L’analyse du milieu réactionnel montre la présence de
trois pics €luant a 17,64 min, 18,55 min et 24,5 min. Les spectres de masse de chacune des
especes peptidiques sont présentés en Fig [-6-1-A. Pour 1’état de protonation + 5, le rapport

m/z = 451,6 indique la présence du peptide seul possédant une masse M = (451,6 x 5) - 5 =
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2253 Da en accord avec la masse théorique de 2252,7 Da. De la méme maniere, le rapport
m/z = 460,9 montre la présence d’un peptide mono-thiométhylé (+ 47 Da) avec une masse de
M = (460,9 x 5)-5 =2299,5 Da. Enfin, le rapport m/z = 470,4 traduit la présence d’un peptide
bis-thiométhylé (+ 94 Da) avec une masse M = (470,4x5)-5 = 2347 Da (Fig I-6-1-A).

Sur la base des aires HPLC des peptides mono- et bis-thiométhylés, on peut évaluer a
environ 2,3 le nombre de cycles catalytiques réalisé¢ par I’enzyme RimO (0,7 nmoles de

produits/ 0,3 nmoles d’enzyme = 2,3 produit par holo-RimO).
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Figure 1-6-1-A : Détection par C4-HPLC-MS des produits de la réaction catalysée par I’holo-RimO.
Chromatogramme du peptide mimétique commercial (A), Chromatogramme du peptide aprés
incubation avec I’holo-RimO au cours du test d’activité (B), montrant 1’apparition de deux
pics I’'un a 18,55 min et ["autre a 25,5 min assignés par spectrométrie de masse respectivement
au peptide monothiomethylé et bis-thiomethylé. Le spectre de masse des pics HPLC est
présenté avec le peptide non modifi¢ (en rouge), peptide monothiomethylé (en noir), et bis-
thiomethylé (en bleu) pour les états de protonation + 5, + 4, et + 3 (C).
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Pour localiser les sites de modification sur le peptide, une étude en spectrométrie de
masse ESI-MS/MS a été réalisée en collaboration avec Sylvie Kieffer du laboratoire EDyP
(CEA-Grenoble). La fragmentation peptidique (MS;) mise en jeu par cette technique permet

I’observation des ions y et b a I’état de protonation + 2 (Fig I-6-1-B).

Pour le peptide non modifié, les rapports m/z correspondant aux ions (bg)*" , (bo)*",
(b10)*", (v0)*" et (y10)*" ont été annotés (Fig 1-6-1-B (a)) & partir du calcul de leurs masses
comparées aux masses théoriques attendues. Ainsi, pour I’ion (bg)*" le rapport m/z= 433,79
permet de calculer la masse de cet ion (M, = Maa + 1; Maa = (433,79 x 2) — 2 = 865,58 ; M,
=865,58 + 1 = 866,58 Da) en accord avec la masse théorique de 866,56 Da et pour ’ion (bo)*"
le rapport m/z = 491,30 permet de calculer la masse de cet ion (Mp = Maa + 1; Maa = (491,30
x 2) —2=2980,6 ; My =980,6 + 1 = 981,6 Da) en accord avec la masse théorique de 981,59
Da.

Pour le peptide mono-thiométhylé, I’ion (bs)*" possédant un rapport m/z = 433,79 est
toujours détecté cependant 1’ion (bo)*" posséde un rapport m/z = 514,29 clest-a-dire
correspondant & une masse de 1027,58 Da (Mp = Maa + 1; Maa =(514,29 x 2) — 2 =
1026,58 ; My =1026,58 + 1 = 1027,58 Da). La différence de masse entre I’ion (b9)2+ non
modifié et I’ion (bg)2+ issu du peptide mono-thiométhylé est de 45,99 Da (1027,58 — 981,59 =
45,99 Da) correspondant a une incrémentation de 47 Da (SCH3) diminué de 1’arrachement
d’un proton (1 Da) sur I’aspartate 9 du peptide (Fig [-6-1-B (b)). Ce groupement thiométhyle
est trés probablement positionné sur le carbone B de 1’aspartate comme proposé par Kowalak

JA et Walsh KA (72).
Pour le peptide bis-thiométhylé, seule I’ion (yi;)*" possédant un rapport m/z = 636,55

donc une masse de 1272,1 Da (My = [(636,55 x2)-2] + 1=1272,1), a pu étre détecté indiquant
que la bis-thiométhylation a lieu sur le fragment LVRGGRVKD (Fig I-6-1-B (¢)).
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Figure 1-6-1-B : Spectres de masse ESI-MS/MS des peptides non modifié¢ et thiométhylé. (a) MS, du
peptide non modifié, (b) MS, du peptide mono-thiométhylé et (c) MS, du peptide bis-
thiométhylé.
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1-6-2) Détection des sous-produits de la réaction.

Les sous-produits de la réaction sont analysés sur colonne C18 par HPLC (M&M III-
12-3). Le chromatogramme présenté ci-dessous (Fig 1-6-2) montre [’élution de la 5’-
désoxyadénosine (AdoH), de la S-Adénosylhomocysteine (SAH), de 1’adénine et de la
thiomethyladénosine (MTA). Ces deux derniers sont des produits de décomposition de la
SAM qui varient proportionnellement avec 1’augmentation de la température et du temps

d’incubation.
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Figure 1-6-2 : Analyse HPLC des sous-produits de la réaction catalysée par I’holo-RimQO. Aprés 1 heure
d’incubation a 50°C, les échantillons sont centrifugés (13 000 rpm, 5 min) puis injectés sur
colonne C18. Les temps de rétention de chacun des composés présents dans le milieu réactionnel
ont été attribués par injection de standards commerciaux.

Il n’y a pas de réaction de thiométhylation si un des constituants du test d’activité
enzymatique est absent. Cependant, il est intéressant de noter qu’en absence de dithionite et

de peptide, on observe une production de SAH dans un rapport SAH/ holo-RimO égal a 0,6.

En présence de dithionite, ce rapport augmente jusqu'a 5,6. La production d’AdoH, elle,

dépend de la présence de tous les constituants du test d’activité enzymatique.
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I-6-3) Cinétique de formation des sous-produits de la réaction.

A partir de I’injection de standards de SAH, AdoH, Adénine et MTA en HPLC, des
courbes étalons sont obtenues permettant de quantifier ces composés dans le milieu
réactionnel. La cinétique présentée ci-dessous montre la consommation de la SAM (), la
formation des sous-produits de la réaction (SAH (V) et AdoH (e)) mais aussi les produits de

dégradation de la SAM, (Adénine (0) et MTA (X)), au cours de la réaction (Fig 1-6-3).

Temps (min)

Figure 1-6-3 : Cinétique de formation des sous-produits de la réaction de RimO avec son substrat
peptidique. Le test d’activité est réalisé avec un rapport enzyme / substrat = 1/5 (M&M I11-12-
3) en présence de SAM (200 uM) et de dithionite (2 mM) dans du tampon Tris-Cl 50 mM pH :
8, NaCl 50 mM. La réaction est incubée a 50°C. Aux temps indiqués un aliquot de 50 uL est
prélevé et la réaction arrétée par ouverture a 1’air.

La cinétique de la formation d’AdoH est biphasique, importante pendant les 25
premieres minutes puis plus faible au cours des 45 minutes suivantes. Pour une quantité de 0,3
nmoles d’enzyme, la production d’AdoH est égale a 4,04 nmoles soit un rapport de 13,4
(Tableau 1-6-2). Ceci traduit un découplage entre la production d’AdoH et Dactivité
thiométhyltransférase. En effet, le rapport enzyme/substrat étant égal a 1:5, D’activité
maximale théorique ne peut excéder 5. La production de SAH est linéaire au cours de la
cinétique. Pour une quantité de 0,3 nmoles d’enzyme, 1,19 nmoles de SAH sont produites

correspondant a un rapport de 3,9. Bien que la quantité de SAH soit supérieure a la quantité
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de produit détecté par HPLC-MS, le découplage de la production de SAH reste modéré

comparé a celui observé avec AdoH.

I-7) Structure cristallographique de ’apo-RimO 7. maritima.

L’¢tude cristallographique de RimO de 7. maritima a été réalisée a I’Université de
Columbia en collaboration avec le Pr. J. Hunt, le Pr. G. T. Montelione, le Dr. F. Forouhar et le

Dr. H. Neely, membres du consortium NESG (North East Structural Genomics Consortium).

Des cristaux de I’apo-RimO ont été obtenus en présence de subtilisine (M&M 1V-3).
Cette protéase aspécifique est connue pour faciliter la formation de cristaux en clivant les
parties flexibles de la protéine. Ces cristaux ont permis d’obtenir une structure
tridimensionnelle tronquée de 1’apo-RimO a une résolution de 2 A (Table I-7). L’ensemble du
domaine N-terminal de la protéine correspondant aux résidus 1-134 est absent de la structure
ainsi que les segments correspondants aux résidus 149-161 et 330-340. Dans la protéine
RimO, le motif Radical-SAM est constitué¢ des cystéines Ci45C15,C1ss5. La cystéine 148 est la

seule cystéine de ce motif présente dans la structure (Fig I-7-1).

Figure I-7-1: Structure de I’apo-RimO représentée en fonction du facteur B montrant le degré de
désordre dans le cristal avec, pour les couleurs froides (bleu) les parties les plus ordonnées
et pour les couleurs chaudes (rouge) les parties les désordonnées. Les acides aminés
encadrant les segments manquants (1-147; 136-161; 330-340) sont indiqués dont la cystéine 148
faisant partie du motif Radical-SAM.
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Groupe d’espace
Paramétres de cellule (A)
Résolution (A)

P1
88,6 x 88,7 x 96,0 A (91,0°; 90,0°; 89,9°)
29,9 -2,00 (2,07-2,00)

Nombres de réflexions 61,067
Redondance significative 1,7
<I/sp> 14,2 (3,5)
Ryym (%)° 6,6 (36,0)
Complétude (%) 96,6 (96,0)
Rovork (%) 21,2 (23,4)
Rjiee (%)* 25,1 (27,3)
Rmsd des longueurs de liaison (A) 0,006
Rmsd des angles de liaison (A) 1,1
Contenu du model
Résidus de la protéine A:135-148, 162-329, 341-430
B, E, H: 136-147,162-329, 341-430
C,D, F, G: 136-146,162-329,341-430
Hétéroatomes 4 (3_cyclohexyl-1-propylsulfonic acid)
1442 H,O
Distribution Ramachandran:
Centre 91,3 %
Additionné en plus 9,0 %
Toléré généreusement 0 %
Rejeté 0,8 %

* Nombre entre parenthéses sont donné pour la plus forte résolution.
® Rmerge =X 2| - <I;>|/ T 2
hoi hoi

CR:2|F’0hichh|/ZF‘0h
h h

Table 1-7 : Paramétres structuraux des cristaux d’apo-RimO de 7. maritima.

Malgré I’absence des segments impliqués dans la fixation des centres [4Fe—4S]2+/+, de

nombreuses informations ont pu étre obtenues grice a cette structure.

Tout d’abord, il s’agit de la premicre structure d’une méthylthiotransférase déposée
dans la PDB. Elle a permis de montrer que le domaine Radical-SAM (bleu, Fig I-7-2) de
RimO est formé de 7 hélices alpha et de 6 feuillets beta (a7p6), correspondant a une structure
incompléte (a7B6) de type TIM Barrel (a8B8) caractéristique de toutes les enzymes Radical-

SAM dont les structures sont connues.
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Figure 1-7-2 : Structure cristallographique des domaines TRAM et Radical-SAM de I’apo-RimO de 7.
maritima. Le domaine Radical-SAM de RimO en bleu et le domaine TRAM en rouge (PDB :
2QGQ).

Une recherche dans la PDB avec le programme DALI a permis de montrer que le
domaine structural le plus proche de RimO est celui de la coproporphyrinogéne III
déshydrogénase oxygeéne-indépendante (PDB ID : 10LT). D’autres domaines Radical-SAM
sont proches de RimO notamment celui de MoaA, une enzyme impliquée dans la biosynthése

du cofacteur a molybdene (PDB ID : 2FB2).

Figure I-7-3: Superposition des domaines TRAM et Radical-SAM de I’apo-RimO de 7. maritima (bleu et
rouge) avec MoaA (vert et jaune). Les positions relatives des centres [4Fe-4S] de MoaA sont
notés [Fe-S]; et [Fe-S],. Les atomes de la SAM (orange) et du GTP (saumon) sont représentés
sous forme de sphéres.
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La comparaison de la structure de I’apoprotéine RimO avec MoaA est particulicrement

appropriée puisque la structure de cette derniére contient deux centres [4Fe-4S]*""

, 'un fixé
au site Radical-SAM nécessaire pour la formation de Ado® a partir de la SAM et Iautre
coordiné par trois cystéines présentes dans le domaine C-terminal servant a la fixation du
GTP. La superposition structurale de MoaA et de RimO (Fig I-7-3) montre que le motif
CX;3CX,C, est trés probablement positionné au méme endroit dans les deux structures et

permet de visualiser la fixation de la SAM par son groupement amino-carboxylate sur le

centre [4Fe-4S] du motif Radical-SAM de MoaA (Fig I-7-4).

Figure 1-7-4: Vue rapprochée de la superposition des domaines TRAM et Radical-SAM de I’apo-RimO de
T. maritima (bleu et rouge) avec MoaA (vert et jaune). Les centres [4Fe-4S] de MoaA sont
annotés [Fe-S]; et [Fe-S], et représentés en “bowl and stick”.

La majorité des structures secondaires des domaines Radical-SAM de RimO et de
MoaA sont conservées (Fig I-7-3). Seule la derni¢re longue hélice o du domaine Radical-
SAM de RimO n’est pas conservée dans la structure de MoaA. Cependant, le coté C-terminal
du domaine Radical-SAM de MoaA (En Jaune, Fig I-7-3, Fig I-7-4) contient des ¢léments
structuraux supplémentaires nécessaires 4 la fixation du centre [4Fe-4S]*"" impliqués dans la
reconnaissance et I’activation du GTP. La partie C-terminale de MoaA recouvre en partie la
surface concave du TIM-barrel (Fig I-7-3, Fig I-7-4) et forme un site actif proche du motif
Radical-SAM. Dans le cas de RimO, le positionnement d’un substrat macromoléculaire
comme la protéine S12 nécessite probablement une réorganisation structurale importante. En
accord avec cette contrainte, le segment de la protéine MoaA, contenant les trois cystéines
impliquées dans la fixation du centre Fe-S liant le GTP, est absent du domaine Radical-SAM
de RimO. Cela rend accessible la surface concave, ou a lieu la réaction. Ainsi, par analogie
avec MoaA qui fixe le GTP sur cette surface concave, la protéine S12 pourrait étre reconnue

directement par la surface concave de RimO (Fig [-7-5).
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Figure I-7-5 : Structure cristallographique des domaines TRAM et Radical-SAM de I’apo-RimO de 7.
maritima. Surface électrostatique de RimO (rouge : acide, bleu : basique, blanc : neutre).

Le domaine TRAM a été proposé pour interagir avec les acides nucléiques et plus
particulierement les ARNt (94). Etant donné la tres forte similarité de séquences entre RimO
et MiaB, le domaine TRAM de ces deux enzymes paralogues est a priori suppos¢ interagir
dans la méme conformation géométrique. Dans RimO le domaine TRAM (Rouge, Fig I-7-3,
Fig I-7-5) est placé sur le bord distal de la surface concave du domaine Radical-SAM ce qui
conforte I’hypothése d’une reconnaissance macromoléculaire du substrat a la surface des

thiométhyltransférases.

La topologie du domaine TRAM, formé de 5 feuillets beta anti-paralleles, est
comparable a celle trouvée dans les autres structures possédant ce domaine (Fig I-7-6 (A)). En
accord avec le programme DALI, le domaine structural le plus proche est trouvé dans une
méthyltransférase de fonction inconnue (PDB ID 1K3R Fig. I-7-6-A). D’autres domaines
TRAM ont une forte similarité avec celui de RimO notamment la méthyltransférase RumA

qui catalyse la méthylation de I’ARNr 23S (PDB ID 1UWYV) (Fig I-7-6 (B)).

- 107 -



Résultats.

Figure 1-7-6: Structure cristallographique du domaine TRAM en magenta (PDB: 1K3R) et
superposition des domaines TRAM de RimO en rouge (PDB: 2QGQ) et de RumA
(PDB : 1UWYV).

Les domaines TRAM sont impliqués dans la fixation de molécules d’ARN a I’instar
de I’enzyme MiaB. Dans le cas de la protéine RimO qui intervient dans la modification de la
protéine ribosomale S12 chargé positivement, la polarité¢ de la surface de ce domaine est
modifiée pour rendre possible I’interaction. En rouge, la surface acide du domaine TRAM de
RimO a été proposée comme intervenant directement dans la reconnaissance de la protéine
S12 basique (pl = 12) (Fig 1-7-5). Cet environnement électrostatique est attribuable a la
présence de résidus acides dans le domaine TRAM qui sont conservés dans toutes les
séquences orthologues de protéines RimO mais pas dans les séquences paralogues de

méthylthiotransférases impliquées dans la modification d’ARNt.

Cette structure d’apo-RimO a permis de mieux visualiser la position des différents
composants de RimO. La seule cystéine du motif Radical-SAM visible dans la structure
tronquée de RimO (Cys 148) est trés proche d’une cystéine similaire de MoaA (Cys 24) (Fig
1-7-3, Fig I-7-4). Ceci permet de positionner le centre [4Fe-4S] du site Radical-SAM. Aucune

2+/1+

information concernant la position du deuxieme centre [4Fe-4S] de RimO n’est disponible

puisque le domaine N-terminal UPF0004 est absent de la structure.
Enfin, cette structure d’apo-RimO a été comparée avec les structures de quatre

holoenzymes Radical-SAM : HemN, BioB, MoaA et HydE (Fig I-7-7). La structure de RimO

est représentée en jaune. La position probable du domaine Radical-SAM de RimO a été

- 108 -



Résultats.

obtenue par superposition du centre [4Fe-4S] du site Radical-SAM de HemN (cyan, Fig I-7-7)
avec la SAM coordinée par son extrémité amino-carboxylate. Le domaine UPF0004 étant
absent de la structure de 1’apo-RimO, il a été schématisé sous la forme d’une ellipse et les

fleches indiquent sa position probable.

La figure I-7-7 montre la position relative des deuxiémes centres [Fe-S] des quatre
enzymes de comparaison superposés a la structure de 1’apo-RimO. Ainsi, le centre [2Fe-2S]
de BioB (en violet), le centre [4Fe-4S] de MoaA (en magenta) et le centre [2Fe-2S] de HydE
(en rose) sont représentés et se retrouvent au centre du domaine Radical-SAM de RimO. Par
opposition, RimO posseéde une organisation différente avec un centre [4Fe-4S] dans le

domaine UPF0004 du coté N-terminal de la protéine.

Figure I-7-7 : Superposition des centres [Fe-S] de quatre enzymes Radical-SAM sur la structure
tridimensionnelle de I’apo-RimO. Cette figure a ét¢ générée grace au coordonnées PDB
suivantes : HemN (PDB : 10LT); RimO (PDB : 2QGQ); BioB (PDB : 1R30); MoaA (PDB :
2FB3), HydE (PDB : 3CIX).

La conservation remarquable du domaine Radical-SAM entre différentes enzymes de
la famille permet de comparer ces structures entre elles. La superposition de la structure de
I’activase de la pyruvate formiate lyase (PFL-AE) contenant un peptide mimétique du site Gly

de la PFL avec la structure partielle de I’apo-RimO permet de se représenter 1’organisation
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spatiale lors de la catalyse (Fig [-7-8). Comme indiqué plus haut, le centre [4Fe-4S] du motif
Radical-SAM de la protéine RimO est trés probablement positionné de la méme manicre que
celui de la PFL-AE. Le centre [4Fe-4S] ainsi que la SAM sont représentés en cyan. Le peptide
mimétique de la PFL (RVSGYAYV) est représenté en vert. Cette superposition permet de
visualiser I’emplacement hypothétique du substrat par rapport a la SAM et au centre [4Fe-4S]
du site Radical-SAM.

Figure 1-7-8 : Superposition de la structure tridimensionnelle de ’activase de la pyruvate formiate lyase
(PFL-AE) en gris et la structure partielle de ’apo-RimO en jaune. Cette superposition
permet de visualiser I’emplacement de la SAM coordinée par son extrémité amino-carboxylate au
centre [4Fe-4S] du motif Radical-SAM. Cette structure montre la position relative du peptide par
rapport au centre [4Fe-4S] de la PFL-AE. RimO (PDB : 2QGQ) et PFL-AE (PDB : 3CB8)(95).

I-8) Discussion.

Au cours de cette premiere partie, nous avons décrit comment I’apo-RimO de T.
maritima a été surproduite de facon hétérologue dans I’organisme E. coli puis purifiée tout
d’abord par chauffage (10 min 75°C) et ensuite par deux étapes de chromatographie (Butyl-
Sépharose et Surperdex 75). L’holo-RimO a été préparée par reconstitution des centres [4Fe-

4ST*"" en boite & gants. Le dosage du fer et du soufre ainsi que I’étude spectroscopique (UV-

2+/+

vis, RPE et Mossbauer) montrent la présence de deux centres [4Fe-4S]”"" 'un au niveau du
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motif Radical-SAM et I’autre au niveau du site « soufre ». Ces centres [Fe-S] sont liés a la
protéine par 6 cystéines completement conservées dans toutes les protéines RimO. Ces
résultats obtenus avec RimO sont similaires a ceux publiés sur la protéine MiaB (71).

2+/+
" est

La spectroscopie Mdssbauer a permis de montrer que 1’un des centres [4Fe-4S]
atypique puisqu’il posséde une paire Fe''Fe" partiellement localisée. L’attribution de ce
signal atypique est en cours et nécessitera de réaliser des mutants de la protéine RimO de T'.

maritima. Seuls deux exemples de centres [4Fe-4S]*"*

atypiques sont décrits dans la
littérature, le premier concerne la ferrédoxine thioredoxine réductase (FTR) (96) et le
deuxieme, ’activase de la pyruvate formate lyase (97). Dans le cas de la FTR, la présence
d’une paire Fe’ Fe’" partiellement localisée serait due 4 un fer pentacoordiné par trois soufre
pontants et deux cystéines (96). Dans le cas de ’activase de la PFL, cette paire localisée serait

due a la coordination in vivo de composés de faible poids moléculaire comme 1’AMP,

conduisant probablement, 1a aussi, a un fer pentacoordiné (97).

L’¢tude de I’holo-RimO par spectroscopie Mdssbauer montre que le centre typique a
I’état [4Fe-4S]* est sensible a 1’ajout de la SAM (Fig I-5-3-2). En conditions réductrices, la
spectroscopie Mossbauer montre que 90% des centres [Fe-S] sont sous forme réduite. Lorsque
I’on ajoute de la SAM en conditions réductrices, 13% de centre [4Fe-4S]*" sont observés alors
que 75% du fer est sous forme d’un centre [4Fe-4S]" et 16% sous forme Fe*". 1 serait

intéressant de regarder I’influence du peptide mimétique sur ces signaux d’absorption.

Un test d’activité de RimO T. maritima a été mis au point avec un peptide mimétique
de la protéine ribosomale S12. Ce test montre que 1’holoenzyme, avec ses deux centres [4Fe-
481%™ reconstitués en boite & gants, est active in vitro. Une étude similaire menée sur RimO

1*"* et une activité trés faible

d’E. coli (88), a montré¢ la présence de deux centres [4Fe-4S
mesurée de 0,1 cycles catalytiques par monomere avec un peptide modele de S12. Du strict
point de vue de la catalyse il est clair que ces enzymes ne réalisent qu’un faible nombre de

cycles catalytiques.

L’¢étude cristallographique de 1’apo-RimO a permis de mieux comprendre
I’organisation générale des MTTases. Le domaine Radical-SAM posséde un repliement de
type TIM barrel mais incomplet (a7B6 au lieu de a88). Ce type de repliement se retrouve au

sein de différentes enzymes Radical-SAM dont la structure tridimensionnelle a été résolue :
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MoaA (38, 39), BioB (43), HydE (98), HemN (99), PFL-AE (95), LAM (100). La présence de
la cystéine 148 dans cette structure de 1’apo-RimO permet de modéliser la position du centre
[4Fe-4S] du site Radical-SAM. Par superposition de la structure de RimO avec quatre
structures d’enzymes Radical-SAM possédant deux centres [Fe-S], nous pouvons dire que les
MTTases possédent une organisation différente avec un centre [4Fe-4S] dans le domaine N-
terminal. La présence du domaine TRAM dans RimO pouvait paraitre paradoxale puisque ce
domaine est connu pour interagir avec des acides nucléiques. Cependant, cette étude a permis
de montrer que le domaine TRAM de RimO, bien que structuralement proche des autres
domaines TRAM décrits dans la littérature, posséde une polarité inversée qui lui permet
d’avoir une surface d’interaction acide nécessaire a la reconnaissance de la protéine

ribosomale S12 basique.
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IT) Etude du mécanisme réactionnel des MTTases.

Comme nous I’avons montré dans D’introduction, une difficulté rencontrée pour
I’é¢tude des enzymes Radical-SAM impliquées dans des réactions d’insertion de soufre est
qu’aucune de ces enzymes n’est capable de faire plus que 1-3 cycles catalytiques in
vitro (BioB : 3 cycles catalytiques (46), MiaB E. Coli <I cycle catalytique (Pierrel F, non
publi¢), LipA moins de 1 (57, 59, 101). Du fait de ce faible nombre de cycles catalytiques in
vitro, il a méme été proposé que ces enzymes puissent étre « sacrificielles » (62). Ainsi, dans
la littérature, il est largement admis, notamment dans le cas de la biotine synthase que le
soufre inséré lors de la catalyse provient directement du centre additionnel [2Fe-2S]*"* (11).
Dans ce type de mécanisme, les atomes de soufre présents dans le centre (aussi appelé
« soufres pontants ») sont utilisés lors de la catalyse. Ceci revient a dire que ces centres [Fe-S]
ne sont plus des cofacteurs mais des co-substrats de la réaction enzymatique. Dans le cas des

MTTases, I’origine et la nature du soufre inséré lors de la catalyse n’ont jamais été établies.

Du fait que les enzymes MoaA et BtrN, qui n’ont aucune connexion avec le
métabolisme du Soufre, possédent deux centres [4Fe-4S], un centre Radical-SAM nécessaire
pour générer Ado® et un deuxiéme centre [4Fe-4S] impliqué dans la fixation du substrat, nous

nous sommes demandés si les MTTases utilisaient une organisation comparable.

Nous avons donc fait ’hypothese que la fonction du centre [4Fe-4S] du site « soufre »
des MTTases est de fixer et/ou activer une espece soufrée, notée —SX, précurseur du soufre
inséré dans le substrat (Fléches noires, Fig II). Dans cette hypothése, Ado® produit par le site
RS sert a former un intermédiaire Substrat® qui réagit par couplage radicalaire avec I’espéce —
SX présente sur le « site soufre ». L’espéce —SX insérée pouvant étre soit —SCHj3 soit —SH

selon que I’¢étape de méthylation ait lieu avant ou apres le transfert.
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Figure II : Hypothése de travail sur le fonctionnement des MTTases.

Dans ce chapitre, nous présenterons d’abord les essais d’optimisation des conditions
expérimentales des tests d’activit¢ de MiaB et RimO de 7. maritima. Dans un deuxié¢me
temps, nous exposerons les résultats obtenus avec les différentes techniques spectroscopiques

+/+ .
2 du site soufre

qui ont été mises en ceuvre pour éclaircir le role joué par le centre [4Fe-4S]
ainsi qu’une proposition de mécanisme applicable a toutes les MTTases. Enfin, une
discussion détaillée permettra de confronter 1’ensemble de ces résultats a ceux décrits dans la

littérature.

II-1) Activité catalytique de MiaB et RimO.

I1-1-1) Etude préliminaire réalisée sur RimO.

II-1-1-1) Amélioration de la préparation de I’holo-RimO.

2+/+
]

Apreés reconstitution des deux centres [4Fe-4S de I’holo-RimO, la solution

protéique est purifiée par filtration sur gel (NAP-25) et analysée sur une colonne Superdex 75
analytique préalablement calibrée en boite a gants (Fig II-1-1-1). Le chromatogramme
présenté en Figure II-1-1-1 montre, qu’apres reconstitution, 1’holo-RimO est majoritairement

sous forme monomérique (trace bleue). Des formes oligomériques sont également présentes.
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Cependant, nous avons observé qu’une ¢tape de chauffage a 65°C pendant 30 min en
présence de 5 mM de DTT permettait d’améliorer sensiblement [’homogénéité de la solution.
(rouge). Les fractions contenant la protéine sous forme monomérique ont été utilisées pour les

tests d’activité et les essais de cristallogenese (Fig II-1-1-1).

B.15 -

I}D I:l-l i
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(

-0.05
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Figure 1I-1-1-1 : Chromatographie FPLC de holo-RimO sur Superdex 75 analytique en tampon Tris-Cl
10mM pH 7,5, NaCl 100 mM, 5 mM de DTT avant (bleu) et aprés (rouge) 30 min a 65 C en
présence de 5 mM de DTT. Marqueurs de poids moléculaire : Bleu Dextran (8,53 mL, Bl),
Albumine (67 000 Da; 94 mL, Al), Ovalbumine (43 000 Da; 10,3 mL, Ov),
Chymotrypsinogéne A (25 000 Da; 12,2 mL, Ch), Ribonucléase A (13 700 Da; 13,46 mL,
Ri).

Le dosage du fer et du soufre contenus dans ces nouvelles préparations a donné les
résultats suivants : 7,6 £ 0,2 Fe et 11,6 £ 0,8 S par monomeére d’holo-RimO. La différence
notable entre le soufre dos¢ avant (8 + 0.8) et apres (11,6 = 0.8) chauffage en présence de
DTT suggere une équilibration vers une forme monomérique capable de stocker du soufre.
Parall¢lement a ces améliorations du mode de préparation, une structure de 1’holo-RimO a été

obtenue dans le cadre de notre collaboration avec le Dr. Farhad Forouhar et de Dr John Hunt

de I’Université de Columbia (New York).

I1-1-1-2) Structure tridimensionnelle de I’holo-RimO.

Trés récemment, en avril 2011, la structure de 1’holo-RimO a été obtenue avec une
résolution de 3,4 A (Tableau II-1-1-2). Les trois domaines de 1’enzyme sont représentés selon

le code couleur utilisé dans le chapitre I, avec le domaine UPF0004 dans la partie N-terminale
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en vert, le domaine Radical-SAM possédant un repliement de type TIM barrel incomplet o786
en bleu et le domaine TRAM dans la partie C-terminale en rouge (Fig II-1-1-2-A). Les trois
chaines latérales des cystéines du motif Radical-SAM sont représentées en cyan alors que les
trois chaines latérales des cystéines strictement conservées présentes dans le domaine
UPF0004 sont représentées en rouge (Fig II-1-1-2-A). Cette structure est la premiere

+/+ . . .
& ™. La distance minimale entre deux

structure d’'une MTTase avec ses deux centres [4Fe-4S
atomes de fer de chacun des centres est de 8 A. Une telle proximité entre deux centres [4Fe-

4ST*"" n’a jamais été rapportée dans la littérature.

Figure II-1-1-2-A : Structure cristallographique de ’holo-RimO avec ses deux centres [4Fe-4S]. Les trois
domaines de RimO sont représentés selon le code couleur suivant avec le domaine N-
terminal UPF0004 en vert, le domaine Radical-SAM en bleu et le domaine en C-terminal
TRAM en rouge.
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Groupe d’espace
Paramétres de cellule (A)

P2,2,2,

a,b, c(A) 59,72 ;86,95 ; 172,79
a, B, v, (°) 90, 90, 90
Coefficient de Matthews [] 2.28
Qualité des données:
Longueur d’onde (A) 0.979
Résolution (A) 3,0-3.4
Ryym (%0) 13.6 (40.7)
Nombre de réflections unique 11,965
Nombre de reflections Rfree set 994
Redondance significative 4.9 (4.3)
Complétude, globale (%) 91.4 (87.0)
Complétude, 1>26; (%) 75.7 (68.0)
/oy 13.7 (3.2)
Affinements (f>20y):
Riree (%0) 24.8
Rwork (%) 30.2
Qualité du model:
Rmsd des longueurs de liaison (A) 0.011
Rmsd des angles de liaison (°) 1.30
Distribution Ramachandran :
Centre (%) 75.5
Autorisé (%) 23.0
Toléré généreusement(%) 0.9
Non autorisé (%) 0.6
Facteur B (A,) 65.0
Model Contents:
Protomeéres par unité asymétriques 2
Résidus de la protéine A&B: 2-432
Ligands
Nombre d’atomes: 6980
Protéine 6938
Ion Métallique 16
Sulfure 26
Molécules d’eau 0

Tableau II-1-1-2 : Parameétres structuraux des cristaux d’holo-RimO de 7. maritima.

Ces deux centres permettent de définir comme site actif de I’enzyme la région située
entre eux. De maniére surprenante, cette région présente une densité ¢lectronique joignant les

2+/+

deux centres [4Fe-4S]""". Cette densité est visible sur la Figure I-1-1-2-B sous la forme de
points jaunes. Cette densité ¢lectronique a été¢ modélisée par une chaine de 5 atomes de soufre
dont les extrémités sont coordinées aux fers différenciés des centres [Fe-S]. La présence de ce
polysulfure a 5 chainons dans le site actif de 1’holo-RimO montre que 1I’enzyme peut stocker

du souftre, en accord avec le dosage de soufre des nouvelles préparations.
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Figure 1-1-1-2-B : Vue rapprochée du site actif montrant une densité électronique (point jaune) entre les
centres [4Fe-4S]. Cette densité a été modélisée par un polysulfure de 5 atomes de soufre
liant les deux centres [4Fe-4S].

Cette structure cristallographique montre que 1’holo-RimO peut stabiliser des especes
polysulfures et vient donc conforter notre hypothése de travail qui postule que le cluster du

« site soufre » a la capacité de fixer et/ou d’activer des especes soufrées.

Enfin, cette structure met en évidence que la chaine latérale de 1’asparagine 13 (en vert
avec I’oxygene terminal en rouge et I’azote en bleu sur la figure 1-1-1-2-B se situe a environ 3
A d’un des atomes de fer du centre [4Fe-4S] du « site soufre ». La résolution de cette structure

¢tant faible, il n’est pas possible de dire si ce fer est pentacoordiné.
I1-1-1-3) Activité de ’holo-RimO.

Le test d’activité¢ de RimO (M&M 111-12-4) a été modifi¢ pour permettre de suivre en
une seule analyse la formation de tous les produits de la réaction. Une cinétique a été réalisée
a une température d’incubation de 65°C pendant 1 h ([RimO] = 1 uM), [SAM] = 150 uM,
[Peptide] = 15 uM, [dithionite] = 5 mM). Dans ces conditions un seul produit mono-
thiométhylé est détecté par HPLC et ’enzyme réalise au maximum 2-3 cycles catalytique (Fig
II-1-1-3). La consommation du substrat (¢) au cours du temps (0,45 nmoles) est en accord

avec la production (0,4 nmoles) de produit thiométhylé (x). Les quantités de SAH (o) et
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d’AdoH (D) sont respectivement 2,5 et 6.5 fois plus importantes que la quantité de produit

thiométhylé. Ces découplages importants ont déja été constatés précédemment (Chap I-6-3).

Quantite (momles)

Terops (1nin)

Figure II-1-1-3 : Analyse des produits et sous-produits de la réaction sur colonne C3 par HPLC. Un test
d’activité a été réalisé dans les conditions suivantes : [RimO]= 1 pM, [SAM]= 150 uM,
[peptide]= 20 puM, [Dithionite]= 5 mM avec le peptide (¢#), le peptide thiométhylé (%), la SAH
(o) et AdoH (D).

Un test d’activité a également été réalis€ en présence de quantités croissantes de
sulfure de sodium dans les conditions suivantes ([RimO] =1 uM, [SAM] = 150 uM, [peptide]
= 20 uM, [dithionite] = 5 mM). Dans cette expérience, le nombre de cycles catalytiques

mesuré est de 5 en présence de 2 mM de sulfure (résultats non montrés).

En absence de substrat, I’holo-RimO incubée en présence de SAM et en absence de
dithionite conduit a la formation de 0,25 SAH par monomere. Cette quantité atteint 2.64 en
présence de dithionite. La production de SAH en absence de substrat a également été

mentionnée dans une étude sur la protéine RimO d’E. coli (88).

En parall¢le avec cette étude, nous avons étudié la protéine MiaB. En effet, la protéine
MiaB de 7. maritima est étudiée depuis longtemps au laboratoire et un grand nombre de
mutants ont été créé permettant une étude mécanistique approfondie de I’enzyme. Cette étude

de la protéine MiaB a été réalisée avec le Dr. Etienne Mulliez.
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I1-1-2) Etude du mécanisme réactionnel de MiaB.

II-1-2-1) Amélioration de la préparation de MiaB.

Dans le dernier article publi¢ sur MiaB (71), I’holoenzyme est purifiée par
chromatographie sur colonne Q-Sépharose HiTrap. Dans notre étude nous avons repris le
protocole décrit pour RimO (Chapitre 1) qui, a la différence de celui d’Hernandéz, utilise une
colonne NAP-25 pour purifier I’holoenzyme. Les coefficients d’extinction molaire des formes
apo et holo ont été calculés a partir de la concentration exacte des protéines établie par dosage
des acides aminés et montrent un écart important entre les deux formes. Le coefficient
d’extinction molaire de ’apo-MiaB est de 65 mM™'.cm™ alors que celui de I’holo-MiaB est de

95 mM™.cm™. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tableau II-1-2-

).

L., . . . €Apo 280nm mesuré mesuré
Point isoélectrique | masse moléculaire Théorique €Apo 280 nm €Holo 280 nm
théorique (Da) M em™) M. em™)
M em™)
MiaB 8.61 507424 53 205 65 000 95 000

Tableau 1II-1-2-1: Caractéristiques physico-chimiques théoriques (pI, masse moléculaire) et
expérimentales de la protéine MiaB de 7. maritima. Les parameétres théoriques sont
obtenus par le logiciel ProtParam (serveur Expasy). Les coefficients d’extinction molaire
sont calculés a partir d’une corrélation entre absorbance a 280 nm et concentration
exacte de la protéine déterminée par quantification des acides aminés par HPLC sur
colonne échangeuse d’ions.

La préparation d’holo-MiaB a été analysée sur colonne Superdex 75 en conditions
anaérobies (boite a gants avec [O;] < 2 ppm) équilibrée en tampon Tris-Cl 100 mM pH 8§,
KCI1 100 mM (1 mL/min). La colonne Superdex 75 analytique est calibrée avec des marqueurs
protéiques. Le temps d’¢lution de la forme majoritaire de la protéine MiaB (21 min)
correspond a la masse du monomere d’apres la calibration de la colonne. Le chromatogramme
(Fig 1I-1-2-1) révele la présence de formes oligomériques éluant en degca de la forme
monomérique. Lorsque la protéine est chauffée a 65°C pendant 1h en présence de 10 mM de

DTT, la proportion de monomere augmente de maniére significative (Fig II-1-2-1).
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Figure I1-1-2-1 : Comparaison des deux modes de préparation de I’holo-MiaB. Holo-MiaB (12 nmoles) est
analysée sur colonne Superdex 75 apres reconstitution (courbe noire) et aprés incubation avec
10 mM de DTT pendant 1h a 65°C. Marqueurs de poids moléculaire : Bleu Dextran (8,53 mL,
Bl), Albumine (67 000 Da; 9,4 mL, Al), Ovalbumine (43 000 Da; 10,3 mL, Ov),
Chymotrypsinogene A (25 000 Da; 12,2 mL, Ch), Ribonucléase A (13 700 Da; 13,46 mL, Ri).

Le dosage du fer et du soufre inorganique montre que la protéine contient 8,5 = 0,3
atomes de fer et 12 + 1 de soufre par monomére aprés ce traitement. Un dosage du soufre S°
par cyanolyse de I’enzyme en conditions dénaturantes et sous anaérobiose révele la présence
de 1,5 atome de S° par monomére. Ce dosage de S” a été validé avec une ferrédoxine
contenant un centre [4Fe-4S] qui s’est avérée contenir 0,1 atomes de S’ par monomére de
ferrédoxine.

Ce type de préparation a été utilisé pour I’ensemble des études mécanistiques qui

suivent.

I1-1-2-2) Le test d’activité de MiaB.

Le test d’activité de la protéine MiaB est adapté de celui décrit par le Dr. Fabien
Pierrel dans sa thése. L’holo-MiaB (0,5-10 uM) dans un volume final de 100 pL est incubée a
65°C pendant des durées variables, en présence de 2,5 mM de dithionite, de 150 pM de SAM
et de 30 & 50 excés molaires d’ARNts d’E. coli enrichis en ARNt™ (60-80%) (M&M I1I-13).
La réaction est arrétée soit par exposition de I’échantillon a I’air, soit par ajout de formiate 3

M, pH : 4.3.
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Pour analyser les produits de la réaction, les ARNts du mélange réactionnel sont
digérés par la nucléase P1 (M&M III-14-1) puis déphosphorylés avec la phosphatase alcaline.
Les nucléosides obtenus sont analysés par HPLC sur colonne C18 (M&M III-14-2). Un
chromatogramme type (Résultats, Figure 1I-1-2-2), permet d’identifier la SAM (4 min), la
SAH (24 min), AdoH (32 min), MTA (38 min) et les nucléosides cytidine (C, 7 min), uridine
(U, 10 min), inosine (19 min), guanosine (G, 20 min), adénosine (A, 27 min) et les deux
nucléosides modifiés i°A, (48 min) et ms’i®A, (54 min) (Fig II-1-2-2). Les petits pics
supplémentaires visibles sur le chromatogramme correspondent aux autres nucléosides

modifiés (92).

Cu A
140
120 4 MTA
SAM >
100 4
R Y
— 80 4
- .6
- i A
E 60 -
+ ms’i A
40 AdoH *
0 ,_MJ L-Lkh_.l e
I 1 1 1 1 1 1 1
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Figure II-1-2-2 : Chromatogramme type du milieu réactionnel aprés réaction. La SAM et i°A sont
consommés (fléche descendante) tandis que la SAH, AdoH et ms”i®A sont produits au cours
de la réaction (fleche ascendante). Selon le temps de la réaction a 65°C et de la digestion des
ARNt 4 37°C,la quantité d’adénine varie et sort sous la forme d’un pic trés large (22-26 min).

Pour stimuler 1’activité enzymatique le Dr. F Pierrel avait, au cours de sa thése, testé
différents co-substrats soufrés. Seul, le sulfure augmentait 1égérement la quantité¢ de produit
formé. Ce résultat, ainsi que la présence d’une chaine polysulfure dans la structure de

I’enzyme jumelle RimO, nous a incité a étudier son effet sur I’activité¢ de MiaB.
I1-1-2-3) Activité catalytique de MiaB.
L’activité de I’holo-MiaB a été étudiée en absence et en présence de sulfure en

fonction de la concentration en enzyme (Fig II-1-2-3). Le milieu réactionnel contient du

tampon Tris-CI 100 mM pH 8, KC1 100 mM, le dithionite de sodium, 2.5 mM, la SAM, 150
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uM et le substrat tRNAP™ 50 uM. En absence de sulfure, ’enzyme réalise jusqu'a 5 cycles
catalytiques (Fig II-1-2-3). En présence de 500 uM de sulfure de sodium, on obtient 12-17
ms’i®A par monomére. Il est important de noter que, dans ces conditions, I’activité de MiaB
chute drastiquement au dela de 1 uM d’enzyme. Ces résultats sont importants puisqu’ils
montrent pour la premiére fois que MiaB présente une activité catalytique significative in

Vitro.

20

—®— Sans sulfure
—®— Avec sulfure

Nombre de cycles catalytiques

MiaB (M)

Figure 11I-1-2-3 : Activité de I’holo-MiaB en absence et en présence de sulfure. L holo-MiaB (0.2-7.5 uM)
est incubée en anaérobiose 60 min a 65°C dans un volume final de 100 pL en absence (noir)
ou en présence (bleu) de 500 uM de sulfure de sodium, 2,5 mM de dithionite et 50 uM
d’ ARNt™™ (65-85% pure).

I1-1-2-4) Activité de I’holo-MiaB en présence de séléniure.

Il a été précédemment montré qu’une préparation d’holo-MiaB contenant des centres
[4Fe-4Se] conduisait a la formation du produit sélénié mse’i®A (70). Compte tenu des
résultats obtenus avec I’ajout de sulfure, un test d’activité a été réalisé en présence d’un exces
de séléniure ([Se*] = 500 puM). Dans ces conditions, mse’i®A est trés largement majoritaire
(>99%) et ms*i°A est produit & I’état de traces. Chacun de ces produits posséde un temps
d’¢élution et un spectre UV-Vis qui lui est propre (Fig II-1-2-4). La présence de mse’i’A

démontre que le séléniure est utilisé lors de la catalyse enzymatique.
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Figure I1-1-2-4 : Chromatogramme du milieu réactionnel sur colonne C18 par HPLC (A) et spectre UV-
vis de ms %i*A (noir) et mse’i’A (rouge) (B). L’ holo-MiaB (1 uM), est incubée en
anaérobiose 60 min a 65°C en présence de séléniure (500 uM), de dithionite de sodium (2,5
mM) et d’ARNt™™ (40 uM).

I1-1-2-5) Cinétique des produits et sous-produits de la réaction en
présence de séléniure.

Une cinétique avec MiaB en présence d’ ARNt™®

et de séléniure (Fig I1-1-2-5) montre
que la formation de mse”i®A (¢) est trés majoritaire par rapport a la quantité de ms*i’A (m) et
ce, des le début de la réaction (2 min). De plus, cette cinétique montre que la formation de
mse’i°A est linéaire pendant les 6 premieres minutes de la réaction enzymatique. La quantité
d’i’A () consommée au cours de la réaction est en accord avec la quantité de produit formé
(Fig 1I-1-2-5). Le nombre de cycles catalytiques réalisé par MiaB en présence de séléniure est
proche de 12. La formation presque exclusive de mse”i®A ne permet pourtant pas d’exclure

que le séléniure inséré dans le substrat puisse résulter d’un échange tres rapide avec les soufre

pontants du centre [4Fe-4S].
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Figure I1-1-2-5 : Cinétique de formation des produits et sous-produits de la réaction catalysée par ’holo-
MiaB en présence de séléniure. La formation des produits mse’i’A (¢) et ms’i°A (m) est
corrélée avec la consommation de i°A (). Le test enzymatique est réalisé avec [MiaB] =2,15
uM, [SAM] = 150 uM, [Dithionite] = 2,5 mM, [Se’] = 500 uM.

Cependant, cette cinétique montre que, s’il y a échange, celui-ci doit étre tres rapide
puisqu’aprés 2 minutes, 90 % du produit de la réaction est sélénié (mse”i’A). Ce résultat est
par contre en accord avec I’hypothése d’un centre [4Fe-4S] capable de lier le chalcogénure

co-substrat.
I1-1-2-6) Spectroscopie RPE de MiaB en présence de sulfure.

La réduction des centres [4Fe-4S] de I’holo-MiaB par le dithionite de sodium (10
exces molaire) est suivie par spectroscopie UV-vis en boite a gants puis la solution protéique
est congelée et analysée par spectroscopie RPE en bande X. Dans ces conditions il est
rapporté dans la littérature qu’il se forme 1,1 spin par monomeére (71). Cette quantification
prend en compte le signal S = 1/2 (0,9 spin) et le signal S = 3/2 (0,2 spin). La réduction des
centres [4Fe-4S] des enzymes Radical-SAM n’est jamais compléte et le fait d’obtenir 1,1

spin par monomere suggere la présence de deux centres [4Fe-4S] partiellement réduits (71).
La Figure II-1-2-6 montre les spectres RPE en bande X de holo-MiaB sans ajout de

sulfure (A), avec 2 (B) et 20 (C) exces molaires de sulfure (Fig II-1-2-6). L’ajout de sulfure

modifie le signal RPE de I’holo-MiaB et ce, des 1’addition de seulement 2 exces. Lorsque 1’on
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ajoute 20 exces de sulfure, la modification du signal est encore plus importante. Dans les trois
conditions examinées, la quantité de spin reste a peu pres constante (Fig I1I-1-2-6 (C)). En
définitive, ces expériences montrent que le sulfure modifie le spectre RPE de I’holo-MiaB.
Cependant, une modification du spectre RPE ne signifie pas forcément une coordination
directe du sulfure sur un centre [4Fe-4S]" (Etienne Mulliez, communication personnelle). De
plus, on ne peut exclure un échange rapide entre les soufre pontants du centre [4Fe-4S]" du
« site soufre » avec le sulfure en solution. Il est important de noter que les concentrations

utilisées en RPE sont 100 fois plus importantes que celles du test d’activité.

A
B
:
| | | | |
250 350 450
B (mT)

Figure II-1-2-6 : Spectres RPE en bande X de holo-MiaB en conditions réductrices en fonction de la
présence de sulfure. Trois conditions ont été testées : MiaB seule (430 uM, 360 uM spins)
(A), MiaB avec 2 équivalents de sulfure de sodium (430 uM, 365 uM spins) (B) et MiaB
avec 20 équivalents de sulfure de sodium (430 uM, 380 uM spins) (C). Les conditions
d’enregistrement de ces spectres sont les suivantes : Puissance : 25 uW; Température 10 K;
gain 10°; Amplitude 10 G; Fréquence: 9,65 GHz.
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I1-2) Etude mécanistique.

On a vu précédemment que le sulfure et le séléniure sont des co-substrats utilisés par
MiaB. Aprés réflexion sur la nature de I’espece active au sein des MTTases, il est apparu que
si cette espece était un soufre terminal coordiné au site soufre, alors il était possible que celui-
ci soit méthylé avant d’étre inséré dans le substrat. Les MTTases réalisant 1’insertion d’un
groupement thiométhyle, nous nous somme posés la question de savoir si MiaB était capable

d’utiliser le méthylthiolate (CH3S") comme substrat.

II-2-1) Activité de MiaB en présence de CH3SNa.

Nous avons vu précédemment que, dans les conditions de catalyse, I’holo-MiaB
produit environ 1,1 + 0,1 AdoH et 3 + 0,2 SAH par ms’i’A. Un test enzymatique avec 1’holo-
MiaB pendant 1h a 65° a permis de déterminer 1’activit¢é maximale de MiaB en fonction de la
concentration en CH3;SNa (Fig II-2-1). Ce graphe montre que 1’activité augmente légérement
pour des concentrations comprises entre 2 et 20 mM de CH;3;SNa. Une activité maximale de

5,6 cycles catalytiques par monomere est obtenue en présence de S mM de methylthiolate.

Cependant, I’information capitale révélée par ce graphe est une corrélation inverse
entre le produit de la réaction (ms’i®A) est la formation de SAH. Ainsi, 4 une concentration de
5 mM de CH;SNa, la quantit¢ de SAH produite est de 0,1 nmoles alors que la quantité de
ms’i’A détectée est de 0,38 nmoles. Cette expérience suggére que 1’enzyme a utilisée 0,1
nmoles de soufre et que ce soufre a été méthylé par la SAM en libérant 0,1 nmoles de SAH
pour former au final 0,1 nmoles de ms*i’A. Le ms’*i’A restant (0,28 nmoles), soit environ 75
% du produit de la réaction, provient du transfert du CH;S- exogeéne. Ce bilan réactionnel

laisse entendre que I’enzyme est capable d’utiliser le methylthiolate (CH3S") comme substrat.

- 127 -



Résultats.

- 0.5
5
= 1.5 L5 =
= =
g S ——— 55 %
£, Hiak
-l 1 "'Iu.‘ ?
= 1 "'Iu.._ | = -
E ' 3
= ! ., 45 %
- = oA
Cos
- 4
L - - =
0 T T T T SEe
] 5 10 15 20 25

Concentration en [‘HgS ()

Figure I1I-2-1 : Formation des produits et sous-produits de la réaction catalysée par holo-MiaB en présence
de CH;S". Les produits présents dans le milieu réactionnel sont : SAH (e), AdoH (m), i°A (¢) et
2:6 . " L . )
ms’i°A (©) et le nombre de cycles catalysés (--). Les conditions de la réaction sont les suivantes :
0,7 uM d’holo-MiaB, 24,7 uM d’ARNtPhe, 150 uM de SAM et 2,5 mM de dithionite.

Pour confirmer que le soufre inséré lors de la catalyse ne provient pas du centre [4Fe-
4S] du site soufre, nous avons répété cette expérience avec du methylsélénate (CH3Se"). De
cette maniere, il doit étre possible de distinguer le soufre présent dans le site actif qui devrait
mener & la formation ms*i’A et le methylsélénate exogéne qui devrait conduire a la formation

2.
de mse*i®A.

I1-2-2) Activité de MiaB en présence de CH3SeNa.

Dans cette expérience, ’activité de 1’holo-MiaB (0,05 nmoles) est testée en présence
de methylsélénate ([CH3SeNa] = 1 mM) (Fig I1-2-2). Le contrdle positif de 1’expérience est
réalisé en présence de sulfure ([S*]= 500 uM). L’analyse des produits de la réaction (Fig II-2-
2 (B)) par HPLC montre qu’en présence de CH;SeNa le produit majoritaire est mse’i’A (56
min) accompagné d’une petite quantité de ms”i’A (54 min) validé par le contrdle positif en

présence de sulfure (noir).

La cinétique présentée en Figure II-2-2-A, montre que [’holo-MiaB catalyse la
production de 0,05 nmoles de ms’i°A () et de 0,46 nmoles de mse’i’A (m). Ces quantités de
produits correspondent a 1 ms*®A et 9 mse’i’A par monomére d’holo-MiaB. La méme

préparation d’holo-MiaB en présence de sulfure réalise un peu plus de 10 cycles catalytiques
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(e) en 15 minutes correspondant & peu prés a la somme des produits formés (ms”i®A et

mse?i°A) en présence de CH;SeNa (Fig I1-2-1).

La cinétique observée en présence de CH;SeNa montre que I’enzyme présente la
méme activité quelque soit la nature chimique du chalcogéne proposé (séléniure ou
methylselenate). L’ensemble de ces résultats confirme que 1’enzyme catalyse la
methylthiolation du substrat sans utiliser les soufres pontants du cluster [4Fe-4S] du site

soufre.

Quantité (nmoles)
sanbrieyes sapin

2ufi
mseiA

2afi
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r
%
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Figure II-2-2 : Cinétique de formation (A) et profil HPLC (B) de ms’i’A et mse’i®A dans la réaction de
MiaB. (A) Cinétique de la formation de ms*i’A (@) en présence de sulfure de sodium. Cinétique
de formation de ms’i’A (®) et de mse’i’A (m) catalysés par I’holo-MiaB en présence de de
CH;Se”. Conditions de la réaction : 0,5 pM de MiaB, 25 pM d’ARNt (15uM i°A), 2,5 mM de
dithionite de sodium et 0,5 M de sulfure de sodium ou 1 mM de CH;Se” en tampon Tris-Cl 25
mM pH 8, KC1 25 mM. La réaction est initiée par ’ajout de 150 uM de SAM. (B) Profil HPLC
de I’analyse des nucléosides modifiés i’A, ms”i°A, mse’i°A de la réaction décrite en (A) en
présence de Na,S (noir) et en présence de CH;SeNa (bleu).
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Cette expérience marque un tournant dans la maniére de concevoir I’insertion de
soufre par voie radicalaire. Afin de pouvoir démontrer I’existence d’un intermédiaire dans
lequel CH3S/S™ est coordiné au centre [4Fe-4S] du site soufre, nous avons étudié cette
réaction par spectroscopic HYSCORE qui est la technique de choix pour étudier les faibles
couplages hyperfins entre un centre [4Fe-4S]" paramagnétique et un atome possédant un spin
nucléaire. L’apparition d’un couplage n’apparait que si les deux entités sont relativement

proches (< 6A) (M&M V-2).

Afin de simplifier au maximum les spectres HYSCORE, nous avons choisi de
travailler avec le mutant MiaB-3M contenant un motif AX3AX,A a la place du motif Radical-

SAM et qui donc ne possede que le centre [4Fe-4S] du site soufre.

I1-3) Etude spectroscopique HYSCORE de la protéine MiaB.

I1-3-1) Spectroscopie HYSCORE de protéine MiaB-3M.

La caractérisation de cette enzyme par spectroscopie RPE a été rapportée avant mon
arrivée au laboratoire (71). Cependant aucune caractérisation par spectroscopie HYSCORE
n’avait été entreprise. Apreés reconstitution du centre [4Fe-4S] de la protéine MiaB-3M en
boite a gants, 1’holo-MiaB-3M est réduite par le dithionite de sodium puis la solution
protéique est analysée par spectroscopie HY SCORE. L’analyse du spectre obtenu (Fig I1-3-1)
révele la présence d’une tache de corrélation (Tache de corrélation verte, Fig 11-3-1) attribuée
a un azote faiblement couplé au centre [4Fe-4S]". Ce résultat suggére la présence d’un azote

proche du centre paramagnétique mais probablement pas coordiné a ce centre.
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Figure II-3-1 : Spectre HYSCORE de la protéine MiaB-3M dans le quadrant (+,+). L’holo-MiaB-3M (607
uM) est réduite avec 18 exces de dithionite. Les fleches pointent les deux taches de corrélation
montrant la présence d’un atome d’azote proche du cluster.

Lorsque I’on réalise un alignement de séquence de différentes MTTases (Alignement

II-3-1), on note qu’une asparagine est strictement conservée dans le domaine UPF0004. Dans

les protéines MiaB et RimO de 7. maritima, cette asparagine est en position 13. Il faut noter

que cette asparagine est le seul résidu fonctionnalisé conservé de ce domaine, mises a part les

trois cystéines impliquées dans la coordination du centre [Fe-S].

Bimd . Tm, ===—= MRVGIKVLGCPE EADCEVLAGVL-REGGHEIVFDVEDADVVVLDTCAFIEDAEKR
RimO E.c. EVTPQPKIGFVSLGCPK LVDSERILTEL-RTEGYDVVPSYDDADMVIVNTCGFIDSAVQ
MiaB E.c. -—-—MTRELHIKTWGCQM EYDSSKMADLLDATHGYQLTDVAEEADVLLLNTCSIRERAQE
MiaB T.ms — ===-== MRFYIKTFGCQM ENDSEAMAGLL-VEKEGFTPASSPEEADVVIINTCAVRRESEE
MiaB B.s. GLGDGREFYIRTYGCQM EHDTEVMAGIF-MALGYEATNSVDDANVILLNTCAIRENAEN
MtaB B.s. ———-MATVAFHTLGCKV HYETEAIWQLF-KEAGYERRDFEQTADVYVINTCTVTNTGDK
Cdkall H.s. TIPGIQKIWIRTWGCSH NSDGEYMAGQL-AAYGYKITENASDAD LWLLNSCTVENPAED
* % * * * *

RimO T.m. ESIDEIFSFVDARKDQYGYKLVVREG-CLVORYY--EELKKEIPEVDOWIGVADPEETANAIL
Rim0 E.c. ESLEAIG---EALNENG-EKVIVTG-CLGARKE---DOQIREVHPEVLEITGPHSYEQVLEHV
MiaB E.c. KVFHQLGRWELLKEEKNPDLIIGVGGCVASQE-—-GEHIRQRAHYVDIIFGPQTLHRLPEMI
MiaB T.m. FAY SELGOQVLELKERE-RKIVVGVAGCVAERE— RERFLEKG--ADFVLGTRAVPRVTEAV

MiaB B.s. KVFGELGHLEALKENNPDLILGVCGCMSQEESYVNRI LKEHPFVDMIFGTHNIHRLPELL

MtaB B.s. KSROVIR---RATIRONPDGVICVTGCYAQTS---PAEIMAIPGVDIVVGTQDRERKMLGYI

Cdkall H.s. HFNRSIK--———- FAQEENKEIVLAGCVPQRQ-———— PRODY LEGLSIIGVQQIDRVVEVY
* *

Alignement I1-3-1 : Alignement des séquences du domaine N-terminal de MTTases.: RimO de 7. maritima,
RimO d’ E. coli, de MiaB d’E. coli, de MiaB de T. maritima, de MiaB de B. subtilis, de
MtaB de B. subtilis et de Cdkall de H. sapiens.
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I1-3-2) Spectroscopie HYSCORE de la protéine MiaB-3M-N13C.

Afin de démontrer que le couplage observé par spectroscopie HYSCORE de 1’holo-
MiaB-3M provient bien de 1’asparagine 13, la mutation N13C a été introduite dans le geéne
codant pour la protéine MiaB-3M (M&M 11I-3). Apres vérification de la séquence, la protéine
MiaB-3M-N13C a été produite et purifiée. La reconstitution du centre [4Fe-4S], a conduit a
I’holo-MiaB-3M-N13C qui a été analysée par spectroscopie HYSCORE (Fig II-3-2). Le
spectre montre I’absence de taches de corrélation a la position observée pour le mutant 3M
(Fig 1I-3-2). Ce résultat suggere que I’azote détecté¢ dans le mutant 3M est bien celui de
I’asparagine 13. Cependant, seule la structure tridimensionnelle de 1’holo-MiaB-3M-N13C

permettrait d’établir le réle joué par cette mutation.
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Figure 1I-3-2 : Spectre HYSCORE de I’holo-MiaB-3M-N13C dans le quadrant (+,+). L holo-MiaB-3M-
N13C (750 uM) est réduite avec 8,7 mM de dithionite.

La structure de RimO montre 1’asparagine 13 a 3A du centre [4Fe-4S] terminal. De
plus la spectroscopic Mdssbauer de cette enzyme aprés reconstitution ([4Fe-4S]*") a mis en
évidence une paire Fe*"-Fe’* partiellement localisée attribuée a une possible pentacordination
d’un des Fe du centre. Il est probable que dans le cas de MiaB, protéine jumelle de RimO,

I’asparagine 13 se trouve dans le méme environnement et donc a 1’origine du signal

HYSCORE.
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I1-3-3) Spectroscopie HYSCORE de I’holo-MiaB-3M en présence de

sulfure.

Nous avons étudié par HYSCORE la réaction de 1’holo-MiaB-3M avec 12 mM de
sulfure de sodium. La Figure II-3-3 montre les spectres HYSCORE obtenus en absence (A) et
en présence (B) de sulfure. Comme vu précédemment, en absence de sulfure on observe deux
taches de corrélation attribuées a 1’asparagine N13. L’ajout de 12 mM de sulfure provoque la
disparition de ces taches de corrélation indiquant la perte du couplage entre le centre [4Fe-
4S]" du site soufre et I’azote de I’asparagine. Une interprétation possible de cette expérience
est que le sulfure se coordinerait sur le centre [4Fe-4S]" entrainant 1’éloignement de
I’asparagine et donc la perte du signal. Le soufre utilis€ ne possédant pas de spin nucléaire
aucune tache de corrélation n’est attendue méme s’il est coordiné au centre [4Fe-4S]"". Par

33q2-
S

contre ’utilisation de sulfure ( , S = 3/2) permettrait de visualiser un couplage entre le

sulfure et le centre [4Fe-4S]".
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Figure II-3-3 : Spectre HYSCORE de I’ holo-MiaB-3M dans le quadrant (+,+) en absence (A) et en
présence (B) de sulfure)). L holo-MiaB-3M (607 uM) est réduite avec 18 excés de dithionite
puis 12 mM de sulfure de sodium sont ajoutés avant congélation.

Une autre possibilité consiste a réaliser des expériences HYSCORE avec du
methylsélénate enrichi en ”’Se (spin nucléaire ) (CH;''Se’) et du méthylthiolate marqué sur

le carbone (*CH;S").
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I1-3-4) Spectroscopie HYSCORE de la I’holo-MiaB-3M en présence de
CH377SeNa.

En Figure I1-3-4 est montré le quadrant (+,+) du spectre HYSCORE de 1’holo-MiaB-
3M réduite (612 uM) puis incubée avec 10 équivalents de CH;'’SeNa. Ce spectre montre la
présence de deux taches de corrélation dont le couplage a 3,82 MHz indique qu’il s’agit d’un
s¢lénium. D’autre part, I’absence de taches de corrélation correspondant a un azote confirme
qu’en présence d’un ligand potentiel, ici le CH;'’SeNa, le centre [4Fe-4S] n’est pas en
interaction avec 1’atome d’azote de I’asparagine 13. Des calculs théoriques ont montré que la
coordination d’un séléniure en position terminale sur un cluster [4Fe4S] conduirait a un
couplage de 4-5 MHz en accord avec le couplage observé (JM Mouesca, communication

personnelle).

(+,+)

ansuajuy
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Figure I1-3-4 : Spectre HYSCORE, quadrant (+,+) de la protéine MiaB-3M en présence de CH;"'Se".

Le spectre HYSCORE de I’holo-MiaB réduite, contenant deux centres [4Fe-4S], en
présence de CH;”’SeNa montre les mémes taches de corrélation suggérant que les conclusions
tirées des expériences réalisées avec I’ holo-MiaB-3M sont aussi valables pour 1’holo-MiaB.
En définitive, ces résultats indiquent que le CH;'’Se se coordine sur le centre [4Fe-4S] du site

soufre.
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I1-3-6) Spectroscopie RPE en bande X et HYSCORE de I’holo-MiaB en
présence de SAM.

I1-3-6-1) Spectroscopie RPE de I’holo-MiaB en présence de SAM.

Afin de compléter cette ¢tude, la spectroscopie RPE de 1’holo-MiaB a été réalisée en
présence de la SAM. La Figure II-3-6, montre les spectres de I’enzyme en absence de SAM
(bleu) et en présence de 10 mM de SAM (rouge). L’ajout de la SAM provoque une
modification du signal RPE suggérant que la SAM se fixe & proximité d’un centre [4Fe-4S]".
L’¢échantillon contenant de la SAM a été analysé par spectroscopie HY SCORE. Le spectre de
I’holo-MiaB en présence de 8 excés de SAM ne montre aucune tache de corrélation. Ceci
signifie qu’aucun atome n’est en interaction avec un des centres [4Fe-4S]" de 1’holo-MiaB.
Contrairement a la spectroscopie RPE, ce résultat établit sans ambiguité que, dans ces

conditions, la SAM n’est pas coordinée au centre [4Fe-4S]".

.-i:'-: """"" Sans SAM
--------- Aver SAM

| | | |
320 340 360 380
B (mT)

Figure I1I-3-6-1 : Spectres RPE en bande X de la protéine MiaB en absence (bleu) et en présence (rouge) de
SAM. Holo-MiaB (260 uM), 10 mM de SAM. Les spectres ont été enregistrés dans les
conditions suivantes : Puissance: 10 mW, Fréquence: 9,44 GHz, Gain: 8x104, Modulation du
signal: 100 kHz; Amplitude de modulation: 1 mT.

Ce résultat nous a incité a refaire cette analyse dans les conditions de catalyse, c'est-a-
dire en présence de SAM, de dithionite et d’ARNt, puisque dans ces conditions, 1’enzyme
¢tant active, ceci implique que la SAM puisse se coordiner au centre [4Fe-4S] du site Radical-

SAM.
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I1-3-6-2) Spectroscopie HYSCORE de I’holo-MiaB en présence de
SAM et d’ARNt™.

Le spectre HYSCORE de I’holo-MiaB obtenu dans des conditions de catalyse conduit
a Dapparition de deux taches de corrélation dans le quadrant (-,+) (Fig 11-3-6-2). Ces deux
taches de corrélation sont des doubles quantas (not¢ dq dq, Fig II-3-6-2) observées

uniquement lorsqu’un azote est fortement couplé avec un centre [4Fe-4S]" (M&M IV-2).
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Figure 11-3-6-2 : Spectre HYSCORE de I’holoenzyme MiaB en présence de SAM et d’ARNt"™™,

Cette étude montre que la SAM modifie le signal RPE sans étre coordinée a un centre
[4Fe-4S] d’apres 1’analyse HY SCORE. Ce résultat a priori surprenant pourrait s’expliquer par
I’existence de deux sites de fixation de la SAM au sein du site actif. L un serait utilisé lors de
la production du radical Ado® en présence du substrat alors que I’autre serait utilisé en
absence du substrat pour la méthylation de ’espéce soufrée. Selon cette hypothése, 1’azote
fortement couplé serait dii a la SAM fixée sur le centre [4Fe-4S]" du site Radical-SAM. Par
contre, en absence du substrat, la fixation de la SAM sur le deuxiéme site impliqué dans la

méthylation conduirait a la modification du signal RPE.
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11-4) Méthylation en absence de substrat.

Des concentrations croissantes d’apo-MiaB (e), d’holo-MiaB (m) et d’holo-MiaB-
N13C (¢) ont été incubées (20 min) en présence de SAM (150 uM) et de dithionite (2,5 mM)
tampon Tris-Cl 0,1M, pH = 8, KCI 0,1 M. la forme holo-MiaB a aussi été incubée en présence
de SAM uniquement (o). Le graphe présenté en Figure II-4-2 révele que la production de
SAH est dépendante de la quantit¢ d’holo-MiaB (carré rouge et blanc). L’incubation de 1
nmole d’holo-MiaB en absence de dithionite génére 0,29 nmoles de SAH par monomeére alors
que 8,3 nmoles de SAH par monomeére d’holo-MiaB sont produites en présence de dithionite.
Ce résultat montre que, dans ces conditions, la SAM est activée. MiaB catalyse la méthylation
d’une espece inconnue conduisant a la formation d’environ 8 molécules de SAH par
monomere d’holo-MiaB. Par contre, ni ’apo-MiaB ni I’holo-MiaB-N13C ne produisent de

SAH.
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Figure 11-4-1 : Production de SAH catalysée par I’holo-MiaB. (¢) La formation de SAH a été suivie a 3
concentrations différentes d’apo-MiaB (e), d’holo-MiaB (m) et d’holo-MiaB-N13C. Le test est
réalisé¢ en présence de 150 uM de SAM. Les symboles pleins se référent aux réactions en
présence de 2,5 mM de dithionite et les symboles vides en son absence. La régression linéaire
avec les données obtenues pour 1’holo-MiaB en présence de dithionite(m) est de y = 0,92 +
6,32x (r=0,985) et en absence de dithionite (0) de y = -0,04 + 0,37x (r = 0,992).

Cette réaction de méthylation est dépendante de 1’holo-MiaB et augmente en présence
de dithionite mais n’est observable qu’en absence du substrat, c'est-a-dire lorsque la réaction
de thiométhylation n’a pas lieu. Pour savoir si la protéine était covalemment méthylée, I’holo-
MiaB a été incubée avec de la SAM (45 min a 65°C) en présence et en absence de dithionite.
Le spectre de masse ESI-TOF a ¢été ensuite enregistré. Dans les deux cas, la masse

moléculaire obtenue est celle de 1’apo-MiaB. Cette expérience montre que 1’holo-MiaB n’est
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pas méthylée de maniére covalente. Des résultats similaires ont ét¢ obtenus avec 1’holo-RimO
incubée en présence de en présence/absence de dithionite. Le mutant RimO-N13C (M&M 1I-

3) est inactif et ne produit pas de SAH.
I1-5) Discussion.

La structure de I’holo-RimO a été obtenue par reconstitution des centres [4Fe-4S] en
boite & gants en présence de sulfure (S¥) et de fer ferreux (Fe*"). La faible résolution de la
structure permet cependant de montrer la présence d’une chaine de 5 atomes de soufre entre
les deux centres [4Fe-4S] distants d’environ 8 A. Cette structure permet de visualiser le site
actif des MTTases et de circonscrire le lieu de la catalyse au niveau des centres [4Fe-4S]. 1l

s’agit de la premiere structure d’une thiométhyltransférase sous forme holo.

Les expériences réalisées en spectroscopie Mossbauer avec 1’holo-RimO montrent la
présence d’une paire différenciée Fe’'-Fe'. Comme discuté dans la chapitre I, I’observation
d’une paire différenciée pourrait s’expliquer par la coordination de 1’atome d’oxygene de
I’asparagine 13 sur un des atomes de fer du centre [4Fe-4S] du « site soufre ». La structure de
I’holo-RimO montre que I’asparagine 13 est a 3 A d’un Fe du centre [4Fe-4S] du « site
soufre ». Ce résultat suggere que 1’asparagine 13 posseéde un role dans la premicre ou dans la
deuxieme spheére de coordination d’un des Fe du centre [4Fe-4S] du «site soufre ».
Concernant 1’activité de I’enzyme, nos résultats montrent que 1’ajout de sulfure dans le test
d’activité de RimO permet de doubler la quantité de peptide mono-thiométhylé (de 2-3 a 5).
Ils montrent aussi que la quantité d’AdoH produite est trés supérieure a la quantité de produit
thiométhylé détecté. Le test d’activité de RimO utilisant un peptide mimétique du substrat
naturel, la protéine S12, et il est possible qu’'une moins bonne reconnaissance de ce peptide

soit responsable de ce découplage.

Lors de la réalisation de ces travaux sur la protéine RimO de 7. maritima, un travail
similaire a été publié par I’équipe de SJ Booker sur la protéine RimO de E. coli (88). Les
résultats RPE et Mossbauer obtenus avec I’enzyme RimO d’E. coli sont proches de ceux
obtenus avec la protéine RimO de 7. maritima. Cependant, I’activité enzymatique de RimO
de E. coli est plus faible (0,12 cycles catalytiques). Dans cet article, les auteurs proposent un
mécanisme réactionnel dans lequel le substrat est activé par le radical 5’-désoxyadénosyle

menant a la formation d’un radical-substrat (Figure II-5). Puis, sur la base des travaux réalisés
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sur les autres systemes d’insertion de soufre par voie radicalaire, deux chemins réactionnels
hypothétiques sont proposés. Dans le premier cas, le radical substrat réagit avec un soufre
pontant provenant du centre [4Fe-4S] du domaine UPF0004 conduisant a la destruction de ce
centre et la libération du produit thiolé qui est alors méthylé bien que le cluster soit détruit
(Fig II-5 (1)). Dans le deuxiéme cas, le radical-substrat réagit avec un soufre pontant du centre
[4Fe-4S] mais la méthylation est réalisée en méme temps que la dégradation du centre (Fig II-
5 (2)). Ce mécanisme est en accord avec le faible nombre de cycles catalytiques réalisé par

I’holo-RimO d’E. coli mais expliquerait difficilement des turnovers supérieurs a 1.
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Figure II-5 : Mécanisme réactionnel de RimO d’E. coli proposé par Booker SJ (reproduit de Lee KH et
al., (88)).

Dans les expériences présentées dans ce chapitre, nous avons trouvé des conditions
dans lesquelles holo-MiaB est capable de catalyser I’insertion de 12 a 17 atomes de soufre par
monomeére. Ce résultat marque un tournant important puisque, dans la littérature, les enzymes
impliquées dans I’insertion du soufre par voie radicalaire n’effectuent au mieux que 3 cycles

catalytiques in vitro.

L’ajout de séléniure dans le test enzymatique entraine la production quasiment
exclusive de mse”i®A, cependant un échange S*/Se®” conduisant & la formation d’un centre
[4Fe-4Se] ne peut étre exclu lors de la catalyse. Dans le cas de la biotine synthase, le groupe
de Marquet ef al. a montré que, en absence de substrat, les soufre pontants du centre [2Fe-2S]

ne s’échangeaient pas avec le séléniure en exces. En revanche, dans les conditions de la
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catalyse, I’exces de séléniure conduit a un mélange de centres [2Fe-2S] et [2Fe-2Se],

identifiés par résonnance Raman (52).

L’activit¢ de MiaB en présence de méthylthiolate (CH3SNa) et de méthylsélénate
(CH3SeNa) montre que ces composés sont utilisés lors de la catalyse. De plus, le spectre
HYSCORE obtenu en présence de CH3Se’” indique que ce composé est coordiné au centre

[4Fe-4S] du site soufre.

En définitive ces résultats montrent que I’holo-MiaB n’utilise pas les soufres pontants
du centre [4Fe-4S] du « site soufre » et qu’elle peut utiliser le methylthiolate comme substrat.
La structure de la (R)-2-hydroxyisocaproyle-CoA déshydratase obtenue par Knauer et al.
(Voir Introduction) montre la présence unique d’un ligand sulfydryle/sulfido coordiné au fer
différencié d’un [4Fe-4S]. Ce centre est proposé comme « réservoir » d’électrons pour un
deuxiéme cluster [4Fe-4S] situé a proximité et qui active le substrat ((R)-2-
hydroxyisocaproyle-CoA). Dans le cas de RimO, la structure confirme I’affinité de ses
clusters pour des especes soufrées et vient conforter les résultats obtenus avec MiaB montrant
la coordination de ces especes sur le cluster du «site soufre ». D’un point de vue
mécanistique, la coordination d’une espece soufrée sur le centre [4Fe-4Fe] du « site soufre »
pourrait favoriser son activation sous la forme d’une espéce soufrée radicalaire. L’ensemble
de ces résultats montre que I’hypothese généralement admise dans la littérature selon laquelle
le soufre introduit dans le substrat provient de la destruction du centre [Fe-S] additionnel doit
étre abandonnée et permet de proposer différents mécanismes réactionnels que nous allons

détailler.
I1-6) Hypotheses mécanistiques.
I1-6-1) Mécanisme proposé pour RimO.
Dans le cas de RimO I’insertion d’un groupe thiométhyle a lieu sur un carbone
aliphatique (-CH,-) en position 3 de 1’aspartate 89 de la protéine ribosomale S12. Dans le
mécanisme proposé€, le centre Radical-SAM reconnait la SAM par son extrémité amino-

carboxylate. A I’état réduit, ce centre catalyse la réductolyse de la SAM conduisant a la

formation du radical Ado®. Ce radical réagit avec un hydrogéne présent sur le carbone
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aliphatique B de la chaine latérale de 1’aspartate 89 de la protéine ribosomale S12 pour former
un radical substrat noté¢ R® (Fig I1-6-1).

Une fois cet intermédiaire radicalaire généré, deux chemins réactionnels sont
possibles. Soit ce radical couple avec une espéce radical thiyle -S°® suivie d’une méthylation
(Fig 11-6-1 (a)), soit il couple avec un radical méthylthyil -*SCH; préalablement formé et
stabilisé par le centre [4Fe-4S] du site soufre (Fig II-6-1 (b)).

Dans ce mécanisme, le point crucial est que le cluster du « site soufre » soit a I’état
[4Fe-4S]*" puisque cet état rédox permet de générer formellement soit une espéce -S° soit une
espece -S°CHj. Or, la meilleure activité est obtenue en présence d’un large excés de dithionite
avec des centres [4Fe-4S] probablement réduits. Cependant, il est important de noter que, lors
de la catalyse, deux espéces oxydantes sont produites : le centre [4Fe-4S]*" et Ado®. D’aprés
la structure de 1’holo-RimO les deux centres [4Fe-4S] sont trés proches facilitant les transferts

d’¢lectrons et il est concevable que ces transferts puissent favoriser la forme oxydée du cluster

du « site soufre ».
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Figure 11-6-1 : Mécanismes proposés pour le fonctionnement de RimQO. Activation de la liaison C-H par la
radical 5’-désoxyadénosyle suivie soit du transfert d’un soufre puis méthylation (a) soit du
transfert direct d’un groupement thiométhyle sur I’intermédiaire radical-substrat (b).
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I1-6-2) Mécanismes proposés pour MiaB.

Dans le cas de I’enzyme MiaB, I’ensemble des expériences réalisées permet de

proposer deux mécanismes réactionnels (Fig II-5-B).

Dans le premier mécanisme, le substrat est activé par Ado® pour générer une espéce
radical-substrat. A nouveau, comme dans le cas de RimO, il existe deux possibilités. La
premiere est que, suite a la formation de ce radical-substrat, le soufre est inséré par couplage
radicalaire permettant la formation de I’intermédiaire s’i°’A37. La méthylation de cet
intermédiaire nécessite 1’utilisation d’une deuxieéme molécule de SAM (Fig II-6-2-A (a)). La
deuxieme possibilité est que le radical-substrat réagisse directement par couplage radicalaire

avec une espece —SCHj; permettant la formation du produit thiométhylé (Fig 11-6-2-A (b)).
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Figure II-6-2-A : Premier mécanisme proposé pour le fonctionnement de MiaB.
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Cependant, deux articles récents (102, 103) sur les enzymes Radical-SAM RImN et
Cfr impliquées dans la méthylation de I’adénosine 2503 respectivement en position C2 et C8
de I’ARN ribosomal 23S, rapportent qu’en enzymologie, il n’y a pas de précédent pour
’arrachage d’un atome d’hydrogéne de type sp® et que ’addition d’un intermédiaire
radicalaire en C2 de I’adénosine est thermodynamiquement plus favorable (« There is no
precedent in enzymology for abstracting a hydrogen atom from an sp’- hybridized carbon »,
Grove et al., (102)). Or les résultats obtenus avec I’enzyme MiaB montrent que I’enzyme
réalise plusieurs cycles en insérant un groupement —SCHj sur le carbone de type sp” en C2 de
i°A. Dans ce contexte, une alternative au mécanisme proposé précédemment peut étre
envisagée pour lequel 1’espece soufrée radicalaire s’additionne en position C2 sans activation
de la liaison C-H. Contrairement aux enzymes Radical-SAM connues ceci signifierait que le
premier événement soit 1’adition d’une espéce -S° (Fig 11-6-2-B (a)) ou -S*CH; (Fig 11-6-2-B
(b)) en C2 de i°A, suivi de I’arrachement du proton en C2 par Ado® (F ig 1I-6-2-B).
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Figure I1-6-2-B : Autre mécanisme possible pour le fonctionnement de MiaB.
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Le faite que toutes les enzymes Radical-SAM caractaérisées a ce jour fassent
intervenir le radical Ado® pour activer le substrat est en faveur du premier mécanisme (Fig II-
6-2-A). De plus, bien que I’énergie de liaison C-H du méthane (BDE" = + 439 kJ/mol) et de
AdoH (BDE = + 433 kJ/mol) soit bien plus faible que 1’énergie de liaison C-H d’un benzene
(+ 472 kJ/mol), la liaison C-H en position 2 d’une pyridine posséde une énergie de liaison C-
H de + 439 kJ/mol (104). Enfin, au sein d’une enzyme, 1’environnement protéique peut
certainement moduler les énergies des liaisons C-H rendant possible I’arrachage de
I’hydrogéne sp” en C2 de i’°A. De toute évidence, d’autres expériences sont nécessaires pour

permettre de valider ’'un de ces mécanismes réactionnels.
I1-7) Perspectives.

Dans ces mécanismes réactionnels, plusieurs points restent obscurs et de nombreuses
expériences sont envisagées. La premiere serait de marquer 1’hydrogéne oxydable du substrat
avec un atome de deutérium. Cela devrait permettre de démontrer que le radical Ado® réagit
directement sur le C2 de i°A37, en détectant par spectrométric de masse AdoD au lieu
d’AdoH. La deuxiéme, serait de produire une tige boucle ou un ARNt contenant s*i°A pour
tester la méthylation du soufre par 1’holo-MiaB et montrer que cette espeéce est un
intermédiaire réactionnel. La troisieme serait d’établir par spectroscopie RPE et HY SCORE la
présence de radicaux sur le centre [4Fe-4S] du « site soufre » ([4Fe-4S]'"-S* ou [4Fe-4S]""-
S°CH3). La quatriéme expérience serait de mesurer le nombre de molécules de SAM fixées
par les holo-MTTases dans le but de mieux comprendre a quelle étape a lieu la méthylation de
I’espece soufrée. Enfin, il semble important d’optimiser les conditions de cristallisation de
I’holo-RimO et de trouver des conditions de cristallisation de 1’holo-MiaB afin obtenir des
structures cristallographiques de ces MTTases en présence de leurs substrats et co-substrats.
Dans le méme ordre d’idées, il est envisageable de tester des conditions de cristallisation en
présence des sous-produits de la réaction (AdoH, SAH, MTA et méthionine). Une étude de ce
type permettrait de comparer les structures de 1’holo-RimO et de I’holo-MiaB avec leurs
substrats respectifs et de suivre les différentes étapes du cycle catalytique. Ce type d’étude
cristallographique a déja été mise en ceuvre par notre équipe avec ’enzyme MiaA (105) qui

catalyse la formation de i°A sur I’ARNt™™,

" Bond Dissociation Enthalpies
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I1I) Etude phylogénétique des MTTases.

Lors de la découverte du geéne rimO par Anton et al, une premiere étude
bioinformatique a été publiée (73). Cette étude montre I’existence de différentes séquences de
MTTases de fonctions inconnues présentes chez des organismes procaryotes et eucaryotes.
Les auteurs présentent un arbre phylogénétique (Figure III) comportant trois classes nommées
MiaB, RimO et YqeV dérivant d’une premicre branche. Une seconde branche comporte une
classe de MTTase nommée MJ0867 définie par un géne provenant de I’organisme M.
jannaschii (NP_247862) qui présente une forte homologie avec la séquence d’une MTTase

humaine nommée Cdkall(NP_060244).

j RimO

Figure III : Arbre phylogénétique des MTTases proposé par Anton et al., (73).

En collaboration avec 1’équipe du Dr J-F. Hunt (Columbia University, NY, USA) nous
avons entrepris d’actualiser cette étude afin de mieux comprendre les liens entre composés
thiométhylés et les enzymes responsables de leurs biosyntheses. Pour étayer la classification
nous avons en parallele effectué des tests d’activité enzymatique in vivo dans E. coli et B.

subtilis.

I11-1) Alignements de séquences de MTTases.

Un alignement de sept séquences de MTTases a été généré par le logiciel ClustalW,
(RimO de T. maritima (TM1862), RimO d’E. coli (ylig), MiaB de T. maritima (TM0653),
MiaB d’E. coli (yled), MiaB de B. subtilis (ymcB, BSU17010), yqeV de B. subtilis
(BSU25430) et CDKALI1 de H. sapiens) (Fig 11I-1). L’organisation en trois domaines est
représentée par un code couleur : en vert, le domaine UPF0004, en bleu, le domaine Radical-
SAM et en rouge le domaine TRAM. Les cystéines conservées du domaine Radical-SAM et

du domaine UPF0004 sont respectivement marquées par des points rouges et noirs (Fig I1I-
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1). Comme nous I’avons vu précédemment dans le chapitre II, une asparagine essentielle pour
I’activité enzymatique est strictement conservée dans toutes ces séquences et est indiquée par

un point bleu (Fig III-1).

Cet alignement montre les deux séquences de MTTases présentes chez B. subtilis
correspondant aux génes ygel et ymcB. Dans cet organisme, la présence de ms*i’A et ms*t°A
¢tait connue (76). Le génome de 7. maritima contient lui, trois séquences de MTTases dont
deux codent respectivement pour les protéines MiaB (TM0653) et RimO (TM1862) qui ont
été étudiées au laboratoire et une troisiéme apparentée a ygel” de fonction inconnue. Il faut
noter que, dans 7. maritima, la littérature fait état, a coté de ms2i6A, de la présence de deux
autres thionucléosides ; le 2-thiométhyl-N°-thréonyl-carbamoyladénosine noté ms*t°A et le 2-
thiomethyl-N°-hydroxynorvalyl-carbamoyladenosine noté ms’hn°A. Ces deux composés ne
différent que par ’ajout d’un groupement méthyle en position terminale sur le groupement
thréonyl-carbamoyladénosine (Tableau III-3-2). La présence de 4 composés thiométhylés

pour trois séquences protéique est un paradoxe qui sera discuté plus loin.
Par ailleurs, dans ’organisme 7. commune, il a été rapporté I’existence du 2-

thiomethyl-Né-methyladenosine (ms’m°A) (75). Enfin, la présence de ms*i’A et ms*t°A a été

confirmée dans différents organismes eucaryotes dont H. sapiens (106, 107).
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Figure III-1 : Alignement de sept séquences de MTTases. Les séquences de RimO de 7. maritima (TM1862),
RimO d’E. coli (yliG), MiaB de T. maritima (TM0653), MiaB d’E. coli (yleA), MiaB de B.
subtilis (ymeB), ygeV de B. subtilis (BSU25430) et CDKALI1 de H. sapiens ont été alignées par
le logiciel ClustalW.
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I11-2) Analyse bioinformatique des MTTases.

A partir d’un alignement des séquences de RimO et MiaB effectué¢ avec le logiciel
ClustalW, une recherche PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST) regroupant des
protéines ayant vraisemblablement des fonctions similaires a été réalisée dans la base de
données CRSH («Classes of Reciprocal Sequence Homologues») comportant 474 génomes
bactériens classés par homologie de séquence et a laquelle a été ajouté le génome humain.
Cette base de données, développée par Samuel Handelman est en accés libre sur le site
orthology.org  (http://nmr.cabm.rutgers.edu:8080/ColumbiaStaging/).  Les  séquences
identifiées par cette recherche (score : €<0.05) ont été combinées avec 1’alignement initial
pour réaliser un deuxieme PSI-BLAST qui n’a permis la mise en évidence d’aucune autre
séquence de MTTase. Le cladogramme résultant a été construit avec le programme MEGA
3.0. Ce cladogramme répertorie les séquences de MTTases en cinq classes. Les familles MiaB
et RimO dont des représentants ont été¢ étudiés in vivo et in vitro, sont situées aux deux
extrémités de ’arbre phylogénétique présenté ci-dessous (Fig III-2). La famille RimO est
représentée exclusivement par des séquences d’origine procaryote qui possédent des points
iso¢lectriques théoriques a caractére acide (4,1<pl<6,8). Pour la famille MiaB, 1’arbre
phylogénétique contient des séquences procaryotes dont MiaB d’E. coli et MiaB de T.
maritima mais aussi des séquences eucaryotes comme MiaB d’H. sapiens (CDK5SRAP1) (Fig

1I1-2).

Sur ce cladogramme trois nouvelles familles de MTTases apparaissent dont deux sont
nommées YqeV et Cdkall. Ces deux familles se distinguent par leur phylogénie : la famille
YqeV est présente chez les eubactéries et la famille Cdkall n’est trouvée que chez les archées
et certains eucaryotes dont H. sapiens. Il faut aussi noter qu’aucune séquence de type Cdkall
n’est trouvée chez les eubactéries. La troisieme famille nommée MTL1 n’est présente que
chez les e-protéobactéries. Aucune enzyme appartenant a ce groupe n’a €té caractérisée et de
ce fait, cette famille a été appelée methylthiotransferase-like family 1(MTLI). Il semblerait
que les classes MiaB, RimO, YqeV et MTLI1 soient absentes chez les archées. La colonne
«nombre organisme » indique le nombre de génomes indépendants qui codent pour une
séquence de MTTase au sein de chaque classe. Sur ce cladogramme, les nombres encerclés a
I’embranchement de chaque famille indiquent le nombre de fois quun membre d’une autre
famille est codé¢ dans le méme génome (sans correction de la redondance). Les nombres

inscrits a la base de chaque clade représentent le pourcentage d’homologie pour chacun des
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embranchements généré par le programme MEGA. Les taux de confiance pour la séparation
entre les familles MiaB, YqeV, Cdkall et RimO sont respectivement de 100%, 78%, 98%, et
99%. La colonne « Nom organisme » indique pour chaque cadre de lecture le nom des
protéines, le nombre d’acides aminés, le point isoélectrique théorique global suivi de celui du
domaine TRAM de la protéine. Le domaine TRAM des séquences de MiaB est généralement
basique alors que le domaine TRAM des séquences de RimO est généralement acide. Le
domaine TRAM des autres familles de MTTases montre des variations de point isoélectrique

plus importantes.

Nom Nom Nombre
organisme Enzyme organisme
Ther maritima (TM0653 / 443 aa/ pl 8.6,9.9)
Escherichia coli {MiaB [ 474 aa / pl 5.2,9.5)
Mycob bovis (Mb2752c / 512 aa / pl 9.0,10.7) " i
Hemo i {CK5RAP1 /587aa | pl 8.5/6.7)

L ira borgpetersenii (LBLOBB2 /449 aalpl 6.2,9.7)
felicob pylori (HELPY0275 /437 aa/pl 8.8,9.4)

Bacillus subtilis (MtaB,YqeV | 451aa / pl 5.4,4.5)

B ides fragilis (BF3627 | 439 aa | pl 6.8,4.8)
Brucella melitensis (BAB1_1933 ] 427 aa / pl 6.4,5.2) YqeV 65

T ga maritima (TMO830 / 434 aa / pl 9.2,8.1)
Chiamy i iae (CPJO4TT 421 aa/ pl 6.0,4.5)
b pylori AG1 (HPAG1_0287 / 418 aa / pl 8.9,6.8) } MTL1 6

Homo sapi CDKAL1 /579 aa/pl7.2,6.1
Pyr ; fur.:osus [PF1912.‘42: aalpl a].s,s.:f] } ChEALL 20
Helicob pylori J89 (JHPOBT1 / 439 aa / pl 6.8,6.1)
T itima (TM1862 / 430 aa / pl 4.8,5.8)

yptomyces avermitilis (SAV2508 | 495 aa / pl 4.6,4.1) RimO 111

ichia coli K12 (RimO / 441 aa / pl 5.3,4.2)
Nostoc sp (ALR1222 / 440 aa / pl 5.1,4.5)

4 } ; 4 y ; \ Scores BLAST obtenus inter et intra famille de MTTases

0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0
MiaB YyeV MTLI |[(DKALI| RimOQ

Diilial 397 179 144 157 161

YyeV 289 177 134 131

MTL1 520 18 112

CDKATL 279 122

Rimay 375

Figure III-2 : Analyse bioinformatique des cinq classes de MTTases MiaB, RimO, MTL1, YqeV et
CDAKLI1. Ce cladogramme présente les familles de MTTases trouvées a partir d’une recherche
systématique de séquences homologues MiaB/RimO dans le génome humain et dans 474
génomes procaryotes (JF Hunt). Alors que la famille MiaB contient des séquences paralogues
procaryotes et eucaryotes, ce cladogramme ne révele aucune séquence de famille RimO
eucaryote. Cette étude décrit la phylogénie de deux familles de MTTases : la famille YqeV
trouvée chez les eubactéries et la famille Cdkall présente a la fois chez les archées et chez
certains eucaryotes. La derniere famille, nommée MTL1 (methtylthiotransferase-like family 1),
est présente chez les e-protéobactéries.
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Sur la base de cette ¢tude bioinformatique nous avons fait I’hypothese que les genes
vgeV et cdkal-1 codent pour des MTTases impliquées dans la thiométhylation des ARNt et

nous avons cherché a déterminer le substrat des deux enzymes.

III-3) Expression des MTTases YqeV de B. subtilis et Cdkall de M. musculus
dans E. coli TX3346.

II1-3-1) Le choix de la souche E. coli MiaB (TX3346).

Dans une premicre partie de notre étude nous avons choisi de travailler chez E. coli
avec la souche TX3346 dont le géne miaB est inactivé ce qui se traduit par une absence de
ms’i’A dans les ARNts. Les ARNt issus de cette souche possédent donc les substrats
potentiels pour les produits des génes ygelV et Cdkal-1 que sont i°A et t°A. Les genes ygel de
B. subtilis et cdkall de M. musculus ont été clonés respectivement dans le vecteur pT7-7
(M&M 11-2) et pGEX6P-1 (M&M 1-3-4). Apres transformation de la souche E. coli TX3346
par les plasmides YqeV-Bs-pT7-7 et Cdkall-Mm-pGEX6P1, les clones recombinants sont
mis en culture et les ARNt sont purifiés suivant le protocole décrit dans la partie

expérimentale et analysés par HPLC pour leur contenu en nucléosides modifiés.
I11-3-2) Analyse HPLC et spectrométrie de Masse.

Les résultats de I’analyse HPLC sont présentés ci-dessous (Fig III-3-2). Les
nucléosides modifiés ont été identifiés par leurs spectres UV-vis et par leur temps d’élution.
L’analyse montre, en plus des pics attribués a t°A (41 min) et i°A (71 min), la présence d’un
pic supplémentaire éluant & 52 min qui, d’aprés ce temps de rétention, serait ms*t°A. Le
spectre UV-vis de ce pic est en accord avec cette attribution. (Fig I1I-3-2 (F)). De plus, il est a
noter que I’intensité du pic correspondant 4 i°A est la méme dans les ARNt obtenus a partir de
la souche TX3346 seule ou transformée avec les plasmides contenant les genes ygel et cdkal-
1. Cette expérience suggere fortement que les geénes ygel de B. subtilis et cdkall de M.
musculus codent tous deux pour des MTTases responsables de la transformation de t°A en

mst°A.

Afin de confirmer ces résultats, ces différents pics ont ét¢ analysés par spectrométrie

de masse. Le produit ¢lué¢ a 41 min présente un spectre de masse (Fig. I1I-3-2G) avec deux
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pic & 413,4 et 435,5 correspondant a la masse du produit t°A chargé avec un proton (412.34 +
1) et un sodium (412.34 + 23) respectivement. Le produit élué a 52 min possede également un
spectre de masse avec deux pics correspondant a M = 458,2 avec [M+H] = 459,2 et [M + Na]
= 481,3 (Fig I1I-3-2 (H) et (I)). La masse moyenne prédite, référencée sur le site Modomics
(http://modomics.genesilico.pl/), donne pour t°A : M = 412,35 et pour ms*t°A : M = 458,45

comme le montre le tableau ci-dessous (Tableau I1I-3-2) en accord avec les analyses réalisées.

Structure Masse moxenne Structure Masse moxenne
(g.mol™) (g.mol’™)
CHy He CH,
{EHQH _fcicu__
NHCOMHCHCOH NHCH,;
.\““ N
) 412,359 335,363
N
°A
o
CHOH
NHCONHCHCOH
(1
N /LSCH_\ 458,451 381,455
ms t°A

Tableau II1-3-2 : Structures et masses moyennes des nucléosides modifiés t6A, mszt6A, i6A, ms’i’A.
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Figure I11-3-2 : Analyse HPLC, spectres UV-visible et spectres de masse des nucléosides modifiés i’A, t°A
et ms’t°A. L analyse des nucléosides présents dans les ARNts des souches, E. coli TX3346 (A),
E. coli TX3346 complémentée avec le plasmide YqeV-Bs-pT7-7(B) et E. coli TX3346
complémentée avec le plasmide Cdkall-Mm-pGEX6P1(C) permet d’observer 1’apparition d’un
pic supplémentaire en B et C. Spectres UV-vis des nucléosides modifiés : i°A (D), t°A (E) et
ms*t°A (F). Spectres de masse de : t°A issu de la souche TX3346 (G), ms*t°A issu de la souche
TX3346 complémentée avec YqeV-Bs-pT7-7 (H), ms*t®A issu de la souche TX3346
complémentée avec Cdkall-Mm-pGEX6P1 (I). Les pics de masse possédant un astérisque
correspondent aux ions pseudo moléculaires associé€s avec un atome de sodium.

I11-4) Complémentation in vivo d'une souche de B. subtilis MGNA-C496 (yqeV ).

Au cours du processus de soumission de 1’article pour publication il nous été demandé
de réaliser la méme étude mais cette fois-ci dans la souche bactérienne contenant le
nucléoside modifié ms*°A. En effet, la procédure classique qui permet d’attribuer une
fonction a un geéne donnée consiste a réaliser une expérience en deux étapes :

1- Inactivation du géne en question qui se traduit par la perte de la modification.

2- Complémentation de la souche ainsi obtenue avec le gene porté par un plasmide.
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Apres avoir obtenu la souche MGNA-C496 (B. subtilis ygeV”) aupres de « National
BioResource Project, NIG, Japan », nous avons construit le plasmide YqeV-Bs-pDG148

(M&M 11-4-2) pour réaliser I’expérience de complémentation.

Trois expériences ont €t€ menées en parallele pour ce test de complémentation in vivo.
La premiere a consisté a cultiver une souche sauvage de B. subtilis comme controle. La
deuxieme a été de cultiver le mutant B. subtilis MGNA-C496 (ygel”). Dans la troisieme
expérience la souche de B. subtilis MGNA-C496 a été complémentée avec le plasmide YqeV-
Bs-pDG148 puis, lors de la culture, les cellules ont été collectées apres 3 heures d’incubation

en présence d’IPTG.

Apres purification des ARNt des trois cultures, ceux-ci ont été digérés et les

nucléosides modifiés analysés par HPLC comme décrit dans la partie expérimentale.

Le chromatogramme HPLC des nucléosides obtenus de la souche sauvage de B.
subtilis, présente un pic ayant un temps d’¢lution de 52 min dont le spectre UV-vis est
caractéristique de ms*t®A (Fig III-4 (A)). La méme analyse réalisée avec les nucléosides des
ARNts provenant du mutant B. subtilis MGNA-C496 (B. subtilis yqgeV") montre 1’absence du
pic a 52 min (Fig I1I-4 (B)). Enfin, I’analyse des nucléosides modifiés provenant des ARNts
issus du clone recombinant B. subtilis MGNA-C496 transformé avec le vecteur YqeV-Bs-
pDG148 montre la présence de ms*t°A (Fig I1I-4 (C)). Les spectres UV-vis des modifications
observées sont présentés avec de haut en bas : t°A, ms’t®A, i°A et ms*i’A (Fig I1I-4 (D) (E)
(F) (G)). L’ensemble de ces résultats réalisés avec B. subtilis corrobore ceux obtenus avec E.
coli et démontre sans ambiguité que le produit du geéne ygel est la MTTase responsable de la

transformation de t°A en ms’t°A.
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Figure III-4 : Analyse HPLC et spectres UV-vis des nucléosides modifiés t°A, ms’t°A, i’A et ms’i’A. Les
nucléosides modifiés t°A, ms*t°A, i°A et ms’i°A sont présents dans une souche sauvage de B.
subtilis (A) et posseédent des temps d’élution respectifs de 41 min, 52 min, 71 min et 85 min.
Dans la souche MGNA-C496 (B. subtilis ygeV"), la méme analyse montre 1’absence de ms*t°A
(B). L’analyse des nucléosides modifiés issus du clone MGNA-C496 complémenté avec le
plasmide YqeV-Bs-pDG148 montre la réversion de ce phénotype qui se traduit par [’apparition
du 2péc de ms’t°A (C). Spectres UV-vis des nucléosides modifiés : t°A (D), ms*t°A (E), i’A (F) et
ms 1A (G).

II1-5) Une nouvelle nomenclature pour les familles de MTTases, YqeV et Cdkall.
Sur la base des expériences de complémentation in vivo, les deux familles de MTTases

YqeV et Cdkall ont été renommées respectivement MtaB et e-MtaB pour Methylthio

Threonyl carbamoylAdenosine B. Un schéma réactionnel général a pu étre proposé :
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Schéma I1I-5 : Biosynthése de ms’t®A37 par hypermodification de 1’adénosine 37. Les ARNt appariés au
codon ANN possédent une adénosine en position 37 modifiée par les enzymes Yrdc/Sua$ et
transformée en t°A. Suivant cette premiére modification, les deux familles MtaB et e-MtaB
définies précédemment par analyse bioinformatique, catalysent la formation de ms*t°A.

Plusieurs enzymes semblent étre impliquées dans la synthése de t°A notamment les
enzymes Yrdc et Sua5. Récemment, d’autre enzymes ont été¢ identifiées comme essentielles a
la synthése de t°A notamment le complexe trés conservé KEOPS/EKC (81) ainsi que Gen4
qui régule ce complexe (82). Une fois le produit t°A formé, les enzymes MtaB et e-MtaB
catalysent la transformation de t°A en ms”t°A par introduction d’un groupement methylthio en

postion 2 de I’adénine 37.

Conformément a cette nouvelle nomenclature, les plasmides YqeV-Bs-pT7-7 et

Cdkall-Mm-pGEXG6P1 seront maintenant nommés MtaB-Bs-pT7-7 et eMtaB-Mm-pGEX6P1.

I11-5-1) Surexpression de MtaB de B. subtilis et Cdkall de souris dans la
souche E. Coli BL21(DE3) RIL.

Les protéines MtaB de B. subtilis et e-MtaB de M. musculus ont été surproduites dans
la souche E. Coli BL21(DE3) RIL. L’analyse des cellules par gel SDS-PAGE est présentée ci-
dessous (Fig III-5-1). La souche controle E. Coli BL21(DE3) RIL® est montrée en (1) et (4).
Ces deux puits permettent de voir les protéines d’E. coli dont la chloramphénicol
acétyltransférase qui posseéde une masse moléculaire de 25 663 Da. La souche E. Coli
BL21(DE3) RIL" transformée par le plasmide MtaB-pT7-7 est montrée avant induction avec
de I'IPTG en (2) et apres induction en (3) (Fig III-5-1). La présence de la protéine MtaB est

bien visible en (2) et ce, malgré 1’absence d’induction due au fait que le promoteur T7 est un
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promoteur fort. L’ajout d’IPTG entraine néanmoins une surproduction de la protéine MtaB
importante en (3) dont la masse observée est en accord avec la masse prédite (51 258 Da). De
la méme maniére, 1’analyse des cellules E. Coli BL21(DE3) RIL® transformées par le
plasmide eMtaB-Mm-pGEX6P1 est présentée, avant induction a I'IPTG en (5), et apres
induction en (6) (Fig III-5-1). Ce plasmide permet d’exprimer la protéine eMtaB (65 289 Da)
fusionnée avec la glutathion-S-transférase (GST, 25000 Da) en accord avec la masse

moléculaire de la protéine chimérique e-MtaB-Mm-GST (Fig III-5-1).

1 . 4 5 6 7 (kDa)

116

(— eMtaB-Mm-GST

66

15

35

18,4
14,4

Figure I11-5-1 : SDS-PAGE 12 % des cellules E. coli BL21(DE3) RIL® surexprimant MtaB de B. subtilis
et e-MtaB de M. musculus. BL21(DE3) RIL® (1) , BL21(DE3) RIL" transformées avec MtaB-
pT7-7 (2), BL21(DE3) RIL" transformées avec MtaB-pT7-7 en présence d’IPTG (3),
BL21(DE3) RIL® (4), BL2I(DE3) RIL® transformées avec eMtaB-Mm-pGEX6P1 (5),
BL21(DE3) RIL" transformées avec eMtaB-Mm-pGEX6P1 en présence d’IPTG (6).

II1-5-2) Purification de MtaB de B. subtilis.

Les cellules E. coli BL21(DE3) RIL" contenant la protéine MtaB de B. subtilis ont été
collectées puis congelées. Apres sonication et ultracentrifugation, la protéine est purifiée par
FPLC sur colonne butyl-sépharose. La dialyse des fractions contenant la protéine MtaB
permet d’¢éliminer le sulfate d’ammonium présent dans la solution. La protéine ainsi obtenue
est finalement purifiée sur colonne bleu-sépharose (M&M III-3-5). La pureté de la protéine
est estimée a 95% d’apres le gel SDS-PAGE 12% (Fig I1I-5-2). MtaB de B. subtilis possede
une masse moléculaire théorique de 51 258 Da en accord la masse moléculaire estimée sur le

gel (Fig I1I-5-2).
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Figure II11-5-2 : SDS-PAGE 12% de la protéine MtaB de B. subtilis apres purification. Marqueurs de poids
moléculaire (1) et (4), 2ug de protéine MtaB de B. subtilis (2), 6 ug de protéine MtaB de B.
subtilis (3).

III-5-3) Caractérisation spectroscopique par UV-visible et RPE de I’holo-
MtaB.

Les centres [Fe-S] sont reconstitués en boite a gants dans 1’apo-MtaB purifiée comme
décrit précédemment pour les holoprotéines RimO et MiaB (M&M III-5-1) mais en raison de
I’anteriorité de 1’étude, la reconstitution des centres FeS a ét¢ conduite selon le protocole
initial (sans chauffage). Apres purification de 1’holo-MtaB par filtration sur gel (NAP-25), la
protéine est concentrée puis caractérisée par spectroscopie UV-visible. Les spectres UV-vis
des formes apo et holo sont présentés ci-dessous (Fig I1I-5-3-A). L holoprotéine présente une
bande de transfert de charge a 400 nm caractéristique de la présence d’un centre [Fe-S]. Le
coefficient d’extinction molaire 4 280 nm de 1’holo-MtaB (30 mM™.cm™ a été calculé sur la
base de la concentration de la protéine établie avec précision par dosage des acides aminés.
Cette valeur est en accord avec la présence de deux centres [Fe-S] Le dosage du fer et du
soufre donne respectivement 7,5 Fe + 0,2 et 7,5 £ 0,5 S par monomere de MtaB et est

également compatible avec la présence de deux centres [4Fe4S]*""* par monomére de MtaB.
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Figure I11-5-3-A : Spectre UV-Vis de ’apoprotéine (1) et de ’holoprotéine (2) MtaB de B. subtilis.

Une caractérisation spectroscopique compléte de 1’holo-MtaB par spectroscopie RPE,
Mossbauer et HYSCORE a été envisagée mais n’a pas été entreprise pour des raisons de
redondance, dans le cadre de ce travail, avec les deux autres systemes déja étudiés au

laboratoire (MiaB & RimO).

++ ,
" dans la protéine,

Cependant, pour valider la présence effective de centres [4Fe4S]
I’holo-MtaB de B. subtilis a été réduite avec un exces de dithionite puis analysée par
spectroscopie RPE. Le comportement en puissance et en température du signal S = ' observé

est caractéristique d’un centre [4Fe4S]*"" (Fig I11-5-3-B).

320 360 400 420
Champ magnétique (mT)
Figure I1I-5-3-B : Spectre RPE en bande X de I’holo-MtaB de B. subtilis. La protéine holo-MtaB (100 uM)

est réduite par le dithionite (1 mM) dans du tampon Tris-Cl 50 mM, KCl 50mM, pH 8,0.
Conditions d’enregistrement : P = 100 pW; f=9.6 GHz; Mod = 1 mT; T = 12K.
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I11-5-4) Test enzymatique in vitro de MtaB et e-MtaB.

Pour mettre en évidence I’activité enzymatique in vitro de la protéine MtaB de B.
subtilis, ’enzyme a été incubée lh a 37°C en milieu réducteur en présence de SAM et
d’ARNts extraits de la souche B. subtilis MGNA-C496 (mtaB(-)). Apres digestion des ARNts
présents et analyse HPLC des nucléosides modifiés, il n’a pas été possible d’identifier le pic
correspondant a ms“t°A. Nous avons vu (Chapitre 2) que les activités MTTases de MiaB et
RimO dont les geénes proviennent d’organismes thermophiles sont beaucoup plus élevées que
celles de leur paralogues mésophiles. Pour cette raison, les deux genes 7m0830 issu de T.
maritima et Pabl134 issu de P. abyssi ont ¢t¢ clonés dans le vecteur pT7-7. Avec ces
protéines thermophiles, nous pensions avoir de meilleures chances d’observer une activité in
vitro mais nous voulions aussi confirmer 1’activit¢ MTTase de ces deux protéines (M&M 11-2)
classées lors de I’analyse bioinformatique comme MtaB et eMtaB. Des tests de surexpression
de ces deux protéines (M&M Tableau II-2) montrent que ces deux MTTases MtaB de B.
subtilis (MtaB-Tm, 49 324 Da) et e-MtaB de P. abyssi (eMtaB-Pa, 48 537 Da) sont
abondamment produites en (3) et en (5) par rapport aux expériences controles avec la souche

E. coli BL21(DE3) RIL® en (1) et en (4) (Fig III-5-4).

g

MtaB-Tmﬁ i i
'

ot i i o4

Figure II1-5-4 : Profil de surexpression des MTTases MtaB de 7. maritima (TM0830) et eMtaB de P. abyssi
(PAB1134) sur gel SDS-PAGE 12%. Controle de la souche E. coli BL21(DE3) RIL" (1) et (4)
ou seule la chloramphénicol acétyltranférase est produite abondamment. Induction par IPTG de
la protéine MtaB de T. maritima (49 324 Da) (3). Induction par IPTG de la protéine Cdkall de
P. abyssi (48 537 Da) (5).

F eMtaB-Pa

- 159 -



Résultats.

Différents essais de purification ont ¢€té réalisés en utilisant le mode de préparation
utilisé précédemment pour les MTTases RimO et MiaB de 7. maritima. Ce travail est en cours
et les tests d’activité in vitro de ces deux protéines n’ont pas encore été réalisés. La mise en
place d’un test d’activité pour la famille e-MtaB (Cdkall), en utilisant la protéine e-MtaB de
P. abyssi permettrait pour la premicre fois de tester ’activité in vitro d’une MTTase de cette

classe ayant des représentants chez certains eucaryotes dont I’Homme.
I11-6) Discussion

Au cours de ce chapitre, une étude bioinformatique des MTTases a permis de classer
les séquences connues en cing familles MiaB, RimO, MTLI1, MtaB et e-MtaB. Chez E. coli,
la seule MTTase modifiant des ARNts est I’enzyme MiaB et ’'unique nucléoside contenant un
groupement thiométhyle est ms”i®A. L’analyse bioinformatique montre que la majorité des
séquences de protéines RimO posséde un domaine TRAM acide. Ce résultat est important
puisqu’il permet d’appuyer 1’hypothése de reconnaissance de la protéine ribosomale S12
basique par le domaine TRAM de RimO acide et d’étendre cette notion de reconnaissance
« enzyme/substrat » a toutes les séquences paralogues de RimO de 7. maritima. D’autre part,
la plupart des séquences de protéines MiaB possédent un domaine TRAM basique permettant
la reconnaissance d’un substrat acide comme les ARNt. Le mode de reconnaissance utilisé par
les MTTases pour reconnaitre leurs substrats est un sujet particuliecrement d’actualité. En
effet, un article récent (108) suggeére que la protéine YcaO intervient directement comme
partenaire de RimO dans reconnaissance de la protéine S12. Les auteurs de cette étude
proposent une interaction entre la protéine S12 et la protéine YcaO et annoncent qu’un mutant
E. coli ycaO posseéde un taux de thiométhylation de la protéine S12, 23 fois inférieur a celui
d’une souche E. coli sauvage (108). Cependant, dans cette étude, les auteurs ne discutent pas
du mode de reconnaissance proposé par notre €quipe sur la base de la structure de 1’apo-
RimO. Deux points au moins semblent aller a I’encontre de cette proposition. Le premier est
que la protéine YcaO ne semble pas étre conservée au cours de 1’évolution, notamment 7.
maritima ne possede pas de protéine paralogue alors qu’il contient RimO. Le deuxi¢me est
que les tests d’activité enzymatique de 1’holo-RimO développés par notre équipe avec la
protéine RimO de 7. maritima et par 1’équipe de SJ Booker avec la protéine RimO d’E. coli,
montrent que ces enzymes catalysent in vitro 1’insertion d’un groupement thiométhyle en

absence de la protéine YcaO.
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L’analyse des nucléosides présents dans les ARNts de la souche E. coli
TX3346 (E. coli miaB") montre I’absence de nucléosides thiométhylés et la présence des
nucléosides t°A et i°A. La souche E. coli TX3346 a été transformée soit avec le plasmide
MtaB-Bs-pT77, soit avec le plasmide Cdkall-Mm-pGEX6P1 et aprés induction a I’'IPTG les
protéines YqeV et Cdkall ont été¢ surproduites. L’analyse des nucléosides présents dans les
ARNts montre que ces deux enzymes catalysent la formation de ms’t®A a partir de t°A. Afin
de confirmer ces informations, des expériences dans 1’organisme B. subtilis ont été entreprises
sur la souche sauvage (produisant ms*t®A) et sur la souche MGNA-C496 ne possédant plus le
gene yqeV (B. subtilis ygeV”). Enfin, aprés avoir cloné le géne ygel dans le plasmide
pDG148, une expérience de complémentation a ét¢ menée et a démontré la réversion du
phénotype (présence de ms’t®A). L’ensemble des données obtenues permet de dire que les
enzymes YqeV et Cdkall sont des MTTases qui catalysent I’insertion d’un groupe
thiométhyle en position 2 de la N-6-thréonylcarbamoyl adénosine 37 de certains ARNts. Pour
cette raison, la famille de MTTase YqeV, présente chez les eubactéries, a été renommée MtaB
alors que la famille Cdkall, présente chez les archées et les eucaryotes, a été renommée e-
MtaB. Dans une étude similaire sur la protéine YqeV de B. subtilis, Anton et al., (109)

proposent de renommer ce géne, tmtb.

Suite a ces résultats in vivo, la protéine MtaB de B. subtilis (MtaB-Bs) a été purifiée et
les centres [4Fe-4S] reconstitués en boite a gants. Le dosage de la quantité de fer et de soufre
réalisé sur I’holo-MtaB de B. subtilis montre une stoechiométrie de 7,5 Fe £ 0,2 et 7,5+ 0,5 S
par monomere de MtaB-Bs. Par ailleurs, I’holo-MtaB de B. subtilis réduite par ajout d’un
exces de dithionite et analysée par RPE en bande X montre un signal typique de centre [4Fe-
4S]". Cette analyse, bien que succincte comparée a celles des enzymes MiaB de T. maritima
et de RimO de 7. maritima permet cependant de valider la présence de deux centres [4Fe-

4S1*""* dans cette famille.

Apres la caractérisation de 1’enzyme, un test d’activité de I’holo-MtaB de B. subtilis a
été réalisé mais aucune activité n’a pu étre détectée. Différentes explications a ce résultat
négatif peuvent étre invoquées. Tout d’abord, dans les différentes enzymes Radical-SAM
connues impliquées dans I’insertion de soufre par voie radicalaire connues, il n’est pas rare
que les activités soient tres faibles, avec un nombre de cycles catalytiques inférieur a 0,5 par
monomere de protéine. Par exemple, I’activité de RimO d’E. coli rapportée est de 0,12 cycles

catalytiques (88). Afin de mettre en place un test d’activité, deux geénes d’organismes
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thermophiles ont été clonés I’un de la famille MtaB (TMO0830) et I’autre de la famille e-MtaB
(PABI1134). Le taux de surexpression important de ces protéines laisse espérer qu’un test

d’activité puisse étre développé rapidement.

D’un point de vue mécanistique, les familles MtaB et e-MtaB sont trés proches de la
famille MiaB. En effet, bien que les substrats soient différents, la position 2 de I’adénosine, ou
a lieu D’insertion du groupement thiométhyle, est la méme dans toutes les MTTases agissant
sur les ARNts. Intuitivement, la similitude des substrats des trois familles MiaB, MtaB, e-
MtaB suggere que ces enzymes sont plus proches les unes des autres que de la famille RimO.
L’¢étude bioinformatique réalisée confirme cette hypothese. Par ailleurs, Anton et al., (109)
ont montré qu’une protéine chimérique contenant le domaine N-terminal et le domaine
Radical-SAM de MiaB de B. subtilis peut remplacer au domaine TRAM de MtaB de B.
subtilis permet de restaurer la présence de ms”i®A dans une souche B. subtilis miaB~ (souche
BSF2806). Cette expérience suggere que les domaines TRAM de MtaB de B. subtilis et de
MiaB de B. subtilis sont trés proches structurellement et fonctionnellement puisque le
domaine de MtaB de B. subtilis peut remplacer le domaine TRAM de MiaB de B. subtilis. Si
le domaine TRAM n’intervient pas dans la différenciation des substituants en position N6 de
I’adénosine 37 (i°A ou t°A), ce domaine pourrait étre vu comme une pince qui se referme sur
I’ARNt substrat. D’aprés les auteurs de cette étude, la discrimination entre les ARNt
contenant i’A et ceux contenant t°A reposerait sur 13 acides aminés répartis sur les trois

domaines.

Par ailleurs I’analyse bioinformatique a permis de classer les méthylthiotransférases
présentes dans les organismes eucaryotes. Chez I’Homme, la présence des deux nucléosides
modifiés ms”i®A et ms*t°A est connue. En accord avec 1’analyse bioinformatique, la famille de
MTTase eucaryote référencée sous le nom de CdkSrapl est affiliée a la famille MiaB et
catalyse vraisemblablement la formation de ms*i°A. Les expériences réalisées sur la protéine
e-MtaB de M. musculus ont permis de détecter pour la premiére fois une activit¢ MTTase in
vivo avec une MTTase d’origine eucaryote. Cette activité in vivo montre que la famille

Cdkall renommée e-MtaB catalyse la formation de ms*t°A.

Des résultats récents montrent que la famille e-MtaB est impliquée, chez I’Homme,
dans le diabete de type 2. Cette maladie est liée a une désensibilisation des cellules cibles du

foie vis-a-vis de I’insuline. Pour cette raison le diabéte de type 2 est aussi appelée diabéte
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insulino-résistant. Cette résistance a I’insuline a pour conséquence une hyperglycémie
chronique qui entraine une destruction des cellules 3 des ilots de Langerhans productrices de
I’insuline humaine. La destruction de ces cellules conduit a une diminution de la production
d’insuline ce qui a pour conséquence l’aggravation du diabéte de type 2. Du fait de
I’importance de la glycémie chez I’homme, la régulation de la production d’insuline est
particuliérement controlée. Récemment, plusieurs études ont montré une corrélation positive
entre 1’existence de cette pathologie et la présence d’un insert dans le 5°™ intron (90 kB) du
gene Cdkall situé sur le chromosome 6 (locus : 6p22.3). Ces insertions seraient de tailles
variables selon les populations (rs7754840 = 90 kb (110), rs7754840 = rs10946398
WTCCC/UKT2D (r 2 = 1) (111) rs7756992 = 201,7kb (112), rs10946398 (113, 114),
rs4712523, rs7754840, rs7756992 (115). En toute hypothése, la présence d’un insert dans
I’intron 5 du géne Cdkall semble étre un facteur de risque pour le diabete de type 2. Cette
insertion de plusieurs milliers de nucléotides perturbe trés probablement 1’épissage du géne
cdkall. Comme le suggére une étude récente, publiée dans le journal PloS One (116),
I’absence de ms*®A sur certains ARNts pourrait entrainer un dysfonctionnement de la

traduction au niveau du réticulum endoplasmique augmentant le risque du diabéte de type 2.

Des résultats récents, fruit d’une collaboration entre notre équipe et le laboratoire du
Dr. Fan-Yan montrent un lien direct entre I’absence de ms*t°A et le diabéte de type 2 (Fan
Yan et al, accepté 2011). Contrairement aux études précédentes basées sur des statistiques
appliquées a différentes populations, cette étude a été menée in vivo sur des organismes
modeles (modeles murin : wt, KO cdkall et B. subtilis). Bien que la morphologie des cellules
B des ilots de Langerhans soit normale dans le mutant murin KO cdkall, ces souris sont
sensibles au glucose ce qui entraine une diminution de la quantité d’insuline présente dans le
pancréas et dans le sérum ainsi qu’une diminution de la synthése de proinsuline. De plus, des
résultats montrent que I’absence de ms*°A entraine une diminution de I’efficacité de la
traduction qui pourrait conduire a une diminution drastique de la quantité d’insuline sécrétée.
L’hypothese la plus extréme pour expliquer cette moindre efficacité est que 1’absence de
ms“t°A provoque un décalage du cadre de lecture lors de la traduction entrainant une
interruption de la synthése protéique en cours. Si cette hypothese était confirmée, les cellules
B des ilots de Langerhans spécialisées dans la synthése de 1’insuline ne seraient plus capables
de produire suffisamment d’insuline. Cependant, il ne faut pas oublier que le diabéte de type 2

reste une maladie multifactorielle impliquant au moins une dizaine de genes avec
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probablement des actions pléiotropes et les mécanismes moléculaires de cette maladie sont

pour I’instant trés mal compris.

L’approche utilisée pour étudier les MTTases, qui combine la bioinformatique et des
expériences in vivo, a permis de mettre en évidence la fonction des familles MtaB (YqeV) et
e-MtaB (Cdkall). Le fait que e-MtaB (Cdkall) de souris soit fonctionnelle dans 1’organisme
procaryote E. coli montre que le mode de reconnaissance entre 1’enzyme et son substrat a été
conservé au cours de I’évolution. Ceci implique que ces enzymes, présentes dans les trois
domaines du vivant (Bactéries, Archées et Eucaryotes), sont apparues trés tot au cours de
I’évolution. Un scénario possible est que le premier géne de MTTase ait servi a modifier les
ARNts. Au cours de I’évolution, diverses versions de ce gene auraient ¢t¢ dupliquées pour
donner les classes, MiaB, MtaB et e-MtaB actuelles et ensuite, chez les eubactéries, la classe

RimO.
II1-7) Perspectives.
II1-7-1) Hypotheses sur la formation de hn®A et ms*hn®A.

Certains résultats de la littérature concernant 7. maritima font mention, a coté de
ms’i’A et ms*t°A, de la présence d’un troisiéme thionucléoside : ms*hn®A (Tableau III-7-1).
Cependant, une analyse du génome de cet organisme montre qu’il contient seulement trois
séquences de MTTases: MiaB (TM0653), RimO (TM1862) et MtaB (TM0830). Un examen
attentif de la structure des nucléosides hypermodifiés de 1’adénosine 37, montre que ms’hn’A
ne différe de ms*t°A que par I’ajout d’un méthyle sur la position 2 de la chaine latérale de la

thréonine (Tableau I11-7-1).

La biosynthése des nucléosides hn®A et de ms’hn®A est inconnue. Si 1’on élimine la
possibilité d’une insertion spécifique de ces nucléosides modifiés lors de la synthése de
I’ARNt, ou le remplacement par excision d’une adénosine non modifiée sur I’ARNt lui-
méme, il ne reste pas d’autre possibilit¢ que de faire intervenir des méthylases capables
d’activer la position 2 de la thréonine. Afin de mieux comprendre la biosynthése de ces

nucléosides, trois hypothéses de travail ont été formulées.
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Dans le premier cas, la méthylase est spécifique et réalise uniquement la méthylation
de t°A pour former hn®A. La MTTase MtaB elle, ne serait pas spécifique et pourrait catalyser
I’insertion du groupement thiométhyle sur la position 2 de 1’adénosine appartenant aussi bien
a t°A qu’a hn°A. Du fait que t°A et hn®A ont des structures trés proches, il est tout a fait

possible que la MTTase utilise indifféremment ces deux substrats.

Dans le deuxieme cas, MtaB est spécifique et catalyse uniquement la thiométhylation
de t°A pour former ms*t°A. Dans ce cas, la méthylase ne serait pas spécifique c'est-a-dire
qu’elle pourrait modifier respectivement t°A et ms*t°A pour former hn®A et ms*hn®A. De

méme que précédemment, il est possible que la méthylase ne différencie pas t°A de ms*t°A.

Dans la troisiéme hypothése MtaB est spécifique et catalyse t°A en ms*t°A mais deux
méthylases spécifiques sont nécessaires, 1’une pour la formation de hn®A a partir de t°A et
1’autre pour la production de ms*hn°A a partir de ms*t°A. Dans ces deux derniers cas, chaque

nucléoside est synthétis¢ de bout en bout de fagon spécifique.

CHy CH
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Tableau I1I-7-1 : Structure des nucléosides modifiés t°A, hn®A, ms’t°A et ms’hn°A.
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Pour réaliser une méthylation sur la position 2 de la thréonine, I’enzyme doit pouvoir
1- activer une liaison C-H appartenant au groupement méthyle et 2- fournir un radical methyl
au substrat ainsi activé. Ces deux impératifs pourraient étre remplis par une classe d’enzymes
Radical-SAM possédant dans leur séquence primaire, outre le motif CX;3CX,C, un motif
conservé capable de reconnaitre la méthylcobalamine connue comme précurseur de radical
méthyle.

Des séquences de ce type sont connues, cependant trés peu ont une fonction
déterminée et aucune de ces enzymes n’a été caractérisée in vitro. Une enzyme de C. crocatus
nommée Cndl méthyle une liaison -OCH; en -OCH,CHj3 dans des antibiotiques de la classe
des chondrochlorens. Bien que cette enzyme n’ait pas été€ caractérisée in vitro, sa séquence
primaire montre la présence du motif Radical-SAM et d’un motif de fixation de cobalamine

(117).

III-7-2) Analyse du génome de 7. maritima, clonage des deux méthylases

TMO0182 et TM0884.

L’analyse des séquences des protéines TMO182 et TMO0884 indique qu’elles
contiennent probablement un site de fixation de cobalamine. L’identification d’un tel site est
réalisée automatiquement par la base de données Uniprot. Les deux genes tm0182 et tm0884
ont ¢té clonés dans le vecteur pT7-7 pour obtenir les plasmides TMO182-Tm-pT7-7 et
TMO0884-Tm-pT7-7 (M&M, Tableau II-2).

Aprés transformation de ces plasmides dans la souche E. coli BL21(DE3) RIL",
différents tests de surexpression ont été réalisés. Ces tests se sont tous révélés négatifs et apres
extraction des tRNAs et analyse des nucléosides modifiés par HPLC, la présence de hn®A n’a
pu étre détectée. Pour tester les hypotheses développées ci-dessus, il est envisageable de
cloner les genes tm0182 et tm0884 dans le plasmide pDG148 de B. subtilis qui possede a la
fois t°A et ms*t®A. D’autre part, ces mémes expériences pourraient étre menées dans la souche
B. subtilis MGNA-C496 ne possédant plus ms*t°A afin de détecter la présence de hn®A. Ces
expériences exploratoires pourraient amener des éléments de réponse sur la biosynthese de
hn°A et ms*hn®A mais on ne peut pas non plus exclure une méthylation de type RImN ou Cfr

dont les séquences protéiques ne contiennent qu’un site de Radical-SAM.
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Comme beaucoup de modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles,
les modifications thiométhylées ne sont pas essentielles. On sait que certaines modifications
post-transcriptionnelles présentes dans les ARNt pourraient avoir des fonctions de régulation
dans des situations de stress (118) mais dans le cas des composés thiométhylés, la dynamique
de la présence de ces modifications n’a pas été étudiée sauf partiellement dans une étude
récente sur la MTTase MtaB (TmtB) B. subtilis (109). A I’inverse, une autre approche
consiste a évaluer le role moléculaire de ces modifications. Cette approche bien moins
spéculative que la précédente met en valeur le role de ces composés thiométhylés au niveau
de traduction. Ainsi, bien qu’aucune fonction moléculaire n’ait été¢ clairement identifiée pour
la modification ms89 de S12, plusieurs publications ont montrées un lien entre mutation de
résidus voisins, notamment le mutant K88R™ (119), et I’apparition de résistance a la
streptomycine. L’analyse de la structure du ribosome obtenue par Andrew P. Carter ef al. en
présence de streptomycine (120) révele que ms89 pourrait intervenir dans la reconnaissance
de I’adénosine 523 de I’ARN ribosomale 16S (Cf Annexe 1) et ainsi structurer cette boucle de
I’ARNr avec la m’G527 (Cf Annexe 2-B). Plus généralement, la présence de mutations dans
la protéine ribosomale S12 altére la traduction et a de multiples effets sur I’efficacité¢ de la
traduction (121). Enfin, il a été montré récemment que la protéine RRF (Ribosome Recycling
Factor) établit des contacts avec la protéine ribosomale S12 permettant a celle-ci de participer
a ’expulsion des ARNt déacylés (122).

Par ailleurs, une étude cristallographique récente montre que la présence de ms’i’A au
niveau de I’anticodon permet a la fois de structurer celui-ci et d’intervenir dans la
reconnaissance codon/anticodon (123) (Cf Annexe 2-A/C). De nombreuses publications ont
montré un lien direct entre absence de ms”i®A et augmentation des erreurs de traduction. De la
méme maniére, nous I’avons vu dans le chapitre III, I’absence de ms’t’A augmenterait le

risque de développer un diabete de type 2.

La biosynthése de ces composés thiométhylés nécessite des enzymes extrémement
spécifiques (MTTases) qui catalysent ces réactions par une chimie radicalaire. L existence de
ces systemes enzymatiques complexes montre que ces thiométhylations sont importantes pour

contrdler I’efficacité de la traduction et que les différents régnes du vivant les ont tres

* K87R sans la méthionine initiale.
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certainement conservés pour cette raison. Au cours de ce manuscrit, nous avons ¢tudié
I’insertion de soufre par voie radicalaire sur ces systémes afin de mieux comprendre leurs
mécanismes réactionnels. Ces travaux ont permis de démontrer pour la premiére fois, que le
soufre inséré lors de la catalyse, ne provient pas de la dégradation d’un centre [Fe-S] mais
d’un soufre terminal coordiné sur celui-ci. Ainsi, les holo-MTTases sont actives lorsqu’elles
possedent deux centres [4Fe-4S]. De ce fait, le deuxiéme centre ne doit plus étre considéré

comme un co-substrat de la réaction mais bien comme un cofacteur nécessaire a I’enzyme.

Les résultats obtenus avec les MTTases permettent d’envisager de nouveaux
mécanismes réactionnels pour les autres systemes impliqués dans I’insertion de soufre par
voie radicalaire. Nous avons vu que I’ensemble des enzymes de cette sous-classe possede
deux centres [Fe-S] et s’il est acquis que le centre Radical-SAM est impliqué dans la
formation du radical 5’-désoxyadénosyle, les expériences réalisées sur 1’holo-RimO et I’holo-
MiaB montrent que le deuxiéme centre appelé « site soufre » pourrait activer le soufre de
manicre radicalaire. Bien que les preuves de I’existence de cet intermédiaire radicalaire soufré
restent a apporter, il est tentant de proposer 1’existence d’un tel intermédiaire dans le « site
soufre » des biotine et lipoate synthases. Aucune expérience dans la littérature n’est en
contradiction avec I’existence de ce type d’intermédiaire. Alors que, dans la biotine synthase,
un atome de soufre pourrait étre activé sur le centre [2Fe-2S], on pourrait envisager que la
lipoate synthase puisse activer non pas un ion sulfure mais plutdt un ion persulfure permettant
I’insertion directe des deux atomes de soufre simultanément. Cependant, comme 1’a dit Arthur
Kornberg, il ne faut pas croire que quelque chose est juste parce qu’on peut I’expliquer (124)
et donc, il faut espérer que ces travaux servent de base pour poursuivre les études de ces

systémes enzymatiques fascinants que sont les MTTases.
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Annexe 1 :

Annexe 1: Structure de la protéine ribosomale S12 (rouge) ainsi que d’une petite portion de ’ARN

ribosomale 16S (A510-A540) en présence de la streptomycine (vert) (PDB 1FJG) (120). Les
lysines 917 et 46" de la protéine ribosomale S12 (noir) intervienne dans la fixation de la

streptomycine. L’asparate 92 de la protéine ribosomale S12 (cyan), cible de la MTTase RimO est
modélisé sans son groupement thiométhyle.

* D’aprés Uniprot ces acides aminés correspondent a : K88, K43, D89.
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Annexe 2 :

(A)

(B) (©)

Phe

Annexe 2 : Positionnement de deux ARNt (Cyan, Orange) dans les sites A et T au sein du ribosome
procaryote lors de la reconnaissance I’anticodon du codon sur ’ARN messager (Bleu); La
protéine ribosomale S12 (rouge) est en intéraction avec I’ARN ribosomale et ARN messager
(PDB :31ZV) (125).
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