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Introduction : Partie |

|. Oxygéne, respiration et stress oxydant

L’oxygene est indispensable a la vie aérobie. Cagpetn lorsque la vie est apparue sur
terre il y a 3,5 milliards d’années, I'atmosphéeccontenait pas d’oxygéene gazeux)(@’est
grace a l'activité des organismes photosynthétiqileg a deux milliards d’années, que
'oxygéne a pu s’accumuler dans I'atmosphére. Het,efes organismes (plantes, algues ou
cyanobactéries) utilisent I'énergie lumineuse ploumer de I'oxygéne a partir de molécules
d’eau et de source de carbone inorganique,)QCette accumulation d’adans I'atmosphere
est a l'origine de la premiére crise écologiqueaunsg avec la disparition de 80 % des espéces
vivantes. L'oxygene est apparu alors comme une cut@étoxique. Cependant, certains
organismes ont persisté en développant des méaamidenconsommation d’oxygene a partir
des systemes enzymatiques existant, comme par éx&apNO-réductases qui ont évolué en
cytochrome oxydasg®e Vries and Schroder 2002}es nouvelles enzymes se sont avérées
étre un avantage sélectif de premier ordre. Lemrosgnes les contenant pouvaient non
seulement détoxifier I'environnement de I'oxygeneisn également utiliser Ocomme
accepteur terminal d’électrons dans des processusespiration conduisant a la synthese
d’ATP. De plus, le couple £H,0 ayant un potentiel redox (E° = + 1,21 V/ENH) beaup
plus élevé que le potentiel redox des accepteursiriaux d’électrons retrouvés dans les
chaines de respiration anaérobie (E° = + 0,43 V/BEMr le nitrate/nitrite ou E° = + 0,03
V/IENH pour le fumarate/succinate), la respiratiogrohie est donc plus favorable
énergétiqguement que la respiration anaér@brescott et al. 2003)Malgré ces adaptations
métaboliques essentielles, I'oxygéne reste toxue les organismes aérobies. Il peut subir
plusieurs réductions monoélectroniques successibesitissant a la formation d’espéces
partiellement réduites de l'oxygene appelées Esp&deactives de I'Oxygene (ERO ou
ROS pour Reactive Oxygen Species) (Figure 1).

4 e (respiration)
O, » H,O

L le +2H 1e 4)
le
le” 02._ » HO, » HO + HO™

»

Figure 1 : Réductions partielles de I'Qconduisant a la formation du radical superoxy@g), du peroxyde
d’hydrogene (HO,), du radical hydroxyle (HQ et de I'anion hydroxyle (HQ.

Ces ERO sont beaucoup plus toxiques que ne l'esydéne lui-méme et sont a

I'origine du processus de stress oxyd@ntlay 2008) Les ERO peuvent étre des especes
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Introduction : Partie |

radicalaires, telles que le radical superoxydeé ©u le radical hydroxyle HOou non
radicalaires telles que le peroxyde d’hydrogen®iChacune de ces espéces possede une
réactivité différente(Winterbourn 2008) Le radical superoxyde (0) est le principal
précurseur des autres ERfnlay 2008) De plus, en réagissant avec le monoxyde d’azote
(NO), il forme I'anion peroxynitrique (ONOPQqui est un puissant agent nitrant et oxydant.
En se dismutant, il forme le peroxyde d’hydrogadgd;) qui, par la réaction de Fenton, est a
I'origine de la formation de I'espece la plus taxégpour la cellule, le radical hydroxyle
(HO)). HO est un agent oxydant trés puissant vis-a-vis deesoles macromolécules
présentes dans la cellule. L'oxygéne peut égalemerntansformer en oxygene singulet au
cours de réactions photochimiques. Il induit deswahages cellulaires similaires a ceux que
produit HO.

|.1. Production, Propriétés et Cibles des ERO

Un schéma récapitulatif de la production, de latieéé et des cibles des ERO dans

les cellules eucaryotes et procaryotes est repeada fin de cette partie (Figure 4).

1.1.1. Le superoxyde O ,~
Production de O ™~
L’oxygene est utilisé comme accepteur final d'él@es pour la respiration, au niveau

de la membrane interne pour les procaryotes et datbchondrie pour les eucaryotes (Figure
2).

2H+
NADH NAD FADH, FAD wd,  Ho  ABPRIc ATP
Suceinate Fumarate Fen ‘\_)

Complexe | Complexe 1l Complexe 1l Complexe IV ATP Synthase
NADH-ubiguincne Succinate-ubiguinone Ubiguinone-cytochrome Cytochrome
Réductase réductase C réductase oxydase

Figure 2 : Chaine respiratoire mitochondriale.
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Dans les deux cas, eucaryote et procaryote, len bl la respiration cellulaire
correspond a la réduction a quatre électrons deg/déne conduisant a la formation d’'une
molécule d’eau et d’'une molécule d’ATMetzler 2001) Cependant, certaines molécules de
dioxygene peuvent étre réduites a un seul élecpongipalement au niveau de la NADH
ubiquinone réductase de la chaine mitochondriaptexe I). Ceci aboutit & la formation du
radical superoxyde () qui, par la suite, peut se dismuter spontanémenpesnxyde
d’hydrogene (HO,) et étre a l'origine de la formation du radicaldhgxyle (HO) (Imlay
2003; Gutteridge and Halliwell 2000).

Cette fuite d'électrons correspond a environ 0,2d& dioxygene utilisé pour la
respiration et représente 75 % dd~(Qproduit dans la cellul¢lmlay 2008; Cadenas and
Davies 2000)Ainsi la respiration pour les cellules eucaryod¢gprocaryotes est la source
principale de formation de 0. Cependant, © peut également étre produit au niveau
cytosolique notamment par la xanthine oxydase eaptoxydation des flavines réductases,
des glutathion réductases et de certains xénobegigmlay 2008; Massey 2000LChez les
eucaryotes, la source la plus importante dé& @pres la respiration mitochondriale est la
NADPH oxydase localisée dans les cellules phagoegtéDeCoursey and Ligeti 2005Les
cellules constituent un maillon important de l'immitié innée. En effet, la présence de
microorganismes pathogeénes dans les organismesyetesaactive la NADPH oxydase dans
la membrane du phagosome qui produit alors unifiyportant de @. Celui-ci se dismute
pour former HO, qui, par I'action de la myéloperoxydase produitl'deide hypochloreux
(HOCI) responsable de [I'élimination des microorgams pathogenes dans la cellule
(Hampton et al. 1998)C’est ce que I'on appelle le « burst oxidatifgyj est un processus
vital pour la défense des cellules contre les moiganismes pathogenegWinterbourn
2008).

Réactivité de O ,™

Bien que @~ soit une espéce radicalaire et qu'il soit d'un npode vue
thermodynamique a la fois oxydant et réducteur@g ( H.O,) = + 940 mV/ENH et E (©/
0,7) = - 160 mV/ENH), il reste peu réactif vis-a-viesdmolécules biologiques et sa diffusion
est trés limitédSawyer and Valentine 1981)ne de ses principales carcatéristiques est de se

dismuter trés rapidement pour formeiQd selon I'équation (1).

20,7 + 2H* — H.O, + O (1)
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O, et les centres Fe-S

Dans les années 90, il a été cependant mis ennéeadgu’il existait des cibles
spécifiques du © dans les cellules, notamment certaines enzyntestaes [Fe-S]. Il a été
montré que @ inactive spécifiguement les deshydratases en oydar centre [Fe-S]
(Figure 3)(Imlay 2006; Flint et al. 1993)Cela concerne par exemple les aconitases et les
dihydroacides deshydratases impliquées dans layfilusse des acides aminés branchés
(Boehme et al. 1976 ette oxydation entraine la destruction partidliecentre [Fe-S] et la

libération dans la cellule d’atomes de fer soumFé* (Figure 3).

R \\\\SCys R \\\\SCys
S S Fe
\ 0,™+2H" H,0, @ \

Scys L@> SH \—/4 Scys a S
S - =
W | W e

SCys SCys
S S
Active Inactive

SCys

Figure 3 : Oxydation d'un centre [4Fe-4S] de deshydratase Qar.

Bien que la détérioration du centre [4Fe-4S] entraine inactivation de ces enzymes,
il a été montré que I'effet toxique deOrésulte surtout de la libération de fer dans lhleg
sous une forme dite libre. Ces derniers catalytenmtaction de Fenton qui conduit a la
formation du radical HGrés réactifimlay 2006 ; Keyer and Imlay 1998)es deshydratases
a centres [Fe-S] sont des enzymes abondantes éarcellules et leur présence constitue
actuellement I'origine majeure de la toxicité dg ©hez les eucaryotes et les procaryotes.

Oz._ et NO

0O, peut également réagir avec le monoxyde d’azote) (BOduit dans les cellules
eucaryotes par lactivité des NO synthases (NOS)rpormer I'anion peroxynitrique
(ONOOQ). L'anion peroxynitrique est un agent oxydant itamt trés puissant. Il peut réagir
avec le dioxyde de carbone pour former du carbof@@?) et un radical dioxide nitrique
(NO7") qui oxyde I'’ADN et les protéing&Vinterbourn 2008)

L’oxydation des protéines par I'anion peroxynitrgaboutit a la nitration des résidus
aromatiques et soufrés. La nitration des tyrospeeag empécher la phosphorylation de celles-

ci et perturbe certaines voies de transductionigioak (Radi et al. 2001)La formation de
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ONOQO peut avoir pour consequences des cassures de’AMNdgar oxydation ou nitration
des bases en formant par exemple des 8-oxo oudynéninesRadi et al. 2001

1.1.2. Le peroxyde d’hydrogene (H ,0,)

Production et réactivité¢ de H ,0»

H.O, est principalement formé par la dismutation d& Q&quation 1). Il est aussi
produit dans les peroxysomes par des oxydases cdmraetate oxydase ou la glucose
oxydase dont I'activité libére de grandes quantitésO, (Imlay 2008)

H.O, est trés oxydant mais reste relativement peu ifédams la cellule. Il peut traverser
librement les membranes biologiques et donc agezakin de son lieu de formatigimlay
2008)

Toxicité d'H 5,0,

En dehors du fait que K, est un substrat de la myéloperoxydase dans les
phagosomes, sa toxicité principale est liée a sgplication dans la réaction de Fenton
(équation 2). KO, peut étre réduit par du fer ferreux en 'HGutteridge and Halliwell 2000)
Comme cela a été décrit préecédemment, ce fer plere provenir de la dégradation des

centres [Fe-S] des deshydratases par O

Fe* + H,0, ——» HO + HO + Fe* (2
4 |

Ferriques réductases

La réaction de Fenton peut étre généralement cérégsidcomme catalytique dans la
cellule car le fer ferrique B&peut étre réduit en Fegrace a la présence d’enzymes trés
actives dans la cellule, les ferriques réductagesutilisent le NAD(P)H comme donneur

d’électrons(Woodmansee and Imlay 2002)
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1.1.3. Le radical hydroxyle (HO ")

Production de HO °

HO" est le plus toxique des ERO. Dans la celluleeilferme uniqguement par la
réaction de Fenton (équation 2), impliquant pria@ment le fer ferreux (B8 libre mais
aussi le cuivre (C0 disponible dans la cellulg&utteridge and Halliwell 2000)

Notons qu'il est considéré que seules les formtes dibres du fer, par opposition aux
formes associées aux métalloprotéines, peuveniysatda réaction de Fenton. Bien que la
nature exacte de ces formes libres du fer resteremeu définie, il n'en demeure pas moins
gu’elles sont généralement décrites comme les ®rdwefer les plus dangereuses pour la

cellule du fait de leur implication dans la réantite FentorfPierre and Fontecave 1999)

Réactivité de HO *

Le radical HO est extremement réactif et a une durée de vidiinitge (inférieure a
la microseconde). Il réagit pratiguement au niveawson lieu de productigiutteridge and
Halliwell 2000),selon trois modes d’actiofWinterbourn 2008)
- en arrachant un électron
- en arrachant un atome d’hydrogém¢Q° + RH — > H,0O + R’
Dans ce cas une nouvelle espéce radicalaire appaf@@ut étre impliquée par exemple dans
I'initiation des réactions en chaine responsabéelagberoxydation lipidique.
- en s’additionnant sur les doubles liaisonslO® + >C=C< —— >'C-C(OH)-
entrainant par exemple I'hydroxylation de basesqpes et pyrimidiques de I'ADN et de

certains acides aminés aromatiques.

Cibles de HO®
 Les protéines
Les principales modifications de H®ur les protéines sont des oxydations d’atomes

de carbones. Au niveau de la chaine principaleadeles aminés, ces oxydations conduisent a

des fragmentations ou a des pontages covalentgriotéiques. Au niveau des chaines
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latérales, elles entrainent une perte de la fomatetalytique ou structurale de la protéine

modifiée(Davies et al. 1987).
 Les lipides

L'oxydation des acides gras membranaires par’, H&ppelée processus de
peroxydation lipidique, est un mécanisme de dégi@dan chaine conduisant a la formation
d’hydroperoxyde (ROOH) instable. H&st capable d'arracher un hydrogéne sur les alcénes
présents sur la chaine carbonée des lipides. De petoxydation lipidique découle une
diminution de la fluidité membranaire et donc unkération du fonctionnement des
membranes cellulaires, des dépots de lipides oxyadiés les vaisseaux ou les tissus ages et de
I'apparition de dérivés potentiellement carcinogerels que des diénes conjugués, des
aldéhydes, ou encore des alcafirsickdorfer 1998)

 L'ADN

Les oxydations de 'ADN par HOse font au niveau des sucres et des bases des
nucléotides. Concernant les sucres, l'arracheméam #ydrogene entraine une coupure
monobrin et la libération de la base corresponddrdestructure double brin de 'ADN est
alors fortement perturbée. Au niveau des bases,pd@ arracher un atome d’hydrogéne ou
s’additionner sur les doubles liaisons riches ectébns. Ceci ne crée pas de coupure de brin
mais peu fortement perturber les processus decatioin, de transcription et de traduction.
Ces événements conduisent a des mutations quirn@e,tgeuvent étre responsables du

vieillissement ou de la mort cellulai(elenle and Linn 1997; Cadet et al. 1999).

1.1.4. L'oxygéne singulet ( 'O,)

Le dioxygéne se caractérise par un état électrendttriplet €O,), avec la présence
de deux électrons non appariés ayant le mémedétaspin. C'est donc un diradical.
L’oxygéne singuletO, correspond au dioxygéne dans un état électrorégaiéé ou les deux
électrons sont appari¢Bryor et al. 2006)'O, apparait au cours de réactions photochimiques,

soit par I'action de la lumiere visible soit paadtion de rayonnements ultraviolets lointains
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sur divers pigments biologiques comme les flavi@ss pigments absorbent des photons, un
état excité apparait alors dans leur structurerélgique, puis I'énergie libérée lors du retour
a I'état fondamental est transférée & I'oxyg@Reyor et al. 2006) 'O, est particuliérement
réactif et diffuse tres bien a travers les membranes. Ut pecepter un doublet d’électrons
pour former des peroxydes. Il a pour cibles biaijags les membranes, 'ADN et les
protéines sur lesquelles il induit des dommagesia@ies a ceux produits par HQ@Pryor et
al. 2006).

'0, peut également apparaitre durant les cycles dexydation lipidique. Par
exemple, les dommages cellulaires occasionés eregposition de la peau a la lumiere
visible, sont en partie dues & la productiofOdlors de la peroxydation lipidique, amplifiant

ainsi les processus d’oxydati@ryor et al. 2006)

Mbrane
Ni\p‘t‘\f\one Plasmique
U;&uc(asp‘:ocar\'o ° Xanthine
+1a (Ge\\u‘6 oxydase
0, ,
hypoxanthine
H,0 oxydase (o)
NADP*
0, d
myeloperoxydase
o NADPH P
xanthine
02
] . . 0. Glutathion & Flavine

Paroxysome
(cellute eucaryots)

- 3 s Sl P autooxydation Réductase  Réductase
gl o Lo
a1t dismutation NO Cycles redox Xénobiotiques
Cyi\\\\d o

Inactive pae %

Fe2* H,0, ONOO-
Réductase T o,
Fenton / '-wa‘% \ (Celiule sucaryofe)
Fe3+ ) ‘.. ADN @-;/' oxydation
3 N w7 weyas T i Oxydation
; HO" (cellute eucaryots) etfou
[ 1 \ nitration
: I @
oxydation ?{?\',‘? P\as‘“
5 7 O\
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& protéines

Figure 4 : Production, réactivité et cibles des ERO dans Iéfér@nts compartiments cellulaires.
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|.2. Les systemes de défense

L’'adaptation des cellules a la présence d’oxygeares datmosphére s’est faite par le
développement de différents systemes de détoxditates ERO. Ces systémes peuvent étre
soit enzymatiques, soit non enzymatiques fonctiohnainsi comme des piégeurs

stoechiométriques d’ERO.

[.2.1. Systémes moléculaires non enzymatiques

Chez les mammiferes, il existe deux types de mtdsantioxydantes dont I'efficacité
est directement liée a leurs concentrations danselmle ainsi qu'a leurs capacités de
régénération(Winterbourn 2008)
-Les antioxydants d’origines cellulairesles thiols, comme par exemple le glutathion, qui
réduisent HO, et HO.
-Les antioxydants d’origines alimentairesl’ascorbate (vitamine C) qui réduit QHD," et
HO,'. Les tocophénols liposolubles, les caroténoiddssepolyphénols qui réduisent QH
RO, et'O; et inhibent ainsi les réactions en chaine de taxyeation lipidique(Schafer et
al. 2002; Pryor et al. 2006)

Afin de conserver un faible taux global d’ERO d#msellule, ces molécules doivent

étre néanmoins assistées par des systemes defigatma enzymatiques.

|.2.2. Systémes enzymatiques

Il existe plusieurs enzymes capables de réduiterfnt la concentration de certains
ERO dans la cellule. Ces systemes enzymatiquesspeénifiques pour une espece donnée. lls

concernent principalement I'élimination du radisaperoxyde et des peroxydes.

1.2.2.1. Systémes de défense contre O ;™

Jusqu’au début des années 2000, le seul systergmatigue connu pour éliminer le
superoxyde était la superoxyde dismutase (S@Bylovich 1986) Cette enzyme catalyse
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tres efficacement la réaction de dismutation dwesuypyde en KO, et G, avec une constante
de vitesse proche de la vitesse de diffusion ddéaules en solution (équation @ridovich
1986) Les SODs sont des métalloprotéines présentestoheZes organismes aérobies, des
bactéries aux organismes supérieiiisdovich 1997) Il existe quatre classes de SODs qui
different selon la nature du métal lié au sitefgétionso et al. 2007)

- les SODs a fer, présentes uniquement dans |éériesc

- les SODs a manganese, dans les mitochondries battéries

- les SODs a cuivre/zinc, dans le cytoplasme, hdaraplastes et les peroxysomes des
eucaryotes

- les SODs a nickel, uniqguement dans les bactéries
Les SODs a fer et manganése ont une structureasienimais n’ont pas d’homologie
structurale avec les SOD a nickel et a cuivre/zing,sont entre elles également différente.
Dans tout les cas, le métal se trouve a l'intéramuta protéine et le O parvient au site actif
grace a un canal composé d’acides aminés chargégp@nt une attraction électrostatique
vers le métal.
Le mécanisme catalytique des SODs est le méme wpiedqit la nature du métal. Il se
décompose en deux demi-réactions, faisant inter@ii alternativement en tant qu’oxydant
(équation 3a) et réducteur (équation 3b) vis-eduisnétal (M).

Mox + 02._ —> Mred + O2 (33.)
IVlred + 02._ + 2H+ Mox + HZOZ (3b)
20,7+ 2H" —>» 0, + H20, (3)

La SOD joue un role central dans la lutte contrstiess oxydatifCarlioz and Touati
1986, Imlay 2003)Son absence chez les procaryotes entraine dastsléle croissance ainsi
qu’'une augmentation du nombre de mutations spoesaag niveau de I'’ADNFarr et al.
1986) La majeure partie de ces phénotypes résulte idactivation des deshydratases a
centre [Fe-S] par le superoxy@€eyer and Imlay 1996).es SODs sont donc des enzymes
indispensables a la survie des cellules en préséa@e(Carlioz and Touati 1986; Imlay
2003).

Il'y a une dizaine d’années, deux équipes ont raootmjointement que certaines
bactéries anérobies et microaérophiles utilisaientautre systeme enzymatique permettant

I'élimination du superoxyde. Il s’agit de la supeyde réductase (SOR)Lombard et al.
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2000a; Jenney et al. 1999 a SOR catalyse I'élimination du superoxyde aréduction
monoélectronique de L pour produire HO, sans formation d’@moléculaire (équation 4).

La description approfondie de cette enzyme eseptés au chapitre .
02._ + le” + 2HW ——» H,O, (4)
Régulation des systemes de détoxification d€ O

La présence d’ERO induit une adaptation métaboliqueimplique a la fois des
systémes de détection et de réparation. En ceomagiecne la réponse a I'augmentation de la
concentration en £, d’'une facon générale peu de choses ont été elgctiez les organismes
supérieurs. C’est chez la bactéEscherichia coliqgu'un systéme de régulation a un stress
0O, a été le plus clairement identifié. Il s’agit douple de protéines SoxR/SoxS (Figure 5)
(Tsaneva and Weiss 1990; Greenberg et al. 1990).

inactive

SoxR
[2Fe-2S]*
SoxR SoxR
- oo, — €Y — IR
[2Fe-2S]%, [2Fe-2S]% S0X S Réguion sox RS

Figure 5 : SoxR/SoxS, mécanisme de la réponsgachez E. coli.

O2|_

active

Le régulateur transcriptionnel SoxR est une métatitgine activée uniquement
lorsque son centre [2Fe-23Jst sous sa forme oxydée [2FeZ$ptorz and Imlay 1999 e
régulateur est un senseur redox puisque c'gstqDi oxyde son centre métallique et active
ainsi la transcription du gene codant pour Soxguiféi 5)(D'Autreaux and Toledano 2007).
SoxS induit alors I'expression d'une douzaine deegéorganisés en régul@mxRS Ce
régulon inclue le génsodA codant pour la SOD a Mn éliminant le superoxydss déenes
codant pour des protéines de réparation de 'ADNMiajue le gene de la protéine Fur qui

régule I'incorporation du fer dans la cellule (volrapitre 1.2.2.3]Storz and Imlay 1999)
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[.2.2.2. Systemes de défense contre H ,0,

Les deux principaux types d’enzymes impliqués dandétoxification de kD, sont
les catalases et les peroxydafleday 2008) Elles prennent ainsi le relais de la superoxyde

dismutase qui transforme,Oen HO; et G (Figure 6).

02 ) SOD: Superoxyde Dismutase
CAT: Catalase
GPx: Glutathion Peroxydase
\ H,O + GSSG
H,O + O,

Figure 6 : Systémes enzymatiques de défense conitret®,0,

m Les catalasesont des tétrameres de 60 a 70 kDa. Chaque sdaspassede un site actif
héminique catalysant la dismutation deCpHl en Q et HO (équation 5)Chelikani et al.
2004).

Catalase

2 H,0, ——» 2H0 + O (5)

Chez les eucaryotes, les catalases sont principalelocalisées dans les peroxysomes. Chez
les procaryotes, elles se situent dans le cytoas®elon la concentration en,®}, la
catalase ne va pas réagir de la méme f@goandalios 2005)

- Si la concentration en J, est faible (inférieure a 1 uM), elle catalyse wéaction de
peroxydation ou différents substrats, potentielleinexiques, peuvent étre oxydés.

- Si la concentration enfB, est élevée, I'enzyme joue alors son rble de csagcandalios
2005). L’atome de fer du groupement héminique réalise cogpure hétérolytique de la
lisison O-O de HO,, créant ainsi une molécule d’eau et une especexferhautement
oxydante. Celle-ci peut ensuite oxyder une autréoute d’HO, pour former du dioxygene
(Figure 7).
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(Radical porphyrinyle)

HZOZ
Heme Heme
Fell Fev=0 +H0
l HZOZ
Heme
Fell +H,0 + O,

Figure 7 : Mécanisme d’élimination d'}D, par la catalase.

m Les peroxydasessont des petites protéines qui catalysent la rémuet 1 électron des
peroxydes (R-OOH) en leur alcool correspondant f:-CElles possedent en général une
cystéine au niveau de leur site actif capable dise¥ une attaque nucléophile sur la fonction
peroxydique. Cette réaction conduit a la libératienROH ainsi qu’a la formation transitoire
d’un acide sulfénique (R-SOHWood et al. 2003)Cet acide sulfénique réagit avec une autre

cystéine pour former un pont disulfure (équation 6)

R-SH + H202 —_— R-SOH + Hzo

R-SH

thioredoxiné

glutathion
R-S-S-R (6)

Les peroxydases sont ensuite régénérées par lati@duwles ponts disulfure selon deux
grandes voies, celle des thiorédoxines et cellglutathion(Bindoli et al. 2008)
Il existe différentes familles de peroxydases :

- les peroxyrédoxines : ces protéines peuvent émoHdomériques ou monomériques et
conduisent respectivement a la formation d’'un gbsalfure intermoléculairéWood
et al. 2002)ou intramoléculair¢Seo et al. 2000)

- les glutathion peroxydases : ces sélénoenzymescapables de catalyser la réduction
des peroxydes. Leur activité catalytiqgue reposel’snydation d’'une sélénocystéine
en acide sélénique et a sa réduction par le glotatRienle and Linn 1997; Ursini et
al. 1995).
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Enfin, un autre type d’enzyme a été décrit chetagws bactéries comme capable d’éliminer
les peroxides dans la cellule. Il s’agit de la @npthrine qui porte une activité NADPH
peroydase. Son site actif est constitué d’'un cedineicléaire de fer et elle réduit une

molécule d’'HO, en 2 molécules d’eau en présence de NADPH.

Régulation des systemes de détoxification des pgies

Selon les organismes, il existe différents systédeslétoxification des peroxydes.
Trois exemples parmis les mieux décrits sont ptésedans cette partie : OxyR, PerR et
Yapl/Orpl.

® Chez la bactérie E. coli

Pour cette bactérie, le senseur £ est un facteur de transcription appelé OxyR
(Zheng et al. 1998Alors que son équivalent pousQ SoxR, est un systéeme senseur a centre
Fe-S, l'activation d’OxyR par ¥D, est basée sur une chimie d’oxydation de cystéDesax
cystéines particulieres de OxyR, les cystéines €lt9208, réagissent aveg® pour former
un pont disulfure intramoléculaire. La forme oxydéssultante crée un changement de
conformation et permet la fixation d’OxyR sur 'AD&lL niveau de la séquence promotrice
(Storz et al. 1990)OxyR recrute alors I'ARN polymérase pour amoreetranscription des
genes du régulon OxyR (Figure @ullik et al. 1995) Ce régulon est composé de genes
codant pour I'hydroperoxydase I, pour I'alkyl hgderoxide réductase et pour la glutathion
réductase qui permettent I'élimination des perosydlecomprend aussi le géne de la protéine

Fur qui régule l'incorporation du fer dans la chlafin de limiter la formation de HO

inactive
SH SH
H,0, Glutathion
Fixation
. —_—)
active sur 'ADN Régulon oxy R
S———S

S——S

Figure 8 : Fonctionnement du systéme OxyR en réponsga ¢thez E. coli.
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™ Chez la bactérie B. subitillis

Il existe des systemes alternatifs a OxyR cheztdBalworganismes procaryotes tels que
le répresseur PerR. C’est un senseur@3présentant des homologies de séquence avec la
protéine Fur et qui a été identifié pour la premiévis chezBacillus subtilis (Bsat et al.
1998).1l a été retrouvé chez de nombreuses autres mEctéram + et Gram — n’ayant pas le
systéme OxyRBsat et al. 1996)PerR est une métalloprotéine contenant un atcenant
(zn?") ainsi qu’un atome de fer (E® ou de manganése (¥ lié & deux histidines et un
aspartate. Le centre catalytique?*Feéagit avec b, selon une chimie de type Fenton,
oxydant une des histidines ligands en 2-oxo-hisidLatifi et al. 2009) Cela conduit a
I'inactivation irréversible du répresseur PerR da aranscription des genes codant pour les
catalases, peroxydases et enzymes de la biosyrtbédemefl atifi et al. 2009)(Figure 9).

C’est un mécanisme tres différent de celui d’OxyRle SoxRS.

H,0

M

o

Pas de transcription du régulon de PerR Transcription du régulon de PerR

Figure 9 : Mécanisme d’action de PerR en réponse,@4thez B.subtilis.

i Chez la levure Saccaromyces cerevisiae

Chez la levure, la réponse a®4 se fait grace a un relais entre deux protéines ¥p
Orpl (Moyerowley et al. 1989; Delaunay et al. 20@Bigure 10). En absence d&,, Yapl
est continuellement importée dans le noyau parpldrtine PSE et exportée dans le
cytoplasme par I'exportine Crm@uge et al. 1997)Le peroxyde d’hydrogéne oxyde la
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cystéine 36 d’Orpl en acide sulfénique (§380H). Cette espéce réagit avec la cystéine 598
de Yapl pour former un pont disulfure intermoléoelajui est converti en pont disulfure
intramoléculaire entre les cystéines 303 et 598 @&l (Toledano et al. 2004)Ce processus
conduit a un changement de conformation de Yaplegupéche la complexation avec
I'exportine Crm1 mais n’empéche pas I'import de Yajans le noyau via P$Pelaunay et

al. 2000) La concentration de Yapl dans le noyau augmeats at permet I'activation de
I'expression des génes du régulon composé de 7@ipes telles que les SODs et les

enzymes de la voie de biosynthese de la thioredadinlu glutathion.

Absence d'H,Q, Présence d'H,0,
orp1 +— M0
Yap1
Pse /
Yap1 Yap1 Pse
Yap1 Cytoplasme

Membrane nucléaire

Yap1 oK
Yapl — Yap1 Yap Yap - ﬁ\\(ap{Qm\
Crm1 Transcription du régulon
Crm1
Yap1 Yap1 Noyau

Figure 10 : Mécanisme de Yapl / Orpl en réponse@itthez S. cerevisiae.

1.2.2.3. Systémes de défense contre le radical hydr oxyle HO®

Il n'existe pas de systeme enzymatique pouvantigdinme radical HQ Le principal
moyen de protection que la cellule a mis en ceustrel’éviter au maximum sa formation qui
se fait uniguement par la réaction de Fenton. Guleessite a la fois de limiter la
concentration de fer libre dans la cellule (régafatle I'incorporation du fer, élimination du
superoxyde) et d'éliminer le peroxyde d’hydrog@méce aux catalases et aux peroxydases
(Keyer and Imlay 1996)
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Régulation de la production de HO

Deux systemes de régulation permettant de contfdlement la quantité de fer
incorporée dans la cellule ont été décrits cheniganismes vivants.

Chez les procaryotes la protéine Fur est le régulateur transcriptionglebal de
I’'hnoméostasie du fer (Figure 1)ee and Helmann 2006pans des conditions de croissance
normale, les bactéries sécretent des sidérophariesogt piéger le fer dans le milieu de
culture. Ce fer complexé sous forme ferrique *{Feentre alors dans la cellule par
I'intermédiaire de transporteurs transmembranaifgses réduction, le fer est libéré puis
stocké ou incorporé dans les apoprotéines. En mrés#une grande quantité de fer dans la
cellule, Fur est activée par la métallation de diemxerreux (F&) et inhibe la synthése des
sidérophores et des protéines transmembranaires &rant sur les régions promotrices des

ADN codant pour ces sytem@&/andersman and Delepelaire 2004)

Sidérophore—@ @

Sidérophore

réduction
ron: — Sidérophore@
"o e

HO"
Fur —_ Fur- Fixation
jé TADN

Figure 11 : Systeme de régulation de 'incorporation du fer sléas cellules procaryotes.

En limitant la concentration des ions’Eébres, cette régulation diminue ainsi la prodowti

de HO par la réaction de Fenton.

Chezles eucaryotesc’est I'aconitase du cytosol qui régule 'incoration du fer dans

la cellule (Figure 12JEisenstein and Ross 2002)
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Carence en fer Abondance de fer
Aconitase demetallée(IRP) Aconitase metailée
ARNm Transferrine 5 .! 3 5 Q 3
l \/ (pas de dégradation de FARNm) * (dégradation de '’ARNm)
Transferrine Transferrine

ARNM Ferritine 5 3 5 W 3

* (blocage de la traduction de FARNm) l \f (traduction de 'TARNm)
Ferritine Ferritine

Figure 12 : Systéme de régulation du fer dans la cellule euwtarysystéme IRP/Aconitase

Cette enzyme existe sous deux formes : aconitaBePe{lron Responsive Element).
Lorsque la cellule est en carence de fer, la fatéraétallée de I'aconitase (IRP) se fixe sur la
partie 3’ de ’TARNm codant pour la transferrinedi@ine de transport du fer dans la cellule)
et empéche sa dégradation. Le transport du fer ldacallule est alors possible. IRP se fixe
aussi sur la partie 5° de 'ARNm de la ferritinerqf®ine de stockage du fer) et bloque sa
traduction. Le stockage du fer est alors inhib@sgaoe le fer est en abondance dans la cellule,
c’est la forme aconitase métallée qui est présdams la cellule et ne se fixe pas sur TARNm.
L’ARNm codant pour la transferrine est dégradésatjue la traduction de la ferritine devient
possible. Le transport du fer est inhibé et legda¥sent dans la cellule est stocké dans la

ferritine (Eisenstein and Ross 2002).

Ces deux systémes permettent de réduire au maxifapparition de fer libre dans la

cellule et ainsi la production de Hengendrée par la réaction de Fenton.

1.3. Conséquences du stress oxydant

Dans des conditions normales de vie cellulaire,observe un équilibre entre les
processus de production et d’élimination des ER@sdue cette balance est en déséquilibre,

les ERO se forment en exces dans la cellule. C&egui caractérise le stress oxydant.
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Ces exces d’'ERO contribuent au développement dadieal par dérégulation de
signaux de transduction et/ou par des dommagesatifg/dur les macromolécules cellulaires.
L’importance du stress oxydant dans de nombreua#®lpgies est maintenant largement
déemontrégSalvemini et al. 2002Ainsi le stress oxydant est impliqué dans le tipmement
de maladies cardiovasculaires de type artériosaéi@alderén et al. 2008)de maladies
rhumatologiques(Mirshafiey and Mohsenzadegan 200&e certains cancerd.oft and
Poulsen 1996; Valko et al. 2006l encore dans I'hépatopathie alcoolique. Dansasg |l
semblerait que I'éthanol entrainerait au niveadod®l une augmentation du stress oxydant et
donc de la concentration des ERO responsables uendges cellulaires irreversibléBe
Minicis and Brenner 2008).

Le stress oxydant est aussi impligué dans certamakdies neurodégénératives
comme les maladie d’AlzheimgZana et al. 2007¢t de ParkinsorfYoudim and Riederer
1997; Zhou et al. 2008)e syndrome de Down (trisomie 2Martin et al. 1996; Zana et al.
2007) ou la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA) provegupar diverses mutations
ponctuelles de la Cu-ZnSOIlHayashi 2009) La maladie de Creutzfeld-Jakob (maladie
neurodégénérative non héréditaire) est liee a édatibn du cuivre par le prion qui induirait
une perte d’activité des Cu-ZnSODs et des GSH-tédagOnodera et al. 2006)

|.4.R6le des ERO dans la signalisation cellulaire

Les ERO n’ont pas uniquement des propriétés tosiglaams la cellule. Il est reconnu
aujourd’hui que les ERO, en particuliep®3, jouent un role essentiel dans I'activation de
différents mécanismes cellulaires en modifiantdéeptiel redox de la cellul@=inkel 2000;
Scandalios 2005) O, et H,O, se comportent alors comme de petites molécules de
signalisation intracellulaire. De nombreuses irteoas protéine-protéine et ADN-protéine
sont régulées par I'état redox de leurs cystéi@es.fonctions thiols peuvent étre oxydées par
les ERO entrainant ainsi I'activation de facteuestrdnscription. C’est le cas par exemple de
NFxkB et AP1 qui sont impliqués dans les phénomeéenegprdifération cellulaire et de
différentiation(Bolwell and Wojtaszek 1997).
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[.5. Conclusion

Bien que les ERO soient utilisées de facon posideves les processus de signalisation
cellulaire, elles n’en restent pas moins toxiquAssi, I'une des voies de recherche
importante en médecine est I'élimination de ces ERO comme il a été vu précédemment,
sont a lorigine de diverses maladies. De nombieus®lécules antioxydantes ont été
synthétisées sur la base des systemes antioxydwitsels et sont utilisées comme
compléments alimentaires. Cependant, ces moléoaelggésentent pas une efficacité avérée
pour traiter des maladies graves telles que la dielde Parkinson, les cancers ou les
maladies cardiovasculai(&ang et al. 2009)Cette inéfficacité est principalement due au fait
gue l'activité de ces molécules n’est pas catalgjaelles-ci doivent donc étre administrées
en dose importante pouvant générer des effets dairen(Bendich and Langseth 1989)
C’est pourquoi la synthése de molécules antioxysanatalytiques, prenant pour modele les
enzymes de détoxification d’ERO présentes dansdd#lales vivantes, représente un enjeu
important dans le traitement des maladies liéesti@mss oxydant. C’est une des raisons pour
laquelle de nombreuses équipes étudient ces enzjerdstoxification des EROs.
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ll. La Superoxyde Réductase : SOR

I.1. Caractéeristiques structurales de la SOR

Les cellules vivantes possédent toutes des systeéendéfense contre,0. C’est aussi
le cas des organismes anaérobes stricts qui peétrenaccidentellement et transitoirement
exposes a l'oxygené€Dolla et al. 2006) Ces organismes possedent des SODs ainsi que
d’autres systemes antioxydants.

Il'y a quelques années, il a été découvert quaioed bactéries et archaebactéries
anaerobes ou microaérophiles n’utilisaient pas @D Snais un nouveau type de protéine
capable d’éliminer le superoxydPianzzola et al. 1996 Ce nouveau systeme a été appelé
superoxyde réductase (SOR), car elle réduit spg@eifnent le @ en HO, sans formation
d’O, moléculaire, contrairement a la superoxyde dissmut@quation 7YLombard et al.
2000a; Jenney et al. 1999).

O, + 1le + 2H' —— HO, (7)

La délétion du géne de la SOR dans ces bactérieairem une tres forte sensibilité a
I'oxygéne(Fournier et al. 2003)Ceci démontre I'importance de la SOR pour la isude ces
bactéries anaérobies lors d’expositions transgargair (Imlay 2002).

D’autre part, il a été montré que la SOR a la cipade remplacer totalement
I'activité SOD chezE. coli (Pianzzola et al. 1996%eci illustre le fait que la SOR est tout

aussi efficace pour la lutte contre le stress orydae la SOOEmMerson et al. 2003c).
Le site actif des SORs :

Il existe trois différentes classes structuralesSd#R. Cependant, malgré quelques
différences structurales elles ont toutes le méiee axtif (Figure 13) (Yeh et al. 2000 ;
Adam et al. 2004 ;Coelho et al. 1997 ; Chen efl@P4; Silva et al. 1999; Zhang et al. 2002;
Santos-Silva et al. 2006).
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Cys

Figure 13 : Site actif de la SOR

Contrairement aux SODs, le site actif des SOR&xgsbsé a la surface. Ce site actif
est constitué d’un centre mononucléaire de fereterr(Fé") haut spin, lié & quatre atomes
d’azote provenant d’histidines en position équateréet a un atome de soufre provenant d’'une
cystéine en position axiale (Figure 13). La positaxiale de cette cystéine est tout a fait
atypique. Ce type de structure de site a fer amecgéomeétrie pyramidale a base carrée n’'a
jamais été décrit auparavant. Le fer du site algtifa SOR reste a I'état ferreux en présence
d'O,. La sixiéme position de coordination du fer ferdte’* est libre, ce qui suggére que
c’est a cet endroit que vient se fixer le superexydur étre réduit en B, (Yeh et al. 2000)

(équation 8).

SOR-Fe?* + 0,7 +2H" — SOR-Fe** + H,0, (8)

T

Réductases

La réaction est catalytique du fait de la réductionFé* en Fé* par des réductases
présentes dans la cellEmerson et al. 2003cTette réduction est d’autant plus facile que le
site actif est exposé a la surface.

Trois classes structurales de SOR ont été désetekfferenciant principalement par

la structure du domaine N-terminal.
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[1.1.1.Classe |

Ce sont des métalloprotéines contenant deux cemi@sonucléaires de fer. On
retrouve ces enzymes chez les bactéries sulfat@tricks telles qu®esulfoarculus baarsii
(Adam et al. 2004; Lombard et al. 2000a), Desubiowei desulfuricans (Moura et al. 1990;
Coelho et al. 1997), Desulfovibrio vulgaris Hildembugh (Coulter et al. 2000pu les
archaedelles queArchaeoglobus fulgidust Methanobacterium thermoautotrophicum (Chae
2002). Difféerentes structures de ces SORs ont été résobieont montré qu’il s’agit
d’enzymes dimériques de 14000 Da par monom@dam et al. 2004); (Coelho et al. 1997)
Un atome de calcium situé entre les deux monomeéessble jouer un rble dans la
dimérisation(Coelho et al. 1997)Chaque monomere est composé d’'un domaine C-takrmin
et un domaine N-terminal. Des études spectroscepigunt montré la présence de deux
centres a Fer a haut spin chacun compris dansmaide (Figure 14)Moura et al. 1990)

- Le centre |, situé dans le domaine N-terminal, correspond deunnchélaté par quatre
cystéines et présente une structure analogue ésldfdferedoxine : Fe (SCys)Xe centre ne
semble pas étre impliqué dans la réactivité avgcdar I'absence de ce centre | ne modifie
pas la réactivité enzymatigEmerson et al. 2003bCertaines suppositions laissent penser
gue le centre | jouerait un rble dans le trangfadectrons vers le site actif de la SQRurtz
2006) Cependant, la distance de 22 A entre les deutesetaisse supposer qu’un transfert
d’électron intraprotéique entre le centre | etdatee 1l soit peu probable.

- Le centre Il, situé dans le domaine C-terminal, constituetke aitif de la SOR.

Centre | * e
* ys

His,, wHis
Centre Il @
His His

Figure 14 : Structure cristallographique (a gauche) d’'un monoenge la SOR de Desulfoarculus baarsii
(Adam et al. 2004) et coordinations de I'atomdeatga droite) dans chacun des deux sites.
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Des études biochimiques ont montré qu’'en présen€® @tmosphérique, la
superoxyde réductase se présente sous sa formeéhrte. Son centre | est sous forme
oxydée (bande d’absorption dans I'UV-visible a 508) alors que le centre Il est sous sa
forme réduite (pas de bande d’absorption dans Riibible). La protéine est de couleur rose
(Figure 15-spectre rouge).

Lorsque I'on ajoute un fort oxydant tel que l'itigh 1V, la protéine devient totalement
oxydée et est alors de couleur grise (Figure 16tspbleu). Le spectre de différence entre la
forme totalement oxydée et la forme semi- réduieske apparaitre une bande autour de 650
nm, attribuée & un transfert de charg®f®** du centre Il (Figure 15-spectre ndif)lay et al.
2002a).

25

— SOR WT centre Il reduit
SOR WT centre Il oxidé
—— Spectre de différence

15 =

Absorbance

Centre |
503 nm

Centre Il B
650 nm

05 -

320 400 480 560 640 720 800 880

longueur d'onde nm

Figure 15 : Spectre UV-visible de la SOR de classe | (D. bgassius forme semi-réduite (spectre rouge) et
sous sa forme totalement oxydé (spectre bleu)péetre de différence (spectre noir) fait apparaladande de
transfert de charge 9Fe*" attribuée au centre |I.

Le maximum d’absorbance de la bande caractéristijueentre Il est déplacé en
fonction du pH : il passe de 644 nm (pH 5) a 560(pkh 10,2). Ceci indique que les espéces
a pH basique sont différentes des espéeces a pld @eigure 16). Des études infra rouges et
de diffraction des rayons X ont montré qua pH acite groupement carboxylate du
glutamate 47 était ligand du fer oxydé du sitefaétipH basique, le ligand carboxylate est
remplacé par un ligand H@rovenant du solvar{iMathé et al. 2005)Un pKa apparent est

alors observeé autour de 9 pour la SORDdeaarsii (Niviere et al. 2004)
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Glu
>:O
0 OH
(His)N,, | N(His) (His)N, | WN(His)
" Fe3+‘ —_— " Fe3+‘
(His)N/l N His) (His)N/l N His)
S(cys) S(cys)
pH Acide pH Basique

Figure 16 : Equilibre entre la forme F&-Glu et la forme F&-OH du site actif de la SOR en fonction du pH.

Cette transition alcaline est retrouvée chez toldssclasses de SOfathé et al.
2006 ; Huang et al. 2007 ; Rodrigues et al. 2006).

De plus, une étude reéalisée sur le mutant E474l(lmmate 47 est remplacé par une
alanine) montre que la transition se fait a desh@ducoup plus acide pour ce mutant,
correspondant a un échange entre une molécule dtea HO. Le glutamate ne rentre pas
en compétition et le pKa est déplacé. Le spectpél &,6 montre également une bande de
transfert de charge centrée & 580 nm, attribuélérégat & une forme EeOH (Mathé et al.
2005) Ceci valide le fait que c’est bien I'acide amglétamate 47 qui se fixe sur la sixieme
position de coordination.

Les deux centres a fer haut spin des SOR de dlasgée2galement été caracterisés par
RPE (Niviere et al. 2004 ; Tavares et al. 1994k spectre RPE de la SOR semi-réduite
présente plusieurs valeurs du facteur g = 7,7 ;€6,Z,8 qui ont été attribuées au centre |
oxydé (Tavares et al. 1994) e spectre RPE de la SOR totalement oxydée [ipiairaitre un
autre signal de symétrie rhombique avec un fagjeu#t,3, caractéristique d’'un systeme haut
spin (S = 5/2) avec une géométrie octaédrique {EgNjui a été attribué au centre(Nliviere
et al. 2004)

[1.1.2.Classe I

Ces enzymes, contrairement a celle de la clagse ¢pntiennent gqu’un seul domaine
structural correspondant au domaine C-terminalSf@Rs de classe I. Cependant, elles ont la
méme taille que les SORs de classe |, a savoir (14 Ceci est di a la présence de
séquences supplémentaires qui forment des bouates modifier la structure générale du
domaine contenant le site actif. On les retrouvesdies archaea extrémophilByrococcus
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furiosus (Yeh et al. 2000; Jenney et al. 1998dns des bactéries sulfato-réductrices,
Desulfovibrio gigas (Chen et al. 1994; Silva et al. 1999t dans des bactéries
hyperthemophilesTermotogae maritima (Zhang et al. 200€pntrairement aux enzymes de
la classe |, ce sont des tétrameres de couleue lgeune possédent qu’'un seul centre a fer,
homologue au centre Il des SORs de classe | (Figuy€Yeh et al. 2000)Le spectre UV-
visible de ces SORs ne présente pas de bande é&wmtiqtie lorsqu’elles sont réduites.
Lorsqu’elles sont oxydées a pH 7,6, elles préséfaeméme bande d’absorption vers 650 nm
gue le centre Il des SORs de classe I. Le spede R ces SORs de classe Il montre des
valeurs de g = 7,3 et 5,8 correspondant a un sgsteamt spin mais également un signal
rhombique avec un facteur g = 4,3 identique a adsi SOR de classe |. Le signal complet
est globalement plus axial que celui des SORs dssel I(Clay et al. 2003) Cependant,
malgré I'absence du domaine N-terminal et des siges RPE différentes, les enzymes de
cette classe présentent le méme type de réactita-vis du @~ que les enzymes de la

classe (Rodrigues et al. 2007)

Cys

His,, \His
Centre Il
W His His

Figure 17 : Structure cristallographique d’un monomere de lIaRS@® Pyrococcus furiosus
(Yeh et al. 2000).

Notons que certaines souches bactériennes peuwa@ntans leur génome deux types
de SOR. Par exemplerchaeoglobulus fulgidusomprend a la fois une SOR de la classe | et
une SOR de la classe(Abreu et al. 2000).

[1.1.3.Classe llI

La SOR de classe Il a été trouvée dans une baatéidroaérophile pathogéne pour
’lhomme: Treponema pallidiuml'agent responsable de la syphi{#ovanovic et al. 2000,
Lombard et al. 2000b, Santos-Silva et al. 20@pnnamment, cette souche bactérienne ne

contient pas de SOD dans son génome, mais uniqggamenSOR, présentant une certaine
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homologie avec les SORs de clasgErhser et al. 1998)Cependant cette SOR ne contient
gu’une seule cystéine au niveau du centre |. Liephterminale de I'enzyme ne peut donc
pas lier d’atome de fer (Figure 18). La partie @ri@ale contient également un centre a fer

identique au centre Il des SORs de classe | etitomée site actif de 'enzyme.

Cys

His,, WHis
Centre Il
His His

Figure 18 : Structure cristallographique d’'un monomere de 1aRS@® Treponema pallidium
(Santos-Silva et al. 2006).

Le spectre UV-visible de cette SOR présente unddaaractéristique du centre a fer
oxydé a liridium. Le maximum d’absorbance est légeent déplacé vers les plus hautes
longueurs d’ondes par rapport aux autres class&¥fe (656 nm pouf. pallidium contre
644 nm poumD. baarsi). Le spectre RPE de la SOR depallidiumoxydée a l'iridium est
similaire a celui du centre Il des SORs de clasgeel spectre est de géométrie rhombique

avec une valeur de g = 4,3 caractéristique d’'ud feaut spin a symeétrie octaedrique.

Ces trois types de SOR ont une réactivité companagbla-vis du superoxyde et ceci
malgré leurs différences structurales au niveadainaine N-terminal (Figure 19).

Classe | Classe Il Classe Il

Figure 19: Comparaison de la structure des trois classeSORs.
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1.2. Mécanisme réactionnel de la SOR

[1.2.1.Description du mécanisme réactionnel dela  SOR

L’étude du mécanisme de la SOR a été principalemésaiisée par radiolyse pulsée.
Cette technique permet la production rapide etrotintle superoxyde ainsi qu'une detection
sur des temps trés courts de la cinétique d’oxgdatu site actif de la SOR pap O Une des
particularités de ce mécanisme est la formationteFmédiaires réactionnels de type Fer-
peroxyde au cours du cycle catalytique de I'enzawvec Q™ (Figure 20). Actuellement, le
schéma réactionnel de la SOR avec le superoxydeepewdécrit de la fagon suivante, avec la
présence de deux intermédiaires réaction(i&hserson et al. 2003a; Rodrigues et al. 2006;
Rodrigues et al. 2008; Huang et al. 2007; Niviérale 2004):

H*? T H* T
1 2
Fe?* + Oy~ s qerintermédiaire ﬁ 2¢me intermédiaire L. Fed+-
ks (bande 600 nm) K, (bande 560 nm) ks (bande 650 nm)
Fe3+-00- M0,  Fe3+-OH
Fe3*-OOH I
Fe2r-O,- Fe3+-OH,

Figure 20 : Mécanisme réactionnel de la SOR.

Le F€* du site actif de la SOR, contenant une sixiémétipnsde coordination libre,
réagit spécifiquement avec le superoxyde selon @camisme de sphere interfi@mbard et
al. 2001; Rodrigues et al. 2007 ette réaction se fait tres rapidement avec onstante de
vitessek, de l'ordre de 1.10M™.s?, c'est-a-dire proche de la vitesse de diffusios de
molécules en solution.

La fixation du superoxyde sur le ¥elu site actif conduit & la formation d’un premier
intermédiaire réactionnel (Y présentant un spectre d’absorption avec une bard&ée
autour de 600 nm (Figure 21). La nature exacteedgremier intermédiaire n’est pas encore
clairement définie mais pourrait correspondre a espéce fer-peroxo (FeOO), fer
hydroperoxo (F&-OOH) ou fer-superoxo (E&0,"), comme nous en discuterons plus loin.
La cinétiqgue de formation du premier intermédiase indépendante du pfHombard et al.
2001; Rodrigues et al. 20Q7)

Cet intermédiaire se convertit en un second intdram& réactionel (J) dont la
cinétique de formation dépend du pH (Figure 20)pt\ 7,6, la constante de viteskede
formation du T est de I'ordre de 500'gour la SOR d®.baarsiiet de 3000 pour la SOR
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d’A. fulgidius (Lombard et al. 2001; Rodrigues et al. 2007; Nieieet al. 2004)) Ce
deuxieme intermédiaire présente a pH 7,6 un speatextéristique, avec une bande centrée a
560 nm (Figure 21) qui a pu étre attribué & uned@spré-OH (Mathé et al. 2005 ;
Rodrigues et al. 2006De plus, il a été montré que ce spectre variéopation du pH. Son
maximum d’absorbance se déplace de 660 nm a pk acBb0 nm a pH basique laissant
apparaitre un pKa de (Rodrigues et al. 2006Ce pKa refléte un transfert de proton sur la
forme FE"-OH. Lintermédaiaire T correspond donc aux espéces FaH/Fe*-OH, en
equilibre acido-basiqu@Rodrigues et al. 2006)

Enfin, le glutamate en position 47 se coordine ite espece ¢J pour former le
produit final FE'-Glu, caractérisé par une bande spectrale centit@@rade 650 nm (Figure
21). Ce processus se déroule avec une constanitedseks de I'ordre de 1075 (Rodrigues
et al. 2007)

Notons que l'étape de relargage &4 n'a pas été directement identifiée. Compte

tenu de la nature dw,Tou le peroxyde est absent, le départ,@doit se faire entrelet T,.

4000 T, ePeg ]
3500 1 .T o
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Figure 21 : Spectres reconstitués des intermédiaires de réadiola SOR d'A. fulgidius.
Spectre du f(e) ; spectre du I (o) ; spectre du produit final avec le glutamatsg.(

[1.2.2.Nature du premier intermédiaire

A la différence du 7, ou les spectres d’absorbance ont clairement getmdéfinir sa
nature F&-OH / F€"-OH,, le spectre du ine permet pas clairement son identification.

Plusieurs propositions ont été faites sur la nadurpremier intermédiaire :
» Il est proposé que le;Tpourrait étre de nature Eeperoxyde (F&-O0) ou Fé*-
hydroperoxyde (F&-OOH) (Rodrigues et al. 2006; Niviére et al. 200@ette hypothése se
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base sur le fait que le superoxyde peut se coardinefer sur la sixieme position de
coordination libre du Fé et qu'un transfert d'électron du £eau superoxyde peut se faire
instantanément par un mécanisme de sphere integrfait que le site actif de la SOR puisse
accomoder une espéce de typé fperoxyde a été montré par des études de résonnance
Raman. Ces études n'ont pas pu étre réaliséesiadeala réaction de la SOR aveg Dmais

a partir d'un mélange de la SOR avec six équivaldit,O,. Dans ces conditions, une espece
Fe-O0H a pu étre piégée et caractérisée par résoarRaman. Deux bandes de vibrations
caractéristiques de la liaison Fe-O a 438'@hde la liaison O-O & 850 énd’une espéce
Fe**-peroxyde ont été mise en évider{Mathé et al. 2002; Mathé et al. 200%)es résultats
indiguent qu'une espéce ¥eeroxyde, protonée ou non, peut se former suitdeastif de la
SOR.

Dans la littérature deux propositions sont faites I®tat de protonation de ce Fe-
peroxyde :
- Rodrigues et al. (2006), proposent que ce premmigrmédiaire corresponde a un fer-
hydroperoxo (F&-OOH). Ceci implique qu'une premiére étape de praton se fasse en
méme temps que la fixation deOsur le F&" du site actif. Bien qu'aucune dépendance au
pH de la cinétigue de cette réaction n'a été oldsgiRodrigues et al. 2006; Niviére et al.
2004) une étude de calcul théorique DFT sur un modélesite actif de la superoxyde
réductase indique qu’en milieu protique, 'espéed™O se protone instantanément pour
former I'espece Fe-OOHDey et al. 2007) Ces données pourraient rendre compte de la
formation d’un premier intermédiaire #e€OOH, sans observer de dépendance au pH dans sa
cinétiqgue de formation. Dans ce cas I'étape deopaiton pourrait ne pas étre cinétiquement

limitante.

- Niviére et al. (2004), proposent de leur c6té tueremier intermédiaire soit une espéce
Fe"-00, correpondant & la seule fixation dg Gur le Fé" et & un transfert d’électron du
fer vers le @. Cela est en accord avec le fait que la cinétidaeformation de cet
intermédiaire est indépendante au pH. La conségudaccette hypothése est que les deux
processus de protonation permettant la formatidfpy@; doivent se produire au cours des

étapes suivantes.

» Une autre hypothese peut étre proposée quant reatlere chimique de ce premier

intermédiaire. Récemment, une étude sur 'homopadéehuate dioxygénase a permis de
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mettre en évidence la formation d’un intermédiaéactionnel de type Eesuperoxo (F€-
0,7) au cours de son cycle catalytigue. Cette espé&cecasactérise par une bande
d’absorption centrée a 600 nf@roce and Lipscomb 2005; Kovaleva and Lipscomb7200
Kovaleva et al. 2007 Cette bande est similaire a celle observée moprdmier intermédiaire
de la SOR. Il est donc possible que pour la SORyéenier intermédiaire observé soit une

espéce de type FeO, .

Il est important de noter que selon la nature demper intermédiaire, le nombre

d’étapes conduisant a la libération @4 sera différent (Figure 22).

T, T,
H
Fe3*-OOH L ——— Fe*-OH/Fe"-OH, (a)
H* H,0,
Fe2r + O~
H H
Ezztg?_‘ . L_,_\. Fe3*-OH/Fe3-OH,  (b)
H,0,

Etape non observée
cinétiquement

Figure 22 : Différents schémas réactionnels conduisant a lérékion d’H,O..

-Si I'on considére que iTcorrespond & une espéce*FOOH, alors la libération
d’H20, pourrait se faire immédiatement aprés une sealgeélle protonation de cette espéce
Fe’*-O0H (Figure 22-a).

-Si I'on considére que Tcorrespond & une espéce’’F@O ou FE™-O, ™, alors la
libération d’HO, pourrait se faire apres deux étapes de protonéigure 22-b). Cependant,
en radiolyse pulsée il n'a été observé qu'une sétdpe de protonation correpondant au
passage duiTau T, (Niviere et al. 2004)Il a été proposé que cette protonation se faasarp
HsO" du solvant. Cela est en accord avec le fait qusitéeactif de la SOR se trouve a la
surface de la protéine. Cette protonation doit &bau la formation d’une espéce ¥e
hydroperoxo (F&-OOH), qui n'a pas été observée expérimentalemeat.passage de
I'espéce F&-OOH au deuxiéme intermédiaire *+®OH / F€*-OH, nécessite une deuxiéme
étape de protonation afin de libéresQ4. Cette étape n’'a pas été observée cinétiqguemnient. |

est possible qu’elle soit rapide et donc cinétigeleimon limitante. L'existance de cette
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seconde étape de protonation est fortement suggerédes données présentées dans le

paragraphe suivant.

[1.2.3.R0le de la lysine 48 dans la libération dH ,0,

Différentes stuctures de la SOR ont permis de mettr évidence la présence d'une
lysine en position 48 proche du site actif de |&RSf@D. baarsii(Adam et al. 2004)Le role
de cette lysine 48 dans le mécanisme de protondasrespéce Fe-peroxyde a pu étre mis en
evidence par une étude structurale combinant letigseopie Raman et les rayongkéatona
et al. 2007) Ce travail a été réalisé sur un mutant E114Aade®R deD. baarsii qui permet
de stabiliser une espéce’F®OH a partir de la réaction avee®. Des cristaux du mutant
E114A ont été trempés rapidement dans une solutidrO, et congelés. Les études de
spectroscopie Raman sur ces cristaux ont monpékence de deux bandes caractéristiques
d'une espéce Béperoxyde & 567 et 838 ¢hmindiquant la présence de cette espéce piégée
dans le cristal de SOR. Ces cristaux ont diffrack&ute résolution. Sur les quatre molécules
de SOR présentes par unité asymétrique, trois exumgnt une densité €électronique a
proximité du fer qui a pu étre associée a une especperoxyde. De facon tout a fait
remarquable, différentes conformations dans I'emniement de ce fer-peroxyde ont été
observées dans chacune de ces trois structures€rg).

/
Lys-48 NH,
o L 3AA
2ra Mazes \NHf_?_f;_" o
400 | 0nf® s o)
BN His-69 po FATE st His-69 H N f24 ) 63
b a < i ol _( 75 kY = AH 4{
N— - — N— g = iy A ==
! =\ | ) = e A
His-49 —\/N,,“ﬁ_ . __.,‘\NQ\\/ —~H His-49 —%, N"""--.. u_____m”%\/ —H H!s_q_g_AQ\/N“M“ g by M=
—Fe_ Fe” * Fe
HHN/“%N/| \NS,’-HH-TE HHN/\\&N/| Ty, _—His-75 H'—NA\N/| \"\N/»_,Hls—'ff)
= \‘IIl—N =l \“——.'J \=| \ll——u
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{ H e H ) T
His-119 Cys-116 His-119 Cys-116 His-119 Cys-116
a b C

Figure 23 : Structure aux rayons X de la superoxyde réduatasB. baarsii en présence b8, (Katona et al.
2007).

Dans la premiére structure (Figure 23-a), I'hydroggde sous forme linéaire est
coordiné au fer et on n’observe aucune autre ictierasur le peroxyde.

Dans la deuxieme structure (Figure 23-b), la bowdatenant la lysine 48 s’est
rapprochée du site actif et, par un réseau deohaidiydrogéne impliquant une molécule

d’eau, intéragit avec I'oxygéne distal du peroxyde.
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Dans la troisieme structure (Figure 23-c), la chdatérale de la lysine 48 se déplace
en direction du fer et permet le positionnemennd'molécule d’eau qui peut ainsi interagir
avec l'oxygéne proximal du peroxyde,®f?) est alors dans une position favorable pour

donner un proton a I'oxygene proximal permettaribfanation et la libération d’pO».

Cette étude a permis de montrer que la lysine sitipo 48 pourrait étre essentielle
dans la réactivité de la SOR notamment en ce gucezoe la formation et la libération
d'H,0,. Elle permet de protoner I'oxygéne proximal despiéce F&-OOH grace & son
interaction avec une molécule d’eau, permettargi dnlibération d’HO, et la formation du
second intermédiaire T Cette étape pourrait correspondre a une étapgiguiement non
limitante et donc non observable en radiolyse gulsé

Aux vues de toutes ces informations, le mécaniser@adction de la SOR avec le

superoxyde suivant peut étre propose (Figure 24) :

Réductases
02-_
Fe2*

Fed3+- — Fe3*OH K

N ]

k3
Fe2*-O, -/ Fe3*-00- @
H+
@ Fed*-OH == Fe®*-OH,
K, H,O0*/H,0O
HOOH
Fe3+-O0OH

Lys48_H2O @ (non observé en radiolyse pulsée)

Figure 24 : Cycle catalytique de la superoxyde réductase das@rsii.

Afin que le cycle catalytique soit complet, desugtdses, présentes dans les cellules
permettent la réduction du £en F&" (Emerson et al. 2003c).
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[1.2.4.Les complexes mimétiques

En paralléle de ces études sur la SOR, différemispgs ont synthétisé des complexes
de fer, mimant le site actif de la SOR avec unadioation de type h5;. Les études de la
réactivité de certains de ces complexes avec lersypde ont permis d’'apporter des
informations sur la formation des intermédiaires-deroxyde a partir du superoxyde.

Plusieurs complexes ont été réalisés.

» Le premier complexe [FgS"*?Ny(tren))]” (A) mimétique de la SOR contient un fer
coordiné par quatre groupements amines reliés entre par des ponts carbonés et un
groupement thiolate en position cet, non pas trans comme dans le site actif de la SOR
(Figure 251) (Shearer et al. 2002Par I'ajout a basse température dé€ @t de MeOH au

complexe ferrique, une espéce Fe-hydroperoxo drpwpi&gée et caractérisée (Figure2}5-

Figure 25 : Réaction du complexe [EdS"*™N,(tren))]" (A) avec @~ (Shearer, 2002).

Cette espece fer-hydroperoxo est bas spin (S=ddrairement a I'état haut spin
(S=5/2) du Fe-OOH observée pour la SMRthé et al. 2002)
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Shearer et al. (2002) montrent que ce complexeeptéde méme type de réactivité
gue la SOR, c'est-a-dire, apres la protonationedypéroxyde, une rupture de la liaison Fe-O
et la libération d’HO..

L’état bas spin du fer-peroxyde de ce complexesggliqué par le fait qu’'une liaison
hydrogene se forme entre le soufre de la cysténposition cis et 'hydrogene du peroxo
(Figure 25) (Theisen and Kovacs 2005En outre, cette liaison hydrogéne stabiliserait
'espece Fe-OOH, déplacerait la densité électranisur le peroxyde affaiblissant ainsi la

liaison Fe-O, et permettrait la libération d® par cassure de cette liaison Fe-O.

» Un autre complexe [Fécyclam-PrS)] (B) de méme géométrie que la SOR, comprenant 4
groupements amines en position équatoriale et ampgment thiolate en position axiale, a été
synthétisé(Kitagawa et al. 2006)Ce complexe comporte un fer haut spin (S=5/2)ret
intermédiaire Fe-OOH haut spin a pu étre obtenuesaméaction avec 0 a basse
température. A partir de cet intermédiaire, I'apter protons dans la solution entraine une
rupture de la liaison Fe-O et la libération ¢4 tel que cela a été observé pour la SOR
(Figure 26).

+ +
$ 7
H\K\|
H\m C C N\’ /N
Nt p,t0 /Fee* ]
TN — N N
’ \H H H
H Ivl “OAC
0
o
CH,Cl,
MeOH, O, \ -78° OoH
+
OAc
7
H\m
~| o
/Fe\
N N:
0
on
2

Figure 26 : Réaction du complexe [Egyclam-PrS)f avec @~ (Kitagawa, 2006).

Malgré les différences structurales de ces deuxptexas, la liaison S-Fe en positon
cis pour le complex@ et en position trans pour le compleBeleur réactivité vis-a-vis du
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superoxyde est la méme. lls permettent tout lex dedormation d’'un intermédiaire fer-
hydroperoxyde et la libération dB, apres réaction avec,Q

Au vue de ces résultats, on peut donc penser goesition de la cystéine permettant
la liaison S-Fe n’est pas vraiment importante démsréactivité avec le superoxyde.
Cependant, certaines informations obtenues loredexpériences suggerent le contraire. La
premiere conséquence importante de ce changemepbgiion est I'etat de spin du fer
passant de bas spin pour le compléxeu le soufre est en position cis a haut spin peur
complexeB ou le soufre est en position trans. Ensuite, ilddte en position trans déplace de
facon significative le potentiel redox de + 480 n&ci a pour conséquence une meilleure
réduction du superoxyde pour le complé&ear rapport au complex& ou le soufre est en
position cis. Enfin, le thiolate en trans déplaocasidérablement la bande de vibration Raman
de la liaison Fe-O vers les basses fréquencesapport au thilaote en cis et a une valeur trés
proche de celle obtenue pour la SOR environ 450 @fitagawa et al. 2006)Ceci signifie
gue la liaison Fe-O est significativement affaidbes de I'introduction du ligand thiolate en
trans dans la sphere de coordination par rappothialate en cis. |l est donc plus facile de

casser cette liaison Fe-O déja affaiblie et donfadditer la libération d’HO..

D’aprés ces données, il apparait que la positiotrams de la liaison S-Fe est une
caractéristique importante pour la formation desrimédiaires peroxo. Elle modifie la force

de la liaison Fe-O et influe par conséquent sprddaonation du I'oxygene proximal.

[1.2.5.Comparaison de la SOR avec le Cytochrome P4 50

La présence d’intermédiaires réactionnels de typepéroxyde n’est pas une
caractéristique propre aux SORs. On les retrouves dBautres enzymes, telles que les
oxygénases de type cytochrome P450 (FiguréR&hisov et al. 2005).
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Cytochrome P450
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Figure 27 : Comparaison des mécanismes réactionnels de la 8@Rite) et du cytochrome P450 (a gauche).

La protonation de l'intermédiaire Fe-OOH est unapét cruciale qui différencie la
SOR des cytochromes P450 (Cyt P450). Pour le Cy0 H4 protonation se fait sur 'oxygéne

distal du Fe-OOH, permettant ainsi une coupure hygtiqgae de la liaison O-O du peroxyde

et la formation d'une espece Fe(IV)=0 (radical pgrmyle) capable d’'oxyder de nombreux

substratgMeunier et al. 2004)

Dans le cas de la SOR, l'oxygéne proximal de ltimi&diaire fer-peroxyde est

protoné, permettant ainsi la libération du peroxgittgydrogéne et la formation d’'une espéce

Fe* (Figure 28).

Scys
Site actif de la SOR

Site actif du Cyt P450

Figure 28 : Comparaison de I'évolution del'intermédiaire Fe-O@H la SOR (a gauche) et du Cyt P450 (a

droite), et site de coupure de liaisor-(»> )
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Cette différence de reéactivité de l'espece ferpgle survient alors que les
géométries des deux sites actifs présentent cestaimilitudes. Le fer du site actif de la SOR
est coordiné par quatre azotes des histidines sitiggpéquatoriale et un soufre de la cystéine
en position axiale. Le site a fer du Cyt P450 esirdiné par quatre azotes d'un cycle
porphyrine (quatre sous unités pyroles jointeslesicarbones par quatre ponts methine) et
un soufre de cystéine en position axiale. Notoreslguprésence du noyau porphyrine dans la
formation de I'espéce fer-oxo ne semble pas étreradnante car des études ont montré que
des espéeces fer-oxo pouvaient se former dans aeglexes de fer non heminique avec une
coordination §S; (Rohde et al. 2003).

La différence de réactivité des espéces Fe-OOH: datiSOR et le Cyt P450 a été
associée a la différence d’état de spin du fer.sDarcytochrome P450 I'espece Fe-OOH est
bas spin. Des études sur des complexes de fer ontrénque I'état bas spin favorise la
rupture homolytique de la liaison O-O des fer-pgdex(Lehnert et al. 2001; Lehnert et al.
2002) En revanche, dans la SOR, I'espéce Fe-OOH estspau (S=5/2), ce qui favoriserait
la protonation de I'oxygéne proximal et ainsi lature de la liaison Fe-Mathé et al. 2002).
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lIl.RGle des liaisons hydrogéne dans le site actif des
protéines Fe-S

La structure cristallographique de la SORDdebaarsiimontre la présence de liaisons
hydrogene entre le soufre de la cystéine en positidale et des acides aminés environnants.
Ces liaisons hydrogene sont sans doute importaotasmoduler la force de la liaison S-Fe et
par conséquent la réactivité de la SOR avgt. @n note que d'une facon générale, pour
toutes les protéines a fer contenant un ou plusikgends soufrés (protéines fer-soufre), on
retrouve ce type de liaison hydrogéne entre leredigfand et les acides aminés environnants.
Quelgues études ont été realisées sur différemtagipes a centre [Fe-S] et ont permis de

préciser le réle de ces liaisons hydrogene dansrtggiétés de ces centres [Fe-S].

Il existe plusieurs types de centre [Fe-S]: [1E&¢;42Fe-2S], [4Fe-4S], [1Fe-1S-
porphyrine] qui se retrouvent dans de nombreuseteipes telles que les rubredoxines, les
ferredoxines ou encore les cytochromes P450. Maig, jour, aucune protéine ne contient un

centre métallique identique a celui de la SOR [16e4N] (Figure 29):

S

S
| K
@ N N _/ N’;?;‘“N HisN Nijis
571 Ne O O, | D! >t?<
S

S S S S
[1Fe-4S] [2Fe-2S] GAES] [LFe-1S-porphyrine]  [1Fe-1S-4N]
Rubrédoxine Ferredoxine Ferredoxine Cyt P450, NOS SOR

Protéines dedRki® et enzyme redox

Figure 29: Différents types de centre [Fe-S] présent dassiétalloprotéines.

Sur différentes protéines Fe-S, I'importance dasdins hydrogéne entre le NH de la
chaine principale d’'un acide aminé et le soufrarldydu fer a été étudiée par mutagenése
dirigée. Ces mutations ont permis de moduler laefate la liaison hydrogéne avec le soufre
ligand du fer. L'impact de ces mutations sur légsba hydrogene, entre les NH de la chaine
principale des acides aminés et le soufre ligandeda été étudié par plusieurs techniques
dont la RMN, la spectroscopie d’absorption des RX§pectroscopie Raman et la voltamétrie

cyclique.
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» Dans le cas de la rubredoxine et des protéineRidske, les valines 8 et 44 pour la
rubrédoxine ainsi que la tyrosine 156 et la setifé des protéines Rieske ont été mutées afin
de modifier la force de la liaison hydrogéne quaqtte acide aminé fait respectivement avec
un soufre du centre [Fe-S] (Figure 30). Dans lasxdeas, ces mutations ont entrainé un
renforcement de la liaison hydrogene. Ceci a ésemi@ par RMN pour la rubredoxine et
absorption aux RX pour la protéine de Rieske. Dassleux cas, le potentiel redox du centre
[Fe-S] est augmenigin et al. 2005 ; Kolling et al. 2007Ceci est interprété par le fait que le
renforcement d’'une liaison hydrogéene sur le sodifresite actif rend moins disponible les
électrons pour la liaison S-Fe. Le transfert deghalu ligand soufré vers le fer est donc plus

faible et la covalence de la liaison S-Fe diminQela stabilise I'état réduit et augmente le

potentiel redox du centre [Fe-S].

tl Tyr1 56 HSer1 54
Scys 9 5 S
H S S

vales, <Hvai s 129 CysS S NHis131
7, W\ \)
Y, //S W \\\\

Cys 6 SCys 42 o N
149 CysS His152

Scys 39
Figure 30 : Liaisons hydrogenali) sur le soufre des sites actifs de la rubrédoxingauche) et des protéines
de Rieske (a droite)

» Dans le cas de lterrédoxine d'origine bactérienneomportant un centre [4Fe-4S], la
mutation de la cystéine 24 faisant une liaison rbgdne avec un soufre du centre [4Fe-4S] en
alanine entraine une augmentation du potentielxr@@igure 31)Beck et al. 2001; Dey et al.
2005) Ici I'élimination d’'une liaison hydrogéne augmené potentiel redox. Ceci va dans le
sens inverse de ce qui a été décrit pour les peséa centre [2Fe-2S]. Ceci peut étre
interpréér par le fait que lorsque la liaison hymnoe est présente, elle modifie la localisation
du centre [4Fe-4S] dans la poche du site actifnitennement autour du centre a fer est
alors modifié. Le potentiel redox ne correspondydguement a la covalence de la liaison S-
Fe mais a un ensemble de parameétres qui le maddiéférement par rapport a ce qui est

observé pour les protéines [2Fe-2S]. Dans ce eapotentiel redox diminue lorsqu’une

liaison hydrogene est ajoutée.
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Figure 31 : Liaison hydrogenel(11) sur le soufre du site actif des ferrédoxines.

» Enfin dans le cas d&$O synthases (NOSayant un site actif de type P450, la mutation du
tryptophane 409 entraine la perte de la liaisorrdgghe entre 'atome d’azote de sa chaine
latérale et le soufre de la cystéine ligand dyfégure 32)(Couture et al. 2001)ici I'impact

de la mutation sur la liaison Fe-S a été observédsanance Raman. Ces études ont montré
gue la perte de cette liaison hydrogene entrairefaiblissaient de la liaison Fe-NO, lorsque
NO se complexe au fer. Ceci est attribué au fag bpbsence de cette liaison hydrogéne
entraine un renforcement de la liaison Fe-S etpasequent le renforcement de la liaison Fe-
NO. Ce résultat est cohérent avec ce qui a ét&drpour les protéines de Rieske et les

rubrédoxines.

N\
Hrrp 409

Figure 32 :liaison hydrogenel(l1) sur le soufre du site actif des NOS.

En conclusion, ces quatre études révelent I'impedale I'environnement des soufres
ligands du fer. La présence ou non d’'une liaisodrbgene entre la chaine principale ou
latérale d’'un acide aminé et le soufre du sitef petimet de moduler la force de la liaison S-
Fe. Ceci a pour conséquence notamment la moddicalil potentiel redox des centres [Fe-S]

comme cela a été observé pour la rubredoxinerié@dexine ou la protéine de Rieske.
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V. Obijectif de la thése : Etude du réle du ligand  axial
cystéine dans la réactivité de la SOR avec le super oxyde.

Comme nous avons pu le voir précédemment, daresldela SOR la présence d’'une
cystéine ligand en position axiale ainsi que laspnée de liaisons hydrogene dans
'environnement du site actif semblent étre desngsoimportants dans la réactivité de
'enzyme.

Les structures aux rayons X de différentes SORstmaainla présence de liaison
hydrogéne entre le soufre de la cystéine et lesdBi$chaines principales de I'isoleucine 118
et de I'histidine 119 (Figure 33).

Ces travaux de thése ont consisté a modifier llenviement de cette cystéine et a
étudier les effets de ces modifications a diffé&samtzeaux: propriétés de coordination S-Fe,
effets sur le potentiel redox du site actif, réatdi de I'enzyme avec le superoxyde par
cinétique rapide.

Notre approche a été de muter la chaine latératesleésidus de facon a moduler la
liaison hydrogéne avec le substrat ligand. L’histd 119 étant ligand du fer, il est
difficilement envisageable de muter ce résidu g@wier de déstructurer complétement le
site actif. Nous nous sommes donc intéressés edament a l'isoleucine en position 118

gue nous avons muté en alanine, valine, seringpairiate.

lle 118

\ 3
\ &
------- Hydrogen bond Glu 114

Figure 33 : Représentation des liaisons hydrogéenes entre lfgestigand du fer et les NH peptidiques de
l'isoleucine 118 et I'histidine 119 au sein du siiif de la SOR de D. baarsii.
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|. Matériels Biologiques
I.1. Souches bactériennes

mw Escherichia coli BL21

Cette bactérie a le génotype suivantarfRpT hsdS(rs-, mg~) gal dcm Ce systeme est
utilisé pour la surproduction de protéines. Expgoessdes génes H. coli sous des
promoteurs, autre que T7, tel dae, tac, trc ettrp.

mw Escherichia coli DH5 a

Cette bactérie a le génotype suivarfE-@80lacZAM15 recAl endAl gyrA95 thi-1,
hsdR17 (rk, mK") sug=44 relAl dedR A (lacZYA-argF) U169. Elle est utilisée pour la
préparation de plasmides. Elle est déficiente atoeucléasesefdAh, ce qui améliore la
gualité des préparations d’ADN. D’autre part, latation sur le geneaecA la rendant
déficiente pour la recombinaison homologue, éwterisques de mutations du plasmide au

cours de sa préparation.

i Escherichia coli QC 2965 / MG1655 sodA sodB

Cette bactérie est utilisée pour les tests de cémgtation de l'activité SOD par la
superoxyde réductase. Elle a pour génotypeé\(dfgF-lac)U169 rpslAsodA3 ¢(sodB-kan)
A2 ArecA306 srl ::Tn10 Ces souches sont délétées en &@langanése codée par le géne
sod Aet en SOD a fer codée par le gésoel B Elles ne peuvent donc pas lutter contre le

stress superoxyde.

|.2. Vecteur de surexpression

 pJF119EH : Ce vecteur est un dérivé du plasmide pKK223-3sCig plasmide a
large spectre d’hdte qui possede un site de pailgge (MCS) entouré, en amont, par un

promoteur inductiblgtac et en aval, par le gémenB codant pour le géne 5S #e coli suivi
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de deux terminateurs forts de transcription T12tJe plasmide porte le getae Ig ce qui

permet son utilisation dans des souches ne possgaiaie répresseur du promotéad.

w pMJ25 . Ce vecteur résulte de linsertion d'une partie dgpdron rbo-rub de
Desulfoarculus baarsientre les sitegcoR1et hindlll du MCS de pJF119EH. La portion
d’ADN ainsi insérée contient la totalité du gebe (381 pb) codant pour la SOR et 103 pb de
la partie 5 du géneub codant pour la rubrédoxine. Ce plasmide a ététnohgar le Dr.

Daniéle Touat{Pianzzola et al. 1996)

[.3. Milieu de culture

w Le milieu LB (10 g.I* Tryptone, 5 g:t extrait autolytique de levure, 10 §NaCl, pH
7) est utilisé pour les pré-cultures. Il est égaetrutilisé pour les cultures en milieu solide
(milieu LB-Agar).

 Le milieu minimum M9 (6 g.I" NaHPO;; 3 g.I'" KH.PO; 0,5 g.I* NaCl ; 1 g.I
NH4CI; pH 7), supplémenté en sels minéraux (2 mM MgS®1 mM CaCl; 1 mM
Fe(SQ),), en molécules organiques (0,4 % glucose; 2 ‘mghiamine; 1 gi
casaminoacides ou 100 mM de chaque acides amil@s lseculture) et en antibiotiques
(ampicilline 100 pg.mt et chloramphénocol 20 pg.M) est utilisé pour la culture des

souches transformées par les plasmides de lapdd25.

ll. Méthodes de biologie moléculaire

I.1. Préparation d’ADN plasmidique

Cette étape est réalisée a l'aide du kit QIAprsfiniprep (Qiagen) qui permet
d’extraire et de purifier ’TADN plasmidique a partie 10 ml de culture de cellules Did5
transformées avec le plasmide désiré. Aprés laateldes cellules par centrifugation, celles-
ci subissent une lyse alcaline, en présence de &Na@ssi qu'une preécipitation de '’ADN
génomique par l'acide acétique. L’ADN est alorsnétié par centrifugation et le surnageant

déposé sur une colonne comportant une matricdide, giermettant une adsorption sélective
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de 'ADN plasmidique en présence d'une forte comregion en sel. Aprés un lavage a
I'éthanol pour éliminer les sels, 'ARN et les gintes, 'ADN plasmidique est élué avec un
tampon de faible force ionique (eau ou tampon:-Fi& 10 mM pH 8,5). L’ADN ainsi
purifié peut étre quantifié par spectrométrie U¥ivie a 260 nm. Une absorbance de 1
correspond & une concentration d’ADN de 50 ny.uIADN plasmidique purifié est stocké a
—20°C.

11.2. Digestion de I'’ADN

Pour une digestion totale, 200 a 500 ng d’ADN miligsque sont digérés avec 1 ul de
chaque enzyme de restriction (ici ECOR1 et Hinddidns le tampon de réaction approprié,

dans un volume final de 10 ul. La réaction sed@7°C pendant 1 h.

1.3. Electrophorese d’ADN sur gel d’agarose

L’ADN plasmidique obtenu aprés I'amplification paPCR est analysé par
électrophorése sur gel d’agarose 1 %. Un volume&gon de charge (0,25 % de bleu de
bromophénol ; 2,25 % de xylene cyanol, 30 % ded&lyi} est ajouté a 5 volumes de solution
d’ADN. Le mélange est déposé sur gel d’agarosené@me que des marqueurs de taille allant
de 250 a 10000 pb (Fermentas). Apres migration saagension de 135 V dans du tampon
TAE (Tris-HCI 20 mM pH 8,3 ; acétate 10 mM ; EDTA50mM) pendant 20 minutes
environ, le gel est plongé dans une solution denbre d’ethydium (BET) afin de révéler
I’ADN. Le BET s’intercale entre les bases de I'A@NIa fluorescence du complexe formé est
révélée sous la lumiére UM € 260 nm). La comparaison avec les marqueursiki parmet

de déterminer la taille approximative du fragmeAN étudié.

1.4. Transformation dans 'ADN d’ E. coli

1.4.1. Préparation des cellules compétentes

Toutes les étapes se déroulent stérilement. 1aferhB sont ensemencés a 1 % avec
une pré-culture de bactéries BL21 ou DHEalisée sur la nuit. Les cellules sont alors

cultivees a 37°C, sous agitation, jusqu’en phagementielle de croissance (A&s nm= 0,4).
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La croissance est alors arrétée en laissant repesecultures dans la glace pendant 10
minutes. Aprés une centrifugation de 10 minutes 0805rpm, les culots sont repris
délicatement dans un tampon Tris-HCI 10 mM pH 8CN&0 mM. Les cellules sont de
nouveau centrifugées a froid a la méme vitesse, r@suspendues dans un volume minimum
de CaC} 0,1 M et maintenues a 4°C pendant 30 minutes. dieetnent des cellules par les
ions divalents Cd altére les membranes en créant des micro-perfostians la bicouche
lipidique, facilitant la transformation par un ADMexogene. Apres une nouvelle
centrifugation, les bactéries sont reprises dansl e CaCl 0,1M, 15% glycérol, puis
aliquotées et congelées dans I'azote liquide. leflsles compétentes sont alors conservees a
-80°C.

1.4.2. Transformation des cellules compétentes

Dans un tube eppendorf stérile, 1@0de cellules compétentes sont incubés a 4°C
avec 100 a 500 ng de vecteur de surexpression peB@aminutes. Un choc thermique,
réalisé a 42°C pendant 1 minute, permet la tramsfbon des bactéries. Ce traitement
accentue la déstabilisation de la bicouche lipidigt stimule la pénétration de I’ADN
plasmidique dans les cellules. Celles-ci sont éas@imises 2 minutes a 4°C, puis reprises
dans 30Qul de milieu LB, et laissées 1 heure sous agitadi@7°C. Les cellules transformées
sont étalées sur boites de Pétri contenant du umiliB-agar, complémenté avec les
antibiotiques appropriés (ampicilline 1¢@.mf"). Les boites sont placées une nuit & 37°C.

Les colonies formées sont celles contenant le uedte surexpression.

I1.5. Mutagénese dirigée par PCR

Les mutants SOR I117A, 1117S, 1117D, 1117V sonteabs par mutagénéese dirigée
grace au kit QuikChange (Stratagene). Cette métinédessite I'utilisation d’'un plasmide
double brin (ici le plasmide pMJ25) portant le gedé&ntérét &or) ainsi que 2
oligonucléotides synthétiques dont la séquence &togt complémentaire au brin d’ADN a
modifier, a I'exception de la mutation désirgo et al. 1989) Ces oligonucléotides doivent
contenir entre 25 et 45 bases, avec une tempérdeufasion (Tm) supérieure ou égale a
70°C.

Tm=81,5+ 0,41 (% GC) — 675/N - % (non appariement
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Avec N le nombre de bases de la séquence, % GOukegntage de bases G et C dans la
séquence et % (non appariement) le nombre de baggss (valeur nulle en cas de délétion
ou d’insertion de base). La séguence choisie dwitenir au moins 40 % de bases GC et se
terminer par un C ou un G.

Les séquences des oligonucléotides utilisés séseptées dans le Tableau 1 :

Nbr non
Nom Amorces - Séquences ) %GC Tm
appariement

5’- gaa tac tgc aagcc cac ggc cac tgg - 3
pPMJ25)1174 g 9 9 9 2 62,9 74,8°C
3’- ctt atg acg ttggg gtg ccg gtg acc - 5’

5’- gaa tac tgc aama cac ggc cac tgg - 3’
pPMJ25)117s g 9 @ 9 9 1 59 77,07°C
3’- ctt atg acg ttgdg gtg ccg gtg acc - 5’

5'- gaa tac tgc aagac cac ggc cac tgg - 3’
pMJ25117p J g 9 9 2 59 73,3°C
3’- ctt atg acg ttgtg gtg ccg gtg acc - 5’

5’- gaa tac tgc aagtc cac ggc cac tgg - 3’
pMJ25|117V g g o 99 9 1 59 77,02°C
3’- ctt atg acg ttgag gtg ccg gtg acc - 5’

Tableau 1:Séquence d’amorces utilisées pour la SOR de D sbahkes nucléotides modifiés a
I'origine des mutations Ile*Ala, lle2Arg, lle>Ser et llex*VVal sont indiqués en violet

Dans un eppendorf stérile on mélange 10 ng de jdesparental, 125 ng de chacune
des amorces, 1ul de mélange de dNTP concentrésyaMlGul de tampon de réaction, 1ul
de polymérase Pfu Ultra (2,5 UJ)let 50 pl g.s.p d’eau stérile.

La mutagénese s’effectue par un enchainement descgle température réalisés de
maniére automatique par un thermocycleur. Chaquee cgomporte 3 étapes. Dans un
premier temps les 2 brins de 'ADN matrice sontasép par dénaturation thermique, puis les
oligonucléotides s’apparient a leur séquence comgtdaire sur I’ADN matrice. lls servent
d’amorces pour I'étape d’élongation, au cours diddle laPfuUltra polymerase (une ADN
polymérase thermorésistante) synthétise 'ADN cdmm@ntaire au brin parental. Les
conditions de PCR sont présentées dans le Tableau 2
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Cycles Température Temps
1% 95°C 30s
95°C 30s
2 55°C 1 min 18 fois
68°C 10 min (2 min.kB*
3° 68°C 10 min

Tableau 2 :Conditions de PCR pour une mutagénese dirigée

Une fois cet enchainement de cycles terminé, ldyrale la réaction est traité par la
Dpn |, une endonucléase qui digere spécifiquement 'ADRthylé et hémiméthylé du
plasmide parental. LADN muté est finalement inidddans des cellules compétentes (ici
des bactéries DHbou BL21) qui relient les extremités du plasmideceadibres apres la
synthése de I'’ADN. Le géne muté a été entieremégtiencé (Genome Express SA) pour
chacun des plasmides pMJ2a, pPMI25117s PMI2%170 €t pMI25 17y, afin de confirmer

I'introduction de la mutation désirée.

[11.Culture cellulaire

.1, Surexpression des SOR sauvages et mutantes de
Desulfoarculus baarsii

Les souches DHb ou BL21 transformées par les plasmides pMJ25, BiviIz,
pMJ25:17s pMI2917p et pMJI2%17v sont étalées sur boite de Pétri LB contenant
I'antibiotique approprié, ici 100 ug.thid’ampicilline. 100 ml de milieu LB contenant les
mémes antibiotiques sont alors ensemencés a gartie colonie et cultivés a 37°C sur la
nuit sous agitation a 200 rpm, jusqu’'en phaseaferation. Cette pré-culture sert alors a
ensemencer a 1 % 10 | de milieu M9 contenant lemeséantibiotiques et supplémentés en
sels minéraux, molécules organiques et en fer saurme de FeGl (100 uM). La
surexpression de la SOR est induite par addititiaTd5 (1 mM). Aprés 16 h de croissance a
37°C, sous agitation 220 rpm, les cellules sontectd#des par centrifugation a 4000 rpm

pendant 15 min a 4°C, en vue de préparer les extrellulaires solubles.
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[1.2. Complémentation de l'activité SOD

Les souches QC 2965 transformées par les plaspMé2g5(Pianzzola et al. 1996)
PJF119EH, pMkagi, PMI2%114a PMIZ2G117a, PMI23117s PMI251170 €1 pMI2H 17y sont
étalées sur boite de Pétri LB contenant les atitjies appropriés : 100 pg.rnd’ampicilline
et 20 pg.mt de chloramphénicol. A partir d’'une colonie, 10 aiel milieu LB contenant les
mémes antibiotiques sont ensemencés et cultivé®@ 8ur la nuit & 200 rpm d’agitation
jusqu’en phase stationnaire de croissance. Leumilig est alors éliminé par 2 centrifugations
successives a 5000 rpm pendant 1 min, puis le celbilaire est resuspendu dans 2 ml de
milieu M9. Ces solutions servent alors a ensemesde¥ 200 ml de milieu M9 contenant les
mémes antibiotiques et supplémentés en sels minémalécules organiques, en fer sous la
forme FeC} (100 uM), et en acides aminés sauf les acideséntiranchés (valine, leucine,
isoleucine). La surexpression de la SOR est inghdteaddition de différentes concentrations
d'IPTG (5 uM, 20 puM, 100 uM, 1 mM ou 2 mM). La cseance est suivie par la mesure de

I'absorbance a 600 nm.

V. Méthodes de hiochimie

IV.1.  Préparation des extraits solubles

Le culot bactérien (DHD est repris dans 3 volumes (p/v) de tampon 100 Tnigh
HCI pH 7.6. Par ailleurs, pour le nouveau protoodde purification, le culot bactérien est
repris dans du tampon 100 mM Tris-HCI pH 8 (10 rat ptre de culture). La suspension
bactérienne est alors soumise aux ultrasons (ardpli20 % ; 4°C ; 3 fois 5 minutes) afin de
lyser les cellules. Les débris cellulaires (membsaexternes, vésicules membranaires et
cellules non lysées) sont alors séparés des exwaltibles par ultracentrifugation a 45000
rpm a 4°C pendant 1 h30 (Rotor Beckman, TI50).

Afin de précipiter les acides nucléiques, les étgrsolubles sont incubés pendant 20
minutes sous agitation a 4°C avec 2 % (p/v) deatlfle streptomycine (solubilisé dans du
tampon Tris-HCI 1 M pH 7,6). Aprés centrifugatiorl@000 rpm a 4°C pendant 15 min, le
surnageant est incubé pendant 30 min sous agit@#éE avec du sulfate d’'ammonium 75 %
(p/v), afin de précipiter les protéines. Aprés aémgation a 10000 rpm a 4°C pendant 20
min, le culot protéique est congelé dans l'azajeitle et conservé a -80°C en attendant son
utilisation. Alternativement, ces étapes de préaijmn peuvent étre remplacées par une
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dialyse afin d’éliminer les sels. Pour cela, legats solubles sont déposés dans des boudins
de dialyse et déposé dans 3 bains de tampon 10 ngvHTI pH 7,6 de 2 heures chacun.
Une fois la dialyse terminée, les extraits solulsiest filtrés grace a une membrane 0,45 pm
dans le but d’éliminer le matériel cellulaire insolle (débris cellulaires, corps d’inclusion et

agrégats). Les extraits sont préts a étre utilisés.

IV.2.  Purification des protéines

IV.2.1.Ancien protocole de purification

Apres la préparation des extraits cellulaires delibde culot en sulfate d’ammonium
est décongelé et remis en suspension délicatermentum volume de tampon 50 mM Tris-
HCI pH 7,6 correspondant & une concentration direl protéine d’environ 30 mg.m(la
solution trouble devient translucide). Cette soltprotéique est ensuite centrifugée a 10000
rom a 4°C pendant 20 min. La solution est concenpa@r ultrafiltration en utilisant une
cellule Diaflo équipée d’une membrane YM10 (Amicaiin d’obtenir 15 ml de solution
contenant 700 mg de protéine. Juste avant d’épresd® sur la colonne, la solution protéique
est centrifugée 10 min a 4°C a 10000 rpm afin didler les impuretés non solubles.

m Chromatographie par filtration sur gel AcA 54

La chromatographie par filtration sur gel permeséparer la SOR d’'un grand nombre
de protéines contaminantes de plus haut poids mlaiées.

Le gel AcA 54 (2,6 x 70 cm ; 372 ml ; Ultrogel, IBEst préalablement équilibré par 1
volume colonne de tampon 10 mM Tris-HCI pH 7,6.get Ultrogel AcA 54 est un polymere
d’acrylamide (5 %) et d’agarose (4 %). Il sépardad@n optimale les protéines dont le poids
moléculaire est compris entre 5000 et 70000 Daltblascharge maximale est de 1 g de
protéines avec un volume n’excédant pas 15 ml.utigh est réalisée a un débit de 0,4
ml.min® et des fractions de 4 ml sont collectées. Lestifmas sont analysées par
spectroscopies d’absorption UV-Visible en fonctda leur rapport ABsonm/AbSsosnm La
bande a 280 nm est caractéristique des résidusaticqpes et représente la totalité des

protéines. La bande a 503 est caractéristique direcé de la SOR, FgSa I'état oxyde, et
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donne une information directe sur la quantité d®Rk@Esente dans la solution protéique. Les

fractions ayant un rapport ARs,m/AbSsoanm< 20 sont rassemblées.

m Chromatographie par échange d’anion SOURCE 15 Q

La chromatographie par échange d’anions permeéparsr les protéines selon leurs
charges. Les échangeurs d’ions sont des macrontedéitisolubles portant des groupements
ionisables qui ont la propriété d’échanger de fagwersible certains de leurs ions au contact
d’autres ions provenant d'une solution. Les résidebangeuses d’anion sont chargées

positivement (Figure 34) et sont souvent constiudEsegroupement d’ammonium quaternaire.

Groupement positif
lie par covalence au support

G-l-

Figure 34: Schéma de fixation de molécules sur ur@sine échangeuse d'anion.

Les fractions rassemblées aprés AcA 54 sont dépa@sgr débit de 1 ml.minsur une
colonne échangeuse d’anion SOURCE 15Q (Amershaameatre 1,5 cm ; hauteur 5,6 cm ;
volume 10 ml), préalablement chargée en sels penitines colonne de tampon B (10 mM
Tris-HCI pH 7,6 ; 0,5 M NacCl) puis équilibré parvblumes colonne de tampon A (10 mM
Tris-HCI pH 7,6). L’élution des protéines est effe@e par un gradient linéaire de 0 a 150 mM
de NaCl en 25 volumes colonne (250 ml) & un débitldml.min’. Les fractions sont
analysées par spectroscopie UV-visible de la méagenf que décrit précédemment puis

rassemblées selon un rapport s, / AbS;o3nm< 5.

IvV.2.2.Nouveau protocole de purification

w Chromatographie par échange d’anion Q sepharose

La résine Q sepharose (Amersham Bioscience) estsmésolutive que la Source 15Q

ce qui convient pour une premiere étape de putifinales extraits solubles.
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Les extraits solubles sont déposés & un débitrdengin™ sur une colonne échangeuse
d’anion Q Sepharose (diamétre 2,6 cm ; hauteur bl golume 60 ml), préalablement
chargée en sels par 5 volumes colonne de tampd® B Tris-HCI pH 7,6 ; 0,5 M NaCl)
puis équilibrée par 5 volumes colonne de tampod®rM Tris-HCI pH 7,6). L’élution des
protéines est effectuée par un gradient linéairdd de 110 mM de NaCl en 11 volumes
colonne (660 ml) & un débit de 1 ml.firLes fractions sont analysées par spectroscopie UV
visible de la méme fagcon que décrit précédemmeild pssemblées selon un rapport
AbSz80nm/ AbSs03nm< 10.

w Chromatographie d’exclusion Superdex 75-préparativ. e

Cette étape de purification consiste a réalisetanmsage moléculaire. Les différents
constituants de I'échantillon sont séparés selars lpoids moléculaire. Le fractionnement de
la Superdex 75 se situe entre 3.0t et 7.10 Da. La solution protéique obtenue aprés
purification sur Q Sepharose est chargée sur ufem® Superdex 75 16/60 prep-grade
(Amersham-Pharmacia Biotech ; diametre 1,6 cm tewa60 cm ; volume 124 ml) équilibrée
avec le tampon A (Tris-HCI 10 mM pH 7,6), puis @wivec ce méme tampon a un deébit de
0,6 ml.min’. Des fractions de 2,5 ml sont collectées puisyséals sur gel d'électrophorése.
Les fractions sont analysées par spectroscopie isidle de la méme fagon que décrit
précédemment puis rassemblé selon un rappotsfhks AbSosnm< 5. Les échantillons sont
ensuite aliquotés, congelés dans I'azote liquidst@tkés a — 80°C. Les protéines obtenues

sont pures a 95 %.

IV.3. Détermination de I'état oligomérique de la pr  otéine

Afin de connaitre I'état oligomérique des protéjnas échantillon de protéine obtenu
apres purification est passé sur une colonne disagen moléculaire Superdex-75-analytique.
En fonction du volume a laquelle la protéine estéé| on peut connaitre la forme
oligomérique de la protéine. La colonne est prdafabnt calibrée grace a différentes
protéines de taille connue dans la gamme de powmlécuaire recherchée. Le Tableau 3
rassemble les différentes protéines de calibratienyolume d’élution sur Superdex 75

analytique et leurs masses moléculaires.
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Volume d’élution (ml) Masse moléculaire (kDa)
Bleu Dextran 7,5 -
Albumine 8,5 67
Ovalbumine 9,2 43
Chymotrypsinogéne 11,6 25
Ribonucléase 12,7 13.7

Tableau 3 :Volume d’élution sur superdex-75-analytique et reassléculaire des protéines de calibration.

Les protéines sont éluées sur 1 volume colonnenfp@vec du tampon Tris-HCI 50
mM, 0,05 M NaCl, & un débit de 0.6 ml.rfin

Les données obtenues servent a construire uneecdarbalibration K, en fonction
du log de la masse moléculaire log(MM) (Figure &&c : Ky = (Ve— Vo) / (Viot — Vo)
Avec K, : constante, ¥: Volume d’élution, \§: Volume mort (volume du bleu dextran),

Vit : Volume de la colonne (60 ml).

Courbe de calibration S75-analytique
0.12

VVVVV Error
024327 | 002021
0.1 I~ @\ Ribonuciéase m2 -0.1243 | 0017112

Chisq | 0.00015608 NA
R 096348 NA

®  Chymotrypsinogéne

0.06

(Ve-Vo) / (Vtot-Vo)

Kav
o
o
R

T

log MM

Figure 35 : courbe étalon de calibration de la coloe S-75-analytique.

Le volume d’élution de la protéine d’intérét estrqgaré a cette courbe, ce qui permet

de déterminer son éventuel état oligomérique.

IV.4.  Analyse biochimique

IvV.4.1.Electrophorése de protéine : SDS-PAGE

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide, en @@t dénaturantes, permet de

séparer les protéines en fonction de leurs poidgculaires, d’estimer la masse moléculaire
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de leurs chaines polypeptidiques et d’apprécierslelegrés de pureté. Cette technique est
également utilisée avec des cellules entiéresdafinontréler la surexpression d’une protéine
d’'intérét. Le SDS est un détergent qui se fixe Issr protéines et rompt les interactions
protéines-protéines. Chaque molécule de SDS appoeeharge négative lorsqu’elle se lie a
la protéine. Ainsi la charge globale est beaucolys grande que la charge nette de la
protéine. On peut alors considérer que la chargéaeméme pour toutes les protéines. La
mobilité électrophorétique d'un mélange de protéimeedépend alors que de la masse de

chacune puisque leurs charges est uniformémentinégan présence de détergeant.

m Préparation des échantillonsles échantillons protéiques sont dilués dans dmmek de
tampon de dénaturation (100 mM Tris-HCI pH 6,8 ; 8&S ; 20 % glycérol ; 0,2 % bleu de
bromophénol). Afin de compléter la dénaturatiors &xhantillons sont chauffés a 95°C
pendant 5 minutes. En ce qui concerne les celltiled,de culture est centrifugé a 13000 rpm
pendant 5 min, puis le culot bactérien est repassd80 ul de tampon de dénaturation et
chauffé 15 min a 95°C, puis déposé sur gel.

w Conditions de migration et réveélation des protéinesda composition des gels de
polyacrylamide utilisés est indiquée dans le TablkéalLa migration est effectuée sous une
tension de 180 V, & 45 mA et pendant 60 min, dartarhpon de migration 1X (3 g.ITris-
base ; 14.4 gl Glycine ; 1g.1 SDS).

Solutions Gel de Séparation Gel de concentration
Acrylamide 30% / Bis-acrylamide 8 % (p/v) 3 mi 0.8
Tris-HCI 1M pH 8,8 1,8 ml -
Tris-HCI 1M pH 6,8 - 0,78 ml
Glycérol 50 % 1,2ml -
H,O - 3,4 ml
SDS 10 % 60 pl 50 pl
TEMED 6 ul 6 pl
APS (100 mg.mb) 30 pl 25 pl

Tableau 4 :condition de préparation d’'un gel acrylamide 15 %.

Apres migration, le gel est coloré pendant 15 miecaune solution de bleu de
Coomassie (0,25 % bleu de Coomassie ; 45 % éthaob acide acétique ; 10 % glycérol).
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Puis la décoloration est effectuée dans une soluttmtenant 30 % d’éthanol, 10 % d’acide
acétigue et 5 % de glycérol. Le poids moléculags protéines est évalué grace a la présence

d’'un marqueur de poids moléculaires (MBI fermen{aspleau 5) contenant :

Protéines Source kDa

3 galactosidase E. coli 116

Bovine Serum albumine Bovine Plasma 66,2
Ovalbumine Chicken egg white 45

Lactase Deshydrogénase Porcine muscle 35
Restriction endonucléase Bsp 98 | E. coli 25

3 lactoglobuline Bovine milk 18,4

Lyzozyme Chicken egg white 14,4

Tableau 5: Poids moléculaire et source des protéines uglsspour les marqueurs de poids moléculaire.

IV.4.2.Dosages

mw Dosage des protéines solubles :  Les protéines sont dosées selon le protocoletdécri
par M.Bradford(Bradford 1976) Cette méthode est basée sur I'adsorption duaaidrieu de
Coomassie. En milieu acide ce colorant s’adsorlyelesu protéines et cette complexation
provoque un transfert de son pic d’adsorption digefmax= 465 nm) vers le blel{ax=

595 nm). La Sérum Albumine Bovine est utilisée cam@férence pour la réalisation de la
gamme étalon. A 5 et 10 ul de solution protéiquaemant O a 10 pg de protéine, on ajoute 1
ml de solution du réactif de Bradford (Bio-Rad)udilau 1/5. L’absorbance est alors lue a 595

nm, contre un témoin sans protéine.

w Dosage spectrométrique sur les SOR natives et les mutants de D.baarsii: La
protéine purifiée se caractérise par un spectrbsdiption de 250 nm a 900 nm dans du
tampon Tris-HCI 10 mM pH 7,6. Ce spectre est cétula forme semi-réduite de la protéine :
le centre | oxydé présente une bande d’absorpti®@3nm. Le centre Il est réduit et ne
présente pas de bande d’absorption dans le vigihtrira et al. 1990 ; Lombard et al.
2000a) L'ajout d’'un fort oxydant, KO, ou KulrClg (iridium 1V), le plus utilisé durant cette
étude, permet I'oxydation du centre Il. Du faitgbn instabilité en solution, il est nécessaire
d’ajouter 3 équivalents d'iridium par rapport gplatéine pour permettre une oxydation totale
de la SOR. Un spectre de différence entre la prettatalement oxydée et la protéine semi-
réduite permet de visualiser le centre Il oxydé,rgprésente une large bande d’absorbance

centrée autour de 650 nm.
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Inversement, le site actif de la SOR (centre I)tpare réduit par 1 équivalent d’ascorbate de
sodium. Le centre | peut étre réduit par le dithiman anaérobie.
La bande a 503 nm nous permet d’obtenir la conagotr en centre | et donc de la SOR

présente dans la solution pour la forme semi-rédgit 4400 mM:.cm™).

IV.5.  Etudes en fonction du pH

Une gamme de pH est réalisée grace a différentesioss de tampon : tampon
acétate pH 5,5 et 5,5, tampon phosphate pH 6;57,&, tampon Tris-HCI pH 7,6 ; 8,1 ; 8,5;
8,8 et tampon glycine-NaOH pH 9,1 ; 9,5; 9,8 21010,5.

IV.5.1. Stabilité des SORs en fonction du pH

La stabilité des protéines est suivie sur 30 minadibation dans les solutions de
tampon 10 mM a un pH donné. Une caractérisatiorctsgle est effectuée a différents
intervalles de temps t (0, 1, 5, 10 et 30 min). kpectres UV-visible des formes semi-

réduites et oxydées sont enregistrés et comparés gurée.

Iv.5.2. Détermination du pKa des mutants

Lorsque I'on augmente le pH de 5 a 10,5, la baraesdrption du Centre Il est décalé
autour de 660 nr{Niviere et al. 2004)Cette longueur d’onde est utilisée pour la fibrapH,
afin de déterminer le pKa associé a I'échange doprau niveau du site actif de la protéine.
Pour cela, 10 mM de tampon sont ajoutés a 50 @R et I'oxydation du centre |l se fait
grace a 'ajout 3 équivalents delkCls. Le spectre UV-Visible est réalisé immédiateméat.
courbe de titration (ARsonmen fonction du pH) est modélisée par I'équationaste : Asgo=
(Asso + Agoo X 10PH - PK&) /(1 + 16°" - P*¥). Cette équation correspond & un processus

d’échange a un proton.

IV.6. Titration Redox

Les titrations redox de la SOR sont réalisées a& 18 conditions anaérobies, en

mesurant le potentiel redox associé a chaque chasrged’absorption du centre | (a 503 nm)

74



Matériels & Méthodes

et du centre Il (a4 la valeur dumax de chague SOR). Les mesures sont réaliséesuave
spectrophotométre a barrette de diode équipé dume congue spécialement pour avoir une
agitation constante de la solution. Les potentildgdlox sont mesurés grace a une
microélectrode Pt-Ag/AgCI/KCI (3M) par rapport &lectrode de référence a hydrogene. La
solution protéique a 50 uM de SOR dans 50 mM depteniris-HCI pH 5 ou pH 7,6 est
complémentée de médiateurs & 2 uM chacun : Femro¢end22 mV), 2,5-diméthyl-p-
benzoquinone (+ 180 mV), duroquinone (+ 5 mV), ehzoquinone (+ 280 mV), N, N’-
diméthyl-p-phenylenediamine (DMPD) (+ 371 mV). Lesédiateurs servent a balayer
'ensemble de la gamme de potentiel de la protdiaeSOR sous sa forme semi-réduite
(centre | oxydé et centre Il réduit) est tout d'aboxydée par étape, par addition de petites
guantités de KrClg, puis réduite par étape, par addition de petitentités de dithionite de
sodium. Apres chaque addition, la solution protéigst laissée 5 minutes afin d’atteindre
I'équilibre thermodynamique. Le potentiel obtentiaers attribué a une valeur d’absorbance
lue sur le spectre qui correspond a I'état d’oxipadade la SOR a ce moment précis. Ces
valeurs sont alors reportées sur un spectre repedgela normalisation de la variation
d’absorbance (NAV) a 503 nm pour le centre | &t @ pour le centre Il en fonction du
potentiel redox corrigé de la valeur de I'électralgeréférence + 207 mV. La courbe obtenue
est alors modélisée par I'équation obtenue a pdgtltéquation de Nernst :

NAV = (NAV max— NAV min) / (1+10CEET/0.064E)

IV.7. Test d’'activité

L’oxydation du site actif peut se faire aussi pan substrat naturel : le superoxyde

O," ‘Le radical superoxyde peut étre généré de 3 fadifiésentes :

m Par une source enzymatigue continue telle que le s ystéme
Hypoxanthine/Xanthine Oxydase : en présence de xanthine et d’oxygene, la xanthine
oxydase forme des radicauxO(30 %) et du péroxyde d’hydrogene® (70 %) qui peut
étre éliminé par I'ajout de catala@gray 1961) La vitesse d’oxydation du site actif est alors

proportionnelle a la quantité de xanthine oxydagsente dans le milieu réactionnel.

@ Par une source chimique ponctuelle : le superoxyde de potassium K&t soluble et
stable dans un mélange DMSO/DMF 2 :1 anhydre esepce d’éther couronne 18-6 (30
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mM). La concentration enO peut étre déterminée par spectrophotométrie U\blésa 265

nm, avec un coefficient d’extinction molaire= 2000 M*.cnmi* (Valentine and Curtis 1975)

 Par radiolyse de I'eau: elle permet de générer une quantité définie deahd

superoxyde dans un temps trés c¢8ahuler et al. 1980; Favaudon et al. 1990)

o La radiolyse pulséeest réalisée en collaboration avec le professeant@l Houée-Levin et
le docteur Vincent Favaudon a linstitut Curie dd@y. La durée de vie des radicaux
provenant de la radiolyse de l'eau n'excéde pasgupse microsecondes. Pour pouvoir
identifier ces radicaux en temps réel et détermieers vitesses de réaction avec des
composeés chimiques, il est nécessaire d'utilisertechnique spécifique : la radiolyse pulsée.
L’appareil de radiolyse est composé d’'une sourceagennement ionisant provenant d’un
accélérateur linéaire d’électrons, d’'un oscilloscapgital afin d’enregistrer les données a
différentes longueurs d’ondes, d’'un porte échamtifpouvant contenir des cuvettes de 2 cm
de trajet optique.

Les radicaux libres sont générés au niveau de lidi@o aqueuse renfermant la
protéine, par I'application d’'un pulse d'électrandraute énergie de 200 ns a 2 us provenant
de l'accélérateur d’électron. Le superoxyde esembtpur en solution en moins de 1 pys en
présence d’'un excés de formiate et d’oxygéene. Ise gar pulse est ici entre 4,5 et 27 Gy soit
une concentration en superoxyde entre 3 & 16,5meMi¢ment radiolytique : 6,2 10nol.J
1)_

La solution protéique (100 uM) saturée en oxygadams 2 mM des différents
tampons utilisés, de catalase aux pH basiques £0dnM de formiate. La réaction est suivie
spectrophotométriquement, entre 450 et 750 nm,°& 2Adns une cuvette de 2 cm de trajet
optique spécialement congue pour ce type d'expeeiebes traces cinétiques sont analysées
en utilisant un algorithme Levenberg-Marquardtayidiel Kaleidagraph

IV.8.  Test turn over NADPH / Hypoxanthine / XO

Il s’agit de déterminer l'activité NADPH: superoxgaéductase de la SORoulter
and Kurtz 2001) Pour cela I'oxydation du NADPH est suivie a 340 dans une cuvette
spectrophotométrique de 1 ml contenant 50 mM depdenirris-HCI pH 7,6, 200 uM de
NADPH, 500 U.mf* de catalase, 500 uM d’hypoxanthine et 1 pM deoffaxine réductase
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deE. Coli (Fpr), a température ambiante. Apres 30 s, 1 uNM@R sauvage ou mutante est
ajouté et apres 90 s, une quantité de xanthineasey()XO) produisant un flux de superoxyde
de 22 pM.mift est ajoutée.

L’hypoxanthine et la xanthine oxydase ont pour datformer du superoxyde. Ce
dernier est imédiaitement utilisé par la SOR a#érpdoduire du peroxyde d’hydrogene qui est
immédiatement éliminé par I'action de la cataldse site actif de la SOR est alors sous sa
forme oxydé (F&). La présence de la FpR ainsi que du NADPH va perenla réduction du
Fer et donc l'activité catalytique de la SOR (F®G36).

Hypoxanthine

Xanthine
oxydase

SOR-Fe2+ + O, + 2H*

v

SOR-Fe3* + H,0,

2 e + H*+ NADP* NADPH

CAT

H,0 + O,

Figure 36 : Mécanisme d’action du test turn over NADPH / Hypthine / Xanthine oxydase

V. Méthodes spectroscopiques

V.1 Spectroscopie UV-Visible

Il se peut qu'une substance absorbe de la lumians ¢¢ domaine du proche infra
rouge, du visible et de l'ultra-violet, I'énergigsarbée provoque alors des perturbations dans
la structure électronique des atomes, ions ou mi@écUn ou plusieurs électrons utilisent
cette énergie pour sauter d'un niveau de bassgiér{état électronique fondamentgl & un

niveau de plus haute énergie (état électroniquiéest) (Figure 37).
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Niveau d'énergie

Niveau électronique s*
et ses sous niveaux vibrationnels

g*

Absorption
E =hv=hc/A

Niveau électronique s,
et ses sous niveaux vibrationnels

So

Figure 37 : Phénoméne d’absorption des photons

L’énergie d'un photon absorbé lors d’'une transiterire deux niveau d’énergie est
donnée par la relation E =vlou h est la constante de Planckvéa frequence du photon
(v = /A avecA correspondant a la longueur d’'onde). Les moléduil@sgiques qui absorbent
sont celles qui possedent des doubles liaisonsugoégs, des noyaux aromatiques (pic
d’absorption a 280 nm) et celles qui contiennentndtal de transition.

Pour les complexes de métaux de transitions danprteéines, il existe plusieurs types de
bandes d’absorption :

m Les bandes de transition entre les orbitalescertaines sont permises»p, p—d et d-f ;
d’autres sont interdites «sd, p—f, s—s, p—p, d—d. Dans les complexes de métaux de
transitions, il est possible d’'observer des bamdeansition é>d dans le visible. Ces bandes
sont, en général, de faible intensité.

m Les bandes de transfert de chargece sont en général des bandes assez intenses. Au
cours de I'excitation, I'électron passe d’'un ato@nen autre provenant de son environnement
le plus proche. Dans les complexes avec les métauransitions, on peut distinguer surtout
deux catégories de transitions de transfert degehar

o LMCT ou bande de transfert de charge du ligand enmmétal Un électrorns oun
du ligand est transféré a une orbital métallique.

o MLCT ou bande de transfert de charge du métal Versigand Un électron
meétallique est transféré a une orbitale localiselsdigand. Cette transition correspond a

I'oxydation du métal et a la réduction du ligand.

Les transferts de charges ligafdmétal (LMCT) sont en général plus faciles, donc de

plus faibles énergies (hautgy puisque la charge formelle sur I'ion métalliqaegmente.
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Inversement, les transferts de charge métadigand (MLCT) sont plus difficiles, donc de
plus hautes énergies (faiblp

De fagon générale, en biologie, la spectroscopabsdirption UV-visible permet
d’identifier et de quantifier un cofacteur protéqu

Dans le cas de la SOR qui comprend une liaison, Fe{Bansfert de charge du soufre
vers le fer provoque des absorptions entre 300@nhm. Ces mesures d’absorption varient en
fonction du type de liaison fer-soufre et mémees bandes d’absorption sont relativement
large, la position de leur maximum ainsi que larfergénérale du spectre fournissent des
renseignements sur la nature du centre Fe-S.

Les spectres d’absorption ont été enregistrés léansuves en quartz de 1 cm de trajet
optique. Les études en aérobiose ont été réalméss un spectrophotometre Cary 1 Bio
(varian), et les spectres en conditions anaérobied été enregistrés avec un
spectrophotometre a barrette de diode Uvikon Xlo{Bek instruments) relié par des fibres

optiques a la cuve placée a l'intérieur de la baitants.

V.2. Spectroscopie Infrarouge a transformée de Four  ier (FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fo(oieFTIR : Fourier Transformed
InfraRed Spectroscopy) est basée sur I'absorptiom dayonnement infrarouge par le
matériau analysé, ici la solution protéique. Ellernpet via la détection des vibrations
caractéristiques des liaisons chimiques, d'effectlienalyse des fonctions chimiques
présentes dans la protéine.

Lorsque I'énergie apportée par le faisceau lumingoamgueur d’onde) est voisine de
I'énergie de vibration de la molécule, celle-cialzsorber le rayonnement. Ainsi la diminution
de l'intensité réfléchie ou transmise est enre@éstr Le domaine d’énergie de vibration des
molécules correspond au domaine infrarouge entf® 40’ et 700 crit (2,5 — 25 pm).
Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a unerptisn, cela dépend de la géométrie de la
molécule.

Les mesures se font grace a un spectrometre ddanamée de Fourier qui envoie sur
'échantillon un rayonnement infrarouge et meswe longueurs d’onde et les intensités
auxquelles la solution protéique absorbe.

Les spectres FTIR sont enregistrés & une résoldgéod cnl avec un spectrométre
Bruker 66 SX.
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Les expériences sont réalisées en collaboratioa lavdocteur Catherine Berthomieu
au CEA a Cadarache.

V.3. Spectroscopie de résonnance paramagnétique
électronique : RPE

La spectroscopie RPE permet d'étudier les espedes gharamagnétiques qui
contiennent un ou plusieurs électrons non appdriéstité paramagnétique est placée dans
un champ magnétique H variable et recois une oleérémagnétique d’énergiehLorsque
I'énergie v de I'onde est égale a I'énergie nécessaire peumgttre la transition entre deux
états de spin de I'électron (dont la levée de dégstence est permise par le champ
magnétique), il se produit le phénomeéne de résamngraramagnétique électronique.
L’énergie de transition est égale AHy ou g correspond au facteur de Lande<¢,0023
pour I'électron libre) efd au magnéton de Bohr. L’électron non apparié dares arbitale
moléculaire posséde un facteur g dont la valederdifde celle desgen fonction du centre
paramagnétique et de son environnement moléculagdacteur g est anisotrope, ce qui
signifie gqu’il est assimilable a une grandeur teredle définie par trois composantes gx, gy et
gz. Ces trois composantes correspondent aux pdimiftexion et a I'extremum du spectre
d’absorption enregistré au cours du balayage dEsingadu champ magnétique. En fait, le
spectre obtenu expérimentalement est la dérivéeighal d’absorption pour laquelle la
détermination des valeurs de g est plus précise.

Appliquée a I'étude des centres a fer des protglad2PE nous informe sur le type de

centre, sur sa géometrie et sur I'état redox du fer

Préparation des échantillons

Les mesures ont été effectuées sur des échantdtomgelés de 200 pL de protéine a
une concentration de 100 puM. Les spectres RPEtérgréegistrés grace a un spectrometre
Bruker ESP 300 E équipé d’'un cryostat qui permatteindre la température de I'hélium
liquide.

Les expériences de RPE sont réalisées en collao@atec le Dr Geneviéve Blondin
au CEA a Grenoble.
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V.4, Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique detidatextrémement sensible qui
permet de déterminer des structures moléculdits.permet de transformer des molécules
dans leur état naturel en ions a l'état gazewd'aditenir leur masse moléculaire m en
analysant leur rapport masse/charge noté m/z, esta masse du compose et z sa charge.

Bien qu'il existe plusieurs techniques de specttoeméle masse, un spectrométre de
masse est constitué de cing parties principales :

m Le systeme d’introductionqui fait pénétrer I'échantillon dans le spectraméte masse.

@ La source dions dans laquelle les molécules sont ionisées aprésba@ement
électronique. Il existe plusieurs méthodes d’iciigg le choix de celle-ci est directement lié
a la nature de I'échantillon et au type d’analysehsitée.

@ L'analyseur qui réalise le tri des ions fragments en fonctionrapport masse/charge par
I'application d’'un champ magnétique et/ou électeiqu

@ Un détecteurqui collecte les ions fragments et amplifie lensigassocié aux ions.

@ Un ensemble informatique de traitement des donnéegui permet de transformer les
informations recues par le détecteur en spectraatse.

Deux types de spectrométre ont été utilisés : éxtspmetre ESI-Q-TOF et le spectrometre
MALDI-TOF.

Ces deux techniques sont des méthodes d’ionisdtinoe c'est-a-dire qu’il y a peu de
fragmentation des ions moléculaire. Elles sontiséls pour l'ionisation des molécules de
haute masse moléculaire. Elles sont complémentadise®nisation MALDI permet d’analyse
des échantillons de trés faible concentrationweteéagrande tolérance aux sels et aux tampons
mais elle est moins précise que la méthode EShdavantage d'utiliser des molécules en

solution.

Préparation des échantillons

@ Maldi : 'échantillon protéique est dilué a 10 uM dansTdiA 0,1 %. 1 ul de cette solution
est déposé avec 1 pl de matrice acide sinapinii@eng.mi*; ACN/H,O/TFA 50/50/0,1)
utilisée pour les protéines.

w ESI-Q-TOF : vérification de la masse des mutant® pl de solution protéique a 1
UM dilué dans 0,2 % de FA (Acide Formique) estdt@edans 'HPLC (micromas CapLC
pump, Waters) couplée avec le spectrométre de netessteospray QTOF.
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Test mutants + HO, : a une solution de SOR mutante a 200 uM sont
ajoutés 6 equivalents dz,. Le temps d’incubation est de 3 minutes avantitledcette
solution au 1/10 avec 0,2 % d’acide formique ehjdiéter dans 'HPLC couplée avec le

spectrometre de masse electrospray QTOF.

Toutes les expériences de spectrométrie de massséoeffectuées par Izabel Bérard
du laboratoire de Spectrométrie de Masse des Restéidirigé par Eric Forest
(LSMP/IBS/Grenaoble).

V.5. Spectroscopie RAMAN de résonnance

Les études de résonnance Raman ont été realisémdla@moration avec le Docteur
Alain Desbois du CEA de Saclay.

La spectroscopie Raman est une methode d’analyssstile non destructive fondée
sur les propriétés vibrationnelles des molécules. fBit qu’il s’agit d’'une technique
vibrationnelle, elle permet d’obtenir un degré dssolution élevé pour les informations
structurales, notamment des informations sur lareathimique des ligands du métal, sur leur
force de liaison, leurs conformations et/ou lewsfigurations ou encore sur les interactions

du site actif avec son environnement (liaisons bgene etc.)

mw Principe

Quand la lumiere monochromatique, émise par urtdais laser de fréqueneg est
propagée a travers un matériel isotrope (gaz, dejubu solide) que constitue notre
échantillon, cette lumiere est en partie réfleclabsorbée, transmise et enfin une partie
géneéralement faible est diffusée. La diffusion Rarest un processus a trés faible rendement
par rapport a la diffusion sans changement de lkewmgua’ondevy, diffusion Rayleigh ou
diffusion élastique. La diffusion Raman ou diffusionélastique est caractéristique de
I'énergie des sous-niveaux vibrationnels de la md&(Spiro and Czernuszewicz 1995)

La spectroscopie Raman de résonnance est un dasiarou la longueur d’'onde du
faisceau laser correspond a une bande d’absorpdié+Visible, transition électronique
permise de la molécule étudiée. Dans ce cas ilugeaexaltation de I'effet Raman qui peut
aller jusqu'a 1x18 Notons que toutes les bandes du spectre Ramaomeas exaltées au
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méme niveau. Les bandes qui présentent le plusdiegté d’exaltation sont celles qui
correspondent aux vibrations (dans I'état électro@ifondamental) qui miment la distorsion
de l'état électronique excité avec lequel on estrésonnance. Par exemple, si le spectre
Raman de résonnance d’'un centre Fe-S est excité@npfaisceau laser en résonnance avec
une bande de transfert de charg2F2**, nous attendons une plus forte exaltation des mode
de vibration Fe-S, car la transition électronigsedans la direction de S vers I€Fe

Donc lorsque la longueur d’onde d’excitation dis¢aiau laser coincide avec la bande
d’absorption UV-visible du chromophore d’intéréo(p nous les sites meétallique), I'effet
Raman est amplifié, c’est la spectroscopie Ramaméstennance. Lorsque la longueur d’onde
d’excitation approche seulement la bande d’absmmptiV-Visible du chromophore, une
faible exaltation en pré-résonnance est observée.

De plus, le déplacement de ces bandes Raman noue dies informations sur la
force d’une liaison. En effet le déplacement d’lnamde vers les plus hautes fréequences est
attribué a un renforcement de la liaison concermgeinversement, lorsqu’on observe le
déplacement d'une bande vers les plus basses fréesie ceci est attribué a un
affaiblissement de la liaison. Chaque bande coomdm la vibration d’'une ou plusieurs

liaisons.

w Les vibrations moléculaires

Les molécules comportent des modes normaux de twbsa (mouvement
vibrationnels simples) dans lesquels tous les atome groupes d’atomes se déplacent
simultanément, sans modifier le centre de gravié I'ddifice moléculaire(Spiro and
Czernuszewicz 1998) sont des mouvements dans le plan. Elles coemicgtjalement des
modes de vibrations plus complexes qui se situediedors du plan de la molécule.

Il existe plusieurs types de vibrations :

Dans le plan: on distingue I'élongationvy et la déformation angulairé)(qui peuvent

étre soit symeétriqued{ etvs), soit antisymétriquedfs et v,y Se traduisant respectivement par

des mouvements de cisaillement ou de rotationrdesdatomes formant I'angke (Figure 38).
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Etirement symétrique
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Déformation angulaire
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Déformation angulaire
plane symétrique

Figure 38 : Vibration moléculaire dans le plan.

Hors du plan: ce sont des déformations angulaires hors d'wan pholéculaire
pouvant induire un mouvement collectif de la moléat pouvant étre également symétriques

(ys ou antisymétriquesy{9 qui correspondent a des mouvements de torsiondeu

balancement (Figure 39).

Vs Yas ¥\
ﬂO 0/\ /\0 ~

\/ |

Balancement Torsion

Figure 39 : Vibration moléculaire hors du plan.

Les modes de vibrations peuvent se combiner etatatifférentes bandes Raman ne
correspondant pas a des modes purs. Par exemplededacas ou il y a des couplages forts,
certaines bandes Raman ne sont pas dues a des mpodesmais sont le reflet de
combinaisons des modes de déformations et/ou rdjétan.

m Apport de cette technique pour notre étude

La spectroscopie Raman de résonnance est une daehsiructurale qui permet

I'exploration des sites actifs de métalloprotéirearticulierement dans I'étude des protéines
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métallo sulfurées dans lesquelles les transitiolestréniques (LMCT) SMn® sont
exploitées. Le spectre Raman de ces protéinesnieédes bandes dans la région spectrale
entre 300 et 600 chcorrespondant & la transition électronique dusfiexrh de charge du
soufre vers le P&, Les modes de vibrations S¥eont prédominant au niveau du spectre
RR. Cependant, le couplage de ce transfert de ehavgc les vibrations de la chaine
polypeptidique de la cystéine conduit & 'obsewfati’'un grand nombre de raies Raman dans
cette portion de spectre. Ainsi plus d’une bandm&aest visible pour un transfert de charge
S>Fe",

La présence de liaison hydrogene ou des autresdigpeuvent étre observeés. Les
espéces peroxydiques présentent un transfert dgecl-O>Mn™ de plus faible énergie
entre 520-750 nniGirerd et al. 2000t des bandes entre 400 et 900'®unt observées en

spectroscopies de résonance Rathambard et al. 2000a)

mw Protocole

L’échantillon protéique sous forme liquide est d&psur une lamelle de verre de

diamétre de 2 cm fixée au porte échantillon. Poermgttre une analyse correcte, la
concentration finale utilisée lors des analyses 88R est au minimum de 2 mM. Les
résultats présentés ici sont obtenus en majonitérdr d’échantillon ayant une concentration
finale comprise entre 3 et 6 mM et tamponnés a BD(iris-HCI pH 8,5).
Le porte échantillon est ensuite introduit dansri@stat (STVP-100 Janis research company)
maintenu a 10K par circulation d’hélium liquide dr un contrbleur de température. La
géométrie d’excitation est de 135° entre le faigcetile plan de la lamelle. Ceci afin de
minimiser I'entrée de lumiere parasite dans le spetetre Raman due a de la lumiére
réflechie par la lamelle. La lumiére diffusée esliectée par une lentille placée devant le
spectrométre Raman.

La lumiéere est émise par un laser dont la longuéamde est choisie en fonction du
spectre d’absorption UV-visible de I'échantillon. dorrespond a une longueur d’onde
monochromatique proche du maximum d’absorption UWBile du chromophore d’intérét.
Nous avons utilisé un laser Krytpon ionisé (Cohthenova Kr+) qui produit une raie a 647,1
nm utilisé pour I'étude du site actif La puissarthe laser est de 50 mW au niveau de
I'échantillon.

Les spectres sont obtenus avec un spectromeétre 0U64Iobin Yvon SPEX).

L'utilisation de filtres « holographique Notch s » a 647,1 nm permet de rejeter le plus
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possible de lumiere Rayleigh (incidente). Les fersient a 100 pm permettant une résolution
spectrale< 3 cmi.

Il est relié a un systeme informatique permettantpilotage, I'enregistrement et
'accumulation de données. Le rapport signal/besit optimisé par variation du temps et du
nombre d’accumulation (ici 6 x 30 secondes). Leibcatje s’effectue par la diffusion
Rayleigh (& zéro) et par la bande de glace & 23b cm

Les spectres contrbles (solvants, tampon, oxydamtls, sont réalisés dans les mémes
conditions, et soustraits a ceux des échantillétessaires.

Le traitement des spectres s’effectue par le IeDiGRAMS 32 v 5.2 (Glacatic).
Celui-ci permet de corriger d’éventuelles dérivesla ligne de base, de soustraire ou de
moyenner des spectres, de supprimer des contnitsypiarasites (rayonnement cosmique etc.).
Aucun des spectres présentés durant ce travaétd’dissé pour en réduire le rapport signal

sur bruit.
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Résutats etdbssion : Introduction

INTRODUCTION

Le site actif métallique de la SOR est atypique sealement par sa coordination de
type [Fe-N(His)-S(Cys)] non héminique mais surtout par la positigiale du ligand cystéine
par rapport au plan que forment les quatre histglinvec le fe(Adam et al. 2004)La
réactivité de la SOR avec le superoxyde a été &tyatr de nombreuses équipes. Au début de
ce travail aucune étude n’avait démontré expériatemtent I'influence de la cystéine 116 sur
la réduction du superoxyde ce qui a donc consfibiectif de cette these.

Notre approche a été de modifier par mutagenesgedimon pas directement cette
cystéine mais son environnement. En effet, sa mountalirecte en alanine, déja réalisée
auparavant, avait provoqué une démétallation tatalsite actif(Silva et al. 2001)Or, pour
étudier la réactivité de la SOR vis-a-vis du supwgde, le site actif doit absolument conserver
son fer.

Afin de déterminer quels sont les acides aminéyéssants a muter, la structure aux
rayons X de la SOR dB. baarsiia été étudiée. Au niveau du site actif, elle mogtre le
groupement carboxylique de la chaine latérale dtaglate 114 est en interaction dipolaire
avec le soufre de la cystéine 116, ligand du fere Btude antérieure réalisée au laboratoire
sur un mutant de ce glutamate 114 avait donné sigrs résultats intéressants concernant
la fonction de la cystéine sur la réactivité d&S@R avec le superoxyd®athé et al. 2007).
Ces résultats sont présentés en annexe.

D’autre part, la structure montre également la gmwés de deux liaisons hydrogene
entre le soufre de la cystéine 116 et les NH de$nels principales de I'histidine 119 et de
l'isoleucine 118, situées dans I'environnement de actif (Figure 40(Adam et al. 2004)
Ces liaisons hydrogene étant susceptibles de modamléorce de la liaison S-Fe, leurs
modifications pourraient aussi donner des inforareisur la fonction du ligand cystéine dans
la catalyse de I'enzyme.

lle 118
: His 119

Tyr 115 \

— '\\L p -
\

o
------- Hydrogen bond "~ Glu114

'd

Figure 40 : Structure du site actif de la SOR de D. baarsiigicet al. 2004).

89



Résutats etdbssion : Introduction

L’histidine 119 étant aussi ligand du fer, sa matatest susceptible d’entrainer une
forte déstabilisation voir méme une démétallatian gite actif. Un tel phénomene ne
permettrait pas d’étudier le réle de la cystéine.

Le choix s’est alors porté sur l'isoleucine 118. mEwodifiant la chaine latérale de
l'isoleucine, on peut espérer induire un changem@at positionnement de sa chaine
principale, qui pourrait alors affecter la liaisbydrogene entre le NH peptidique et le soufre
de la cystéine du site actif. De plus, I'isoleucitis8 se situant a la surface de la protéine, sa

mutation ne devrait pas modifier de facon drastiguste actif de la SOR (Figure 41).

7
P

I
\. - '{;

)
(@
by

Figure 41 : Localisation de la chaine latérale de l'isoleucit#8 par rapport au site actif de la SOR de D.
baarsii.

Quatre acides aminés ont été choisis afin de ramaplasoleucine 118. Tout d’abord,
lalanine (A) et la valine (V), présentant une cleilatérale plus petite composée d'un
méthyle pour I'alanine et d’'un isopropyle pour lalime. Ces deux mutations permettent
d’éliminer partiellement ou completement I'encombent stérique dd aux groupements
alkyles de la chaine latérale de l'isoleucine. Easuine mutation en aspartate (D) ajoute une
charge négative qui permet la formation éventuédleliaisons hydrogéne supplémentaires
avec l'environnement du site actif, tout comme umgation en sérine (S), par la présence

d’'un groupement hydroxyle (Figure 42).
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CH3
HOOC CH3 HOOC HOOC
Y Y\OH
NH, Isoleucine NH, NH, Serine
CHs3
HOOC OH HoOC
CHj
NH, o Acide aspartique NH, Valine

Figure 42 : Acides aminées choisis pour la mutation de l'isoiee 118.

Apres avoir construit et purifié ces quatre mutams études suivantes ont été
réalisées :
m Caractérisation générale des mutants par speopiescUV-visible, RPE et spectrométrie
de masse.
w Détermination et comparaison des potentiels retloXer du site actif, pour chaque
mutant.
m Etudes spectroscopiques plus spécifigues de r§pennance Raman et FTIR, afin de
déterminer I'impact des mutations sur la structiuesite actif.
w Etudes cinétiques, afin d’analyser l'influence dedations sur la réactivité de la SOR avec
le superoxyde.
m Etudes de I'effet des mutations sur I'activitél@émzyme en conditions catalytiques et sur

son activité anti-oxydante vivo.
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PARTIE 1 :

Caractérisation Jdes SORS
PMUTANteS 17754, (115D,
[118S ¢t 17718V
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|. Obtention des protéines mutantes

La mutagenese dirigée a été realisée sur le plaspl25 qui contient le gene de
structure de la SOR dB. baarsii sous le contréle du promoteptac inductible a I'nPTG
(Pianzzola et al. 1996).a mutagenése est effectuée par la techniqueCie &in d’obtenir
les plasmides notés pMJ2Ba, pPMI251185 PMI251180, pPMJI25118v CONtenant respectivement
les génes codant pour les protéines SOR mutante®A)11118S, 1118D, 1118V. Ces
plasmides sont transformés dans la souchE.dmli BL21 pour la surproduction des SORs
mutées. L'utilisation de cette souche a permis ghaenter significativement la surexpression
de la SOR par rapport a la souche classiqguemeligéetiDHo (Niviere et al. 2004) La
surexpression est réalisée dans un milieu minimudncbmplémenté en source de carbone,

acides aminés, vitamines, sels de magnésium, deicaét de fer.

La SOR était classiquement purifiée par un promenl deux étapes comprenant une
premiere étape de tamisage moléculaire suivie datape d’échange d’anigiiviere et al.
2004) Pour ce travail, le protocole de purificationta énodifié en éliminant les étapes de
précipitation lors de la préparation des extraisides et en inversant I'ordre des deux étapes
de chromatographie. Nous avons réalisé une coléohangeuse d’anion Q sepharose suivie
d’'une étape de tamisage moléculaire Superdex 75.

Les extraits solubles obtenus apres l'ultracergafion sont dialysés puis déposés sur

une colonne échangeuse d’anion Q sepharose (Fgure

Absorbance & 280 nm
SpARONpUOD

/A lavage e
R

a -~ b

Figure 43 : (a) Chromatogramme de I'extrait soluble (SOR sauvage) sepharose (volume colonne 11 ml).
Elution & 1 ml.mift avec un gradient de 0 & 125 mM NaCl pendant 4 dérepuis de 125 & 500 mM NacCl
pendant 2 heures. En bleu, absorbance a 280 nmyuege, conductivité, en noir, pourcentage de tampaau
cours de I'élution(b) Analyse de I'étape de purification par Q sepharpaeSDS page.
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La SOR est éluée dans les pics 2, 3, 4 et 5 camelsmt a une concentration de NacCl
comprise entre 40 et 100 mM. Les spectres UV-wasd# ces fractions sont caractéristiques
de la présence de la SOR avec une bande d’abserldab03 nm. L'analyse par SDS-Page
montre que le pic 2 contient une majorité de SO&Rpic 6 contient lui aussi de la SOR mais
en faible quantité et assez contaminée. Les pies & ne contiennent pas de SOR. Les
fractions correpondant aux pics 2, 3 et 4 présentamapport de pureté AbgonnAbS 503nn<
10 sont rassemblées.

Cette solution est ensuite déposée sur une coldanemisage moléculaire Superdex-
75 qui sépare de facon optimale les protéines ayapbids moléculaire entre 3000 et 70000
Da (Figure 44).

X
" S 1 e

1 :’_A_'\
a 2r 1% = e116
b ——— - <662
15 SR - = - <45
. -3
1} 1, & - <25
J - <« 184

05 -

- - 14,4
SOR—— dbegp™ '
‘ a

J/ \L\Y m,

0 5000 110* 1.5 10"

lenps s

Figure 44 : (a) Chromatogramme de la sortie de Superdex-75 (vokotenne 120 ml). Elution avec 120 ml de
tampon Tris-HCI 10 mM pH 7,6 & 0,6 ml.MirEn rouge, absorbance & 280 nm, en bleu, condtét{b)
Analyse de cette étape de purification par SDS page

La SOR est éluée en un pic majoritaire autour d®@MDa et le gel d’électrophorése

indique que la protéine est pure a environ 95 %s fractions présentant un rapport

Abss0nrdAbS 503nn< 5 sont rassemblées, puis stockées a — 80°C.

L’état oligomérique des SORs mutantes a été véififéune colonne S-75 analytique,
calibrée avec des protéines de poids moléculamaws Le profil d’élution est le méme pour

tous les mutants (Figure 45):
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Figure 45 : Profil d'élution des SORs mutantes sur colonne &Talytique (— ) et des protéines de calibration
(--- et ---). L’élution se fait avec du tampon FHEI 50 mM pH 7,6 + 0,5 mM NaCl & 0,6 ml.min

Les protéines SORs mutantes sont éluées sous fitmeseul pic principal (Figure
45) correspondant a une masse moléculaire de 33 k&ma protéines SORs mutantes se
trouvent donc toutes sous forme de dimere en soluiomme la SOR sauvaeombard et
al. 2000a).

Il. Spectrométrie de masse

L’analyse en spectrométrie de masse ESI de la S{DRage indique une masse de
14026 Da, correspondant au polypeptide sans laiométle N-terminale. En effet:. coli
posséde un systeme enzymatique excisant le réséthianine toujours présent en position
N-terminale des protéines exprimées chez les pyotss.

Le remplacement de l'isoleucine 118 en alaninenealserine et aspartate se traduit

par une modification de la masse moléculaire (Teaab®.

Masse théorique Masse obtenue (Da)
(Da) (ESI £ 2 Da)
WT 14026 14026
1118A 13984 13983
1118S 13999 13999
118D 14028 14026
1118V 14012 14011

Tableau 6 :Masse moléculaire obtenue en spectrométrie de npamsees SORs sauvage et mutantes de D.
baarsii.
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L’étude par ESI des mutants purifiés a permis ddig@eque les protéines correspondent bien
aux mutations attendues sans la methionine N-talmirNotons que dans ces conditions

d’analyse, les fers de la SOR ne sont pas détectés.

lll.Spectroscopie UV-visible

La SOR deD. baarsii est une métalloprotéine contenant deux centres aviec des
états redox différents en présence d'Ce spectre d’absorption de la SOR est caractpasé
des bandes de transfert de charge observées daissble, correspondant a des transitions

électroniques entre les ligands et le fer (Figue 4

25 06 T T

Spectre de différence
05}

031+

Absorbance

Centre Il
02l [Fe*'S(cys)N(his),] |
15 —
0.1
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ol 3
320 400 480 560 640 720 800 880
Longueur d'onde nm 7

Centre |

[Fe*'S(eys),]

05

Oxydation

SOR semi-réduite
SOR oxydée

0E L L L L 1 T
320 400 480 560 640 720 800 880
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Figure 46 : Spectre d'absorption UV-visible de la SOR sauvageDdbaarsii, sous forme semi-réduite et
totalement oxydée par 3 équivalents g&®l¢. La protéine est a 100 uM dans du tampon 10 mig-HEI pH
7,6. Figure en médaillon : spectre du site actifestu par différence entre le spectre de la formelér (KIrClg

) et celui de la forme semi réduite.

La SOR sauvage d@.baarsii se trouve sous sa forme semi-réduite’Jief’] aprés
purification. Elle présente une couleur rose dueenire | qui est sous forme oxydé€Fé.e
centre Il reste a I'état réduit en présence,dd®ne montre pas de bande d’absorption sous
cette forme (spectre rouge). Le centre | préseasebdndes d’absorption a 370 nm et 503 nm
avec un léger épaulement vers 580 nm. Ce spedtemestéristique d’'un centre Fe(SQys)
de type rubrédoxine, correspondant a un transfart ctharge électronique LMCT
[SCys>Fe™] (Moura et al. 199Q)

Lorsque I'on oxyde la SOR dB. baarsii par un fort oxydant, HrCls, ses deux
centres se trouvent sous forme oxydéé€JFe®’]. La SOR est alors de couleur grise (spectre

violet).
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Le spectre de différence entre la forme oxydéé’[Fe’"] et la forme semi-réduite
[Fe**/ F€"] permet de visualiser le spectre du centre Il dousme ferrique. Il présente deux
bandes d’absorption centrées a 330 nm et 644 ngarg-46-en médaillon). La bande a 330
nm correspond & un transfert de charge (N¢i§)e’") provenant des histidines en position
équatoriale par rapport au fer du site actif. Ladeaa 644 nme(= 1900 M*.cm* & pH 7,6)
correspond a un transfert de charge (S@yBE™) du ligand cystéinéClay et al. 2002a)

Les spectres d’absorption UV-visible des mutantd8liprésentent les bandes
d’absorption a 370 nm et a 503 nm du centre |, tidaas a celles de la SOR sauvage. Le
traitement de ces protéines avec un léger excadidm IV permet d’obtenir les spectres des

centres Il oxydés suivants (Figure 47) :

0.1

= = wt ox

i117s ox
i117d ox
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absorbance
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0.02

500 550 600 650 700 750 800 850 900

longueur d'onde nm

Figure 47 : Spectres visibles du centre Il des mutants deldistine 118 (40 uM) obtenus aprés oxydation
totale avec un excés d'iridium (IV), dans du tamgois-HClI 10 mM pH 7,6. Ces spectres sont obtenus e
soustrayant les spectres des SORs totalement cxgd&espectres des SORs semi-réduites.

Les bandes d’absorption caractéristiques du sitepmur les 4 mutants sont du méme
type que celles de la SOR sauvage. Il n’y a domscdeadéstructuration du site actif dans ces
guatre protéines mutantes. Cependant, pour chaesimdtants, on observe un déplacement
de la longueur d’onde du maximum d’absorption déeedeande de transfert de charge (Figure
48).

640nm 644nm  648nm 651nm
o T
1118V WT 118D 1118A
1118S

Figure 48 : Déplacement de la longueur d’onde du maximum d'gdigmn du site actif des mutants de
l'isoleucine 118 par rapport a la SOR sauvage.
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Les mutations 1118A et 1118S déplacent la bandbstigption de 7 nm vers le rouge,
le mutant 1118D la déplace de 4 nm vers le roude ptutant 1118V la déplace de 4 nm vers
le bleu, par rapport a la SOR sauvage.

La valeur des coefficients d’extinction molaire maximum d’absorbance. fnax) du
centre Il des mutants 1118A, 1118D, 1118S et 11183¢ calculée en prenant comme référence
la valeur de I'absorbance & 503 (4400 M*.cmi?) et en considérant qu’un monomére de
SOR contient 1 fer au centre | et 1 fer au ceritreds coefficients d’extinction molaire du
centre Il sont les suivants : 1900'Mm™ pour le mutant 1118A, 1920 Mcm™* pour 1118D,
1925 M*.cm* pour 1118S et 2270 Mcni* pour le mutant 1118V.

Etant donné que la bande d’absorbance du site detila SOR correspond a un
transfert de charge soufre-fer, le déplacement adldohgueur d’onde des maximums
d’absorbance par rapport a la SOR sauvage suggeréeg mutations affectent la liaison S-
Fe. En effet, la longueur d’'onde du maximum dedade d’absorptionA] est directement
liée a I'énergie de transition (E) de la liaisofr&entre les électrons de la couche p du soufre
et les orbitales d du fer par I'équation suivarie= hc /A avec h = constante de Planck et ¢ =
célérité.

Lorsquelmax €st déplacée vers le rouge (1118A, 1118S, 1118Bnergie de transition
diminue. Le transfert de charge entre le soufile &r pourrait donc étre plus favorable. Cela
peut étre du au fait que le soufre de ces mutattplas electrodonneur pour le fer que celui
de la SOR sauvage. A l'inverse lorsquex est déplacée vers le bleu (1118V), I'énergie de
transition augmente et le transfert de charge difrsoers le fer pourrait étre donc moins
favorable. Cela peut indiquer que le soufre du mutbl8V est moins électrodonneur pour le
fer que celui de la SOR sauvage.

IV. RPE

L'étude des spectres RPE permet de définir I'@atpih du fer et certains parametres
de la symétrie du champ des ligands. Si les mutsitiéalisées sur la SOR entrainent de forts
changements dans la géométrie du fer du site detifs spectres RPE pourraient étre
modifiés.

Pour la SOR semi-réduite, seul le centre I*{F@aramagnétique est observé. Le

centre 1l réduit est diamagnétique et ne donnedeasignal RPELombard et al. 2000 a)l
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est donc nécessaire d’oxyder la SOR avec de Limdi\VV pour pouvoir observer par RPE le

fer du centre Il.

Les spectres RPE ont été obtenus pour les fornmeisréduites et totalement oxydées
par l'iridium IV (Figure 49). La contribution dugmal haut spin du centre | n’est pas modifiée
par les mutations (données non montrées).

Les spectres de la figure suivante (Figure 49)yespondent aux spectres de
différence entre la SOR totalement oxydée et la Ss@Ri-réduite afin d'éliminer la

contribution du centre | et de visualiser uniquetierspectre du centre Il

"

1118S

MW

1118V

50 100 150 200 250
B (mT)

Figure 49 : Spectres RPE du centre Il oxydé des mutants 138D, 1118S et 1118V, en comparaison avec
celui de la SOR sauvage de D. baarsii. Les prog{®0 uM dans 10 mM Tris-HCI pH 7,6) sont oxydaesx

3 équivalents de #Cl¢. Les spectres sont corrigés de la contributioncdatre 1. Conditions expérimentales :
fréquence : 9,447 Ghz, puissance : 1,26 mW, madaolaimplitude : 10000G a 100000 kHz, températuté-:

13 K.

Pour la SOR sauvage @le baarsii le signal est de type isotrope, centré a uneuvale
de g = 4,3 et caractéristique d'un®Féaut spin dans un champ de ligand rhombique
(Lombard et al. 2000 a)

Les spectres des mutants I1118A, 1118D, 1118S e8V1lprésentent également un
signal rhombigque avec une valeur de g = 4,3. L&es sictifs des mutants 1118 contiennent
donc tous un fer haut spin (S=5/2), avec une syengés faible.

Les mutations réalisées sur I'isoleucine 118 neifieod donc pas de fagcon notable la
géométrie du site a fer. Cependant, on peut noter lintensité des signaux RPE est

101



RésultatPDetcussions : Partie |

différente selon la mutation observée. Les mutdhi8A, 1118S et 1118D présentent un
signal a g = 4,3 faible alors que le mutant 1118¥spnte une intensité similaire a celle de la
SOR sauvage. Cette différence d’intensité estoilgfia interpréter car plusieurs facteurs
peuvent rentrer en compte. Des facteurs expérimenls que la différence de diametre
entre les difféerents tubes RPE utilisés ainsi qaedifférence de température lors de
'enregistrement (la température est inversemeppagntionnelle a l'intensité du spectre)
peuvent conduire a des différences dans I'interkitéignal. Cependant, ces différences sont
généralement assez faibles. Des facteurs propréétad redox de la protéine et plus
particulierement au niveau de la concentrationetuwkydé du site actif peuvent faire varier
l'intensité du spectre. Cependant, comme cela aé&iéé par spectroscopie UV-visible, la
concentration en centre |l oxydé, déterminée apessegistrement des spectres RPE, est
identique pour tous les mutants et correspond Riela concentration initiale avant la
congélation.

Une différence dans les propriétés de relaxatemnéiiectrons d’'un état excité a un état
fondamental entre les mutants et la SOR sauvagegitoétre a l'origine de ces différences
d’intensité. Une étude en température sur ces rtaufurrait permettre de veérifier si 'on a

ou non saturation du signal RPE dans les conditierla Figure 49.

En conclusion, la spectroscopie RPE indique que tea fers des sites actifs des
mutants sont haut spin et que la géométrie autewreg fers est du méme type que pour la

SOR sauvage.

V. Stabilité des mutants en fonction du pH et déter  mination
des pKa de la transition alcaline

V.1. Stabilité en fonction du pH

La stabilité des mutants a été étudiée a différpHtsCes études ont été réalisées sur
les SORs semi-réduites afin de vérifier la stabitu centre | et sur les SORs totalement
oxydées afin de vérifier la stabilité du centre RPour cela, I'évolution des spectres UV-
visibles des SORs sauvage et mutantes incubéeéeedis pH de 5 a 10,2, a été suivie
pendant 30 minutes.
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Les spectres de la forme semi-réduite des SORsagaust mutantes 1118A, 1118D,
1118S et 1118V, sont tous superposables pour teaspH et n’évoluent pas pendant 30
minutes. Les mutations n'ont donc pas d’effet laustabilité du centre | de pH 5 a pH 9,1
(données non montrées).

La stabilité de la bande d’absorption du centra 8té observée a pH 5, 9,1 et 10,2
(Figure 50) :
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Figure 50 : Stabilité du site actif des différents mutants pti pendant 30 minutes. Les SORs (50 uM) sont
placées dans le tampon correspondant au pH soutaiiénmédiatement oxydées a liridium. La variatiio
d’absorption maximale du centre 1l de chaque mustt suivie sur 30 minutes, & 651 nm pour les ntsitan
[118A et 1118S, 648 nm pour le mutant 1118D et ®d0pour le mutant 1118V. La valeur de 1 représdf@ %
d’oxydation du centre Il au temps zéro de l'incudat

A pH 5, I'état d’oxydation du centre Il est stalplendant au moins 30 minutes pour
tous les mutants. A pH 9,1, on observe une |égénéndtion de la bande d’absorption du
centre 1l (moins de 10 % au bout de 30 minutes) pegimutants [118A, 1118D et 1118S. A
ce pH, le centre Il des mutants commence a dewestiable. Au-dela de pH 9,1 et des la
premiére minute d’incubation, les spectres montreme diminution de la bande

caractéristique du centre Il ainsi qu’'une diminaotate la bande a 503 nm caractéristique du
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centre | a pH basique pour tous les mutants. Leétiques sont variables d’un mutant a
lautre et au bout de 30 minutes, on observe 30e%dichinution pour 1118D, 50 % pour
12118V, 90 % pour 1118A et 98 % pour 1118S. Cettmidution d’absorbance peut indiquer
deux évenements : soit le centre Il est réduit,ikest dégradé. L’ajout d’iridium a la fin de
la cinétigue ne modifie pas I'allure des specteesgui indique que les diminutions de bandes

d’absorbance des centres Il des mutants sont bies @ une dégradation.

Les SOR mutantes 1118 sont donc stables entre pHpS® 9,1 pendant au moins 30
minutes. Au dela de pH 9,1, les mutants devientieéstinstables. Ainsi lors des études a pH
basiques, il sera important de limiter au maxim@® temps d’incubation afin d’éviter de

dénaturer fortement les protéines.

V.2. Détermination du pKa de la transition alcaline

Comme cela a été présenté dans l'introduction, dgimum de la bande UV-visible
caractéristique du site actif de la SOR est dépkrwé&onction du pH. Ce déplacement
correspond au remplacement du ligand carboxylatgldiamate 47 sur le centre Il par un
lignad hydroxyle HO provenant du solvant. Ce processus, appelé ti@msilcaline, peut étre
décrit par un pKa apparent avec une valeur de &yt la SOR sauvage (Figure 5Niviere
et al. 2004 Mathé et al. 2005).

Glu

>:O

o HO- OH
His)N N(His His)N N(His
(His) ”/""Fe3+"\\ (His) k (His) /,,,,,'Fe%‘\\\ (His)
(His)N/I \N(His) ﬁ (His)N(l \N(His)

S(cys) Glu,, S(cys)

. (pKa SOR wt=9.1)
pH Acide pH Basique

Maximum d’absorbance 644 nm Maximum d’absorbance 560 nm

Figure 51 : Transition alcaline correspondant au remplacemantigand carboxylate du glutamate 47 par un
ligand HO'sur la SOR sauvage de D. baarsii.

Afin d'étudier l'effet des mutations sur la tramsit alcaline, dans les mémes
conditions, nous avons dans un premier temps rafréidxpérience sur la SOR sauvage
(Figure 52) :
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Figure 52 : Spectres du site actif de la SOR sauvage a difféms entre pH 5 et 10,2. La SOR (20 pM) danéreifts tampons est oxydée
avec un léger exces deltCls et un spectre est immédiatement enregistré. Lestrgs sont corrigés de la contribution du centrEigure
en médaillon : absorbance & 660 nm en fonctiontdu ba courbe de titration est modélisées par I'#ipn Ao = (Assomaxt AssominX 10PH
PKa) / (1+10PHPR3) - faisant apparaitre un pKa = 9,0 £0,1.

La valeur du pKa apparent obtenu pour la SOR saudags nos conditions est de 9,0
+ 0,1 (Figure 52). Les mémes expériences ont él&sées sur les SORs 1118A, 1118D, 1118S
et 1118V (Figure 53).
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Figure 53 : Spectres du site actif des mutants SOR 1118 &eliff@H entre pH 5 et 10,2. Les SORs (20 uM) dé#férehts tampons sont
oxydées avec un léger exces dg® s et les spectres sont immédiatement enregistrésspectres sont corrigés de la contribution du
centre |. Figure en médaillon : Absorbance & 660 emfonction du pH. Les courbes de titration soontélisées par I'équation by =
(Assomax+ AssominX 10PHPKD) 1 (1+10PHPK) faisant apparaitre des valeurs de pKa = 9,3 + pdur 1118A, 9,2 +0,2 pour 1118D, 9,6 +0,1
pour 1118S et 9,1 +0,1 pour 1118V.
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A pH acide (pH 5,0), la bande caractéristique duireell est centrée a 651 nm pour
les mutants 1118A et 1118S, a 648 nm pour le muthb8D et & 640 nm pour le mutant
1118V. A pH basique (10,2), cette bande diminuénggnsité et le maximum d’absorbance se
déplace a 580 nm pour les mutants 1118A et 1118566 nm pour les mutants 1118S et
1118V (déplacement de 71 nm pour 1118A, 91 nm dauBS, 68 nm pour 1118D et 80 nm
pour 1118V nm).

Notons que le maximum d’absorption de la form& f@H est difficile & atteindre
étant donné que les spectres au-dela de pH 10/ pas pu étre réalisés en raison de
linstabilité des protéines a pH basique. Ainsiupda plupart des mutants, a pH10,2, la
titration acide base n’est pas completement terenfRégure 53).

L’absorbance a 660 nm pour chaque spectre esttéepen fonction du pH. Cette
valeur d’absorbance a 660 nm est choisie car efeésente la longueur d’'onde ou I'on
observe un maximum de changement d’absorbancelestpél acides et les pH basiques.

La variation en fonction du pH est modélisée pag sigmoide décrivant un simple
processus de protonationsed= (Assomax+ Assomin X L0PHP®) 1 (1+10PHPX®) (Figure 53-en

médaillon).

Les valeurs de pKa pour la transition alcaline Haguie mutant sont les suivantes
(Tableau 7)

pKa
Wit 9,0+0,1
1118A 9,3+0,1
1118D 9,2+0,1
1118S 9,6 +0,1
1118V 9,2+0,1

Tableau 7 :Valeurs des pKa apparent obtenus lors de la traosiglcaline pour les différents mutants de
l'isoleucine.

Ces résultats montrent que les mutants 1118V et8D1Ine modifient pas
significativement le pKa de la transition alcaline différence de 0,2 unité pH correspond
aux incertitudes des expériences. Le mutant I118#ate tres Iégérement de 0,1 unité pH le
pKa apparent vers les pH plus basique. Le mutdri@S1déplace de 0,6 unité pH le pKa vers

les pH plus basique.
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Ces valeurs restent proches de celles du pKa oddepour la SOR sauvage, ce qui
conforte lidée que les mutations réalisées ne fiwodi pas de fagon drastique
'environnement du site actif. Cependant, pour lgant 1118A et plus particulierement pour
le mutant 1118S, les déplacements de pKa vers Heplps basiques sont significatifs et
indiquent que ces mutations favorisent, a ces pHiixation sur la sixieme position de
coordination du fer le ligand carboxylate du gluéaen47 par rapport au ligand hydroxyde.
Ces données suggérent que pour ces mutants I11BA&S$, la densité électronique autour
du fer est plus importante que pour la SOR sauvagder serait moins électroattracteur et

donc moins propice a la coordination du grouperiit

VI. Deétermination des potentiels redox des mutants

Les potentiels redox des deux centres a fer deOR 8eD. baarsii (couples redox
monoélectroniques B&Fe™), peuvent étre déterminés par rapport & I'éleetrsthndard a
hydrogéne (NHE, E°=207 mV). Comme nous I'avons aadle chapitre Introduction, des
modifications de I'environnement autour du sitefgmeuvent modifier le potentiel redox du
couple F&'/Fe*,

La titration redox des centres | et Il sur les SGRsvage et mutantes a été réalisée par
spectroscopie UV-Visible. La titration potentiomeétie est réalisée en anaérobiose en boite a
gants, a pH 7,6, en utilisant liridium ¢KClg) comme oxydant et le dithionite (p&O,)
comme réducteur. Pour chaque protéine, deux Gtratisont réalisées. Une titration par
oxydation & partir de la forme semi-réduite de@RJF&*/Fe’™"] et une titration par réduction
a partir de la SOR totalement oxydée’[Hee’’]. Ceci permet de vérifier la réversibilité du
systeme. Les titrations sont réalisées en présdhre électrode Pt/Ag/AgCIl, a 15°C, en
présence de 2 uM des médiateurs redox suivantsacéme (+ 422 mV/NHE), N, N'’-
diméthyl-p-phenylenediamine (DMPD) (+ 371 mV/NHE),4 benzoquinone (+ 280
mV/NHE), 2,5-diméthyl-p-benzoquinone (+ 180 mV/NKHByuroquinone (+ 5 mV/NHE). Ces
meédiateurs permettent d’accélérer les échangedradbioniques entre I'électrode et les
centres a fer de la SOR. lIs sont choisis de facaouvrir la gamme de potentiel redox des
centres de la SOR ainsi que pour leur non contdbwgpectrale dans la zone ou I'on suit les
oxydation et réductions des centres de la SOR.Aghaque ajout d’'oxydant ou de réducteur

a la solution de SOR, un délai de 5 a 10 minutes sgitation est observé avant de lire la
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valeur du potentiel de la solution. Ce délai perfigablissement d'un équilibre redox entre
les centres de la protéine et I'électrode. A I'essie la premiére titration redox par oxydation
avec l'iridium, une seconde titration par réductians la méme cuve est réalisée par ajout

successif de dithionite.

Les titrations sont suivies a deux longueurs d'onde 503 nm, l'absorbance
correspond majoritairement & la contribution du teenl = 4400 M.cm?) et
minoritairement & la contribution du centre 1% 100 M*.cm?). Entre 640 nm et 651 nm
selon le mutant, I'absorbance correspond esseamtielit a la contribution du centre Il (le

centre | ne contribue pratiguement pas a ces largutonde).

Les données sont modélisées par une eéquation destNpour la titration par
oxydation (oxydation du centre Il) et par la somdee deux équations de Nernst pour la
titration par réduction (oxydation des centres Ile{processus monoélectronique dans tous
les cas) :

A = (AmaxrAmin)/(1+10(-(E5%-E®1)/0,06 X a)) + (AaxzAmin2)/(1+10(-(ES-E®2)/0,06 x b))
avec A : absorbance normaliséeg;.& I'absorbance maximale, 4 : I'absorbance minimale,
E°« : potentiel redox lu en abscisse; Epotentiel de demi-réduction du premier phénomeéne
E°, : potentiel de demi-réduction du deuxieme phénanenet b : amplitudes de chaque

phénomene.

Les données de titrations redox obtenus pour la S&Rage sont représentées dans la
Figure 54 :
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Figure 54 : Titration redox des centres | et Il de la SOR sgevale D. baarsii a pH 7,6 en
anaérobiose. (a) Spectres d’oxydation du centrébll.Spectres de réduction de la SOR totalemerdémxy(c)
Oxydation du centre Il suivit a 503 nm et 644 nd),Réduction des centres | et Il suivit & 503 et 6. La
solution de SOR a 50 uM dans 3 ml de tampon 50 nigvHIC| pH 7,6 et 2 uM de chaque médiateur est ¢dac
sous agitation. L'oxydation se fait par ajout sussiéde KirClg et la réduction par ajout successif de dithionite.
Le potentiel ainsi que I'absorbance de la solutsmmt mesurés 5 a 10 minutes aprés chaque ajoutvdlears
d’absorbance sont normalisées selon I'équatione = (Ax-Amin)/ (AmaxAmin)-

Les spectres représentés dans la Figure 54-a ponm@snt a I'oxydation du centre |l
de la SOR sauvage. Ce sont des spectres de dd&adrtenus en soustrayant le spectre de la
SOR totalement oxydée par le spectre de la SOR-&hite, faisant ainsi apparaitre la
bande d’absorbance du centre Il. Les spectressepids dans la Figure 54-b correspondent a
la réduction des deux centres a fer de la SOR.oGeé&galement des spectres de différence
obtenus a partir de la soustraction des specttesiab pour chaque ajout de dithionite avec le
spectre semi-réduit de la SOR. Ainsi la réductiarcdntre Il se fait en premier suivie de la
réduction du centre I.

Pour la SOR sauvage a pH 7,6, le systéme est iig@ecrses valeurs obtenues lors de
I'oxydation et de la réduction sont identiques.dagentiel redox du centre | est déterminé a +

49 mV / NHE et celui du centre Il & + 309 mV. Nadajue ces valeurs sont plus basses de 50
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mV par rapport a celles qui avaient été déecritesda littérature pour la méme SOR (centre
Il a + 350 mV et centre | a + 100 mNiviere et al. 2004)Ces valeurs sont aussi différentes
de celle rapportées pour une autre SOR de claBS&0OR ddD.desulfuricansou le centre |l
avait été donné a + 240 mV et le centre | a + 4 (T&vares et al. 1994)Cependant, la
différence entre le potentiel du centre Il et legpdiel du centre | dans ces trois études est
relativement proche, 260 mV pour la SOR sauvagb.deaarsii étudiée ici, 250 mV pour la
SOR sauvage de. baarsii étudiée en 200fNiviere et al. 2004t 236 mV pour la SOR de
D. desulfuricans (Tavares et al. 1994)

Ces disparités dans les valeurs des potentielx redsurées par différents groupes
laissent penser qu’il est difficile de comparerdiement les valeurs absolues des potentiels
redox d’'une étude a l'autre. Bien qu’il soit diffee de donner une explication claire sur ces
différences, on peut penser notamment que la adlilor de I'électrode de mesure peut varier
d’'une étude a l'autre. En effet, en vérifiant ldgmdiel de I'électrode utilisée pour notre étude
a partir d'une solution calibrée de ferrocyanurferficyanure (E° = + 360 mV / NHE), le
potentiel mesuré présente une variation de 60 nfgggort au potentiel théorique calculé
par I'équation de Nernst d'apres les concentratiensferricyanure et ferrocyanure en
solution. Il est possible que les électrodes wisgans les autres études sur la SOR présentent
elles aussi des différences par rapport aux vaktteadues sur une solution de référence. Ce
type d’'information n’est en général pas décrit dasgarties expérimentales.

Par contre, le fait que les différences de poteetrre les centres | et Il soient trés
similaires d’'une étude a l'autre conforte I'idéeedas comparaisons des valeurs relatives des
mesures du potentiel redox faites au cours d'unenenétude sont tout a fait valides et

significatives.

Les expériences de titration redox a pH 7,6 posimieitants 1118A, 1118D, 1118R et
1118V sont réalisées dans les mémes conditionspgue la SOR sauvage. Les potentiels
redox obtenus pour les centres | et le centre Brdgue SOR mutantes sont représentés dans

la Figure 55 :
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Figure 55 : Titration redox des centres | et des centres || §€Rs mutantes 1118A, 1118D, 1118S et 1118V a
pH 7,6.Cconditions expérimentales identiques aesealécrites pour la figure 55.
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Pour chagque mutant, les titrations sont réversibfe®xydation et en réduction avec
des valeurs identiques de potentiels redox. Lesuvaltrouvées sont les suivantes (Tableau
8):

Centre | Centre Il

E°(mV /NHE) | E°(mV/NHE)
Sauvage +49+1 +309 %2
1118A +15+2 +292+6
118D +16+5 +295+2
1118S -10+7 +337+8
1118V +3x1 +319+4

Tableau 8: Valeurs degotentiels redox des centres | et || des SORs spugamutantes a pH 7,6 déterminées
d’'apres les figures 55 et 56.

Les valeurs du potentiel redox du centre | obteraugdd 7,6 pour les mutants de
I'isoleucine sont plus faibles que celles de la S§€aRvage. On observe une diminution de -
34 mV pour les mutants 1118A et 1118D, de - 46 mdple mutant 1118V et de - 59 mV
pour le mutant 1118S a pH 7,6 par rapport a lawatdbtenue pour le centre | de la SOR
sauvage. Cet effet des mutations de l'isoleucir@slt le centre | est inattendu. En effet, bien
que la chaine latérale de l'isoleucine 118 se situéextérieur du site actif et pointe en
direction du centre |, elle reste tout de mémeassez éloignée de ce centre, a 17-18 A de
distance. Le potentiel redox du centre | ne dewtaiic pas étre modifié par ces mutations.
Actuellement, il est difficile d’expliquer I'effetles mutations 1118 sur le potentiel redox du
centre .

Les valeurs des potentiels redox du centre Il pesimutants 1118A, 1118D, 1118S et
1118V, sont significativement différentes de cellbs la SOR sauvage. Ainsi les mutants
I1118A et 1118D présentent un potentiel redox durreeh plus bas respectivement de -17 et -
14 mV / NHE par rapport a celui de la SOR sauvagssite actif de ces deux mutans est donc
plus facilement oxydable que le site actif de |ERS€auvage. Inversement, le potentiel redox
du centre Il des mutants 1118S et 1118V est plug haspectivement de + 28 et +10 mV /
NHE par rapport a celui de la SOR sauvage. Letes sictifs sont donc plus difficilement
oxydables par rapport a la SOR sauvage.

Ces effets des mutations sur les potentiels retox discutés dans le paragraphe ci-

dessous, en lien avec les autres résultats préesdei®crits.
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VIl. Conclusion

Les valeurs de potentiel redox, des pKa de Issttian alcaline et des maximums de la
bande UV-visible du site actif de la SOR sont néési dans le tableau suivant pour tous les
mutants 1118 (Tableau 9):

pKa Potentiel redox
Amax . _
Transition alcaline Centre Il
SOR sauvage 644 nm 9,0+0,1 309 +2
1118A 651 nm 9,3+0,1 292 +6
1118S 651 nm 9,6 +£0,1 3378
1118D 648 nm 9,2+0,1 295+ 2
1118V 640 nm 9,2+0,2 319+4

Tableau 9 :Récapitulatif des données caractéristiques duastd des SORs sauvages et mutantes obtenues en
spectroscopie UV-visibleifpax : longueur d’onde du maximum d'absorbance deaade du centre Il), par le
pKa de la transition alcaline et par titrations rexl

A priori, chacune de ces expériences est suscémtétonner des informations sur les
propriétés du fer au sein du site actif.

Le Amax est succeptible de donner des informationsasdensité électronique autour
de la liaison S-Fe. En effet, la longueur d’'ondentaximum de la bande d’absorptidy) ést
directement liée a I'énergie de transition (E) @ddison S-Fe entre les électrons de la couche
p du soufre et les orbitales d du fer par I'équatsnivante : E = hc X. Lorsqueimax est
déplacée vers le rouge (I118A, 1118S, 1118D) I'gmeede transition diminue et le transfert de
charge entre le soufre et le fer pourrait donc glus favorable. A l'inverse lorsquignax est
déplacée vers le bleu (1118V), I'énergie de tramsiilugmente et le transfert de charge du
soufre vers le fer pourrait étre donc moins favierab

Le pKa de la transition alcaline, est aussi sudbkptie donner des informations sur la
densité électronique autour du Fe. L'augmentatioplia vers les pH plus basiques suggére
que l'espéce F&OH est moins stable que I'espéce®F8lu et donc que le fer est plus
enrichie en électron. En effet, un carboxylate @stligand moins électrodonneur que
I’hydroxyde.
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La détermination du potentiel redox donne une mfaion sur la capacité du fer a
accepter ou donner des électrons. Ainsi lorsqueotentiel redox augmente, le fer est plus
difficilement oxydable. A l'inverse lorsque le pateel redox diminu, le fer est donc plus
facilement oxydable.

Pour le mutant 1118A, toutes ces données semblenvetger vers une méme
interprétation. Le déplacement @iy.x vers le rouge, 'augmentation du pKa vers les ks p
basique et la diminution du potentiel redox, indiguent que le fer du site actif de ce mutant
est enrichi en électron et donc plus facilementakyje.

Cependant, pour les trois autres mutants et suptowt le mutant 1118S, ces données
ne vont pas dans le méme sens. En effet, pouruésnts 1118D et 1118V, les valeurs kg
et de potentiels redox tendrait a dire que le tefld 8D est plus enrichi en électrons et donc
plus facilement oxydable alors que le fer du mutaf@8V, moins enrichi en électrons serait
plus difficilement oxydable. Cependant, les valadaggKa sont identiques a celles de la SOR
sauvage. De méme pour le mutant 1117S ou les wabiritmax et de pKa tendraient a dire
que le fer est enrichi en électron alors que lawatlu potentiel redox indiquerait que le fer
est plus difficilement oxydable.

Il est possible que les interprétations présermieshaut sur les effets sur le pKa de la
transition alcaline et le potentiel redox du cedtrae représentent qu’'un des aspects de la
réalité physico-chimique de ces données. Les getemedox peuvent dépendre de la densité
electronique directement localisée sur le fer, cenuela a été proposé précedement, mais
aussi de I'environnement électrostatique autourfedu Certaines mutations de I'isoleucine
118 pourraient conduire a des modifications con&dromnelles locales qui pourraient
perturber cet environnement électrostatique, danseas différent de I'effet qu’elles peuvent
avoir sur la liaison S-Fe par exemple.

D'autre part, la transition alcaline #e6OH / F€*-Glu ne refléte sans doute pas un
simple équilibre acido-basique. Elle pourrait décriun processus plus complexe
correspondant a la fois & une protonation du ligd@d et a I'’échange du ligand aqua par le
carboxylate du glutamate :

Fe*"-OH > Fe"-0OH,
FE"-OH, > FE"-Glu
Le pKa de ce processus n'étant qu'un pKa apparefiétant la résultante de ces deux

réactions.
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Ainsi a partir des résultats précedents, s’il denassez clair que les mutations de
I'isoleucine ont un effet sur les propriétés phgsitimiques du fer du site actif de la SOR, il
est plus difficile de décrire qualitativement I'girie de ces effets.

Il est donc nécessaire de faire d’autres expérgemtes spécifiques pour pouvoir

comprendre plus précisement I'impact des mutatsomde centre a fer.

Il existe une technique de spectroscopie particrdient bien adaptée pour mesurer
limpact de mutation sur la force de la liaison &-F s’agit de la spectroscopie vibrationnelle
de résonance Raman qui a déja été utilisée podieétie site actif de la SORMathé et al.
2002 ; Clay et al. 2002 b)JJne autre technique vibrationnelle intéressastdéaespectroscopie
Infra Rouge a Transformée de Fourier (FTIR), quisdie cas de la SOR a permis d’observer
certaines modifications structurales dans I'enviement du site actif, liees a la mutation de
certains acides aminé@erthomieu et al. 2002Pans le chapitre suivant, nous présenterons

les études de résonances Raman et de FTIR surutastsnde I'isoleucine 118.

115



116



PARTIE 2 :

Caractérisation spécifique de
la SOR
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. Résonance Raman : Effets des mutations surlafo rce de
la liaison S-Fe

Une liaison chimique se caractérise par la distaleckaison entre les deux atomes qui
la compose. Pour avoir une indication sur cettéadie de liaison, la premiére technique a
laquelle on fait référence est la diffraction aayans X. La structure aux RX de la SORDIe
baarsii a été résolue avec un protocole de cristallisati@m maitrisé(Adam et al. 2004)
Cependant, cette technique n’est pas utilisable ptudier I'effet trés fin des mutations que
I'on attend sur la liaison S-Fe. En effet, les nigdtions de distance S-Fe attendues peuvent
étre de l'ordre du dixieme d’Angstrdm, ce qui n/esh général, pas observable par les
techniques de diffraction aux rayon (Retsko et al. 2008)ll existe une autre technique
capable de détecter ces faibles modifications dgamite, qui est la spectroscopie de
résonnance Raman (RR). En effet, les fréquencethdaion des liaisons chimiques que I'on
mesure par résonnance Raman sont tres sensiblesidatons de force de ces liaisons. Cela
peut donner des indications sur les modificatioasddtance que I'on peut avoir sur une
liaison chimique particuliere.

Nous avons donc comparé par RR, les vibrationctistiques de la liaison S-Fe des
mutants a celles de la SOR sauvage. Un déplacedeenoes bandes vers les plus hautes
fréequences peut étre attribué a un renforcemel# lil@son S-Fe, alors qu’un déplacement de
ces bandes vers les plus basses fréquences peuwti#tioué a un affaiblissement de cette
liaison(Mathé et al. 2006)

Les spectres RR de la SOR sauvage et des mutamsfamnes semi-réduites ou
totalement oxydées en présence d'iridium sontgésla 12 K, en utilisant un laser krypton
émettant a 647,1 nm. Cette longueur d’onde correspola large bande d’absorption du site
actif oxydé de la SOR dont le maximum est centr& &4 nm. Ce laser permet d’exalter
spécifiguement toutes les vibrations associéeschrmmophore, c'est-a-dire a I'ensemble des
liaisons associé au centre métallique de la SORordoque le centre | dont le maximum
d’absorption est a 503 nm peut étre excité pargsénnance avec ce laser a 647 nm. Ainsi,
le spectre Raman de la SOR semi-réduite présentpiament les bandes de vibrations
associées au centre | qui sont exaltées par po@agse. Les bandes du centre | [ffatbies
aux modes d’élongation(Fe-S) sont retrouvées a 309, 347, 384 cainsi que celle due au
mode de déformation angulaisgS-C-C) de la cystéine & 318 ¢niFigure 56)(Mathé et al.
2006; Clay et al. 2002 b)
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Lors de l'oxydation du site actif de la SOR pagirKls, de nouvelles bandes sont
observables au niveau du spectre Raman dues &dtxa du site actif [FehB;] (Figure 56).
Il est possible alors de soustraire les contrimstidu centre | a ce spectre, ce qui permet de
visualiser uniguement les bandes de vibrationsifgpées du site actif de la SORMathé et
al. 2006)(Figure 56).

I bagrsic WT semi-réduite

bande du centre |

D) baarsii WT oxydée
bande du centre |
et du centre Il

Intensity (a.u.)

13 baarsii W différence
bande du centre Il

T T T T T T T
200 300 400 S00 600 700 BOO  90C
Raman shifl (¢cm™)

Figure 56 : Spectre Raman de résonnance de la SOR sauvage liaBii sous les formes, (a) semi-réduite
[Fe*IFe?'], (b) oxydée [F&/Fe*] par 3 équivalents de #Cl,,, (c) Spectre Raman du site actifFebtenu
par la différence entre les spectres des formeséxyet semi-réduite. La protéine est a 3 mM dantdhypon
100 mM Tris-HCI pH 7,6. Le spectre de différendecatculé de maniéere a faire disparaitre la banda&g# cm

! spécifique du centre I. (Figure issue de (Math&l €2006).

L’attribution des différentes fréquences du specivesite actif de la SOR db.
baarsii (Mathé et al. 2006a été faite par comparaison avec celles réaliggeles SORs de
D. vulgaris Hidenborough eP. furiosus,a partir d’expériences de simple, double et triple
marquages isotopiques paN, 'S, et?’Fe(Clay et al. 2002b) ; Clay et al. 2003).

Les bandes & 297/315/321 tront été attribuées & des modes d’étiremene{ de
déformation angulaires) de la liaison S-Fe. La bande & 741'canété attribuée a un mode
d’étirement de la liaison Sg@le la cystéine 116.

Les bandes a 218/240/288 ont été attribuées a uie miétirement de la liaison Fe-
N(His) correspondant a la coordination des 4 histisl au fer

Les spectres de RR obtenus pour les mutants [118/&8D, 1118S et 1118V sont

représentés dans la figure suivante (Figure 57):
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Figure 57 : Spectres de résonance Raman du site acfif Bes mutants SORs de D. baarsii 1118A, 1118D,
1118S et 1118V, obtenus par la différence entrespsctres oxydés par trois équivalent dgr® ¢ et semi-
réduits. (b) Spectres entre 200 et 800cit@) Zoom sur la zone entre 200 et 450'ce) Zoom sur la zone
entre 710 et 770 cf Les protéines sont & 5 mM dans du tampon 100 migHC| pH 7,6. Les spectres sont
obtenus par excitation laser a 647,1 nm, a une &atpre de 12 K. Le volume des échantillons es? gé..
L’accumulation est faite sur 6 x 30 s et la résolutspectrale est inférieure & 2 ¢m

Les mutations sur I''l118 ne perturbent pas les Udedges associées au centre |
(données non montrées). Cependant, les mutations I'deleucine perturbent
significativement les modes de vibration du sitéf associés au ligand cystéine et a la liaison

S-Fe, en comparaison avec la SOR sauvage (Tabl@au 1

Fréquences de RR en ¢ Attribution
Sauvage 1118V 1118S 1118D 1118A

218 218 219 219 219 v(FeN(His))
230* 230* 230* 230* 230* glace
240 240 240 239 238 v(FeN(His))
288 289 289 288 288 v(FeN(His))
298 298 302 302 302 W(FeS) +3(SGCo)
315 316 317 316 315 V(FeS) +3(SGCy)
321 ] 323 322 323 v(FeS) +3(SG,Cy)
356 354 358 358 357 d(SGCyN)
741 741 744 742 743 v(CS)

Tableau 10 :Fréquences de RR associées au site actif de lasa@rge de D. baarsii ainsi que des mutants de
l'isoleucine 118 aprés oxydation a I'lr (VI).
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Le groupe des bandes & 297/315/321* grour la SOR sauvage est significativement
déplacé pour les mutants 1118A, 1118S et 1118Deste identique a la SOR sauvage pour le
mutant 1118V.

Pour les 3 mutants 1118A, 1118D et 1118S, les bar@le297 et 315 cthsemblent
avoir fusionné. En effet, la bande & 297 csemble étre déplacée vers les plus hautes
fréquences (301 & 302 &nalors que la bande & 315 ¢memble étre déplacée vers les plus
basses fréquences. Ce groupe de bandes a étééfriln étirement de la liaison S-Fe mais
également a une distorsion de la liaisong8:@e la cystéine. Etant donné que la bande a 297
cm? est la plus intense, il est probable qu’elle cspomde & un mode d'étirement de la liaison
S-Fe(Mathé et al. 2007)Elle est donc la plus informative quand aux seffi##s mutations sur
la liaison S-Fe. Ainsi les spectres de RR indiqupre les mutations 1118A, 1118D et 1118S
entrainent un renforcement de la liaison $-Fe

La bande de vibration & 741 ¢roorrespondant au mode d’étirement de la liaison C-S
du ligand cystéine pour la SOR sauvage est déplactles plus hautes fréquences pour les
mutants 1118A, 1118S et 1118D et n’est pas modifs le mutant 1118V (Tableau 10). Ces
valeurs indiquent que les mutations 1118A, 111831&8D renforcent la liaison C-S de la
cystéine.

La bande & 356 cfpour la SOR sauvage a été attribuée & une li@sGiC, N de la
cystéine, c'est-a-dire un mode de déformation camieun caractere CN. Dans le cas des
mutants 1118S et 1118D (358 &net un peu moins pour le mutant 1118A (357 $ntette
bande est déplacée vers les plus hautes frequdneessement pour le mutant 1118V, cette
bande est déplacée vers les plus basses fréqu@adesm’). Ceci indique que les mutations
ont entrainé une modification de la liaison &N et en particulier du caractere CN de la
liaison peptidique. En ce qui concerne les bandastonnelles caractéristiques des liaisons
Fe-N(His) observées entre 218 et 288'¢ciih n'y a aucune modification quelque soit les

mutants. Les liaisons Fe-N(His) ne semblent doscdpee affectées par ces mutations.

Toutes ces observations indiquent que la mutateivisbleucine 118 en valine ne
modifie pas significativement le site actif de I@FS par rapport a la SOR sauvage. Par contre,
les mutations de l'isoleucine en alanine, sérin@sgartate modifient significativement la
structure du site actif avec pour conséquence ofoneement de la liaison S-Fe et de la
liaison C-S. Ces résultats vont dans le méme sem&e qui a été proposé précédement par la
spectroscopie UV-visible, ou les mutations 1118A4,18D et 1118S induiraient une

augmentation de la densité électronique autoua dlaison S-Fe.
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Ainsi, il est probable que ce renforcement dedestin S-Fe induit par les mutations de
l'isoleucine puisse étre di a un affaiblissementiadéaison hydrogéne entre le NH de la
chaine principale de l'isoleucine 118 et le soufecla cystéine 116 par les mutations [118A,
1118S et 1118D. Cela pourrait engendrer une maatifim de la répartition des électrons a la
fois sur la liaison S-Fe, mais aussi sur la liai€x®, avec un renforcement de ces deux
liaisons, en accord avec ce qui a été observé RarARn de vérifier cette hypothése, nous
avons étudié par Infra Rouge l'effet des mutatisns I'environnement du site actif de la
SOR.

Il. Spectroscopie IRTF (infrarouge a transformée de
Fourier)

Les spectres IR de la SOR, lorsqu’ils résultennd’différence entre I'état réduit et
oxydé du site a fer, permettent de mettre en évilerertains changements structuraux
accompagnant les changements de I'état redox dBéethomieu et al. 2002).es vibrations
associées aux groupements peptidiques, qui saniripées par I'oxydation ou la réduction du
métal, peuvent étre identifieglantele 1993)La fréquence et l'intensité des modes IR des
liaisons chimiques sont sensibles aux interactiélextrostatiques ainsi qu’aux liaisons
hydrogéne qu’elles peuvent établir avec leur emviemnent. Des informations sur les
interactions entre acides aminés et le site adiflad SOR peuvent étre alors obtenues
(Berthomieu et al. 2002)

Les mesures des spectres IR sont réalisées storfees oxydées et reduites de la
SOR au sein d’'une méme cellule électrochimiqueetteCcellule de trés faible trajet optique
(= 10 um) est constituée de fenétres en fluorinealeiwn et d’'une grille d'or de 4 pum
d’épaisseur qui fait office d’électrode de trav&ktte électrode est couverte de pyridine-3-
carboxaldéhyde thiosemicarbazone (PATS-3) qui sealila surface de l'or de facon
irréversible par son atome de soufre et interagicales protéines en solution par
lintermédiaire de ses groupements pyridine et amlirélectrode de référence est un systeme
Ag/AgCI/KCI (3 M) (E = + 208 mV/NHE). Les expériees sont réalisées a 4°C (6°C pour les
expériences en présence d@®Den présence des médiateurs électrochimiqueargsia une
concentration finale de 40 uM: ferrocene (E = + 422), dMPD (E = + 371 mV), pBQ (E =
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+ 280 mV), TMPD (E = +260 mV), DAD, (E = +230 mVRES (E = + 55 mV) et
duroquinone (DQ, E = + 5 mV). La présence de cediatgurs électrochimiques accélére le
transfert d’électron entre la surface de I'électraet les centres redox de la protéine. La
concentration en protéine est de I'ordre du millane. Le tampon et les médiateurs redox ne
contribuent pas aux spectres IR. Les potentieloxedppliqués sur la cellule par un
potensiostat sont compris entre + 200 et + 500 @#Ma permet d’induire sélectivement
'oxydation et la réduction du centre Il de la SQRs spectres de différence entre la forme
oxydée et la forme réduite sont enregistrés er@f® t 1800 cm (avec une résolution de 4
cm?). Ces spectres de différence permettent donc efubs uniquement les différences de
vibration associées aux liaisons affectées pahdmgement de I'état redox du fer. Ainsi, si la
mutation entraine une modification dans I'enviraneat du fer, elle pourrait étre observée
par FTIR. Il est également possible de faire dexctsps de difference entre les données
obtenues sur la SOR sauvage et sur les mutantssgeesres permettent alors d’observer

directement les modifications induites par les rioms par rapport a la SOR sauvage.

Les spectres IR de différence associés au centreiltrent des signaux sur toute la
gamme spectrale entre 1800 et 1000'ci@ette gamme de fréquence correspond & des
vibrations de groupements peptidiques qui prédomtidans la région 1700-1600 ¢ainsi
gu’a des vibrations de groupement de chaines lagide certains acides amir{Bgrthomieu
et al. 2002)

Les perturbations de la chaine latérale de lisoie peuvent étre en théorie
observées par FTIR. Cependant pour les mutantsAlk&t8I118V, les contributions des
groupements CHCHj; des chaines latérales ne sont pas tres fortesld?owtant 1118S, si la
chaine latérale de la sérine est perturbée pdrdegement d’état d’oxydoréduction du fer,on
s'attend & observer une vibration de C-OH suppléaimenvers 1200-1100 c¢h sensible au
changement pO/D,O, avec un déplacement vers 1000'cr&nfin pour le mutant D, on
s'attend & voir apparaitre une bande intense asudete 1700 cthsi sa chaine latérale est

protonée (acide carboxylique) ou & 1650-1640simelle est déprotonée (carboxylate).

Les spectres obtenus pour la SOR sauvage et lée quatants sont représentés ci-
dessous (Figure 58):
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Figure 58 : Spectres FTIR des SORs sauvage et mutantes sueditsne 118. (a) Spectres de différence SOR
réduite moins SOR oxydée. (b) Spectres de différentre les spectres de différence SOR réduite R
oxydée des mutants et de la SOR wt. Ces spectrastpent de visualiser les modifications liées auxations.
Des potentiels entre 300 et 600 mV (versus NHE) apliqués a I'électrode de travail pour obtengs|états
oxydés et réduits. Les spectres consistent en ogerme de spectres enregistrés sur 30 cycles étdtniques,
300 scans par cycles, avec une résolution specti@ké crit.
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La comparaison des spectres réduit-moins-oxydéaetrés sur la SOR sauvage et sur
les mutants 1118A et 1118V ne montre aucune couitio visible des groupements alkyls des
chaines latérales. Pour le mutant 1118S, des band@90-1100 cih sont visibles mais ne
sont pas différentes de celles observées pour R &@vage. Enfin, pour le mutant 1118D, il
n'y a pas de différence significative du spectreen580 et 1560 cih(Va{COO)) ni au
dessus de 1700 ¢hqui pourraient étre attribuées au groupementoogihte de I'aspartate.
Ces données indiquent que les chaines latéralanutasts sur la position 118 ne contribuent
pas au spectre IR. De plus, il N’y a pas de maalfinis globales des spectres FTIR des
mutants par rapport a la SOR sauvage, ce qui déengué les mutations ne perturbent pas de

facon importante la structure du site actif de @RS

Pour les mutants 1118A et 1118S, on observe unefroation du spectre entre 1690 et
1620 cnt, correspondant aux bandes de vibrations d’éloogates carbonyles peptidiques
(bande Amide I)(Berthomieu et al. 2002)1685-81, 1660-56/1641-40 &mLors d’une
modification de la bande du C=0 peptidigue, ontpgattendre a avoir aussi une
modification des bandes de vibrations des liaisBhsNH peptidiques (bande Amide 1)
(Berthomieu et al. 2002)C’est en effet ce que I'on observe sur les baredd$54, 1543,
1535-3, 1525-3 et 1504-8 (:’np)our les mutants I118A et 1118S.

Ces résultats indiquent que les mutants 1118A E8$1modifient de facon identique
une ou plusieurs liaisons peptidiques qui se trotdans I'environnement immédiat du site
actif. Ces spectres de différence font égalemppamitre des bandes & 1772/1762" cyui
traduisent un effet trés fin sur 'environnementl@ehaine latérale du Glu 113, ainsi qu’une
bande négative a 1103-1107 tmyui a été attribuée aux chaines latérales desdi
histidine.

Pour le mutant 1118D, une partie seulement desdsaachide | (1668, 1648, 1621 tcm
) et amide Il (1533, 1521 ch décrites précédemment est observée dans le spaetr
différence « mutant — moins — sauvage » (Figurd)5&-a mutation 1118D génére donc une
modification partielle de I'environnement du sitetib d’'une facon similaire a celle des
mutants [118A et 1118S.

Une interprétation possible des spectres de diifgg est que la bande située a 1660

cm™ pour la SOR sauvage est déplacée 2640 cnt dans les mutants 1118A et 1118S. Ce
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déplacement peut étre attribué a une modificatianalliaison hydrogene avec un C=0 ou
CN-NH peptidiqgue(Berthomieu et al. 2002) Cette bande est de nouveau un peu moins
intense pour le mutant 1118D (1650 ¢

Afin de préciser si le motif caractéristique obgedans la zone amide Il pour les
mutants [118A et 1118S correspond soit a une peation de vibrations CN-NH peptidique,
soit a une perturbation de vibrations de groupemeatbonyles, des expériences d’échange

H,O / D,O ont été réalisées.

L’échange HO / DO permet de remplacer les atomes d’hydrogene éechbtes par
un deutérium. Au niveau de la liaison peptidiqueyl $hydrogene présent sur la liaison CN-
NH peut s’échanger avec,D. Cet échange H/D entraine un déplacement degeinégs de
vibration de presque 100 &mcaractéristique des groupes amide Il. En revanabeun
n'effet n’est attendu pour les modes de vibratiea groupements carboxylates. Ainsi, I'étude
des spectres en,D pourra permettre de préciser si les modificatioimservées au niveau de

la chaine polypeptidique concernent le groupemeHNE!.

Nous avons donc réalisé des spectres IR en prédend® pour tous les mutants de
l'isoleucine 118. Les spectres présentés sont destres de différence entre les formes

réduites moins les formes oxydeées, soit da#3, loit dans BO (Figure 59) :
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Figure 59 : Spectre FTIR de différence réduite moins oxyd8eS@R sauvage et mutantes das® bu HO.
Des potentiels entre 300 et 600 mV (versus NHE)ampliqués sur I'électrode de travail pour obtelds états
oxydés et réduits. Les spectres consistent en ogerme de spectres enregistrés sur 30 cycles étditiques,
300 scans par cycles, avec 4tde résolution.
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Pour les mutants 1118A, 1118S et 1118D, on voit apjtre un large signal a
1463/1435/1400 cth en présence de,D, correspondant au déplacement des bandes a
1562/1525/1504 cthobservées enj@. Ce déplacement peut étre attribué & un(desdmit
eéchangeable(s) au niveau d’ au moins un NH pepigdgensible a I'état redox du fer de la
SOR (Berthomieu et al. 2002Ce signal est plus intense pour les mutants 111828S et
12118D que pour la SOR sauva@gerthomieu et al. 2002)u le mutant 1118V (Figure 59).
Ceci indique que pour les mutants 1118A, 1118SL&8D, les modifications observées sur les
spectres de différences entre les mutants et la SfDRage en présence dM (Figure 58)
correspondent au CN-NH d’une liaison peptidique.

Ces données montrent que les mutations 1118A, 11&80118V perturbent les
propriétés d'une ou plusieurs liaisons peptidiquesches du fer du site actif. Ces
perturbations peuvent correspondre a une variatlenforce d'une liaison hydrogene

impliquant un groupement peptidigue CN-NH

[1l. Conclusion

Les résultats obtenus par résonnance Raman etiRdidRient que les mutations n’ont
pas engendré une forte perturbation dans la gémnutrsite actif. La combinaison des études
FTIR en présence de,8 et DO suggerent que les mutations de I'isoleucine 11,1828D et
1118S affectent une liaison hydrogene impliquaniithd’une liaison peptidique.

Les expériences Raman montrent que les mutant#\)1188S et 1118D renforcent la
liaison S-Fe. Ces mutations ont donc entrainé wmggnantation de la charge électronique
autour de la liaison S-Fe. Ceci pourrait étre dina perte de liaison hydrogene entre le NH
de la chaine principale de I'isoleucine 118 etdefe de la cystéine ligand du fer.

Cett perte de liaison aurait donc pour conséqudineete le renforcement de la liaison
S-Fe.
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RAdALp! Lyse pulsée
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L’étude du mécanisme reactionnel de la SOR sepfaitipalement par la technique
de radiolyse pulsée qui permet de générer tresfgpment et rapidement des quantités
déterminées de superoxyde et de suivre sur desstémdmp courts la réaction avec la SOR.
C’est par cette méthode que I'impact des mutatdm$isoleucine 118 sur la réactivité avec

le superoxyde a été étudié.

|. Principe de la radiolyse pulsée

La radiolyse pulsée permet d’étudier les mécanism@snombreuses réactions
radicalaires en milieux aqueux. Cette techniquiease sur le principe de la radiolyse de I'eau
(Baldacchino et al. 2001)Lorsque l'on soumet une solution aqueuse a bactd’'un
rayonnement ionisant (par exemple des électronieedenautes énergies, de 2.5 a 10 MeV ou
des rayons gamma), I'eau subit un processus delyadi Le bombardement de la solution
agueuse par les électrons provoque un effet Comgdténergie des électrons accélérés est
absorbée par les molécules g et conduit a la formation des espéces suivantes

H,O + hv > HO™ + H' + HzO" + €aqueux + H202 + Hy
Ainsi, 10 ns aprées l'interaction du rayonnementidant avec I'eau, la radiolyse de®
conduit a une solution homogéne d’espéces radiealaiH, HO', € aqueux €t moléculaires :
H,, H.O,, HsO". Les quantités formées de chaque espéce sont@&®ehis’'expriment par les
rendements de formation, appelés également rendgmaatiolytiques G, exprimés en moles
par unité d'énergie absorbée dans la matiére (mukV) : G (HO) = 2.8 10’ mol.J}, G (e
aqueu) = 2.7 10' mol.J%, G (H) = 0.6 10’ mol.J*, G (H,0,) = 0.7 10’ mol.J%, G (Hy)= 0.4 10
"' mol.J* (Lemaignan 2004)Les radicaux ainsi formés peuvent réagir tréglepent avec un
capteur de radicaux choisi pour former spécifiqueinie superoxyde. Dans le cas de notre
étude, nous avons choisi le formigt®mbard et al. 2000a)_es radicaux HOet H qui sont
des oxydants puissants conduisent, en présencerdeafe, a la formation d’'une forme
radicalaire C@™ relativement stable :
HCO, + OH® - CO;" + H,0
HCO, +H - CO;" + H;

CO,” en présence d'oxygéne va conduire essentiellenderia formation de

superoxyde : CO,” +0, >0, +CO0O,
O +eyq 202"
H +0, > HO, > O, +H"
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Du point de vue pratique, une breve impulsion @ (quelgues nanosecondes)
fournie par un accélérateur d'électrons, produié woncentration de radicaux superoxyde
déterminée, proportionnelle a la durée dimpulsiemnpouvant aller jusqu’a 20 uM de
superoxyde. L’échantillon est saturé en(DmM) et contient 10 mM de formiate. L@t le
formiate sont en excés par rapport a la protéife (IM) et au tampon (2 mM). Ceci permet
gue la recombinaison des radicaux primaires forlmésdu processus de radiolyse se fasse
uniguement sur le formiate et bQOsans réagir avec la protéine et le tampon. Letijraentre
la SOR et @ peut alors avoir lieu dans la cuve de radiolysd.akle d’'un montage de
spectrophotométrie UV-visible couplé a I'impulsidiglectrons, on peut suivre I'évolution de
'absorbance de la solution qui a réagi avef @n fonction du temps. Ceci se fait a
différentes longueurs d’ondes dans le domaine d¥-lisible et sur des temps allant de
guelques dizaines de microsecondes a la centaiseco@des apres I'impulsion.

Deux lampes différentes sont utilisées pour sulare’ariation d’absorbance a une
longueur d’'onde donnée. La lampe Xenon, avec uatgpd’émission trés large entre 200 et
800 nm, est tres puissante mais assez peu stamelaéemps. Elle est surtout utilisée pour
suivre des cinétiques tres courtes, inférieuresO&0l ms. La lampe Tungsténe, moins
puissante, avec un spectre d’émission moins lagggs0 a 700 nm, est néanmoins plus stable
dans le temps. Elle est utilisée pour des cinésique des temps plus long, jusqu’a plusieurs
centaines de secondes.

Pour I'étude de la réaction de la SOR avet,®@n se place dans des conditions
d’excés de SOR par rapport au superoxyde génélé.péemet d’étre dans des conditions de
pseudo premier ordre et de faciliter I'analyse dasgtiques. Notons que ces conditions
permettent d’'observer un seul cycle catalytiquegp@tmettent de voir la formation et la
disparition des intermédiaires réactionnels. A ipades cinétiques obtenues a chaque
longueur d’'onde entre 500 et 700 nm (Figure 619,denstantes de vitesses ainsi que des

spectres caractéristiques des espéces intermédiktiia réaction peuvent étre déterminés.

ll. Rappel de I'étude du mécanisme réactionnel del a SOR
wit

Le mécanisme de la SOR sauvage [De baarsii a été revisité récemment au
laboratoire(Bonnot et al. 2009)ll est apparu que lors des études précédentesdasyse
pulsée(Lombard et al. 2001; Niviere et al. 2004; Mathéé&t2007) 'utilisation de la lampe
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Xenon induisait un processus photochimique au cders réaction de la SOR aveg OCe
processus photochimique se traduit par I'apparitlerbandes d’absorbance qui ne sont pas
directement liées a la réaction de la SOR aveC @ perturbent les interprétations des
données cinétiques au-dela de 5 a 10 ms apreadtort de la SOR avec,Q La fin du cycle
catalytigue n’est alors pas observée. En présehefiltre coupant en dessous de 345 nm
entre la lampe et I'échantillon, ce processus ptiotoique ne se produit plus. Les cinétiques
de la SOR avec O ont du étre alors réinterprétées et I'ensembleydle catalytique a pu
étre observéBonnot et al. 2009)Comme il a été décrit dans la partie introdugtlerschéma

réactionnel de la SOR avegCest a présent le suivaligure 60):

T, Tia Lys,g T, Produit final
(Non observable :
par radiolyse) H.O
H+ 2
Fe* + O, — . |Fe*-00- \ Fe3*-O0OH —>K‘ FeOH % . Feor
Fe-O,- K K> Kk k
& ’ : 7% oon M ’
Fe3*-OH,

Figure 60 : Nouvelle proposition dechéma réactionnel de la SOR de D. baarsii (Bonhatle 2009).

Ce mécanisme comprend trois étapes :
- La fixation du superoxyde sur le fer du site fade la SOR pour former un premier
intermédiaire (7).
- Deux processus de protonation successifs contuaska libération d’HO, et a la formation
du second intermédiaire )T
- La fixation du glutamate 47 sur la sixieme pasitde coordination du fer.
Ces trois étapes ont été proposées a partir dgsasainétiques des expériences de radiolyse
pulsée et des effets du pH suikieet lek,. Notons que la seconde étape de protonakign (
n'est pas observable par radiolyse car elle n'est g@inétiquement limitante. Elle a été
proposée comme étant plus rapide que la premiape éte protonation décrite gar Enfin la
troisieme cinétique, décrite pky, se fait sur des temps un peu plus long (10 am€§)0 Ces
trois cinétiques ne peuvent généralement pas ésereees sur une seule expérience, mais
nécessitent de reproduire les cinétiques sur desllés de temps différent. Sur des échelles
de temps courts (0-300 ps), Keest mesuré et sur des temps plus long (1 ms-190esk;
etks peuvent étre analyseés.
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L’objectif de cette étude de radiolyse pulsée sarmutants de l'isoleucine 118 est de
déterminer les modifications que ces mutationsaémént pour la réactivité de la SOR avec le

superoxyde.

1. Effet des mutants sur k1

L'étape décrite pour lk; correspond a une réaction du second ordre entreQe fer
ferreux du centre 1l. Cette étape conduit a la drom d’'un intermédiaire ;Tproposé comme
étant une espéce Feperoxo ou une espéce’rsuperoxo (Figure 60).

L’équation de vitesse s’écrit de la fagon suivante

v =ki[SOR] [O;7]
L’étude est réalisée dans des conditions de pspretuier ordre, c'est-a-dire en exces
de SOR par rapport %Q Ainsi I'équation de vitesse se simplifie et psidcrire:
v=k'[07]=-d[C]/dt
aveck; la constante de vitesse du pseudo premier ordeel’qn peut déterminer apres
modélisation des cinétiques par un processus exfiehelLa constantd; du second ordre
peut étre obtenue en étudiant la dépendande’ dmn fonction de la concentration en SOR :
ki’ = ki [SOR].

Les constantes de viteske pour les mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V sont
déterminées a partir des cinétiques obtenues aBOGur un temps de réaction de 200 us
avec une impulsion de 0,2 pus générant une contientrde Q™ de 3 uM. Pour chaque

mutant, les cinétiques sont réalisées a pH 587effFigure 61).

0.004

0.003| |

0.002 [

Absorbance

0.001 |

0 510° 0.0001 0.00015

temps (s)

Figure 61 : Cinétique suivie @ 600 nm (en bleu) de la réactleia SOR 1118V avec,Q La solution de SOR 1118V a 100
UM dans 2 mM Tris-HCI pH 5 et 10 mM de formiate saturé avec 100 % d'Q puis placé dans une cuve
spectrophotométrique de 2 cm de trajet optique lea¥pnon avec un filtre a 425 nm. L'échantillon iestidié par une
impulsion de 0,2 ps générant 3 uM g'Qen noir) Modélisation de la cinétique par un pessus exponentiel {4 x e
N+ m, _A=absorbance maximum3constante de vitesse et t= temps de la cinétique.

136



RésultatPDetcussions : Partie Il

Les résultats sont représentés en logfeen fonction du pH afin de vérifier si un

processus de protonation peut étre associé aétafie (Figure 62).
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Figure 62 : Dépendance au pH des constantes de vitegqeolr les mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V,
déterminées par radiolyse pulsée, dans les mémmehtimms décrite pour la figure 62.

Pour les mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V, desstantes de vitesses du pseudo
premier ordrek,’ sont toutes identiques quelque soit le pH, avec waleur de 19s*
correspondant & une constante de vitesse du secdrel de 18 s*.M™. Ces valeurs sont

identiques a celles obtenues pour la SOR sauvage.

Les mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V ne modifielonc pas la cinétique de
fixation du superoxyde sur le fer du site actif@&OR. Cette étape reste pH-indépendante, et
tout comme la SOR sauvage, ne fait pas intervenprdcessus de protonation cinétiguement

limitant.
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.1.

Reconstitution du spectredu T

Le spectre du premier intermédiaire peut étre reconstruit & partir des cinétiques

enregistrées a différentes longueurs d’onde, efées tous les 10 nm entre 500 et 700 nm. A

chaque longueur d’onde, la valeur d’absorbangg Ast lue a la fin de la cinétique, 200 ps

apres la réaction de la SOR avet €t correspond a un point du spectre gu T

Les spectres des & pH 7,6 pour chaque mutant en comparaison aveicdzela SOR

sauvage sont représentés ci-dessous (Figure 63) :
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Figure 63 : Spectres du (Ipour les mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V.

Pour les mutants 1118A, 1118S, 1118D et 1118V,dpsctres du jfprésentent tous une

bande caractéristique centrée autour de 600 nmsjigedres sont superposables a celuidu T

de la SOR sauvage.
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Conclusion :

Cette premiere étape du mécanisme réactionnel péassiodifiée par les mutations de
l'isoleucine 118. Elle correspond toujours pour segants a la fixation du superoxyde sur le
fer ferreux et se fait trés rapidement avec unetaome de vitesse de I'ordre de £.M".s™.
Cette premiére étape est indépendante du pH et dencorrespond pas a une étape de
protonation cinétiquement limitante. Le spectre li@ermédiaire T, résultant de cette
fixation, présente une large bande d’absorptiort avemaximum d’absorbance centré a 600
nm. Elle a été proposée comme pouvant correspendne espéce de type’F©O ou Fé'*-
O,

V. Effet des mutants surle ko

Cette deuxieme étape correspond a un processusotEngtion du T (kz), pour
former un intermédiaire de type fer-hydroperoxyde@OH. Cette étape est suivie par un
second processus de protonation permettant la fanmal’H,O,. Cependant, ce second
processus de protonation n’est pas observableiquedébent et pourrait correspondre a une
étape cinétiqguement non limitante’ (>> k). Il a été proposé, d’apres les structures aux RX
des intermédiaires de type fer-peroxyde de la SOR.Haarsii que cette seconde étape de
protonation corresponde & la protonation de I'esgé&*-OOH par une molécule d’eau en
interaction avec la lysine 4&atona et al. 2007)Ceci permet ainsi la libération &;8; et la
formation du deuxieme intermédiaire dbservé en cinétique rapide. Il correspond a une
espéce F8-OH en équilibre acido basique avec I'espéc€-B#, (Figure 64)(Bonnot et al.
2009 ;Rodrigues et al. 2006)

T, Tis Lys,q T, Produit final
(Non observable E
par radiolyse) H.O
H* 2
Fe3-00- \ Fe3*-OOH %K = FetOH _ Fed*-
Fe-0,~ K K,>> k K
? 7% oon M ’
Fe3*-OH,

Figure 64 : Schéma de la deuxieme étape du mécanisme réadtamt@aSOR de D. baarsii : libération
d’Hzoz.
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D’un point de vue cinétique, pour la SOR sauvageT. évolue tres vite vers la
formation de I'espéce finale Fe-Glu, correspon@antemplacement du ligand HGu T, par
le Glu 47. Cette étape est décrite par la cons@mtatesses. Ainsi la valeur dik; et duks
sont généralement assez proches et les analysdis|oas pour déterminer ces valeurkget
ks doivent se faire par modélisation d’'une méme trageetique par deux processus
exponentiels: m+ (A; x e®®Y) - (A; x e™? Y avec m = Absorbance finale, A= amplitude
du deuxieme phénoméne; A amplitude du premier phénomeéne.et k, : constantes de

vitesse et t : le temps de la cinétique. Cecillesttié dans la figure ci-dessous (Figure 65).
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Figure 65: (En bleu) Cinétique a 655 nm de la réaction d&S@R 1118D avec £. La SOR 118D a 100 pM
dans du tampon 2 mM Tris-HCI pH 9,5 et 10 mM foteist saturée avec 100 % ¢.@’échantillon est irradié
par une impulsion de 0,6 ps générant 9 uM dé. @ampe Tungstene avec un filtre a 425 nm. (En)noir
Modélisation de la cinétique par un double procsssxponentiel: a+ (A, x e®3Y) - (A, x et*29),

Les résultats de la dépendancekgen fonction du pH pour les SORs mutantes sont
représentés en comparaison avec ceux obtenusg8@®@R sauvage (Figure 66). Notons que
les résultats obtenus pour lesdes mutants 1118 présentent des incertitudes &steg dans
certains cas. Ceci est principalement di au fait lga cinétiques décrites pourkeet leks
sont trés proches et difficiles a analyser avecigian. |l est donc nécessaire de reproduire

plusieurs fois les mémes cinétiques pour diminuanaximum ces incertitudes.
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1118A k, 1118D k,
3.6 3.6
e wr
¢ 118D
¢ o wr
3.2+ 3.2+
28 - W 28 ¢
2 2
= < Tt
24 - 24 - I T J %
2+ 2L [}
6 7 8 9 10 6 7 8 9 10
pH oH
1118S k, 1118V k,
3.6 3.6
+ 11185 o wT
3.2 ¢ 3.2 |
N 28 W 28¢
g g
24 - 2.4+
2r 2L
1 1 TR B 1
6 7 8 9 10
pH pH

Figure 66 : Dépendance au pH de la constante de vitessgek mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V. La
réaction se fait entre les SORs a 100 uM dans thpten 2 mM, 10 mM formiate, saturée a 100 %,@@ec
0,” a 6 uM, générés par radiolyse pulsée. Utilisatifenla lampe Tungsténe avec un filtre a 425 nm.

L’étude duk; en fonction du pH pour la SOR sauvage a montr@rdaence de deux
phénomenes distincts avec une cassure de pente8gbHigure 66-courbe noire). Entre pH
5 et pH 8,5, lek, diminue de facon linéaire en fonction du pH etacel été attribué a la
protonation du T par HO" du solvant. La pente de 0,43 au lieu du 1 théerjgour ce type
de processus laisse penser que la protonatioreggsteinent contrainte par I'environnement
du site actif.

Entre pH 8,5 et 10,2, le est indépendant du pH avec une valeur de 'ordré®is™. Il a été
proposé que cette étape corresponde toujours aacegsus de protonation, mais soit par
l'intermédiaire d’'une molécule d'¥D, soit par un ou plusieurs acides aminés prochsitdu

actif qui seraient protonés dans cette gamme deBpHeffet, dans cette gamme de pH, le
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spectre du Test le méme qu’a pH acide, suggérant qu'on a umen@ocessus a pH acide et

basique.

Pour le mutant 1118V, la constante de vitdgsgéterminée a tous les pH est identique
a celles obtenues pour la SOR sauvage. La cassuperde se situe a pH 8,5 et les deux
courbes en dessous et au dessus de pH 8,5 sormpasgddes (Figure 66). Le mutant 1118V
ne modifie donc pas la cinétique de la premiérpeétie protonation du,T

Pour les mutants 1118A, 1118S et 1118D, on obsé&su@urs une dépendance linéaire
du k; a pH acide et une indépendance au pH a pH bagiggere 66). Cependant, pour ces
trois mutants, la cassure de pente entre les deémgmenes est déplacée vers des pH plus
acides, pH 7 au lieu de 8,5 pour la SOR sauvageeH 5 et pH 7, les constantes de
vitesses sont identiques a celles de la SOR sauwstadeninuent linéairement de la méme
facon lorsque le pH augmente. Ceci correspond hiame protonation du;Tpar HO"
provenant du solvant. Au dela de pH 7, la constdateitesséx, devient indépendante au pH
mais les constantes de vitesse sont 3 fois plu@édeque pour la SOR sauvage. La réaction
de protonation par une molécule d’eau est doncnalpisle pour les mutants 1118A, 1118D et
1118S et se fait a un pH plus acide que sur la S@i®age. Ceci suggere que pour ces
mutants, l'intermédiaire T est plus facilement protonable par une moléculead’ Cet
intermédiaire semble présenter un pKa plus basigeecelui de la SOR sauvage.

IV.1. Reconstitution du spectre du T

Etant donné que les cinétiques kKuet duks sont tres proches et que le second
intermédiaire n'a pas le temps de s’accumuler adantionner le produit final, il peut étre
difficile de reconstituer les spectres duy. Deux méthodes sont donc utilisées pour
reconstituer ce spectre :

- la méthode expérimentale, ou, a chaque longuewmdd’da valeur de I'absorbance est
lue au point le plus bas de la cinétique (A) cqroeslant au temps t = 5 us apres le
début de la réaction.

- la méthode par extrapolation, ou la valeur d’abance a chaque longueur d’onde est
obtenue a partir d'une extrapolation de la modgétisade la cinétiqué,, comme cela

est représenté par le point (B) dans la Figure 67.
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Figure 67 : Détermination de I'absorbance du T2 a 655 (@En bleu) Cinétique a 655 nm de la réaction de la
SOR 1118D avec £. La SOR 1118D a 100 uM dans du tampon 2 mM Tris$+9,5 et 10 mM formiate est
saturée avec 100 % d:OL’échantillon est irradié par une impulsion dééQs générant 9 uM de,Q Lampe
Tungsten avec un filtre a 425 nm. (En noir) Moddien de la cinétique par un double processus egpbel:

m + (A x 9 - (A x e™ Y avec m = Absorbance finale, A= amplitude du deuxiéme phénoméng=A
amplitude du premier phénoménegkls : les constantes de vitesse et t : le temps daiique (En pointillés)
Extrapolation de la modélisation de la cinétiqueldu un temps infini. La valeur de I'absorbance deal@s5

nm est égale a 7A,.

Les deux méthodes ont été réalisées pour la retdimst des spectres du, Te la

SOR sauvage et des quatre mutants a pH 6 et a&p(Hi§ure 68).

Spectre du T2 - WT pH 6 Spectre T2 - WT pH 9,5
® spectre T2 wt extrapolé ® Spectre T2 wt extrapolé
0.044 O Spectre T2 wt expérimental 0.044 © Spectre T2 wt expérimental
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oo
Do e
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g De e LI gé’
IS ° 5]
o Qo
= o — °
g 002 L g  0.02- 2. &
< 0. S "o o,
. 8 g e g
0 g L ®n ¢ e
0.01- 0.01- o o
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Longeur d'onde (nm) Longeur d'onde (nm)

Figure 68 : Spectres du ;Ja pH 6 et pH 9,5 de la SOR wt de D. baarsii, retibmé par la méthode
expérimentale() et par la méthode d’extrapolatio®) (Bonnot thése 2009).

Pour la SOR sauvage, les spectres expérimentagxtrajpolés a pH 6 et pH 9,5 du
second intermédiaire ;Tsont identiques. A pH acide, le spectre est caratigue d'une
espéce Fé-OH,avec son maximum & 644 nm. A pH basique, le spestrearactéristique de
l'espéce F&-OH, avec la bande & 560 nm. Ces deux espéca<OFk et F€"-OH sont en
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equilibre acido-basique avec une valeur de pKaedhtt 7(Bonnot et al. 2009 Rodrigues et

al. 2006).

Les spectres extrapolés et expérimentaux des iatkames § des mutants [118A,
1118D, 1118S et 1118V a pH 6 et pH 9,5 sont égaleinseperposables. Pour la représentation

des résultats, seuls les spectres expérimentatixgorirés (Figure 69).
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Figure 69 : Spectre du Jpour les mutants I118A,
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1118D, 1118S et 1118\Ha6pet pH 9,5.

Pour le mutant 1118V, les spectres dualpH 6 et 9,5 sont superposables a ceux de la

SOR sauvage. Le spectre a pH 6 montre une bandsadf#ion centrée vers 650 nm,
correspondant & I'espéce’F©H,. A pH 9,5, la bande se déplace & 560 nm, corresura

une espéce BEOH. L'intermédiaire T du mutant 1118V est donc le méme que celui de la

SOR sauvage.
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Pour les mutants 1118A, 1118D et 1118S, a pH 6, $gectres sont également
superposables & ceux obtenus pour la SOR sauvageespondent a I'espéce *FOH,.

Cependant a pH 9,5, les spectres sont différentggpgport a la SOR sauvage. La
bande d’absorption du,Test moins déplacée vers les plus faibles longu#orgle que pour
la SOR sauvage et se situe autour de 600 nm peunuéants 1118A, 1118D et 1118S.

L’espece T formée a pH 9,5 pour les mutants 1118A, 1118D14185 n’est donc pas
tout a fait identique a celle formée pour la SORvage et le mutant 1118V au méme pH. Son
maximum d’absorption est intermédiaire entre lanferFé*-OH et la forme F&-OH,. Ces
données suggeéerent que le pKa dypdur ces mutants a été fortement augmenté paontagp

T, de la SOR sauvage.

Conclusions :

Le passage du;Tau T, n'est pas modifié€ par la mutation 1118V. En efflts
constantes de vitesggsont identiques a celles obtenues pour la SORag@uguelque soit le
pH. Ceci indique qu’'une molécule &i&" protone le T entre pH 5 et pH 8,5 et qu'une
molécule d’eau ou un acide aminé dans I'environmgrda site actif prend le relais au-dela
de pH 8,5. De plus, les spectres dusdnt les mémes que ce soit a pH acide ou a pldumsi
ce qui indigue que l'espece, Tormée dans le mutant 1118V correspond bien aumesé

formes F&-OH, & pH acide et F&OH & pH basique que pour la SOR sauvage.

Les mutants 1118A, 1118D et 1118S induisent des ifraadions par rapport a la SOR
sauvage. La constanke devient pH indépendante au-dela de pH 7 au liepHl&,5 pour la
SOR sauvage. D’autre part cette valeukgpH indépendante est augmentée d’un facteur 3
par rapport a la SOR sauvage. Donc pour ces tratants, la protonation du;Tpar une
molécule d’eau est facilitée par rapport a la S@R/age.

Il faut noter que cet effet ne peut pas étre déotlment a la mutation de I'isoleucine
118 d’un point de vue structural car elle ne peas @tre en contact direct avec ke En effet,
la position 118 se trouve du coté du ligand cystéite I'autre coté du site de fixation de O
par rapport au fer. Cependant, ces mutants peaweitt des effets électroniques indirects sur
le T; par l'intermédiaire du fer. Comme cela a été ssppprécédemment, ces mutations
peuvent étre a l'origine d’'une augmentation de ghailectronique autour de la liaison S-Fe.
Cela pourrait conduire a un effet électrodonneurpdrtoxyde au fer plus faible et a une

augmentation du pKa de cet intermédiaire. Aingspece T des mutants 1118A, 1118S et
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1218D pourrait étre plus basique et donc plus émeént protonable par un acide faible tel que
H.0.

De plus, alors que le spectre dudes mutants 1118A, 1118D et 1118S a pH acide (pH
6,0) est identique a celui de la SOR sauvage, hgsitjue (pH 9,5) il présente un maximum a
600 nm, au lieu de 560 nm pour la SOR sauvagee @atide d’absorbance a 600 nm semble
indiquer un spectre intermédiaire dans I'équilianédo-basique de I'espéce’F©H, a 650
nm et I'espéce B&OH & 560 nm. Notons qu'il est difficile pour cesitants d’effectuer des
études au-dela de pH 9,5 du fait de l'instabilis grotéines a pH trés basiques. Pour la SOR
sauvage, le pKa de cet équilibre pour lesg trouve entre 6 et {Bonnot et al. 2009 ;
Rodriguez et al. 2006)Le fait que pour les mutants a pH 9,5, le spedueT, soit
intermédiaire entre les deux formesFOH et FE"-OH,, suggére que le pKa de cet équilibre

a eté déplacé vers des valeurs beaucoup plus bagige la SOR sauvage.

Donc, les mutations de I'isoleucine en alanineingeou aspartate semblent augmenter
a la fois la basicité de lintermédiaire; TFe*-O0- / Fé"-0,) ainsi que celle de
lintermédiaire & (FE-OH, / F€*-OH). Ces deux effets peuvent étre expliqués par un

augmentation de la densité électronique sur fé dmns ces trois mutants.

V. Effet des mutants sur le ks

La derniére étape du mécanisme réactionnel comelspda fixation du glutamate 47
sur le B, avec un déplacement du ligandQH/ HO par le groupement carboxylate du
glutamate 47 (Figure 70).

2nd intermédiaire Produit final

Fe3*-OH . Fes*-
(. |

Fe3*-OH, Fe3+-OH

Figure 70 : Schéma de la derniére étape du mécanisme réactideria SOR de D. baarsii : fixation du
glutamate 47 sur le fer du site actif.
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Cette étape a été clairement identifiée grace aamhi&E47A ou le remplacement du
carboxylate du glutamate 47 entraine la disparitiercette étape décrite pks (Niviere et al.
2004).

Comme cela a été décrit précédement pour la SORagalet les mutants, I'espéce
Fe’*-Glu est en équilibre avec la forme*=®H selon le pH, correspondant & la transition
alcaline et dont les pKa apparents ont été détésmpnécédemment (Partie I-chapitre V-2).

La constantds pour les mutants 1118 a été déterminée a parimt&mes cinétiques
gue celles utilisées pour déterminekde

Les cinétiques sont modélisées par la somme de éepsnentielles correspondant
aux étapes décrites par leek le k, comme cela a été décrit précédemment. Les cdastan
ont été déterminées a différents pH. Les résustaits exprimés en lokgs en fonction du pH
(Figure 71).

Pour la SOR sauvage, la constante de vitksest indépendante au pH entre pH 5 et
pH 7. Au-dela de pH 7 une rupture de pente esbleisttks devient dépendant au pH et
diminue avec le pH. Ces données sont caractérestioggiune catalyse acide générale
(Piszkiewics 1977)La cassure de la pente correspond au pKa de m@&tttion, avec une
valeur de 7 pour la SOR sauvage (Figure 71). @eti@yse acide générale correspond au fait
gu'au niveau du 7 il est plus facile et donc plus rapide pour un oaytate de s’échanger
avec un ligand kD (issue de la protonation de BOplutot qu’avec un ligand hydroxo (HD

Notons que le pKa associé a cette catalyse aéidérgle est différent du pKa observé
pour la transition alcaline, correspondant a I'éhre des espéces FeOH - FE*-Glu, avec
une valeur de 9 alors que le pKa observé slg rrespond a I'équilibre acido-basique du
second intermédiaire, Fe*-OH, / FE€*-OH.

Les constantes de vitesdgsobtenues a différent pH pour les mutants 1118A80,

1118S et 1118V sont représentées ci-dessous (Figlire

147



RésultatPDetcussions : Partie Il

1118A k 1118D k
3 3 3 3
[ e WT
25}
f ¢
2
° [ ~°
g 15¢ g
1l ¢
r L]
05F
o L Il Il Il I Il
6 7 8 9 10
pH pH
11188 k, 1118V k,
3 3
[ o wt
L } ¢ ]118S : ‘ITIBV
25F 25
2f 2f
o 15[ o 15[ }
o t S
1l ¢ 1L ¢
t ¢
r ®
: *
05 % 05 [
0 L O L L L L
6 7 8 9 10 6 7 8 9 10
pH pH

Figure 71 : Dépendance au pH de la constante de vitegsgek mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V. La
réaction se fait entre les SORs a 100 uM dans dypte 2 mM et 10 mM formiate, saturée avec 100 % etO
0O, a 6 uM, généré par radiolyse pulsée. Utilisatimla lampe Tungsténe avec un filtre a 425 nm.

Le mutant 1118V réagit de la méme maniére que IR S&uvage. La cassure de pente
se fait a pH 7. Au-dela de pH 7, la constante tlesseks apparait Iegerement plus faible que
celle observée pour la SOR sauvage. Cependantutanim118V ne modifie pas de facon
importante cette étape de fixation du glutamatsut'intermédiaire 7.

Pour les mutants 1118A, 1118D et 1118S, on observaet déplacement du pKa de la
catalyse acide vers des pH plus basiques. La @dsupente se situe vers pH 9,0 pour les 3
mutants. Les constantes de vitekssont relativement stables jusqu'a pH 9,1 puis rdikeit
rapidement au dela de cette valeur. Cela indiquepur ces mutants, le passage dwad
produit final est facilité. Cela va dans le sencéeui a été propose préecédemment. A savoir

que pour le T des mutants, I'espéce ¥H, est plus stable & pH basique. Il est donc plus
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facile pour le carboxylate du glutamate de s’éckarayec le ligand D qu’avec le ligand
HO™. Cela est traduit par uks plus élevé jusqu'a pH 9,0. Le pKa de cette catabsde
refléte donc le pKa associé ap Tette valeur de 9 déterminée ici pakjest en accord avec
I'estimation du pKa du Fpour les mutants 1118A, 1118D et 1118S.

V.1 Spectre du produit final

Pour la SOR sauvage, le spectre du produit findl dférent selon le pH
correspondant a la transition alcaliné’F@H / Fé*-Glu (Rodrigues et al. 2006).es spectres
finaux sont obtenus en prenant la valeur de I'adiemare a la fin des cinétiques entre 100 us et
2 ms apres le début de la réaction avet. Qes cinétiques sont réalisées tous les 10 nne entr
500 et 700 nm.

Les résultats pour les mutants de I'isoleucine smsuivants (Figure 72):

Figure 72 : Spectres reconstitués de la SOR en fin de réacti@t le superoxyde pour les mutants 1118A,
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Pour le mutant 1118V, les spectres a pH 6 et pHsB,Superposent a ceux de la SOR
sauvage. Le produit final de ce mutant est donméene que celui de la SOR sauvage aux
deux pH (Figure 72).

Pour les mutants [118A, 1118S et 1118D, les speckrepH acide sont identiques a
celui de la SOR. L'espéce ¥eGlu est donc bien formée.

A pH basique, les spectres de ces trois mutantsd#féérents du sauvage. Le spectre a
pH 9,5 du mutant 1118A présente une bande centré85anm. Celui du mutant 1118D
présente une large bande centrée autour de 60Enfmalement, celui du mutant 1118S
présente une bande centrée a 625 nm, mais aveabsobance plus faible que celle obtenue
pour le mutant 1118A (Figure 72).

Ces résultats indiquent que pour ces mutants lpgces finales a pH 9,5 ne
correspondent pas tout & fait & la form&"f@H observée pour la SOR sauvage et le mutant
1118V.

Notons que les valeurs des pKa de la transitioaliak de ces mutants sont déplacées
vers les pH plus basique, en particulier pour ldamiul118S. Les spectres de la Figure 72
ayant été realisés a pH 9,5, c'est-a-dire tresherales pKa de la transition alcaline, cela
suggere fortement que pour ces mutants, les préidaiix observés ne correspondent pas a
l'espéce F&-OH mais & un mélange des espéce§-Gtu et le F&-OH. Il faudrait donc
déterminer le spectre des produits peroxyde a pidmip plus basique, par exemple pH
10,5. Cependant ceci n'est pas possible a caudéngwbilité de ces mutants a pH tres
basique.

Néanmoins, ces résultats indiquent que I'espéceGle est stabilisée dans les SORs
mutantes 1118A, 1118D et 1118S par rapport a la S€2aBvage et donc que le pKa de la
transition alcaline est légerement plus basiquepue la SOR sauvage, comme le montrait

les expériences de la Figure 53.

En conclusion, en comparaison avec la SOR sauvagenutants 1118A, 1118D et
1118S semblent favoriser la formation de I'espé@&’-Blu. Bien que pour la transition
alcaline, le phénomene soit peu marqué, cela va ldaméme sens que l'effet des mutations

sur les intermédiaires réactionnelset To.
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VI. Conclusion

Ces expériences de radiolyse pulsée ont permisidi&stI'impact des mutations de
l'isoleucine 118 sur la réactivité avec le superdixyet de regarder leurs effets sur chaque
étape du mécanisme catalytique de la SOR.

La premiére étape, correspondant a la fixation wpemxyde sur le Béet & la
formation du premier intermédiaire, Tn’est pas modifiée par les différentes mutatisas
l'isoleucine 118.

Pour les étapes suivantes, le mutant 1118V présestmémes cinétiques Beet deks
ainsi que les mémes spectres des intermédiaireslag&OR sauvage. La mutation de
l'isoleucine en valine ne modifie donc pas la riéétét de la SOR avec le superoxyde.

Les mutants 1118A, 1118D et 1118S modifient lesétiques décrites pdp etks ainsi
gue les spectres des intermédiaires. L'analyse ederésultats indigue que ces mutants
induisent une augmentation de la basicité d(FE*-00 / F&*-0,™) ainsi que du T (Fe'*-
OH, / Fé"*-OH). Ceci a pour conséquence une augmentation sigesse de protonation du
T: et du B ainsi qu'une certaine stabilisation de la formé*&alu du produit final & pH
basique.

Les résultats précédents ont fortement suggéréleguenutations de l'isoleucine en
position 118 entrainent un affaiblissement dedésdin hydrogene entre le NH de la chaine
principale et le soufre ligand du fer. Cela induitdéplacement de la densité électronique du
soufre vers le fer du site actif de la SOR. Lasbai S-Fe est donc renforcée. Cette
augmentation de densité électronique autour dadeen accord avec une augmentation de la
basicité des intermédiaires réactionneld" 20" et Fé"-OH qui se forment au cours de la

réaction avec le superoxyde.

Ces résultats peuvent étre comparés a ceux ohpenuse mutant E114A (Annexe 1).
Le glutamate E114 établit une interaction de tyjp®ldire avec le soufre ligand du fer. Les
études sur le mutant E114A montrent que la mutafaiblit la force de la liaison S-Fe, ce
qui diminue a la fois la force de la liaison Fe-Olee pKa de l'intermédiaire Fe-peroxyde
formé au cours de la réaction enzymatique. Lestigimés de formation du second
intermédiaire sont plus lentes que celle obsend@ o SOR sauvage. Cela est donc a
'opposé de ce qui se passe pour les mutants 11138D et 1118S. La SOR contient donc
un reseau d’intération dans son site actif capdbleéguler finement sa réactivité avec le

superoxyde.
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L’ensemble de ces données supporte le fait queoldutation de la liaison S-Fe a un
impact direct sur la réactivité avec le superoxy@liela liaison est affaiblie comme dans le
mutant E114A, alors la réactivité avec le superexgst plus lente. A I'inverse, si la liaison S-
Fe est renforcée comme pour les mutants 1118A,D14181118S, alors la réactivité avec le

superoxyde est accélérée.

Il est étonnant de voir que pour un processus vigagliminer une molécule toxique
pour la cellule, la SOR sauvage présente une eitdssréaction plus faible que celle des
mutants de l'isoleucine étudiés ici.

On est tenté d'imaginer que ce phénomeéne ne spdsipar hasard et pourrait étre lié
a un mécanisme de régulation des especes toxitues dlans la cellule.

Ainsi, d'un point de vue cellulaire, il peut étreaamtageux que la SOR sauvage piege
un certain temps le superoxyde et la molécule,@Hau sein de son site actif, ce qui
limiterait les dommages cellulaires causés paespsces.

Si on se place au niveau du cycle catalytique d®@Q&, une cinétique de formation
plus lente de I'intermédiaire réactionnel *F®OH (non visible en radiolyse), limiterait son
accumulation au sein du site actif. Une telle aadation pourrait conduire a I'évolution du
fer-peroxyde vers d’autres espéces quéitt FE*. Il pourrait évoluer notament vers des
entités plus oxydables, telle que des fer-oxo, centela se passe pour d’autres systemes

enzymatique comme le Cyt P450 par exemple.

LyS,g
H,0O
T A—» ﬁv T — Produit final
' k2 ’ k3
(accumulation) H,0O,
Formation
d’'une autre
espece

Cependant, sur les mutants 1118A, 1118S et 1118Daguélérent la formation de I'espéce
Fe’*-O0H, on ne voit pas d’accumulation de cette esp8eei est probablement dii au fait
gue ces mutations n’affectent qu’'une seule liaispdrogene vis-a-vis du ligand soufré. Or,

dans la structure aux RX de la SOR il y a une alisison hydrogene entre le soufre et
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I'histidine 119 susceptible de moduler égalemertigiaon S-Fe. S’il était possible d’éliminer
cette liaison hydrogéne en méme temps que cellésdieucine 118, peut étre verrions-nous
une accumulation. Nos verrons au chapitre suivaatles espéces £6OOH formées au sein

du site actif de ces mutants ont une réactivitéqudiere.
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l. Etude par résonance Raman des espéces Fe-OOH

Afin d’étudier les effets des mutations de l'isalee 118 sur les propriétés des especes
intermédiaires fer-(hydro)peroxyde qui se formems Ides réactions avegQil est essentiel
de pouvoir les piéger (équation 1). Cependantédation de la SOR avec le superoxyde est
trées rapide et le piégeage des intermédiaires higir¢)peroxyde, qui disparaissent en
seulement quelques millisecondes, n'est pas pesaitiliellement. Une alternative a cela a
eté de former ces intermédiaires en faisant rélagiBOR avec un léger exces d®4,
reproduisant d’'une certaine facon la réaction iseate celle avec O (équation 2). Dans ces
conditions, des espéces fer-(hydro)peroxyde onétpal piégées au site actif de la SOR et
étudiées par RRMathé et al. 2006).

SOR-Fez* + 0,~ - — SOR-Fe3-O0H — — SOR-Fe®** + H,0, (1)

SOR-Fe3-O0H === SOR-Fe¥*/Fe2*+ H,0, (2

Intermédiaire
réactionnel

Notons que ce type de réaction ave©H(équation 2) a été décrit depuis longtemps
dans le cas des complexes synthétigues de fer fooomer et piéger des especes fer-
(hydro)peroxyddGirerd et al. 2000)Les fer-(hydro)peroxyde peuvent étre formés &inpde
la réaction de complexe de fer ferreux ou de faidee avec un léger excés ded, comme
cela a aussi été décrit dans le cas de la SMRthé et al. 2002, Mathé et al. 2006p SOR
est mélangée a 4°C avec 6 équivalents,@2t congelée rapidement dans I'azote liquide,
dans les 5 a 10 secondes suivant le mélange. Ueeefer-(hydro)peroxyde a pu étre ainsi
observée par RR, en particulier sur les mutantsAEt7E114A qui induisent une certaine
stabilisation du fer-(hydro)peroxyde, facilitanhsii son piégeagéMathé et al. 2007, Mathé
these 2005)

Notons que la réaction de la SOR sauvage avw€® ldermet aussi de piéger une
espece fer-(hydro)peroxyde, mais dans des propsriieaucoup plus faibles par rapport a ce
qui a été déterminé avec le mutant E47A. Cependans les deux cas, il a été montré que les
spectres de résonnance Raman présentent deux lesuvahdes & 849 chet 437 crit que
I'on n'observe pas pour les protéines oxydées parcks. Ces deux bandes ont été attribuées
a des modes de vibration€D-O) pour la bande & 849 net v(Fe-O) pour la bande a 437
cm® de I'espéce fer-(hydro)peroxyde. Ces valeurs semparables & celles qui ont été

déterminées pour des ¥€hydro)peroxyde formés dans certains complexefedgSirerd et
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al. 2000). Une étude par marquage isotopique avec de'd®4 a permis de valider ces
attributions pour la SORViathé et al. 2002)

Ces expériences de piégeage de fer-(hydro)peroagtialonc été réalisées sur les
mutants de l'isoleucine 118. Il s’agit d’'une pa#d doir si ces mutations permettent une
stabilisation de ce type d'espéce et d’autre partcdmparer les fréquences de vibrations
observées par RR des liaisons O-O et Fe-O du jeirghperoxyde pour ces mutants.

Les mutants 1118A, 1118D, 1118S et 1118V sous fomdduite FE' ont été mélangés
avec 6 équivalents d1@, a pH 8,5. Les mélanges SOR (5 mM) 3Ol ont été réalisés a
4°C et suivis d’'une congélation immédiate dansatadiquide en moins de 10 secondes. Ce
mélange rapide favorise le piégeage de I'espeéadr@hyeroxydique et permet également de
minimiser une dégradation éventuelle de I'échamtilDe plus, I'utilisation d’'un tampon Tris-
HCI, connu pour étre un bon piégeur de radicaux,H@rmet de limiter d’éventuelles
altérations protéique si une chimie de type Fes®produit durant la réaction e+ H,0O,
(Laulhere et al. 1989)

Les spectres de RR obtenus a partir de ces mélangéprésentés dans la Figure 73

et les fréquences d’intéréts sont notées dansiieda 11 :
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Figure 73 : Spectres de résonance Raman du site actif des 8QBA, 1118D, 1118S et 1118V oxydées par 6 équitalel’H.O,. Les
protéines sont a 5 mM dans du tampon 100 mM Tris$tC 8,5. Les spectres sont obtenus par excitalimer a 647,1 nm, a une
température de 12 K. Le volume des échantillondee@t L. L'accumulation est faite sur 6 x 30 ketsolution spectrale est inférieure a 2
cm™. Les spectres de droite et de gauche représenteagrandissement des régions de haute et basagefiée des spectres du centre.
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SOR Fréquences de I'espéce fer-(hydro)peroxyde {m
v(Fe-0) v(0-0)
WT 435 850
I118A 436 852
118D 438 851
1118S 436 851
1118V 436 850

Tableau 11 :Fréquences de RR associées a I'espéce fer-(hydmyumte formée aprées le mélange rapide de la
SOR sauvage et des mutants 1118 aw#®, Ktonditions identiques a celles de la figure 74).

Lorsque les mutants sont traités avec 6 équivaldiisO, a pH 8,5 et congelés
rapidement, les spectres RR montrent de nouvetledds vers 436, 825 et 850 tmui ne
sont pas présentes dans les spectres RR des psotéiydées a l'iridium (Figure 73). Notons
que les bandes vers 436 et 850'csont trés faibles, d’une intensité comparable llese
observée pour la SOR sauvage. Ces frequences panceEsnt a des modes d’étireme(fe-
0) et v(0-O) d'une espéce Ee(hydro)peroxyde, comme cela a été vérifié pouS@R
sauvage et pour le mutant E47A de la SO®dbaarsiien utilisant un marquage isotopique
80 (Mathé et al. 2002 ; Mathé et al. 2006).

La faible intensité de ces bandes & 436 et 850 smggére que I'espéce Fe
(hydro)peroxyde n’est pas fortement stabilisée imuactif des mutants de l'isoleucine 118,
apres 10 secondes d’incubation ave®©H

Les fréguences des bandes correspondant aux kalses® et O-O ne semblent pas
fortement perturbées par les mutations. L'intendiééces bandes étant faible, les légéres
différences notées sur les spectres des mutariésklgure 73 par rapport a la SOR sauvage
ne sont sans doute pas significatives.

Cependant, dans le cas des mutants 1118A, 11181&S, on voit apparaitre une
bande relativement intense & 825 ctqui ne se retrouve ni pour la SOR sauvage ni fur
mutant 1118V. Cette bande a déja été observée Wamss du mutant E47A pour des
incubations en présence d®L supérieure a la minut@athé thése 2005Pour le mutant
E47A, I'apparition de cette bande & 825cse fait parallélement & la disparition des bardes
436 et 850 crmet semble donc résulter d’une évolution de lespéeperoxyde. En présence
d'H,™®0,, cette bande est déplacée de — 34' arars les basses fréquenddgathé thése
2005).0n note que les espéces fer-oxo (Fe=0) a haut dibgxgdation présentent le méme
type de caractéristigue en RR. On peut donc serplaseguestion si l'espéce fer-
(hydro)peroxyde de la SOR n’évoluerait pas verfofaation de fer-oxo par rupture de la

liaison O-O du peroxyde.
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Alternativement, cette bande a 825 tpourrait correspondre & une nouvelle espéce
peroxydique au site actif de la SOR.

En effet, une étude par spectrométrie de masskesunutant E47A a montré qu’une
incubation avec bD, supérieure a une minute conduit spécifiguementa@parition de
nouveaux pics de masse, dont un présent en qugniEgue équivalente a celui de
'apoprotéine, et correspondant a l'addition d'utonae d’'oxygene sur la chaine
polypeptidique de la SOR. L'origine de cet oxyg@oairrait correspondre a un adduit alkyl-
peroxyde (F&-0-O-R) dont la liaison O-O serait rompue duraahélyse par spectrométrie
de masséMathé thése 2005Ainsi pour le mutant E47A, il a été proposé tiaspece (fer-
peroxyde) formée a partir du mélange avg®©4£voluerait en formant un alkyl peroxyde sur
la chaine polypeptidiqgue de la SOR, refletant aims® certaine réactivité de I'espéce fer-
peroxyde.

Il faut noter que dans le cas du E47A, cette ban8@5 crit apparait aprés plusieurs
dizaine de seconde d’incubation avegObl(Mathé these 2005)Dans le cas des mutants
1118A, 1118D et 1118S, cette bande apparait en smdi@a 10 secondes. Ceci suggere que
l'espéce formée lors du mélange avegOplet donnant une bande a 825 trapparait
beaucoup plus rapidement pour les mutants 1118¥8S3let 1118D que pour le mutant E47A.
Cette espéce pourrait également former des addoitygene sur la chaine polypeptidique.
Des études de spectroscopie de masse ont été&edadisr les mutants 1118 (voir Annexe 1) et
montrent également la présence d’adduit d'un ek @mygenes sur la chaine polypeptidique

de la protéine, dans les conditions équivalentasdla des études RR.

En conclusion, les mutants 1118A, 1118D et 11188réa un mélange rapide avec
H,O,, stabilisent une espéce de type’'F®-O-(H) au sein du site actif. Cette espéce
évoluerait tres rapidement vers la formation d’'an&e espece oxydante (par exemple un fer-
0X0) qui conduirait a la formation d’'un alkyl-pesale sur la chaine polypeptidique de la
SOR de type P&0-O-R, R étant un acide aminé du site actif. Qeetg'évolution de
I'éspéce F&-0-O-(H) a déja été observé pour le mutant E47Aisna@ec une cinétique
beaucoup plus lente. Il semblerait que les mut#it8A, 1118D et 1118S augmentent la
réactivité du fer-peroxyde et en particulier soruyamr nucléophile vis-a-vis de la chaine
latérale de résidus proche du site actif. Ces dswvént de nouveau dans le sens d’'une

augmentation du pouvoir électrodonneur du soufrs hefer pour ces mutants.
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ll. Etudes par spectrométrie de masse des espéces F  e-
OOH

Les spectres obtenus en résonnance Raman laiggematire une bande & 825 tmour
les mutants 1118A, 1118S et 1118D au bout de quedggecondes d’incubation des SOR avec
H,0O,. Cette bande n’est pas visible dans le cas d®©R §uvage et du mutant 1118V, dans
les mémes conditions expérimentales. Cette ba®d®s &m’ avait déja été retrouvée pour le
mutant E47A, cependant pour des temps d’incubati@t HO, beaucoup plus longs (au-
dela d’'une minute). Une analyse par spectrométgemdisse sur ce mutant a montré la
présence d’adduit d’'atome d’oxygéne sur la chakemigique du mutant, interprétété ainsi
comme une évolution de l'intermédiaire fer-(hydergxo conduisant a la formation d’un

Fe*-alkyl peroxyde sur un acide aminé proche du sitié @Vlathé thése 2005)

Pour les mutants 1118A, 1118D et 1118S, il est im@ot de noter que cette bande a
825 cm' apparait immédiatement (quelques secondes) dpjastide 6 équivalents d4D,.
Une étude de spectroscopie de masse a été réaliséees mutants. Les analyses de
spectrométrie de masse ont été réalisées dansoddfi@ns équivalentes a celles utilisées
pour la résonance Raman. Les échantillons analy@éspectrométrie de masse sont issus
d'un mélange de SOR sous forme semi-réduité’[FE€*] ou oxydée [F& / F€'] avec 6
équivalents d’HO, et incubés pendant 3 minutes. D’'un point de vuéadaogression de la
réaction, ce temps d’incubation correspond envawriemps d’'incubation de 5 a 10 secondes
lors des expériences de résonnance Raman aveonoentration de SOR 20 fois plus forte.
Les spectres obtenus pour les mutants 1118A, I11BIBS, 1118V, E47A et la SOR sauvage

sont représentés dans la figure suivante (Figure 74
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Figure 74 : Spectres de masse en electrospray des mutants ,|1183D, 1118S, 1118V, E47A et de la SOR
sauvage de D. baarsii. Les protéines analyséesas@00 1M dans I'eau faiblement tamponnée 10 mig-HIEI
pH 8,5, plus une solution d’'acide formique.

En absence de traitement avegOb] toutes les SORs étudiées, sauvage et mutantes
présentent deux pics de masse. Un premier pic,rgléngent plus intense qui correspond
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exactement a la masse attendue pour chaque pabygeph second pic, généralement moins
intense, qui correspond a un ajout de + 52 Da poutes les SORs. Ce pic semble
correspondre a la présence d’'un atome de fer, dinecé ou Il qui reste lié au polypeptide
dans ces conditions expérimentales.

Au bout de 3 minutes d’incubation aveg®], le spectre de masse de la SOR sauvage
montre une légéere dégradation de la protéine coramaémoigne la diminution du pic
principal correspondant a la forme apo de la pnetéLe mutant E47A semble étre plus
sensible a bD, que la SOR sauvage. Le spectre de masse de cetmutatre un pic en
guantité relativement importante, presque équivaeselui de I'apoprotéine, avec une masse
de 13983 Da correspondant a I'ajout d’'un atome yfjexe. Le mutant 1118V présente lui
aussi ce pic mais avec une intensité beaucoupfaibie. Les spectres des mutants 1118A,
1118S et 1118D présentent, quand a eux, a la foipia avec une masse correspondant a
'ajout d’'un oxygéne mais aussi un deuxieme pic,l@enéme intensité que le premier,
correspondant a une masse de + 32 Da corresporddiajout d’'un deuxiéeme atome
d'oxygéne. Ce deuxiéme pic n'est pas retrouvé darSOR sauvage ni dans les mutants
1118V et E47A. Notons que dans ces temps d’incobale la SOR E47A, sauvage et 1118V
avec HO,, la bande a 825 cin’apparait pas en Raman alors que pour les mukhb8a,
1118S et 1118D elle apparait.

De plus la proportion des SORs ayant deux oxygeaesit étre proportionnelle a la
quantité de I'espéce peroxydique & 825'cmisualisées au niveau de lintensité de cette
bande sur les spectres Raman (figure 61). La SQRSIIprésente un pic a + 32 Da plus
important, relativement au pic de I'apoprotéinee dgs deux autres mutants 1118A et 1118D
et la bande RR & 825 éntle ce mutant est aussi plus prononcée. On pewtmiarser que le

mutant 1118S favorise d’avantage la formation déeagouvelle espece peroxydique.

Etant donnée que la bande & 825'cmest observée en RR que pour les mutants
1118A, 1118S et 1118D et que les spectres de mdsseautres mutants 1118V, E47A et de la
SOR sauvage ne présentent pas de pic & + 32 tiepeuproposé que cette bande & 825 cm
pourrait étre le reflet de facon indirecte de lésence d’un alkyl peroxyde ¥e0-0O-a.a-SOR
sur la chaine polypeptidique de la SOR. En effet,addduit d’alkyl peroxyde pourrait étre
formé par une nouvelle espece peroxydique ou woxXerproduit lors du mélange SOR +

H,0, et dont la bande & 825 ¢nobservée en RR serait la signature.
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PARTIE 5

EF7Et des mutations sur
Lactiite catalytique de la
SOR
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|. Test de cycles catalytiques multiples (multiples turn
overs) sur les mutants 1118

Nous avons étudié I'effet des mutations de I'isoiee 118 sur la catalyse compléte
d’élimination de @™ par la SOR. Cette catalyse est possible grace@@sence de réductases
dans la cellule qui régénérent IeFen F&" et permettent ainsi un nouveau cycle de réaction
avec Q. L'étude du cycle catalytique de la S@Rvitro est possible en utilisant la NADPH-
flavodoxine-oxydoréductase (Fpr) @& coli, capable de réduire efficacement le fer du site
actif de la SORLombard these 2001)

La Fpr est une flavoprotéine de 27620 Da, qui eontl cofacteur FAD. Le NADPH
réduit le FAD qui est donc capable de réduire déifés accepteurs d’électrons artificiels, tels

gue le ferricyanure, le cytochrome c, la ferrédeet la flavodoxinéMclver et al. 1998)

Le test catalytique de la SOR utilise donc cetig é&mme donneur d’électron pour
réduire le F& en F&" & partir du NADPH et le systéme xanthine / xarghixydase pour
former du superoxyde en continu. La xanthine oxgdan présence dO oxyde
I’hypoxanthine en xanthine puis en acide urigug@reduit au cours de cette réaction 70 %
d'H,O, et 30 % d'Q™. Lors du test enzymatique, afin de n’avoir quesdperoxyde produit
en solution, de la catalase est ajouté en quardtdytique pour éliminer I'kD, produit par

la xanthine oxydase.

Le test de I'activité de la SOR se présente ainsi :

O,

Hypoxanthine
Xa%se
NADPH Flavodoxine Oxidoreductase SOR-Fe2+ 0, Acide urique
> ( (FADH" ou FAD) > ( X
NADP+ Flavodoxine Oxidoreductase SOR-Fe3+ H,0,
(FADH, ou FADH")

Dans ces conditions, en mesurant I'oxydation de RAG 340 nmg= 6220 M*.cm
1), on peut déterminer une activité SOR. L'oxydatitnNADPH produisant deux électrons, 2
SORs sont réduites par NADPH oxydé.
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Afin de pouvoir déterminer la part d’'oxydation dVADPH qui n’est pas liee a
'activité SOR proprement dite, on place dans urenper temps dans une cuve
spectroscopique I'ensemble des réactifs chimiqghgpaxanthine, NADPH, tampon) et la
Fpr. Dans un deuxieme temps, on rajoute la SORnEdéNns un troisieme temps, on rajoute

la xanthine oxydase (Figure 75).
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Figure 75: Activité NADPH : superoxyde oxydoréductase d8@R wt et des mutants 1117A, 1117D, 1117S et
1117V de D. baarsii. L’'oxydation de NADPH est saigi 340 nm dans une cuve spectrophotométriquerde 1
contenant 50 mM de Tris-HCI pH 7,6,200 pM de NADB®BQ unité.mf de catalase, 500 uM d’hypoxanthine et
1 uM de flavodoxine réductase de E. coli (Frp) @pérature ambiante. Les fleches indiquent I'ajoaitlduM

de SOR (wt et mutants 1118) et de xanthine oxygé®¥ produisant un flux de superoxyde de 22 pM'min

En absence de superoxyde, c'est-a-dire avant {’dmla xanthine oxydase, le systéme
SOR-Frp-NADPH présente une légére réaction d’awtdation, reflétant probablement
'oxydation du cofacteur FAD de la Frp (FAD) et dantre | de la SOR par,OLa pente
observée dans ces conditions correspond & une tixydte 7,3 & 10,2 uM.mihde NADPH
par mutant selon la quantité de SOR considérée.

Lorsque la xanthine oxydase est ajouté, l'oxydataun NADPH est fortement
augmentée, résultant de I'activité de la SOR avéc O

La différence entre les pentes d’oxydation du NAD&Hprésence et en absence de

xanthine oxydase permet de déterminer I'activitélNeAl superoxyde oxydoréductase.

Pour la SOR sauvage et le mutant 1118V, des a&sivies proches de 10,9 et 10,6 uM

NADPH oxydés par minute ont été déterminées res@ecent. Pour les mutants 1118A,
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1118D et 1118S, les activités correspondent a laticnale celle déterminée pour la SOR
sauvage et le mutant 1118V. Elles sont de 5,2 uKki*rpour le mutant 1118A, 5,8 pM.nifn
pour le mutant 1118D et 4,9 uM.mirpour le mutant 1118S.

Etant donné que pour une mole de NADPH oxydée, snde SOR sont réduites,
dans ces conditions expérimentales la SOR sauvdgensutant 1118V réalisent environ 20
cycles catalytiqgues par minute alors que les msitHrit8A, 1118D et 1118S n’en font que 10
par minute. De plus, lorsque I'on augmente la gt&e superoxyde en augmentant par dix
la concentration de xanthine oxydase, le nombrecyldes catalytiques ne change pas
(Tableau 12).

Wit 1118A 118D 1118S 1118V
Activite SOR 10,9 5,2 5,7 4,8 10,6
NADPH ,,/min
Nb de cycles 21,9 10,4 11,5 9,8 21,4
catalytiqgue / min
Kk cat (sY) 0.365 0.173 0.191 0.163 0.356

Tableau 12: Activité NADPH superoxyde oxydo-éductase et nombre de oyafakytiques par minutes pour les
SOR wt et mutants de l'isoleucine 118. (Méme cmmditexpérimentales que la figure 75)

Ces résultats indiquent que tous les mutants sgahdes de réaliser une catalyse de
réduction de @. L'activité catalytigue du mutant 1118V est la m&mue celle de la SOR
sauvage. Pour les autres mutants, cette activit@as< fois plus faible. Ces différences
observées peuvent correspondre a plusieurs factenitsant, étant donné le nombre de

processus nécessaires a I'établissement d’'un cgtddytique.

Les résultats obtenus en radiolyse montrent queesiemi-cycle catalytigue aveg©O
(0, + SOR-F&" > SOR-F&" + H,0,), ces trois mutants accélérent la réaction avec le
superoxyde. Ce demi-cycle catalytigue n’'est dons pétape limitante dans ces tests

d’activité.

On peut penser que les mutations affectent le psosede transfert d’électron de la
réductase vers la SOR. Ceci peut étre vérifié darahnant les paramétres cinétiques de

réduction des SOR par la réductase.
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ll. Test in vivo : complémentation de l'activité SO D

I a été montré que la SOR de. baarsii pouvait complémenter une souche
bactérienne dE. colidéficiente en activité SOPianzzola et al. 1996)

La souche dé&. coli délétée pour les genssdA sodBie peut pas pousser dans des
conditions aérobies a cause de son incapaciténinéli Q. L'absence de ces deux activités
est bactériostatique pour la cellule lorsqu’ell@eigg®e sur milieu minimum en présence 4’0
Les principales cibles du superoxyufevivo sont les clusters [4Fe-4S] des déshydratases,
telles que les dihydroxyacide déshydratases im@éguans la voie de biosynthése des acides
aminés branchés. L'inactivation de ces enzymedepauperoxyde induit une incapacité des
mutantssodA sodBa pousser sur un milieu minimum dépourvu d’acidesnés branchés.
L’incorporation du gene de la SOR DBe baarsiidans ces souches rétabli leur croissance sur

milieu minimum en absence d’acides aminés bran@iészzola et al. 1996)

Nous avons testé I'effet des mutants de I'isoleaicid8 sur la capacité de la SOR a
complémenter la souche mutaitecolisodA sodBour sa croissance sur milieu minimum en
absence d’acides aminés brancheés.

La souchesodAsodBest transformée avec les plasmides contenantlessgles SORs
sauvage et mutantes 1118 sous contréle du promptaarinductible a I'lPTG. Les tests ont
été réalisés avec la SOR sauvage et les SORs esitHit8 a différentes concentrations
d'IPTG, 5uM et 20 uM afin de voir si la complémdida peut étre liée a une augmentation
de I'expression de la SOR dans la cellule. La samse des bactéries est suivie par la mesure

de I'absorbance a 600 nm

Les résultats obtenus pour les mutants 1118A, 1118ID8S et 1118V sont représentés
avec ceux obtenus pour la SOR sauvage afin de m@ukes éventuelles différences dans la
croissance bactérienne (Figure 76). Une soucher@entc’est-a-dire avec un plasmide
parental ne contenant pas la SOR (pJF119EH), ardgat été testée.
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Figure 76 : Croissance aérobie de la souche E. coli sodA sddB28 155, PMI251180, PMI251185 PMI25;18v
ou pJF119EH en présence de 20 pM d'IPTG. Les mstisont réalisées en milieu M9 sans acide aminé
branché a 37°C.

La souche contrble contenant le plasmide pJF119EHpousse pas en absence
d’acides aminés branchés. En absence d’'IPTG, ledbes de croissance des mutants 1118 et
de la SOR sauvage sont identiques a celle de lehsocontrole. Les SORs ne sont pas
surexprimées et ne permettent donc pas de compiéniactivité SOD dans la cellule.

La croissance bactérienne est rétablie completepmntla SOR sauvage en présence
de 5 uM d'IPTG (courbe).

En présence de 20 uM d'IPTG (courbesa,A,A), les courbes de croissance des
guatre mutants sont superposables a celle obtamulp&OR sauvage a 5 uM. Etant donné
gue la SOR sauvage @e baarsii est capable dans ces conditions de complémerniied &o
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l'activité SOD dans une cellule, on peut donc emctare que, les mutants 1118 sont
également capables de rétablir a 100 % I'activid®Slans une souche délétée en SOD.
Cependant, en présence de 5 uM d’'IPTG (cowurjece,e), on constate que pour le

mutant 1118V la croissance bactérienne ne se fast ¢e facon optimale. Ce mutant est
capable dans ces conditions de rétablir 'acti®®D mais pas aussi bien que la SOR
sauvage. Pour les mutants 1118A, 1118D et 1118&Scéairbes de croissance sont identiques a
celle du contrdle, ce qui indique que dans cesitiond ces mutants ne sont pas capables de
rétablir I'activité d’élimination du superoxyde. dft donné que pour les purifications, nous
n'avons pas vu de différence dans la surexpres@ares quatre mutants avec celle de la SOR
sauvage, on peut penser que le taux de surexpredsices protéines est le méme quelque

soit la concentration en IPTG ajouté.

D’aprés ces résultats, on peut dire qu’afin debtétfactivité SOD dans la cellule, il
est donc nécessaire d’avoir une quantité de SORanteutl118A, 1118S et 1118D plus
importante que de SOR sauvage.

Il semble que l'activité in vivo des mutants 1118A18S et 1118D est plus faible que
celle de la SOR sauvage, et nécessite une sursiprgdus importante pour avoir la méme

efficacité de détoxification.

Ces données semblent aller dans le méme sens e méses en évidence par la
mesure de l'activitén vitro sur plusieurs cycles catalytique. Il semble doune bactivité de
ces mutants soit limitée par la vitesse de transfétectrons des réductases cellulaire vers le
site actif oxydé de la SOR. Nous n'avons pas pwa@us de ce travail étudier I'effet des
mutations sur ce transfert d’électrons. Il semhie gela soit un autre aspect intérressant a

étudier sur ces mutants.
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Au cours du processus de respiration, l'utilisatd® I'oxygéne par les organismes
vivants s’accompagne irrémédiablement de la foilmnatle dérivés toxiques de I'oxygene
(ERO), constituant une situation de stress oxygermanente a l'intérieur des cellules.
Heureusement, les organismes aérobies contienasmntymes éliminant ces ERO, telles les
SODs, les catalases et les peroxydases, essenéidbars survies. Certains microorganismes
contiennent, en plus, d’autres enzymes de détaxibio, telle que la superoxyde réductase
(SOR), qui permet I'élimination du superoxyde paduction.

La SOR posséde au niveau de son site actif unecembnonucléaire a fer, essentiel
pour sa réactivité avec le superoxyde. Un des tigade ce fer est un soufre de cystéine en
position axiale, qui établit également une liaidoydrogéne avec le NH de la chaine
principale de l'isoleucine 118. La présence deeceystéine est tout a fait atypique pour un
centre a fer et son réle dans la catalyse n'aweagtgmcore été étudié au début de cette thése.

Afin de mieux comprendre la fonction de ce ligarydtéine dans la réactivité de la
SOR avec le superoxyde, quatre mutations de |&ipeau niveau de I'isoleucine 118 ont été
réalisées. Ces mutations ont été choisies afirddire une modulation la liaison hydrogéene
entre le NH de cette isoleucine 118 et la cystéinesite actif. En perturbant cette liaison
hydrogene, on attend une modification de la foredadliaison S-Fe, dont les effets pourront
étre étudiés sur la catalyse. Les mutants 1118A8D1] 1118S et 1118V ont été construits,
purifiés et caractérisés par différentes techniqiesspectroscopie. Par la suite, une étude
cinétique rapide a permis d’analyser I'effet deqeimutation sur la réactivité de la protéine

avec le superoxyde.

Les études UV-Visible, de résonance Raman, demmel®s pKa et potentiel redox du
site a fer nous ont ainsi permis de montrer quenlesations 1118A, 1118S, 1118D conduisent
a une augmentation de la force de la liaison S-¥&c aine augmentation de densité
électronique autour du fer. Les études FTIR ontenigvidence que cette augmentation de la
force de la liaison S-Fe se fait parallelement aff@iblissement d’une liaison hydrogéne sur
un NH peptidique proche du site actif. Ainsi, I'entble de ces données nous a permis de
proposer que les mutations de la chaine latéralesdéeucine entrainent un affaiblissement
de la liaison hydrogene entre le NH de la liaiseptjgique de I'isoleucine et le soufre de la
cystéine ligand du fer. Ceci a pour conséquencegieenter la densité électronique sur le
soufre, induisant une augmentation directe derizefde la liaison S-Fe.
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On peut donc penser que la présence de cettenlibiglrogene au sein du site actif de

la SOR permet une modulation fine de la force deison S-Fe.

Nous avons alors étudié par radiolyse pulsée t'elifierenforcement de cette liaison S-
Fe sur la réactivité de la SOR avec le superoxlydaadiolyse pulsée est une technique trés
intéressante pour cela car elle permet de visuaiseun cycle catalytique les cinétiques de
formation et de disparition des intermédiaires tiéacels de type Fé&(hydro)peroxo et Fé-
hydroxo qui se forment au site actif de la SOR.sAimous avons pu étudier I'effet des
mutations de I'l118 sur les cinétiques de fixatidm superoxyde, de formation des deux
intermédiaires réactionnels et enfin de I'appamitetu produit final. La premiere étape de
fixation du superoxyde n’est modifiée par aucun mesants étudiés. Par contre, la formation
des intermédiaires réactionnels et du produit fashlsensiblement accélérée pour les mutants
I1118A, 1118S et 1118D par rapport a la protéinevege. Ces étapes correspondent a des
processus de protonation et il apparait donc qpeokmnation des intermédiaires réactionnels
est facilitée chez ces mutants. Cela indique notamimue le pKa de I'intermédiaire de type
Fe*"-peroxo est devenu plus basique dans ces mutamtspedt alors proposer que
'augmentation de la basicité de cet intermédiaoi directement liée a 'augmentation de la
densité électronique autour du fer, comme cel& alétervé par spectroscopie. Les mutations
de lisoleucine en alanine, sérine et aspartatenegent donc de faciliter la protonation des

especes intermédiaires de la réaction de la SORlaweiperoxyde.

Ces résultats peuvent étre comparés a ceux obfsmwsle mutant E114A (voir
Annexe 1). La chaine latérale du E114 est situdes@ du soufre de la cystéine ligand et
établie une interaction de type dipolaire aveddsdn S-Fe. La mutation E114A annule cette
interaction et provoque un affaiblissement de d&stin S-Fe. D’un point de vue cinétique,
cette mutation E114A induit un ralentissement desétiues de protonation des
intermédiaires réactionnels. Ainsi les effets degamts 1118 et E114 sont opposéesa fois
sur la force de la liaison S-Fe et sur les cinésqule protonation des intermédiaires
réactionnels. On peut donc dire que lorsque lasdmaiS-Fe est renforcée, le pKa des
intermédiaires réactionnels devient plus basiqueglarant la cinétique de formation du
produit de la réaction #,. On observe I'effet inverse lorsque la liaison &4dst affaiblie,
avec le pKa des intermédiaires réactionnels pludeadnduisant un ralentissement de la

réaction.
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Ces résultats montrent que la présence de cettéirmyspar les interactions qu’elle
établie avec les résidus de la seconde sphéreaddimation du fer, permet un contréle de la
densité électronique autour du fer qui influenceeatement la cinétique des processus de
protonation des intermédiaires réactionnels. Derfagurprenante, il semble que ce contrdle
se fasse dans les deux sens pour que la réactfapssesuffisamment vite mais sans étre trop
acceléree. Il semble donc que pour la SOR sauuageaste un intérét a ce que I'ensemble de
la réaction ne soit pas trop rapide. |l est entgfessible que I'accélération de la protonation
de lintermédiaire F&-peroxo conduise & une certaine accumulation dspéee FE-
hydroperoxo au niveau du cycle catalytique de I&SQertains de nos résultats préliminaires
a ce sujet suggerent que cette accumulation pouaaoriser une réactivité propre de
lintermédiaire F&'-(hydro)peroxo, néfaste pour la SOR, comme par elea formation
d’adduits alkyl peroxyde sur certaines chainesd#té de résidus du site actif.

Finalement, il semblerait que les propriétés cétplgs du site actif de la SOR
résultent d’effets antagonistes de résidus de dargke sphere de coordination du fer. Ces
effets antagonistes permettraient au site actifad8OR d’accommoder des intermédiaires
potentiellement trés réactifs, tels que des esdecgreroxyde, pour évoluer vers la formation
de HO,, sans gqu’elles manifestent une réactivité propraroe chez les oxygénases de type

cytochrome P450 par exemple.

Notre étude a donc permis de mieux comprendredextgristiques du site actif de la
SOR nécessaires a son activité. Ces données pbétrenutilisées pour I'élaboration de
complexes mimétiques fonctionnels. En effet, le elldypement de molécules SOR
biomimétiques actives peut présenter un grandéntr médecine, notamment dans le cadre

de thérapies antioxydantes.
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Assessing the Role of the Active-site Cysteine Ligand in the
Superoxide Reductase from Desulfoarculus baarsii™
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Superoxide reductase is a novel class of non-heme iron proteins
that catalyzes the one-electron reduction of O} to H,O,, providing
an antioxidant defense in some bacteria. Its active site consists of an
unusual non-heme Fe?* center in a [His, Cys,] square pyramidal
pentacoordination. In this class of enzyme, the cysteine axial ligand
has been hypothesized to be an essential feature in the reactivity of
the enzyme. Previous Fourier transform infrared spectroscopy
studies on the enzyme from Desulfoarculus baarsii revealed that a
protonated carboxylate group, proposed to be the side chain of
Glu''%, is in interaction with the cysteine ligand. In this work, using
pulse radiolysis, Fourier transform infrared, and resonance Raman
spectroscopies, we have investigated to what extent the presence of
this Glu''* carboxylic lateral chain affects the strength of the S—Fe
bond and the reaction of the iron active site with superoxide. The
E114A mutant shows significantly modified pulse radiolysis kinet-
ics for the protonation process of the first reaction intermediate.
Resonance Raman spectroscopy demonstrates that the E114A
mutation results in both a strengthening of the S—Fe bond and an
increase in the extent of freeze-trapping of a Fe-peroxo species
after treatment with H,O, by a specific strengthening of the Fe-O
bond. A fine tuning of the strength of the S—Fe bond by the presence
of Glu''* appears to be an essential factor for both the strength of
the Fe—O bond and the pK, value of the Fe**-peroxo intermediate
species to form the reaction product H,O,.

Superoxide reductase (SOR)* catalyzes the one-electron
reduction of O; to H,0,, providing an antioxidant defense in
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some anaerobic or microaerophilic bacteria (1-5): O; + le” +
2H* — H,0,. Historically, the only enzymes known to elimi-
nate superoxide were superoxide dismutases, which catalyze
the disproportionation of superoxide (6). The recently discov-
ered SOR activity involving the reduction of superoxide has
changed our view of how toxic superoxide is eliminated in cells
and how this activity protects the cell against oxidative stress
and lethal levels of superoxide.

SORs are a novel class of non-heme iron proteins that can be
classified into one-iron proteins, which possess only the active-
site iron center (called Center II) (7-12), and two-iron proteins
(2, 13, 14), which possess an additional rubredoxin-like Fe>" -
(SCys),, center (called Center I) for which the function and role
are not known (9, 15). In the reduced state, the SOR active site
consists of a non-heme Fe?" center in an unusual [His, Cys, ]
square pyramidal pentacoordination (7, 13, 14). The sixth coor-
dination site of the Fe®" center is vacant and suggests the most
obvious site for O; binding. The SOR active site Fe>" center
reacts specifically at nearly diffusion-controlled rates with O}
according to an inner sphere mechanism (16-21). Although
one or two reaction intermediates have been proposed depend-
ing on the enzyme studied, it is now generally accepted that
these intermediate species are Fe*" -peroxide species (16 —24).
For the Desulfoarculus baarsii enzyme, the reaction mecha-
nism was proposed to involve formation of two intermediates
(Scheme 1) (16, 19). The first one, a proposed Fe**-peroxo
species, results from the bimolecular reaction of O} with Fe**.
It then undergoes a diffusion limited protonation process to
form a second reaction intermediate, a Fe*>* -hydroperoxo spe-
cies (19). A second protonation process at the level of the Fe?*-
hydroperoxo species would allow the release of the reaction
product H,O,. Although the donor of this second protonation
event is not yet known, it was proposed to be associated with the
presence of a water molecule at the SOR active site (25). Finally,
the resulting Fe** atom of the active site becomes hexacoordi-
nated with a conserved glutamate residue, Glu*” in D. baarsii
(Scheme 1) (7, 26).

The strictly conserved cysteine axial ligand in the SOR active
site has been hypothesized for long to be an essential feature in
the reactivity of the enzyme with superoxide (5, 8). It was also
proposed that, similarly to that reported for cytochrome P450
enzymes, rubredoxins, or ferredoxins (27-29), H-bonds on the
cysteine ligand could finely tune the strength of the Fe-S bond
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SCHEME 1. Reaction mechanism of the SOR from D. baarsii with O3 (from Ref. 19).

H119
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FIGURE 1. Active site of the SOR from D. baarsii from its crystal structure at
1.15-Aresolution (14). Hydrogen bonds are shown in red: (i) between the NH
main chains of lle'"® (3.41 A), His" ' (3.26 A), and the sulfur atom of the Cys''S;
(i) one oxygen atom of the Glu'"* side chain is located at 2.63 A from the
backbone C=0 of His*. This is consistent with a protonated Glu'"* carboxy-
late side chain forming a H-bond with the backbone CO of His*. In black are
shown the distances between the two oxygen atoms of the carboxylic side
chain of Glu"" and the sulfur and iron atoms (5.6-6.5 A).

and then, in the case of SOR, might play an importantrole in the
reactivity of SOR with superoxide (30). Two peptide NH groups
from the Leu/Ile and His of the well conserved tetrapeptide
Cys''®-Asn'"’-Leu/Ile' **-His""® (numbered according to the
D. baarsii SOR sequence) are within H-bonding distance of the
cysteine ligand sulfur. In the case of the SOR from D. baarsii, for
which a crystal structure was determined at 1.15-A resolution
(14), the Ile**® and His''® peptide N atoms are at 3.41 and 3.26
A, respectively, from the cysteine sulfur ligand, suggesting rel-
atively weak H-bonds from these two potential donors (Fig. 1).
However, up to now, no experimental data have been reported
to investigate the functional role of this cysteine residue. Site-
directed mutagenesis at this position (Cys — Ala) in the case of
Archaeoglobus fulgidus SOR enzyme was reported (11) to result
in an apoprotein, and thus not suitable for any study of the
reaction with superoxide.

In the case of the D. baarsii enzyme, redox-induced FTIR
difference spectra (exploiting the Fe>* — Fe®" redox change at
the SOR active site) revealed that a protonated carboxylate
group, proposed to be the side chain of Glu'"*, undergoes con-
formational modifications upon oxidation of the active-site
iron (26). This highlights some marked interaction between this
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carboxylic group and the iron active site. Glu*** is located near

the Cys''® side chain, buried inside the protein in a non-polar
environment, compatible with a protonated carboxylate side
chain. Its two carboxylic oxygens face directly the sulfur and
iron atoms, with distances of about 5.6 —6.5 A (Fig. 1). Such an
orientation suggests some dipolar interactions, which could
explain the FTIR difference signals. These interactions could
also contribute to the modulation of the strength of the S-Fe
bond. Glu''*is conserved among the two-iron type of SORs, as
well as the one-iron SOR of Treponema pallidum. For the T.
pallidum enzyme, a similar interaction with the iron active site
and the lateral chain of a protonated carboxylate was also
observed by FTIR spectroscopy (26). On the other hand, most
of the one-iron SORs such as the neelaredoxins and as repre-
sented by, for example, Pyrococcus furiosus, do not have this
glutamate residue, where instead a serine residue is found (7).
The side chain of this serine residue shows no probable
H-bonds donated by the OH group, according to the crystal
structure of the P. furiosus enzyme (7).

In this work, using pulse radiolysis, FTIR, and resonance Raman
spectroscopies, we have investigated to what extent the presence
of the Glu''* carboxylic lateral chain could affect the strength of
the S—Fe bond and the reaction of the iron active site with
superoxide. We report a characterization of the E114A mutant
in D. baarsii showing significantly modified pulse radiolysis
kinetics for the protonation process of the first reaction inter-
mediate. RR spectroscopy shows very local changes at the level
of the Fe®"-S(Cys) bond, and demonstrates that the mutant
strongly stabilized an iron peroxo species in its active site. This
highlights the function of this carboxylic group on the fine tun-
ing of the S—Fe strength and in the role of the cysteine ligand in
the reactivity of the enzyme with superoxide.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials—For pulse radiolysis experiments, sodium for-
mate and buffers were of the highest quality available (Prolabo
Normatom or Merck Suprapure). Oxygen was from ALPHA
GAZ. Its purity is higher than 99.99%. Water was purified using
an Elga Maxima system (resistivity 18.2 megaohm). K,IrCl, was
from Strem Chemical Inc.

Bacterial Strain and Plasmids—The complementation tests
of the Escherichia coli QC2375 mutant strain were carried out
as previously described (16). Plasmid pMJ25 is a pJF119EH
derivative, in which the sor gene from D. baarsii is under the
control of a tac isopropyl 1-thio-B-p-galactopyranoside
(IPTG)-inducible promotor (2).
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Site-directed Mutagenesis and Protein Purification—Two
primers were designed for PCR-based site-directed mutagenesis
to create the D. baarsii SOR mutant E114A. Primer 1 (5'-
CAAGGTCGTGGCCCGCGCATACTGCAACATCCACG-
3’) and primer 2 (5'-CGTGGATGTTGCAGTATGCGCGGG-
CCACGACCTTG-3') contained the mutation of interest
(underlined). Mutagenesis was carried out on plasmid pM]J25
with the QuikChange® site-directed mutagenesis kit from
Stratagene. The mutation was verified by DNA sequencing.
The resulting plasmid, pCWE114A, was transformed in E. coli
DH5a. Overexpression and purification of the E114A mutant
protein was carried out as reported for the wild-type protein (2).
The purified mutant protein was found to be as stable as the
wild-type protein. The UV-visible absorption spectrum of the
purified protein exhibited an A,g; ,,n/As03 nm ratio of 4.8 -4.9
and appeared to be homogeneous, as seen by SDS-PAGE anal-
ysis (data not shown). Protein concentration was determined
using the Bio-Rad protein assay reagent. Full metallation of the
two mononuclear iron sites was verified by atomic absorp-
tion spectroscopy, with a value of 2.0 iron atoms per
polypeptide chain (data not shown). The protein was iso-
lated with an oxidized Center I (€505 ,py = 4,400 M~ cm™?)
and a fully reduced Center II.

pH Studies—The following different buffers, at 50 mm, were
used to cover the pH range 5.0 to 10.2: pH 5.0 and 5.5, acetate
buffer; pH 6.5, 7.0, and 7.5, phosphate buffer; pH 7.6, 8.1 and
8.5, Tris-HCI buffer; pH 9.1, 9.5, and 10.2, glycine-NaOH
buffer.

Pulse Radiolysis—Pulse radiolysis measurements were per-
formed as described elsewhere (16, 19). Briefly, free radicals
were generated by irradiation of O,-saturated aqueous protein
solutions (100 um), in 10 mu of the different buffers used, 0.1 m
sodium formate with 200-ns pulses of 4 MeV electrons at the
linear accelerator at the Curie Institute, Orsay, France. Super-
oxide anion, O, was generated during the scavenging by for-
mate of the radiolytically produced hydroxyl radical, HO", as
previously described (16). Doses of about 5 gray per pulse
resulted in about 3 um O,. Reactions were followed spectro-
photometrically, between 450 and 750 nm, at 20 °C in a 2-cm
path length cuvette. Kinetic traces were analyzed using a Lev-
enberg-Marquardt algorithm from the Kaleidagraph® software
package (Synergy Software).

Y-Ray Irradiations—y-Ray irradiations were carried out at
20 °C using a cobalt-60 source, at a dose rate of 5.9 gray min™".
The SOR protein to be irradiated, 22 um, was in 10 mm Tris-
HCI buffer, pH 7.6, 100 mM sodium formate, 500 units/ml of
catalase from Aspergillus niger and saturated with pure O,. The
duration of irradiation was 6 min (35 gray) to obtain a stoichi-
ometric amount of O3 (radiolytic yield 0.62 umol J~?) relative
to SOR.

Resonance Raman—Resonance Raman spectra were
recorded using a modified single-stage spectrometer (Jobin-
Yvon) equipped with a liquid nitrogen cooled back-thinned
CCD detector as described elsewhere (22, 23). Briefly, excita-
tion at 647.1 nm (30 milliwatts) was provided by a Spectra Phys-
ics Series 2000 Kr™ laser. Protein samples were 3—5 mm and in
100-200 mwm buffer. A holographic notch filter (Kaiser Optical)
was used to reject stray light. Spectra were calibrated using the
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exciting laser line, along with the SO2~ (983 cm ') and ice (230
cm ') Raman bands from a frozen aqueous sodium sulfate
solution. Spectral resolution was <3 cm ™' with entrance slits at
100 wm and frequency accuracy was =1 cm ™', Reported spec-
tra were the result of the averaging of 40 single spectra recorded
with 30 s of accumulation time. Baseline corrections were per-
formed using GRAMS 32 (Galactic Industries). In all reported
spectra, the contributions from ice have been subtracted using
the GRAMS 32 software by cancellation of the 230 cm ™' band.
In general for the resonance Raman samples, 1 ul of concen-
trated protein (1-5 mm) was deposited on a glass slide sample
holder and then transferred into a cold helium gas circulating
optical cryostat (STVP-100, Janis Research) held at 15 K. For
the rapidly frozen H,O,-treated Raman samples, 5 ul of con-
centrated SOR protein (3—6 mm) on ice was manually mixed
rapidly with an equal volume of H,O, solution whose concen-
tration was adjusted to obtain a final SOR protein: H,O, ratio of
about 1:6 eq. 3-5 ul of the resulting mixture were promptly
transferred to the glass slide sample holder and immediately
immersed in liquid nitrogen before transferring to the optical
cryostat for Raman measurement. The entire mixing/freezing
operation took no more than about 5 s.

FTIR—Electrochemically induced FTIR difference spectra
were recorded, using a thin path length electrochemical cell and
a Bruker 66 SX spectrometer equipped with a KBr beam splitter
and a nitrogen-cooled MCT-A detector, as described in Ref. 26.
10 pul of a 1 mm solution of SOR in 50 mm Tris-HCl buffer, pH
7.5, 20 mm MgCl,, and 100 mm KCl were used for one sample.
Ferrocene, N,N-dimethyl-p-phenylenediamine, 1,4-benzoqui-
none, N,N,N',N’-tetramethyl-p-phenylenediamine, 2,3,4,5-tet-
ramethyl-p-phenylenediamine, phenazine ethosulfate, and
duroquinone were used as electrochemical mediators, at con-
centrations of 40 um.

Optical absorbance measurements were made using a Varian
Cary spectrophotometer, in 1-cm path length cuvettes. Low
temperature (4.2 K) X-band EPR spectra were recorded on a
Bruker EMX 081 spectrometer equipped with an Oxford
Instrument continuous flow cold helium gas cryostat.

RESULTS

Spectroscopic Characterization of the SOR E114A Mutant—
The UV-visible absorption spectrum of the as isolated E114A
mutant exhibited the characteristic absorption bands at 370
and 503 nm, arising from the ferric iron of Center I (2); these
values are similar to those observed for the wild-type protein
(2). When treated with a slight excess of K,IrCl,, the spec-
trum of the mutant exhibited an increase in absorbance in
the 500-700 nm range, reflecting oxidation of the Center II
iron atom (19). The well defined absorption band corre-
sponding to the oxidized Center II band can be more easily
seen when the intense contributions of Center I are sub-
tracted (Fig. 2). The maximum of this absorption band strongly
depends on the pH, as was determined for the wild-type SOR
protein (19). At pH 7.6, in the E114A mutant protein, the band
corresponding to the oxidized Center II is centered at 630 nm,
with a molar extinction coefficient value of 1,660 mm ™' cm ™'
Upon increasing the pH from 5 to 10.2, the Center II absorption
band shifts from 632 to 547 nm (Fig. 2), with an apparent pK|,
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FIGURE 2. pH dependence of the light absorption spectra of the oxidized
SOR from D. baarsii E114A mutant active site. The as isolated enzyme (61.3
um in 10 mm of the different buffers) was oxidized with a slight excess of
K,IrClg and the spectra were recorded immediately. The spectra were cor-
rected from the absorbance of Center I. The values and symbols are: pH 5.0
(O), pH 6.5 (@),pH 7.5 (A), pH 8.1 (A), pH 8.5 ((J), pH 9.1 (M), pH 9.5 (V), and pH
10.2 (V). The inset shows the pH dependence of the absorbance at 660 nm.
The titration curve fitted the equation expected from a single protonation
process, Asso = (Asso max + Assomin X 10PHPK))/(1 + 10PHPKa)) A pK_ value of
8.8 £ 0.1 was determined.

value of 8.8 = 0.1 (Fig. 2, inset). This pK,, value of the so-called
“alkaline transition” is similar to that found for the wild-type
(pK, = 9.0 £ 0.1) (19) and corresponds to the displacement of
the glutamate 47 ligand by a hydroxide ion at basic pH values on
the sixth coordination position of the active-site ferric iron (25).
However, in the case of the E114A mutant, the absorption max-
ima of the Fe?"-Glu (632 nm) and the Fe**-OH (547 nm) forms
are blue shifted from 12 to 13 nm compared with that reported
for the wild-type protein (644 and 560 nm, respectively) (19).
This might reflect some electrostatic changes at or near Center
II in the mutant protein.

The 4 K EPR spectra of as isolated E114A mutant displayed
resonancesatg = 7.7,5.7,4.1, and 1.8, similar to those obtained
for the wild-type SOR (2) (data not shown). These resonances
are typical of those of a Fe** ion in a distorted tetrahedral FeS,
center and originated from Center I (2). The 4 K EPR spectrum
of the E114A mutant oxidized with a slight excess of K,IrCl,
exhibited an additional signal at g = 4.3 (Fig. 3), identical to that
observed for wild-type SOR (2). This g = 4.3 signal was attrib-
uted to the oxidized Center II, with a rhombic (E/D = 0.33)
high-spin (S = 5/2) ferric ion (2, 30).

For the wild-type protein, FTIR difference spectra for
reduced and oxidized iron Center II showed bands at 1770 and
1760 cm ™, respectively (Fig. 4, thin line, and Ref. 26), assigned
to the carbonyl stretching mode, ®(C=0), of a protonated car-
boxylate group of an Asp or Glu side chain located in a nonpolar
environment (26). The comparison of reduced minus oxidized
FTIR difference spectra of the wild-type SOR (Fig. 4, thin line)
with that of the E114A mutant (¢hick line) clearly indicates that
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FIGURE 3. EPR spectra of the SOR from D. baarsii E114A mutant. The
mutant protein (200 um in 10 mm Tris-HCl buffer, pH 8.5) was oxidized with (a)
3 eq of K,IrClg and (b) 6 eq of H,0, (incubation time 15 s and freezing). EPR
conditions: temperature, 4.2 K; microwave power, 25 milliwatts at 9.447 GHz;
modulation amplitude, 20 gauss at 100 kHz.
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FIGURE 4. Reduced minus oxidized FTIR difference spectra of the SOR
active site wild-type (thin line) and E114A mutant (thick line) from D.
baarsii. Potentials of 650 and 250 mV (versus NHE) were applied at the work-
ing electrode to obtain the oxidized and reduced states, respectively. The
spectra consist of an average of data recorded on 30 electrochemical cycles,
300 scans per cycle, 4 cm™ ' resolution.
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the 1770/1760 cm ™" differential signal is not observed when
Glu'"* is replaced with alanine, a residue that does not possess
a carboxylic group. Thus, Glu''*, located in a hydrophobic pro-
tein environment at ~6 A of the iron Center II accounts for the
1770/1760 cm ' differential signal (26). Bands at 1200 (oxi-
dized) and 1188 (reduced) cm ™! (Fig. 4, thin line) can be also
assigned to the Glu''* side chain 1(C—O) stretching mode.

In addition, Fig. 4 further shows that only modest global pro-
tein structural changes are induced by the E114A mutation.
Slight spectral changes are observed in the region where pep-
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FIGURE 5. pH dependence of rate constants k, and k, for the reaction of
SORs from D. baarsii (100 um) with O3 (3 um), generated by pulse radiol-
ysis. A, SOR E114A mutant. k; did not vary significantly with pH. B, O, SOR
E114A mutant. Between pH 5.2 and 8.5, k, values were fitted to a linear equa-
tion, log k, = log k, — apH, witha = 0.8 = 0.1and k, = 1.7 = 0.6 X 108 m~"
s~ '. @, SOR wild-type protein, shown for comparison. k, values were fitted to
alinear equation, log k, = log k, — apH, with « = 0.80 = 0.05and k, = 1.4 =
07X 10°m .

tide »(C=0) and »(CN) + (NH) modes contribute, at 1700-
1610 and 1580-1520 cm ™}, respectively. The infrared bands at
1109 (reduced) and 1098 (oxidized) cm ™', assigned to the ring
mode of histidine ligands of the iron, remain unchanged for the
mutant.

Reaction of E114A SOR with O. Formation of Reaction
Intermediates—The reaction of the SOR E114A mutant protein
with O; was studied by pulse radiolysis. The kinetics of the
reaction were followed spectrophotometrically between 450
and 700 nm. The protein was present in large excess with regard
to superoxide ([protein] = 20-100 umMm, [O;] = 3 um), and
therefore pseudo first-order conditions could be assumed.
Kinetics were always analyzed at different wavelengths, which
gave qualitatively identical results. As described for the wild-
type protein, at pH 7.6 (Refs. 16 and 19 and Scheme 1), a first
reaction intermediate species was formed very rapidly, about 50
us after the pulse, with a first-order rate constant (k;) directly
proportional to the protein concentration (data not shown). A
second-order rate constant for the reaction of the mutant pro-
tein with O; was determined to be (1.2 £ 0.2) X 10° M~ 's™ 1.
This value is almost identical to that reported for the wild-type
protein (20). Furthermore, k; was found to be pH independent
between 5 and 9.5 (Fig. 5A4), as it was reported for the wild-type
protein (19).
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This first intermediate decayed monoexponentially on the
millisecond time scale (0.4 —10 ms) with a k, value independent
of the protein concentration (data not shown). As reported for
the wild-type protein, in the E114A mutant k, is directly pro-
portional to H* concentration between pH 5 and 8 (Fig. 5B),
with logk, = logk, — (0.80 % 0.1) X pH. A slope close to unity
(i.e. 0.8 = 0.1) indicates that, like the wild-type protein (19), the
decay of the first intermediate involves a single protonation
process as the rate-limiting step, the proton being directly pro-
vided by the bulk aqueous solvent. However, between pH 5 and
8, k, values determined for the E114A mutant are 10 times
smaller than that of the wild-type protein (Fig. 5B). This is
reflected by the &, value, the limit of the protonation rate con-
stant when pH values approach 0, calculated to be (1.7 = 0.6) X
108 M~ ' s ! for the E114A mutant and (1.4 = 0.7) X 10° m~*
s~ ! for the wild-type protein (Fig. 5B and Ref. 19). These data
show that the E114A mutation results in a decrease of the rate
of protonation of the first reaction intermediate.

Above pH 8.4 and up to pH 9.5, in contrast with the wild-type
protein, k, values for the E114A mutant became pH independ-
ent (Fig. 5B). Similar behavior at basic pH values was also
described for the wild-type SORs from Desulfovibrio vulgaris
(18) and Archaeoglobus fulgidus (20, 21) and was proposed to be
associated with a protonation event arising from a water mole-
cule instead of H,O™ at more acidic pH values (20, 21). This
behavior could be also associated with the presence of a proto-
nated base close to the active site. In the wild-type SOR from D.
baarsii, where such a pH-dependent process was observed up
to pH 10, this protonated base might be not be effective enough
to out-compete the protonation process from the bulk solvent.
For the E114A mutant, at basic pH values, the situation could be
the opposite, due to the slower protonation process arising
from the bulk.

The UV-visible absorption spectrum of the first reaction
intermediate for the E114A mutant was reconstructed from the
absorbance at different wavelengths obtained after 50 us of the
reaction at pH 7.6 (data not shown). This spectrum exhibits a
maximum at 610 nm and is identical to the spectrum of the first
reaction intermediate reported for the wild-type protein, which
was associated with a Fe®>*-peroxo species (19). Such a species
results from the fast binding, at the sixth coordination position,
of the superoxide anion and its subsequent reduction by the
ferrous iron.

The spectrum of the second intermediate of the E114A
mutant was reconstructed at pH 7.6, where k, exhibits a direct
dependence with H™ concentration and at pH 9.1, where k, was
found to be pH independent (Fig. 6). Both reconstructed spec-
tra are similar and comparable with that determined for the
second reaction intermediate in the wild-type protein (19), with
a relatively narrow absorption band centered at 625 nm. This
second intermediate, resulting from the protonation of the
Fe*" -peroxo species was proposed to be a Fe*"-hydroperoxo
species (19).

As previously described (19), with our instrumental device,
we are not able to follow the reaction kinetics above 30 ms, a
time range in which the last step of the reaction is expected to
occur (Scheme 1). This last step would correspond to the dis-
sociation of the second reaction intermediate, the release of
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FIGURE 6. Transient absorption spectra (in a 2-cm path-length cuvette) of
the second reaction intermediates formed upon the reaction of the
E114A SOR mutant (100 um) with O3 (3 um), generated by pulse radioly-
sis at different pH values. O, pH 9.1, 10 ms after the pulse. ®, pH 7.6, 10 ms
after the pulse. The dotted lines show the absorption spectrum of the iron
Center Il of the E114A mutant (3 um, pH 7.6) after complete oxidation by 3 um
O3 generated by vy-ray irradiation in the presence of a catalytic amount of
catalase, or by reaction with a slight excess of K, IrCle.
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H,0, and formation of the Fe>" active site species. Such a final
reaction step is supported by the appearance at the end of the
reaction of a UV-visible absorption spectrum characteristic of
the oxidized active site (Fig. 6, dotted line), which clearly differs
from that of the second reaction intermediate. This final spec-
trum was obtained from +y-ray irradiation experiments, carried
out under the same experimental conditions as pulse radiolysis.
This spectrum corresponds to a stoichiometric oxidation of the
SOR Center II (€430 pm = 1,660 mm~ ' cm ™", at pH 7.6) by O5,.

Resonance Raman Experiments: Stabilization of a Fe*" -per-
oxo Species on the Active Site—Fig. 7 shows the 15 K RR spectra
of the wild-type and E114A mutant oxidized with K,IrCl,
excited using a 647.1 nm laser, in resonance with the S — Fe3™"
charge transfer band of the active site (22, 23). The pre-reso-
nance contributions from Center I (the Fe** rubredoxin-like
center) have been subtracted, as previously described (23). The
active site modes thus enhanced predominantly arise from the
Fe®*-S(Cys) moiety. The 299/316/323 cm ! cluster of bands in
the D. baarsii wild-type spectrum (Fig. 7a) was attributed to
primarily Fe**-S(Cys) stretching mode and bending mode con-
tributions (23). Because the 299 cm ™! band is the most intense,
it is most likely predominantly Fe>"-S(Cys) stretching in char-
acter (23). The 742 cm ™ ' band was assigned to the S-Cgstretch-
ing mode of Cys''® and the weakly enhanced Fe®"-N(His)
stretching mode bands from the Fe**-coordinating histidine
residues are seen at 216, 234, and 238 cm ™~ * (Ref. 23 and Fig. 7).
For the K,IrCl -oxidized proteins (Fig. 7), mutation of the
Glu''* residue significantly perturbs the active site vibrational
modes associated with the cysteine ligand, as compared with
wild-type. The 299/316/323 cm ™' cluster of bands (wild-type)
is shifted to 291/313/323 cm ™' (E114A) indicating a general
significant downshift of the Fe=S(Cys) stretching and bending
modes for the E114A mutant, corresponding to a significant
weakening of the S—Fe®" bond for this mutant.
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FIGURE 7. Low temperature (15 K) resonance Raman spectra of the SOR
active site wild-type and E114A mutant from D. baarsii oxidized with 3
eq of K,IrCl, excited at 647.1 nm. g, E114A mutant; b, wild-type. SOR con-
centration was 3 mm in 100 mm Tris-HCI buffer, pH 8.5; laser power was 30
milliwatts at the sample; spectral resolution was <3 cm™'. Contribution of
the Fe* rubredoxin-like center (Center I) and ice were subtracted from each
spectrum (23).

The Cg-S stretching frequency is sizably increased from 742
(wild-type) to 755 (E114A) cm ™! (Fig. 7). These data indicate
that the E114A mutation results in an increase in electron den-
sity in the S-Cz bond probably from a slight geometry change of
the bond angle. The 357 cm ™! band (wild-type), also assigned
to a cysteine deformation mode containing significant C-N
character (23), is not sizably changed in the mutant E114A
spectrum (i.e. 356 cm ™ '). However, Fig. 7 indicates some small
but significant changes in some of the vibrational frequencies
associated with the Fe-N modes of the iron-coordinating histi-
dine residues. For example, the 216 cm ™' frequency in the wild-
type spectrum shifts to 214 cm ™', All the above observations
clearly show that the E114A mutation results in localized struc-
tural changes primarily associated with Cys''®, with a notable
decrease of the strength of the S—Fe bond.

The treatment of SOR with a slight excess of H,O, followed
by rapid freezing was previously reported to form a metastable
Fe>"-peroxo species at the SOR active site, in particular when
the oxidized active site sixth ligand was removed (i.e. the E47A
mutation) (22, 23). These studies allowed a detailed resonance
Raman characterization of a particular high-spin Fe*"-peroxo
species exhibiting ¥(Fe*"-0,) and ¥(O-0) stretching frequen-
cies 0of433-438 cm™ ' and 850 - 852 cm ™, respectively (22, 23).
When the E114A mutant was similarly treated with 6 eq of
H,O, at pH 8.5 and rapidly frozen (less than 5 s), the RR spec-
trum of the E114A mutant exhibited new bands at 446 and 851
cm ! (Fig. 8) that were not present in the spectrum of the
K,IrCls-oxidized protein (Fig. 7). These band frequencies are
consistent with the v(Fe-O,) and »(O-O) stretching modes,
respectively, of a Fe* " -peroxo species, as previously verified for
the wild-type and E47A mutant of the SOR from D. baarsii
using '®0 labeling (22, 23). The intensities of these two bands
are similar to that of the 756 cm ™' band (C-S stretching mode),
a marker for the active site in the Fe®* state, as reported for the
E47A mutant (at 742 cm ™ ') (Fig. 8). For the wild-type protein,
the two RR bands corresponding to the Fe*>" -peroxo species are
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FIGURE 8. Low temperature (15 K) resonance Raman spectra of the SOR
active site wild-type, E47A, and E114A mutants from D. baarsii oxidized
with 6 eq of H,0, excited at 647.1 nm. g, E114A mutant; b, E47A mutant;
and ¢, wild-type. SOR concentration was 3 mm in 100 mm Tris-HCl buffer, pH
8.5; laser power was 30 milliwatts at the sample; spectral resolution was <3
cm . Contribution of the Fe** rubredoxin-like center (Center I) and the ice
were subtracted from each spectrum (23). The 230 cm ™' band is due to ice
contributions.

very weak compared with the 742 cm ™! band (Fig. 8 and Ref.
23), indicating that this species is trapped to a lesser degree.” In
contrast, for the E114A mutant, the intensities of the peroxo
bands indicate that when treated with H,O,, this mutant
trapped and stabilized by rapid freezing a significant population
of the Fe® " -peroxo species at the active site, as was observed for
the D. baarsii E47 A mutant (22, 23). However, in the case of the
E114A mutant, the v(Fe-O,) stretching mode is observed at a
significantly higher frequency compared with the E47A mutant
(446 cm ™! compared with 438 cm !, respectively), whereas the
1(0—0) stretching mode remains comparable (851 cm™* for
the E114A and 850 cm ™! for the E47A). These observations
indicate that the Fe—O bond is stronger for the Glu''* mutant
than it is for wild-type and E47A.

The low temperature EPR spectrum of a rapidly frozen
solution of E114A mixed with H,O, in conditions compara-
ble with those of the RR samples corresponding to Fig. 8,
exhibits a feature at g = 4.3, similar to that observed for the
K,IrCls-oxidized protein (Fig. 3). Except those for the iron
corresponding to Center I, which remained unchanged, no
other signals were observed. This indicates that the peroxo spe-
cies formed in these conditions is associated with a high spin
rhombic ferric ion.

Altogether these results indicate that, like the E47A
mutant, the E114A mutation strongly stabilizes a high spin
Fe®"-peroxo species in its active site. However, the Fe—O
bond of the peroxo is significantly strengthened in the
E114A mutant.

Effects of the E114A Mutation on the Cellular Activity of SOR—
Turnovers of SOR with O, have been described using

° This has been quantitatively confirmed using Mossbauer spectroscopy (24).
Thus, despite variations in the UV-visible absorption band maxima of the
wild-type, E47A, and E114A SORs, the relative intensities of the RR bands
corresponding to the Fe**-peroxo species qualitatively reflect the degree
of trapping of this species.
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- ? - - °|,° Aerobic survival of superoxide dismutase-deficient E. coli cells
- 2;&" | 3 0 il depending on their production of wild-type or E114A mutant of SOR
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ol Ml I8l D). baarsitE1 144 A /1 Anaerobic cultures of sodA sodB recA E. coli mutant QC 2375 transformed with
h f | }f \ I i pJF119EH, pMJ25, or pPCWE114A were plated on LB medium plus 5 um or 1 mm
_ |/ L_/’ W AN \‘“"*"m.-u P »UI 'w a IPTG, under} anaerobic and aerobic conditions. Colonies were counted and after
3 2 24 h incubation at 37 °C.
o A o = . Aerobic survival®
B D & f\ Plasmid 5 uM IPTG 1 mm IPTG
Elx 82 ¢ [\ Dbarsimaa | " M mu
5 rf-.\‘ !,r"“'u"‘- e [ [ II /' \"N %
= N\ RN, R Sy b pJF119EH (control vector) 0.003 ND?
— =) pMJ25 (SOR wild-type) 42 *+5 78 £ 6
%F\ﬂ’; g pCWE114A (SOR E114A) 23+3 58 +3
o RIS rrlﬁ 9 T “ Survival was calculated as the ratio of the number of colonies under aerobic con-
||l| e ."’I I'. Il = D. baarsii WT Il a ditions to those under anaerobic conditions. Values are the means of five experi-
5" L'N T _'i‘i \ | | w ¢ ments. 100% corresponds to 1.8~2.3 X 10° colonies.
~ A e e “ND, not determined.
T I

NADPH reductase as a source of electrons to regenerate the
active SOR ferrous state and xanthine oxidase as a source of
O, (31). Using the NADPH flavodoxin reductase from E. coli
(Fpr) as a source of electron, we have observed oxidation of
NADPH specifically associated with turnovers of SOR with
O; (supplemental data Fig. S1). An NADPH:superoxide oxi-
doreductase activity for the wild-type SOR of 9 um NADPH,_/
min was determined. The E114A mutation does not modify
the NADPH:superoxide oxidoreductase activity of the pro-
tein (supplemental data Fig. S1). As shown previously (31),
under these conditions, the O, flux is the rate-limiting proc-
ess for NADPH consumption. Consequently this test does
not provide additional information on the effects of the
E114A mutation on the subsequent steps after O binding at
the SOR active site. However, it demonstrates that turnovers
still occur with this mutant.

The ability of the SOR E114A mutant protein to complement
E. coli superoxide dismutase deficiency was tested as described
in Ref. 16. The E. coli sodA sodB recA mutant cannot grow in the
presence of oxygen because of the combined lack of superoxide
dismutase activity (sodA sodB) and the DNA strand break
repair activity (recA) that results in lethal DNA oxidative dam-
age. As shown in Table 1, at low IPTG concentration, the pro-
duction of the E114A mutant SOR protein restored only 23% of
the aerobic growth of sodA sodB recA mutant, whereas the wild-
type SOR protein restored 42%. At higher IPTG concentration,
58% of anaerobically growing E. coli cells producing the E114A
SOR were able to grow aerobically compared with 78% for those
producing wild-type SOR. These data indicate that production
of E114A SOR can compensate for superoxide dismutase defi-
ciency in E. coli, but with significantly less efficiency than the
wild-type SOR.

DISCUSSION

The presence of a cysteine axial ligand in the SOR iron active
site has long been proposed to be an essential feature in the
reactivity of the enzyme with superoxide (5, 8). For heme-thio-
late proteins like cytochrome P450 and for [Fe-S] cluster pro-
teins (27-29), it has been proposed that H-bonds on the cys-
teine ligand would change the strength of the S—Fe bond and
therefore modulate the chemistry of these proteins. A similar
situation is expected for SOR where such changes in the S-Fe
bond should play some role in modulating the reactivity of SOR
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with superoxide. Because it is trans to the superoxide binding
site, the cysteine ligand should play a critical role in donating
electron density to the iron metal center so as to promote Fe*" —
superoxide electron transfer, or H,O, dissociation from high-
spin Fe*", or both. In particular for SOR, in the well conserved
tetrapeptide Cys''®-Asn''”-Leu/Ile' *®-His''?, two peptide NH
groups from the Leu/Ile''® and His''® are within H-bonding
distance of the Cys''® ligand sulfur (Fig. 1) (14). Furthermore,
for the D. baarsii enzyme, as previously suggested (26) and con-
firmed here by FTIR measurements, the carboxylic group of the
Glu''* side chain, which directly faces the S—Fe bond at about
5-6 A from both atoms, is in interaction with the iron atom in
the active site (Fig. 1). Glu''* is well conserved in the two-iron
SORs, whereas it is replaced by a Ser residue in the one-iron
type of SORs, such as the P. furiosus enzyme (7).

In this work, we have mutated the Glu''* residue of the SOR
from D. baarsii, into alanine. The data reveal that the presence
of the Glu''* carboxylic group allows a fine tuning of the S—Fe
bond strength, which appears to be a determining factor in the
rate of formation and release of the reaction product, H,O,.

The pulse radiolysis experiments presented here showed that
the E114A mutation does not change the overall reaction
mechanism of SOR with superoxide (Scheme 1) and still reacts
very rapidly with superoxide. Although with our pulse radioly-
sis apparatus we were not able to kinetically characterize the
final step of the catalytic cycle (formation of H,O, and the rest-
ing ferric active site), this final step does exist for the E114A
mutant (Fig. 6), as it does for wild-type and other mutants we
have studied (16, 19).

However, we have observed that the mutation specifically
decreases by a factor of 10 the rate constant for the protonation
process of the Fe*>" -peroxo intermediate species, to form the
Fe*>" -hydroperoxo intermediate species. An interpretation for
this very specific effect is not obvious at first glance. In fact,
because the Glu''* is located on the opposite side to the inter-
mediate peroxo adducts (Fig. 1) and that, as seen here by FTIR
spectroscopy, the E114A mutation does not induce marked glo-
bal structural changes in the protein, the decrease of the proto-
nation rate of the peroxo species is not expected to result from
structural constraints that could appear in the active site. Also,
the mutation does not apparently modify the proton source,
because as in the wild-type protein, the proton is still provided
directly by the bulk solvent (Fig. 5). Consequently, this slower
protonation process could be associated with some changes in
the intrinsic properties of the Fe*"-peroxo intermediate spe-
cies. Interestingly, the E114A mutation removes the dipolar
interaction with Cys**® (Fig. 4) as well as potentially removing
an H-bond with the backbone C=0 group of His** whose side
chain is ligated to the iron atom (Fig. 1). All these factors could
affect the local electrostatics around the Cys-Fe moiety as well
as slightly altering its bonding geometry, distance, and there-
fore the bond strength. Several arguments reported here are in
agreement with the above proposals.

First, we previously reported that the wild-type protein
exhibits an alkaline transition of the S — Fe®*" charge transfer
UV-visible absorption (644 to 560 nm, A = 84 nm, pK, = 9.0),
which has been attributed to the displacement of the Glu*’
ligand by OH™ at basic pH values (8, 24). This results in an
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increase in the electron density at the Fe* " site (25). The E114A
mutant exhibits a similar alkaline transition with similar pK,
and magnitude values (pK, = 8.8 and A = 85 nm). However, the
mutation induces spectral blue-shifts of 12—13 nm for both the
Fe*"-Glu® and Fe**-OH ligated states (632 to 547 nm, respec-
tively). The significantly different S — Fe®" charge transfer
absorption maxima of the E114A indicates localized changes at
the active site that affect electron density at the high spin Fe*"
atom (8).

Second, the RR spectra show that the E114A mutation has
very specific effects on the cysteine ligand (Fig. 7). When com-
pared with the wild-type and the E47A proteins, the E114A
mutation induces a significant weakening of the S—Fe** bond
(299/316/323 to 291/313/311 cm™ ') and a concomitant
strengthening of the C-S bond (743 to 756 cm ™ ') of the cysteine
ligand. These localized structural changes are compatible with
the observed blue shift (12-13 nm) of the S — Fe®" charge
transfer band of the oxidized iron site in the E114A mutant.

From these data, one can conclude that the carboxylic side
chain of Glu''*, which faces directly the S—Fe bond at about 5- 6
A distances of both atoms, allows a fine tuning of the strength of
the S—Fe bond. In particular it induces a strengthening of the
S—Fe bond.

Such an effect should have consequences on the bonding of
the Fe**-peroxo intermediates that form during the reaction
with superoxide. Up to now, the reaction of SOR with H,O, is
the only way that has been reported to allow a detailed charac-
terization by resonance Raman of a Fe**-peroxo species in the
active site of SOR (23, 24). Although it is not known yet if such
a peroxo species is identical to the ones formed during the reac-
tion of the protein with superoxide, the characterization of a
Fe*" -peroxo species here and elsewhere in SORs by resonance
Raman are most likely informative with respect to the proper-
ties of the intermediates species formed in the reaction with
superoxide. In support of that, it has been recently reported that
the iron complex SOR mimic [Fe"(cyclam)-PrS]", when
reacted with superoxide, and forms an high-spin iron peroxo
intermediate with Fe—O and O—O resonance Raman bands (32)
very similar to those observed for the SOR protein treated with
H,0, (23, 24).

When the E114A mutant is reacted with a slight excess of
hydrogen peroxide, we showed that it stabilizes an iron peroxo
species at its active site, which can be freeze-trapped and char-
acterized by resonance Raman spectroscopy. The RR spectrum
exhibits intense v(Fe-0O,) and ¥(O-0O) mode bands, at 446 and
851 cm ™', respectively, characteristic of the ferric iron peroxo
species similarly trapped in other SORs and which has been
assigned to a side-on high-spin Fe**-peroxo species (22, 23).
EPR experiments presented here show that the peroxo species
in the E114A mutant is also associated with a high-spin ferric
iron site.

Such a high-spin iron-peroxo species was readily trapped and
characterized in another D. baarsii SOR variant, the E47A
mutant protein (22, 23). In the wild-type protein, a similar per-
oxo species, with RR band frequencies identical to those of the
E47A mutant, was also observed but was trapped to a much
lesser degree. This is consistent with the fact that the wild-type
SOR active site accommodates such species only transiently
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because the Glu*” residue binds to the sixth coordination posi-
tion of the Center II ferric site, facilitating H,O, release by a
ligand exchange mechanism (23). Thus, for the E47A mutant,
the stabilization of the peroxo species was associated with the
presence of the alanine residue incapable of ligating to the ferric
iron (23). Accordingly, in the E47A mutant, the Fe-O and O-O
stretching modes exhibited identical vibrational frequencies as
those of the wild-type protein (Fig. 8 and Refs. 22 and 23). Inter-
estingly, the v(Fe—-O) band of the iron-peroxo species in the
E114A mutant is shifted to higher frequency (446 compared
with 438 cm ™" in the wild-type and E47A proteins), whereas
the ¥(O—-O) bands exhibit comparable frequencies (850 -851
cm™ ). This indicates that the Fe-O bond is stronger in the
E114A mutant than in the E47A and wild-type proteins. A
stronger Fe—O bond is in good agreement with stabilization of
the peroxo species in the E114A mutant protein. Thus, the
mechanism by which the E47A and E114A mutants induce a
stabilization of the peroxo species appears to be fundamentally
different.

For the E114A mutant, strengthening of the Fe-O bond cor-
relates well with the observed weakening of the S—Fe bond that
indicates a decreased electron donation from the cysteine
ligand to the iron. For a high-spin Fe*'-peroxo end-on or
side-on bonding situation, the in-plane 7* orbital of the peroxo
ligand overlaps with the Fe*" d_, orbital (Refs. 23 and refer-
ences therein). Thus any electron density donation to the filled
7* orbital, from the iron center and originating from the cys-
teine ligand in the trans position, is expected to weaken the
Fe-O, bond. The weaker S—Fe*" bond in the E114A mutant
(compared with wild-type) indicates decreased cysteinate elec-
tron donating power to the iron and the peroxo 7* orbital, and
therefore a stronger Fe—O, bond (compared with wild-type) is
expected, and indeed observed. Such trans ligand donation
effects have been observed for Fe* " -alkylperoxo species in SOR
model complexes for which decreased Lewis basicity (i.e.
decreased electron density donation from the trans ligand) was
correlated with increased Fe—O bond strength and stability (33).

The strengthening of the Fe—O bond of the Fe>" -peroxo spe-
cies observed in the E114A mutant, with no modification of the
strength of the O—O bond is expected to change the acidity of
the peroxo species, most likely increasing it. Interestingly, the
Bronsted catalysis equation predicts that among a series of
bases, the logarithm of the rate constant of protonation of a
species is directly proportional to its pK, value. This appears to
be in very good agreement with the decrease of the rate of the
protonation of the Fe*" -peroxo species intermediate observed
in the reaction of the E114A mutant with superoxide (Fig. 5,
decreases of k, value, Scheme 1). Thus, the properties of the
peroxo species characterized by RR from the reaction of SOR
with H,0O, account well for the specific effect of the E114A
mutation on the protonation rate of the first reaction interme-
diate during the reaction with superoxide. Thus, we propose
that the decrease of this protonation rate can be directly asso-
ciated with a decrease of the pK, value of the peroxo interme-
diate, which as discussed above, originates from the strength-
ening of the Fe—O (peroxo) bond in that mutant.

Using the Fpr reductase from E. coli as a source of electrons
for SOR, we showed that the E114A mutation did not inhibit
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turnovers with O;. However, in cellular conditions, the comple-
mentation of an E. coli sod mutant strain with the D. baarsii sor
gene was significantly impaired by the E114A mutation.
Altogether with our previous conclusions that the E114A
mutant stabilizes a peroxide intermediate in its active site,
these data suggest that an efficient release of the peroxide
intermediate to form H,O, is important for the SOR detox-
ification activity.

In conclusion, these data highlight a functional role for the
carboxylic side chain of Glu''* in the SOR from D. baarsii. This
carboxylic group, which is in interaction with the S—Fe bond,
directly contributes to a fine tuning of the S—Fe strength. The
data obtained with the E114A mutant allow to gauge the impor-
tance of the strength of the S—Fe bond in the reaction with
superoxide, which appear to directly affect both the strength
of the Fe—O bond and the pK, values of the iron-peroxo
intermediate that is formed during catalysis. Both factors are
essential in the formation of the reaction product H,O,,
which in SOR arises from protonations of the peroxo inter-
mediate and cleavage of the Fe~O bond. One should note
that a strengthening of the Fe—O bond in the E114A mutant
should also markedly affect the last step of the reaction cycle
with superoxide. This final step involves a second protona-
tion process at the level of the Fe*" -hydroperoxide interme-
diate together with the cleavage of the Fe-O bond to form
and release H,O, (Scheme 1). Further works are needed to
specify this point.

P450 enzymes like SOR form Fe®" peroxide intermediate
species with a trans cysteinate ligand during their catalytic
cycles. However, at the difference of the P450 enzymes that
favor the heterolytic cleavage of the O—-O bond of the peroxide
intermediate to form the high valent iron oxo species (34), our
previous RR experiments demonstrated that the SOR active site
can accommodate unusual Fe®"-peroxo species with particu-
larly weak Fe—O bond and strong O—O bond, which, in addition
to the spin state of the iron (33), clearly favors the Fe-O bond
cleavage to form its reaction product H,O,. Our present work
further shows that the strength of the S—Fe bond, which is finely
tuned by the cysteine environment, significantly contributes to
this unusual weak Fe—~O bond in SOR.

Very recently, the stabilization of the peroxide intermediate
in the E114A mutant has allowed the determination of a high
resolution structure of three slightly different conformations of
high-spin iron peroxide intermediates in the SOR active site
with end-on coordination (35). It should be noted that previ-
ously, based on the ¥(Fe-O)-v(0O-0) frequency comparisons
with high-spin peroxo-iron complexes and D,O exchange
experiments, a side-on peroxo conformation was proposed for
SOR (22, 23). It is possible that a side-on species could corre-
spond to an early deprotonated peroxo state rapidly trapped in
solution by flash-freezing at 77 K in Refs. 22 and 23 and in this
work, but which was not trapped in the crystal under different
experimental conditions (35). Further studies are needed to
specify this point, but we stress that the arguments we make in
this paper apply for both an end-on or side-on Fe®"-peroxo
configurations.

These crystallographic studies highlight a specific protona-
tion mechanism of the Fe~OOH on the proximal oxygen to
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release H,0, (35). This provides additional important data that
account for the differences in the evolution of the Fe*" -perox-
ide species between SOR and P450 enzymes.
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La superoxyde réductase (SOR) est une enzyme dgifitztion présente uniquement
chez certain types de microorganismes. Elle élinkneadical superoxyde en le réduisant
pour donner du peroxyde d’hydrogéne sans formatioxygene moléculaire.

Q" +1e+2H —>  H0O;

Le site actif de la SOR est constitué d’'un centomomucléaire de fer ferreux chélaté
par 4 histidines en positions équatoriales et ys&me en position axiale. La présence et le
positionnement de cette cystéine au sein du siieest tout a fait atypique et pourrait étre a
I'origine de cette réactivité particuliere avecigeroxyde.

Différentes structures de SOR ont montré I'existede liaisons hydrogenes entre le
soufre de cette cystéine et des NH de liaisonsigigpes de certains acides aminés dont
l'isoleucine 118 sur laquelle nous avons centréentrvail. Quatre mutants de l'isoleucine
118 ont été construits et purifiés. Les caract@asa par spectroscopies UV-visible, FTIR,
Résonance Raman, par la détermination du pKa ebthntiel redox du fer du site actif ont
montré que les mutations sur cette position indgiga renforcement de la liaison S-Fe. Ceci
a pu étre associé a un affaiblissement de la hams@rogéne entre le NH peptidique des
mutants de l'isoleucine 118 et le soufre de ladipst

Les études de cinétique rapide par radiolyse puts# permis de montrer que les
mutations facilitent la protonation des intermédigiréactionnels de type¥geroxo et F&-
hydroxo. Ces résultats sont en accord avec l'autatien de densité électronique autour du
fer du site actif, qui induit une basicité plus wnfante de ces intermédiaires réactionnels.

Ainsi, nous avons pu montrer que le renforcementlaldiaison S-Fe a pour
conséquence l'accélération de la réaction de la @t le superoxyde. Le ligand axial
cystéine a donc pour role de controler la densitét@nique autour du fer du site actif et ainsi

d’influer sur la réduction du superoxyde.
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