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Résumé

A I’heure actuelle, le cancer est une des causes majeures de décés au monde. En Belgique,
parmi les cancers les plus courants, le cancer du c6lon est a la deuxieéme position chez la femme
et a la troisiéme chez ’homme. Le traitement des patients touchés par ce cancer résulte en une
combinaison de chirurgie et de chimiothérapie a 1’aide d’un médicament nommé le 5-
Fluorouracile (5-FU), médicament causant un stress oxydatif aux cellules cancéreuses.
Toutefois, de plus en plus de cas de résistances aux traitements par 5-FU sont enregistrés. Cette
résistance, dont les causes sont multiples, peut étre due a la surexpression d’une enzyme dans
les cellules cancéreuses, la phosphosérine phosphatase humaine (HPSP).

HPSP est une enzyme magnésio-dépendante impliquée dans la dernicre étape de la voie de la
sérine. La surexpression de HPSP entraine une surproduction de L-sérine, pouvant étre
convertie en glutathion, un antioxydant régulant le stress oxydatif et diminuant 1’effet du 5-FU.
L’inhibition de HPSP pourrait aider a lutter contre la chimiorésistance dans le cas des cancers
colorectaux. Cependant, HPSP est une cible thérapeutique peu étudiée dont le mécanisme
réactionnel reste relativement méconnu. La structure de I’enzyme n’a d’ailleurs jamais été
résolue en présence de magnésium. Une meilleure compréhension de I’enzyme pourrait aider a
concevoir de nouveaux médicaments contre la chimiorésistance.

Dans le but d’¢lucider le mécanisme de HPSP, la protéine a été cristallisée avec des ligands
afin de déterminer la structure de ceux-ci au sein du site actif et de mettre en lumiére les
interactions clés entre les ligands et les acides aminés de ce site actif. Une hypothése
mécanistique a des lors pu étre €laborée. Cette hypotheése a ensuite pu €tre appuyée par une
analyse computationnelle des parametres thermodynamiques et cinétiques du systeéme par
simulation du site actif dans des mod¢les simplifiés, de complexités croissantes. Un mécanisme
final a ainsi pu étre proposé.
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" C’est de la force des convictions que dépend la réussite,

pas du nombre de partisans."

Rémus Lupin,

Harry Potter et les reliques de la mort, partie deux
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Liste des abbréviations

Liste des acides aminés

Tableau 1 — Liste et classe des acides aminés, codes a une et trois lettres.

Nom Classe Fonction terminale ~ Code 3 lettres  Code 1 lettre
Alanine Hydrophobe —CH;3; Ala A
Cystéine Hydrophobe -SH Cys C
Glycine Hydrophobe -H Gly G
Isoleucine Hydrophobe —CHj; Ile I
Leucine Hydrophobe —CH; Leu L
Meéthionine Hydrophobe —SCH; Met M
Proline Hydrophobe —-C4HgN Pro P
Valine Hydrophobe —CHj; Val A%
Asparagine Polaire —CONH, Asn N
Glutamine Polaire —CONH, Gln Q
Sérine Polaire —-OH Ser S
Thréonine Polaire -OH Thr T
Aspartate Chargé négativement —COO~ Asp D
Glutamate Chargé négativement —COO~ Glu E
Arginine Chargé positivement ~ —NHC(NH,),* Arg R
Histidine Chargé positivement —C3H4N,* His H
Lysine Chargé positivement ~ —NH;* Lys K
Phénylalanine ~ Aromatique —CeHg Phe F
Tryptophane Aromatique -CgH7N Trp W
Tyrosine Aromatique —-C¢HsOH Tyr Y
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Acronymes

3PG 3-Phosphoglycerate

3PHP 3-Phosphohydroxypyruvate

5-FU 5-Fluorouracile

ADN Acide désoxyribonucléique

a-KG a-ketoglutarate

AP3 Acide L-(+)-2-Amino-3-phosphonopropionic
APS Persulfate d’ammonium

ARN Acide ribonucléique

CSD Cambridge Structural Data Bank

DFT Density functional theory

DMSO Dimethyl sulfoxide

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Acide éthylenediaminetetraacetic

FdUMP Fluorodeoxyuridine monophosphate
FAUTP Fluorodeoxyuridine triphosphate

FPLC Fast Purification Liquid Chromatography
FUTP Fluorouridine triphosphate

GGA Generalized Gradient Approximation

HAD Haloacid dehalogenase

HEPES Acide 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazine- 1-ethanesulfonic
HOM Acide homocystéique

HPSP Phosphosérine phosphatase humaine
IEF-PCM Integral equation formalism -polarizable continuum model

IMAC Immobilized Metal-Affinity Chromatography
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IPTG Isopropyl-(3-D-galactopyranoside

IRC Intrinsic reaction coordinates

LB Lysogeny Broth

LCAO Linear Combinaition of Atomic Orbital

LDA Local Density Approximation

mGGA meta-Generalized Gradient Approximation

MJPSP Methanococcus jannashii phosphoserine phosphatase
NAD Nicotinamide adenine dinucléotide (oxidé)

NADH Nicotinamide adenine dinucléotide (réduit)

NADPH Nicotinamide adenine dinucléotide phosphate hydrogen
NTA Acide nitrilotriacétique

PDB Protein Data Bank

PEG Polyéthylene glycol

PHGDH Phosphoglycérate déhydrogénase

Pi Phosphate inorganique

PLS Phospho-L-sérine (3-Phosphosérine)

PRDX2 Peroxiredoxin-2

PSAT1 Phosphosérine aminotransférase

RMSD Root-mean-square-deviation

ROS Reactive oxygen species

RX Rayon X

SAS Solvatation accesible surface

SCF Self Consistent Field

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
SES Solvent Excluded Surface

SHMT Sérine hydroxymethyltransferase
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SN2 Substitution nucléophile d’ordre 2

TEMED Tétramethylethylenediamine

Tris-HCl Tris(hydroxymethyl)-aminomethane-hydrochloride
TS Thymidylate synthase

UFF Universal Force Field

UV Ultra violet
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Chapitre 1

Le cancer

Le cancer se définit comme une division anormale, anarchique et incontrdlée de cellules ayant

acquis une ou plusieurs mutations. '™ En 2015, la mortalité causée par cette maladie s’est élevée a

8,8 millions de morts, soit un déces sur six, ce qui en fait une des causes majeures de déces dans le

monde. En Belgique particulierement, on dénombre 67 087 diagnostics de cancer pour cette méme

année. Les trois cancers les plus fréquents sont le cancer du sein, de la prostate et du colon (Figure

1.1).* Cette maladie touche souvent les personnes agées de 50 ans et plus, mais n’épargne pas

forcément les jeunes adultes ou encore les enfants.? Différents facteurs a risques peuvent mener

au cancer, tels que 1’obésité, une alimentation peu variée, un mode de vie sédentaire, le tabagisme,

des infections (hépatite B, hépatite C ou encore le papillomavirus humain) ou encore un abus

d’alcool.??
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Figure 1.1 — Statistiques des cancers les plus fréquents en 2015, en Belgique, par genre. (a) Chez

la femme (b) Chez I’homme.
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Partie I. Introduction Chapitre 1. Le cancer

1.1 Description de la maladie

Il s’agit d’une maladie génétique, dans le sens ou elle est causée par des mutations dans le
patrimoine génétique des cellules (Figure 1.2, A)."? Plusieurs facteurs sont en cause, tels qu’une
transformation physique (due, par exemple, aux ultra violets ou aux rayons ionisants), chimique
(due a I’utilisation de produits chimiques cancérigenes), biologique (due a des agents infectieux)
ou tout simplement le vieillissement et I’apparition de mutations ponctuelles de plus en plus fré-
quentes lors de la division cellulaire.? Trois types de génes sont souvent la cible de mutations, a
savoir les génes oncogeénes #, les génes suppresseurs de tumeurs B et les génes ayant un role sur la
réparation des mutations dans I’ADN. ! Il n’est pas anodin d’observer des mutations génétiques
dans le génome des cellules composant le corps humain lors de la division cellulaire. Cependant,
dans le cas d’une cellule normale, une mutation peut soit étre corrigée, soit I’apoptose cellulaire est
induite si la réparation est impossible. "> Dans le cas d’une cellule cancéreuse, les mécanismes de
réparations ou d’apoptose sont altérés. Les cellules continuent donc leur prolifération en conser-
vant cette mutation (Figure 1.2, B).! Par la mutation d’un ou plusieurs de ses génes, la cellule
cancéreuse acquiert des caractéristiques primordiales, telles que la résistance a la mort cellulaire
ou encore la capacité de suractiver certaines cascades métaboliques. Cela entraine une modifica-
tion du métabolisme standard des cellules leur permettant d’échapper au syst¢tme immunitaire et
au systeme inflammatoire. Ces caractéristiques garantissent la survie cellulaire et font du cancer

une maladie complexe et difficile a traiter. !

Au fur et a mesure que les cellules se multiplient, elles s’accumulent et forment un amas,
nommé tumeur (Figure 1.2, C). Il en existe deux sortes : les tumeurs bénines et les tumeurs ma-
lignes. Les premieres grandissent lentement, ne se métastasent pas et sont constituées de cellules
fortement similaires aux cellules non cancéreuses. Elles sont relativement peu dangereuses sauf si
leur taille et localisation deviennent génantes pour le patient.? A I’inverse, les tumeurs malignes
croissent plus vite, s’éparpillent dans les tissus et y causent des dommages. De plus, elles peuvent
voyager dans d’autres parties du corps par le biais du sang et former des tumeurs secondaires nom-

mées métastases. > Ces métastases sont trés dangereuses et meénent A un pronostic vital engaggé.

A. Genes favorisant I’arrivée du cancer en suractivant la division cellulaire.
B. Genes antioncogeéne permettant d’empécher ou de ralentir la division cellulaire.



Partie 1. Introduction

ADN
Gene oncogene

e =
Gene supprésseur de tumeur
Gene d'apotose > _— — —>
Genes réparateur d'ADN / \

!’ Cellules cancereuses A. Mutation ponctuelle ‘ : B.Prolifération
Cellules saines ‘\‘ (A :
A Mutations . oo A "\'
f » : &
0/ e I\

LIS
e P feletr®

«
NSV 2P

C.Tumeur 0/0MNe

®
7
Vo) o P\®

Figure 1.2 — Evolution et prolifération d’une cellule mutée en une tumeur potentiellement cancé-
reuse. Adapté de Cancer Research (UK) et de Larichesse.??

Il existe six types principaux de cancer, a savoir le carcinome (origine : la peau ou les tissus), le
sarcome (cancer débutant dans les supports de tissus : os, cartilage, muscles, vaisseaux sanguins),
la leucémie (cancer de la moelle osseuse), le lymphome (origine dans le systeme lymphatique),
le myélome (origine : les cellules du plasma et du systéme immunitaire) ainsi que le cancer du

cerveau et du systéme nerveux central.?

1.2 Le cancer du colon

Parmi les cancers les plus courants,®® le cancer du colon trone 2 la troisieéme position, causant
774 000 déces dans le monde en 2015.3 En Belgique, celui-ci se classe au rang du deuxiéme cancer
le plus fréquent chez la femme et du troisiéme chez I’homme. ' 11 s’agit d’un carcinome touchant

souvent les personnes de plus de 50 ans.* !

Parmi les différents patients atteints de ce cancer, différents stades sont observés, a savoir
le stade zéro ou un dans le cas d’un cancer précoce touchant la couche muqueuse de la paroi
intestinale, un stade de type deux si la tumeur traverse la paroi intestinale sans toucher d’autres

organes, un stade de type trois lorsque la propagation s’étend au ganglion lymphatique voisin et,

Chapitre 1. Le cancer
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enfin, un stade de type quatre si I’on est face a une forme évoluée de la maladie avec présence
de métastases.!' Ces métastases se situent fréquemment dans le foie, les poumons ou les os.'? A
titre d’exemple, 44% des personnes mourant du cancer du colon ont des métastases au foie. > Sans
traitement, les patients avec des métastases au foie ont un taux de survie allant de 5 a 12 mois alors
que des patients sans traitement et sans métastases peuvent survivre durant une période s’étendant

d’une année (77%) a trois années (14% a 23%).'2

1.3 Traitements

De par le caractere 1étal du cancer, de nombreuses recherches ont été réalisées et ont permis
de mettre au point différents traitements contre cette maladie. Les plus connus sont la chirurgie, la
chimiothérapie et la radiothérapie. 13 Toutefois, d’autres traitements, décrits ci-dessous, existent et

se développent au cours de ces dernieres années. >’

La chirurgie consiste a retirer le tissu cancéreux du corps. Son application dépend du type de
cancer, de la taille, de la position de celui-ci et de I’état de santé général du patient. Si le cancer est
étendu, cette opération n’est pas envisageable. Il en est de méme pour le cas des leucémies ou des

lymphomes.?

La chimiothérapie est un traitement systémique utilisant des médicaments anticancéreux. Etant
donné que les cellules cancéreuses se divisent anormalement par rapport aux cellules saines, le
médicament s’attaque principalement a celles-ci. Il est possible de combiner la chimiothérapie a

d’autres types de traitements (bithérapie) afin d’augmenter 1’efficacité de celle-ci.

La radiothérapie utilise des rayons ionisants pour détruire les cellules cancéreuses en abimant
leur ADN, directement a I’intérieur des cellules. Les cellules normales sont aussi affectées, mais

elles possedent des mécanismes de réparation a I’instar des cellules cancéreuses.

Thérapies nouvelles De plus en plus d’autres thérapies sont en train de voir le jour. En guise
d’exemple, on peut citer la thérapie aux hormones, ou hormonothérapie. Cette technique, utilisée

pour certains cancers du sein et de la prostate,” permet de traiter des cancers hormono-dépendants
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avec des thérapies ciblant les récepteurs des hormones. La technique utilise des médicaments em-
péchant I’arrivée de ces hormones de croissance. On peut aussi citer I’immunothérapie qui stimule

les cellules immunitaires pour combattre le cancer en reconnaissant les cellules cancéreuses. >

1.4 Traitement du cancer du colon par le 5-Fluorouracile

Spécifiquement, dans le cas du cancer du cdlon, le traitement résulte en une combinaison de
deux approches, a savoir la chirurgie et la chimiothérapie.’ La chirurgie est une étape obligatoire
soit pour enlever la tumeur ou soit éviter une obstruction intestinale causée par le cancer. La chi-

miothérapie est ensuite administrée pour éviter la récidive et les métastases. '

Afin d’effectuer la chimiothérapie, un des médicaments, administré par voie intraveineuse, est
le 5-Fluorouracile (5-FU), découvert dans les années cinquante (Figure 1.3, (c)).'*'® Il s’agit d’un
analogue d’uracile (Figure 1.3, (a)) avec un fluor en C-5 a la place d’un hydrogene. 1l soigne la plu-
part des patients de stade trois, mais en cas de cancer de type avancé, le taux de guérison avoisine
les 15%. Des méthodes existent afin d’améliorer 1’efficacité de la chimiothérapie dont I’ utilisation
de médicaments complémentaires. C’est le cas du traitement le plus courant, le FOLFIRINOX,
mélant le 5-FU a d’autres médicaments. !’ Dans ce cas, le taux de guérison est compris entre 40 et
50 %.14

(a) (b) (©)

o 0 0
F
| NH | NH | NH
N/KO N/KO N/KO
H H H

Figure 1.3 — Structure (a) de I'uracile présent dans I’ARN (b) de la thymine présente dans ’ADN
(¢) du 5-fluorouracile (5-FU) utilisé pour la chimiothérapie.

Le mode d’action du 5-FU se traduit en une double stratégie. D’ une part, sa ressemblance avec
I'uracile va permettre au médicament de jouer le role d’antimétabolite €. Les cellules cancéreuses

se reproduisant plus vite que les cellules normales, elles ont besoin d’une grande quantité de bases

C. Substance perturbant le métabolisme des cellules. Le métabolisme est un ensemble de processus chimiques
nécessaires au fonctionnement, a la croissance et a la reproduction des cellules.’

6
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nucléiques pour former I’ADN et I’ ARN. '*!8 Pour satisfaire ce besoin, le 5-FU entre dans les cel-
lules a I’aide d’une diffusion passive et d’un transport actif.!> Une fois entré dans le cytosol, il
va étre converti en une série de métabolites (fluorodeoxyuridine monophosphate (FAUMP), fluoro-
deoxyuridine triphosphate (FAUTP) et fluorouridine triphosphate (FUTP) '4) perturbant la synthese
de I’ADN, de I’ARN ainsi que I’action d’une enzyme, la thymidylate synthase (TS) (Figure 1.4).
Cette enzyme ajoute un phosphate sur I’extrémité 5’ du désoxyribose de I’ ARN et réaliser la syn-

thése de novo de la thymidine-5’-phosphate, constituant I’ ADN. '8

o}

Cellule cancéreuse

~

<

N

Inhibition de TS 2 Jbi=% $

N

Dommage a I'ARN

Figure 1.4 — Métabolisme du 5-FU dans la cellule tumorale. Adapté de Longley et al. Code de la
thymidylase synthase (TS) : IHVY.!4!

Au vu des deux moyens de transport pour faire entrer le 5-FU dans la cellule, une plus grande
disponibilité dans le cytosol par rapport a I'uracile et la thymine est observée. Comme elles ont
un plus grand besoin en bases nucléiques, les cellules cancéreuses vont €tre moins sélectives et
confondre le 5-FU avec ces bases afin de I'incorporer dans I’ARN et I’ADN de maniere plus

fréquente que dans les cellules saines. '*!6 D’autre part, I’inhibition de la TS cause un stress méta-
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bolique puisqu’elle fait partie de la voie métabolique dite "a un carbone" permettant de synthétiser
des molécules biologiques essentielles pour la prolifération cellulaire.'>?° Le second mode d’ac-
tion du 5-FU est d’induire la mort cellulaire en augmentant fortement la concentration en espece
oxygénée radicalaire (Reactive oxygen species, ROS) dans la cellule.®?' L’ accroissement de radi-
caux libres permet de provoquer un stress oxydatif causant des dommages aux nucléotides, aux
lipides ou encore aux protéines contenues dans les cellules tumorales. La prolifération cellulaire
étant empéchée, ce mode d’action est aussi responsable de la mort de ces cellules.?' Ce mécanisme
d’action a pu €tre mis en évidence dans le cas d’autres médicaments tels que le trioxyde d’arsenic
qui interfére avec les mitochondries et provoque la libération de ROS?? ou encore des agents anti-

cancéreux, comme le cisplatine, ou les irradiations.

Pendant longtemps, le 5-FU a été considéré comme un médicament tres puissant de part ces
nombreux modes d’action. Cependant, au cours des années, le patient peut développé des résis-
tances aux traitements.>® Parmi les moyens de résistance les plus connus, la cellule peut s’adapter
au traitement en changeant la cible de ce dernier par des mutations, en instaurant un nombre plus
important de pompes a efflux afin de faire sortir le médicament de la cellule ou encore en augmen-
tant le nombre de cibles afin que le médicament ne puisse plus les toucher. Dans le cas particulier du
traitement au 5-FU, d’autres mécanismes de résistance ont pu étre mis en évidence. Par exemple,
les cellules cancéreuses apprennent a bloquer I’incorporation du 5-FU dans I’ADN et I’ARN?*
ou encore acquierent une résistance a 1’inhibition de I’activité de la TS.?*> Récemment, il a pu
étre démontré que les cellules tumorales développent un nouveau moyen de chimiorésistance dii
a I’adaptation au stress oxydatif. En effet, en augmentant leur effet antioxydant, la diminution du
stress oxydatif permet la prolifération cellulaire et la résistance a I’apoptose induite par les médica-
ments.” En 2017, Xu et al. ont mis en évidence le lien entre la surexpression de la peroxiredoxin-2
(PRDX?2) et la résistance au traitement par 5-FU. Cette résistance s’explique par le role d’enzyme
antioxydante de PRDX2. Une fois surexprimée, 1’enzyme diminue 1’efficacité du 5-FU.® Un mé-
canisme similaire de surexpression cellulaire a pu étre mis en évidence par 1’équipe de Li et al. en
2016 et confirmé par Sato et al. en 20177-*! dans le cas de la phosphosérine phosphatase humaine

(HPSP).
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Figure 1.5 — Expression moyenne a élevée de HPSP dans les cellules cancéreuses en fonction du
type de cancer.?

Une augmentation de la quantité de HPSP dans les cellules tumorales a été observée dans
le cas de nombreux cancers (Figure 1.5). Dans le cancer du cOlon, une expression moyenne a
élevée de HPSP est observée chez 100% des patients.>!>>26 Cette surexpression de HPSP affecte la
probabilité de survie des patients. Effectivement, les courbes de Kaplan-Meier du cancer du c6lon
(Figure 1.6) montrent que la surexpression de HPSP diminue les chances de survie des patients.
Une lien existe donc entre la surexpression de HPSP dans les cellules tumorales du cancer du c6lon
et la résistance au traitement.?! Toutefois, tres peu d’études de HPSP sont réalisées afin de lutter
contre cette résistance. La compréhension du mode de fonctionnement de 1I’enzyme est pourtant au

centre de la problématique.
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Figure 1.6 — Courbe de Kaplan-Meier du cancer du cdlon. Adaptée de The Human Protein Atlas®
via WebPlotDigitizer.”’



Chapitre 2

HPSP, une cible thérapeutique peu décrite

2.1 Identification de HPSP comme cible thérapeutique

Pour comprendre I’action de HPSP par rapport au 5-FU, il est nécessaire de comprendre son
role dans I’organisme humain. HPSP est codée au niveau du chromosome 7 et est retrouvée habi-
tuellement dans tous les tissus humains faisant donc partie du métabolisme basal humain.?>?® Elle
est la derniere enzyme de la voie de la sérine, ol elle catalyse la formation de la L-sérine.? De

cette implication dans la voie de la sérine nait la capacité de chimiorésistance induite par HPSP.

2.1.1 Voie de la sérine

La L-sérine est un acide aminé non essentiel découvert en 1865.3%3! Elle peut étre obtenue dans
notre corps de quatre manieres différentes, a savoir par la nourriture, la synthése de novo a partir
de la glycolyse, a partir de glycine ou encore a partir de la dégradation de protéines ou de phos-
pholipides.*!~*> Cet acide aminé est, par ailleurs, le point de départ de la synthése de molécules
biologiques, telles que les lipides ou les phospholipides, nécessaires pour la prolifération cellulaire
via un métabolisme dit "a un carbone".?%3%3436 Pour ce faire, la L-sérine est transformée en glycine

)'37

par la sérine hydroxymethyltransferase (SHMT).?’ Le métabolisme "a un carbone" prend ensuite

le relai et transforme la glycine en une série de métabolites. La L-sérine est aussi le précurseur de

D-sérine, de neurotransmetteurs et de la cystéine. 338

10
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Malgré les différents apports en L-sérine possibles, la synthese de novo reste la voie principale
de formation de L-sérine dans les cellules.?>-*8 Cette voie métabolique correspond a la voie dite

phosphorylée?!-*°

utilisant comme réactif de départ le 3-phosphoglycérate (3PG) produit durant
la glycolyse selon le chemin réactionnel décrit a la Figure 2.1. Dans cette voie, le phosphogly-
cérate est converti en trois étapes en L-sérine. Premierement, la phosphoglycérate déhydrogénase
(PHGDH) oxyde le substrat en 3-phosphohydroxypyruvate (3PHP). Ce dernier est ensuite trans-
formé en phospho-L-sérine (PLS) a I’aide de la phosphosérine aminotransférase (PSAT1). Enfin,
la phosphosérine phosphatase humaine (HPSP) permet la transformation de la phospho-L-sérine
30,3840

en L-sérine de manieére irréversible.

D-Glucose

[ Glycolyse

l Cystéine
AD® NADH Gl i
N 5
[e] (0] €) o o © " KRG o) o o H,0 P; 8)]\/\OH
@)H/\ % _O o )H/\ g ,O@ \ i‘ 5 e ? H Neurotransmetteur
-\ fe) (o XNe) )k/\ P. N
(¢] (e} o@ I o . o \O@ gH3

OH PHGDH PSATI HPSP D-sérine
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3PG 3PHP & PLS
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Glutathion
’/ Phospholipides
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20,3541

NADPH
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Figure 2.1 — Synthese de novo de la L-sérine a partir de 3-phosphoglycérate.

L’implication de la voie de la sérine dans différents cancers est connue depuis les années 90. 4
Des études ont d’ailleurs démontré I’'importance de la L-sérine dans la régulation de la proliféra-
tion cellulaire, avec une portée cancéreuse.?®3%3 Cette implication est en lien avec le métabolisme
"a un carbone", expliqué précédemment. A partir de la voie de la sérine, la suractivation de ce
métabolisme en cas de cancer permet d’augmenter la quantité de métabolites impliqués dans la
prolifération cellulaire. Les cellules cancéreuses qui suractivent cette voie proliferent donc plus

vite. A titre d’exemple, PHGDH est surexprimée dans les cellules cancéreuses du cancer du sein et

du mélanome.*”*? Cela active la voie de la sérine et donc le métabolisme " un carbone" augmen-

11
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tant le nombre de nucléotides afin que les cellules cancéreuses grandissent sans limitation. (Figure
2.1) Cette voie métabolique est une cible thérapeutique, mais est aussi montrée du doigt dans les

cas de résistance a la chimiothérapie. 204!

2.1.2 Implication de HPSP dans la chimiorésistance

La résistance au 5-FU au moyen de la surexpression de HPSP touche la seconde ligne d’action
du 5-FU, décrite dans le chapitre précédent, a savoir la génération d’un stress oxydatif dans le but
d’induire I’apoptose. Pour éviter I’effet de la chimiothérapie, le stress oxydatif généré par le 5-FU
est contrebalancé par I’activité de la cellule. Pour ce faire, une suractivation de la voie de la sérine
et des voies métaboliques qui en découlent est observée dans les cellules cancéreuses. HPSP étant
responsable de la formation de L-sérine, la transformation de celle-ci en glycine et puis en gluta-
thion par le cycle "a un carbone" permet a I’enzyme de lutter contre le stress oxydatif généré par le
5-FU.72! Dans le cas ou HPSP est surexprimée, une surproduction de glutathions est observée et
la régulation du stress oxydatif est améliorée. Ce mécanisme, décrit a la Figure 2.2, permet donc
I’inactivation de 1’apoptose par le 5-FU en contrebalancant le stress oxydatif généré par celui-ci,
mais aussi la prolifération des cellules tumorales en augmentant la quantité de glycine convertie

par la synthese de novo en nucléotide. Cela fait de HPSP une cible thérapeutique de choix.

H,O P;
¢ 90\ /oS
- S}
8*/\0/13\0@ O)Ki/\OH

Glycine Glutathion
HPSP e
IEIH NH; SHMT
® " / ©
PLS L-sérine / Synthése de nucléotide / Réduction des ROS

|

/ Survie cellulaire

Figure 2.2 — Mécanisme de résistance au 5-FU observé dans les cellules tumorales. L’effet de la
surexpression de HPSP est mis en évidence par les fleches rouges. Adapté de Sato et al.”

D’un point de vue mécanistique, HPSP est une protéine relativement méconnue. Dans le but de
concevoir des inhibiteurs et d’améliorer 1’efficacité des traitements, il est donc intéressant d’étu-
dier I’enzyme.*! Le principe consiste 4 inhiber HPSP dans le but de supprimer la création exces-

sive de glutathions dans les cellules cancéreuses et la perte d’activité du 5-FU. De plus, des études
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ont prouvé qu’il était possible de vivre sans HPSP si un apport extérieur de L-sérine est mis en
place.?%3*% Une inhibition totale de 1’enzyme pourrait, & terme, résoudre le probleme de chimio-
résistance du 5-FU. Cette stratégie est déja utilisée dans d’autres cancers. Par exemple, dans le cas
du cancer de type myélome, un traitement alliant des médicaments générant des ROS et des médi-
caments diminuant la capacité antioxydante cellulaire permettait d’€tre tres efficace sur le cancer.

Ce traitement, combinant le trioxyde d’arsenic et d’acide ascorbique, a ainsi été mis au point.??

2.2 Caractéristiques connues de HPSP

HPSP (E.C : 3.1.3.3) est une enzyme dimérique cytosolique de 25 kDa comprenant 225 rési-
dus.**% HPSP faisant partie de la superfamille des HAD (Haloacid dehalogenase),*’ elle possede
des similarités structurales et mécanistiques avec cette superfamille protéique.® Il s’agit d’une
enzyme magnesio-dépendante.*®* Elle est régulée par son produit, la L-sérine.* Différents in-
hibiteurs de HPSP sont connus a 1’heure actuelle : notamment, les molécules du type L-(+)-2-
Amino-3-phosphonopropionic acid (AP3) sont des inhibiteurs compétitifs.’® Les especes telles
que le BeF;~ ou des analogues a base d’aluminium ou de magnésium possedent aussi un role
d’inhibiteur.>'? Le remplacement du magnésium dans le site actif par un ion calcium provoque

également un effet inhibant sur ’activité de la protéine.>

2.2.1 Connaissances mécanistiques et structurales sur les HADs

Dans la nature, on compte environ 900 superfamilles de protéines basées sur des similitudes
structurales et fonctionnelles. >+ Les enzymes de la superfamille des HAD sont impliquées dans
de nombreuses voies métaboliques primaires ou secondaires, dans 1’entretien des cellules ou en-
core dans 1’apport de nutriments.>* Cette superfamille regroupe plus de 3000 protéines, allant des
procaryotes a I’humain.>**° La plupart des enzymes de cette famille catalysent des réactions de
transfert de phosphate en brisant des liaisons C—Cl, C—P, CO—-P ou PO-P.>>7 On retrouve 183

HADs chez I’humain, 40-34-56
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Dans la grande superfamille des HAD, une sous-classe regroupe les phosphohydrolases dépen-
dantes au magnésium dont HPSP fait partie. D’un point de vue mécanistique, comme le montre la
Figure 2.3, Ridder et al.>® décrivent la stabilisation du substrat dans le site actif au moyen d’une
liaison de ce dernier a une sérine ou a une thréonine conservée. Le transfert de phosphate a en-
suite lieu en deux étapes. Premierement, le groupement phosphoryle est transféré a un aspartate, au
moyen d’une attaque nucléophile.*’ L’hydrolyse s’effectue sur I’atome de phosphore et cela forme
un intermédiaire de type aspartylphosphate.®® L’ aspartate catalytique peut étre régénéré au moyen
d’une molécule d’eau. Un second aspartate est observé, deux acides aminés plus loin dans la sé-
quence. Ce motif est appelé DXDX(T/V).*’ Ce dernier posséde un rdle acido-basique permettant la
protonation du groupe partant lors de la premiere réaction et la déprotonation de la molécule d’eau
lors de la seconde réaction.*’ Cependant, plusieurs possibilités sont décrites dans la littérature pour
la déprotonation de la molécule d’eau. Il est aussi possible qu’elle soit réalisée au moyen d’une

lysine conservée.>® La présence du magnésium dans le site actif permet une proximité structurale

des différents aspartates en écrantant I’exces de charge négative.>*
oe e S
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Figure 2.3 — Mécanisme général des HAD sur bases des informations issues de la littérature. 4?8

Les phosphohydrolases posseédent un domaine de coeur or/3* possédant des ressemblances

avec un motif de type Rossmann fold®. Le motif catalytique, observable 2 la Figure 2.4, com-

A. Alternance de plans j reliés par des hélices a.
B. Motif structural composé d’une alternance de six feuillets 5 reliés par deux paires d’hélices a.
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prenant différents acides aminés hautement conservés, est composé de quatre boucles caractéris-
tiques.>® L aspartate nucléophile est localisé sur la premiére boucle (en rouge) ainsi qu’une thréo-
nine conservée selon le motif de type DXDX(T/V). Une sérine ou une thréonine conservée est
observée sur la deuxieme boucle a la fin du plan 3, en vert. La troisiéme boucle (en bleu) contient
une arginine ou une lysine totalement conservée permettant de contrecarrer 1’exces de charge né-
gative du systeme catalytique. La derniere boucle (en jaune) contient deux ou trois aspartates ou
glutamates ayant un role de coordination du magnésium. Cette architecture structurale permet une

orientation, une liaison et une activation du substrat afin de permettre la réaction.>*6-58

Figure 2.4 — Structure du site catalytique d’une protéine de la famille des HADs, la phosphosérine
phosphatase (PDB 1L8L>%). Décrite par Lu et al.>®

Les HAD sont sous-divisées en 3 sous-classes en fonction de la présence ou non d’un domaine
dit de coiffe.’* 1l s’agit d’'un domaine dynamique, ouvrant et fermant I’accés au site actif. La
premilre sous-catégorie posséde le domaine sous une forme de motif helix bundle ©, la seconde
sous-classe a un domaine mixte de a//f tandis que la troisieéme sous-catégorie n’a pas de motif
coiffe. HPSP fait partie de la premiere catégorie en possédant une coiffe composée de 4 hélices.
Dans cette sous-catégorie, une hélice dynamique possede deux conformations observées dans les
HAD : une conformation ouverte et une conformation fermée. En conformation fermée, les acides
aminés de 1’hélice jouent un rdle dans la stabilisation des ligands et la catalyse. En conformation
ouverte, le site actif est accessible au solvant et permet 1’entrée du substrat et la libération du

produit de la réaction.>®

C. Faisceaux d’hélices « paralleles ou antiparalleles entre elles.
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2.2.2 Connaissances mécanistiques et structurales sur HPSP

Durant le début des années 2000, la structure dimérique de HPSP a été déterminée par deux

L 44-46 L 50

laboratoires indépendants, a savoir celui de Peeraer et a et celui de Kim ef a de maniere
quasi simultanée. La Protein Data Bank (PDB)!° compte trois structures de HPSP, deux ® prove-
nant de Kim et al. avec une résolution atomique de 2,51 A et 2,801& ainsi qu’uneE de Peeraer et
al., possédant une résolution atomique de 1,53 A. La structure obtenue par Peeraer et al. est reprise
a la Figure 2.5. L’unité asymétrique contient deux monomeres, nommés A et B ci-dessous. Les
cristaux ayant permis 1’obtention de cette structure ont été obtenus par la méthode de la goutte
pendante. Les conditions de cristallisation comprennent une solution de CaCl, 0,7 M, du cacody-

late 0,1 M a pH 6,0 et du PEG 1500 20%.* Le systéme cristallin orthorhombique appartient au

groupe d’espace C'222;.

p

Figure 2.5 — Structure de HPSP découverte par Peeraer ef al. possédant trois calciums (mauve), six
ions chlorure (vert) et le motif DXDX(T/V) (rouge) avec une résolution atomique de 1,53 A.*

Apres diffraction, résolution et affinement, la structure obtenue posseéde deux molécules dans
son unité asymétrique ainsi que du chlore et du calcium. Par la présence de calcium et non de
magnésium dans le site actif, la structure obtenue est une forme moins active de I’enzyme.>? Il
n’y a pas de substrat dans le site actif. D’un point de vue structural, la conformation ouverte de

I’enzyme est observée laissant le site actif accessible au substrat. Cette conclusion a été réalisée a

D. ILSL et 1L8O
E. INNL
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I’aide d’informations sur I’agitation des atomes avoisinant la boucle dynamique. Cependant, au-
cune information sur la position de cette boucle n’existe par manque de données sur la position des
atomes dans cette région. La structure proposée possede les caractéristiques typiques des protéines
appartenant a la superfamille des HAD. Le coeur /3, ressemblant a un motif de type Rossmann
fold ainsi que le second motif de type coiffe consistant entre une interface entre les deux dimeres
et un four helix bundle sont observés. Le coeur o/ est composé de six plans 3 entourés de trois
hélices o d’un coté et quatre de 1’autre.*>*6 Malgré la haute qualité de cette structure, peu d’in-
formations mécanistiques peuvent en étre déduites. Cependant, par comparaison avec la structure

d’une autre phosphosérine phosphatase provenant de Methanococcus jannaschii (MJPSP)*3>

pré-
sentant 30% de similitude de séquence, des hypotheses mécanistiques ont été réalisées. Peeraer et
al. propose une attaque nucléophile menée par I’ Asp20 suivie d’une protonation de la L-sérine par
I’ Asp22. La stabilisation du phosphate pourrait étre réalisée par la Lys158 et la Gly110 tandis que

la L-sérine pourrait étre stabilisée par le Glu29 et I’ Arg65. 4346

Par comparaison, les deux structures découvertes par Kim et al. sont renseignées aux Figures
2.6 et 2.7. Malgré la résolution atomique moyenne de ces structures, elles appuient les observa-
tions réalisées précédemment. Deux domaines sont observés, un domaine de coeur et un domaine
dimérique avec un sous-domaine de type four helix bundle. Le dimere est sous une orientation
différente en comparaison a la structure de Peeraer et al., car les conditions de cristallisation et le
groupe d’espace sont différents (/4). Le nombre de plans 3 et d’hélice « est identique a la struc-
ture de Peeraer et al. La position de la boucle dynamique est différente entre les deux molécules de
I’unité asymétrique. La molécule A possede une conformation fermée tandis que la molécule B a
une conformation ouverte. Cependant, aucune attribution de métal dans le site actif n’est possible,
probablement dii a la moins bonne résolution atomique de la structure. La structure décrite sous le
code 1L8L'" possede un inhibiteur dans chaque site actif, a savoir AP3. La présence de ce ligand
met en évidence des interactions avec les acides aminés pour le stabiliser, comme cela est obser-
vable a la Figure 2.6. Pour le cas de la molécule A, la stabilisation s’effectue a 1’aide de 1’ Asp20,
I’Asp22,1a Gly110, la Lys158,1’Asp183 et de I’ Asp179. Dans la molécule B, on retrouve 1’ Asp20,
I’Asp22, la Gly110, la Lys158 ainsi que le Glu29, la Thr182 et I’ Arg202.
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Figure 2.6 — Structure de HPSP découverte par Kim et al. contenant de I’AP3 dans chaque mo-
lécule (vert clair) en tant que ligands, la boucle dynamique (en bordeaux et orange) et le motif
DXDX(T/V) (en rouge) avec une résolution atomique de 2,51 A. Zoom sur les sites actifs des deux
molécules. Détail des acides aminés impliqués dans la liaison au ligand. ™’

Dans le cas de la seconde structure (1L80) (Figure 2.7),'” un phosphate et une sérine sont
observés dans chaque molécule de 1’unité asymétrique. Dans les site actif des deux monomeres,
la L-sérine interagit avec la Thr182, I’ Arg202 et ’Alal81. Le phosphate interagit avec 1’ Asp20,
I’ Asp22, la Ser109, la Lys158 et I’ Arg202. L’ orientation des deux ligands est similaire a celle de
AP3 et permet des hypotheses mécanistiques appuyées par la mutagenese dirigée. Ces analyses ont
souligné I’'importance de certains acides aminés (Asp20, Asp22, Glu29, Arg65, Asnl33, Ser109,
Lys158, Glul78, Aspl179, Asp183, Arg202). Kim et al. attribue un rdle catalytique au Glu29 et a
I’ Arg65, essentiels a la liaison du substrat, et appuie le role de nucléophile de I’ Asp20 grace a son
orientation. Les ligands de Kim et al. ont des orientations différentes des ligands observées dans
MJPSP pour la phospho-L-sérine, sur laquelle se base la hypothese mécanistique de Peeraer ef al.
Un récapitulatif des acides aminés dont I’implication est supposée dans le mécanisme de HPSP est
repris au Tableau 2.1, en fonction des différents apports de la littérature. Malgré 1’apport des struc-
tures de HPSP pour comprendre le mécanisme de celle-ci, aucune de ces structures n’a été obtenue
sous forme active, a savoir avec du magnésium. De plus, le rdle de nombreux acides aminés dans
le mécanisme reste flou, 1’orientation différente des ligands entre MJPSP et les structures de Kim
et al. étant étonnante. Une étude approfondie de I’enzyme permettrait de mieux comprendre son

mécanisme.
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Figure 2.7 — Structure de HPSP découverte par Kim et al. contenant un phosphate (orange) et une
sérine (en bordeaux) en tant que ligands, la boucle dynamique (vert foncé) et le motif DXDX(T/V)
(en rouge) dans chaque molécule avec une résolution atomique de 2,80 A. Zoom sur le site actif de
la molécule A. Détail des acides aminés impliqués dans la liaison au ligand.>

Tableau 2.1 — Récapitulatif des acides aminés importants dans le mécanisme de HPSP selon la
littérature. L’effet observé lors de la mutagenese est noté par les signes + (légere augmentation
d’activité (entre 100 et 120 %) ), — (perte légere d’activée (entre O et 50%)) et —— (perte forte
d’activité (supérieure 2 50%)). PLS = phospho-L-sérine >

Acides  Hypothese Hypothese Mutagenese

aminés  de Peeraer et al. de Kim et al.

Asp20 Nucléophilie Nucléophilie D20E ——, D20N ——
Asp22 Protonation D22E —, D22N ——
Glu29 Stabilisation L-sérine  Stabilisation PLS E29D ——, E29Q ——
Argb65 Stabilisation L-sérine  / R65K ——, R65A ——
Ser109 / Stabilisation PO,>~ S109T +, S109A ——
Glyl10  Stabilisation PO,>~ Stabilisation PLS /

Asnl33  / / N133D +, N133A ——
Lys158 Stabilisation PO4>~ Stabilisation PLS/PO,>~ KI158R ——, K158A ——
Glyl78 / / G178A —

Aspl79 / Stabilisation PLS D179E —, D179N ——
Gly180 / / G180A ——

Alal81 / Stabilisation L-sérine /

Thr182 / Stabilisation L-sérine/PLS T182S ——, T182V —
Aspl83 / Stabilisation PLS D183E —, D183N ——
Arg202 / Stabilisation L-sérine/PO,>~ R202K ——, R202A ——
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Chapitre 3

Objectifs et stratégies

La haute fréquence d’apparition du cancer du c6lon et la mortalité qui en découle nécessitent la
mise au point de nouveaux traitements afin de permettre une meilleure qualité de vie des patients.
La chimiorésistance des cellules cancéreuses colorectales a la chimiothérapie au 5-FU est aussi un
enjeu crucial. De maniere a inhiber, partiellement ou totalement, cette résistance, comprendre le

mécanisme de I’enzyme impliquée dans la chimiorésistance est plus que nécessaire.

L’objectif de ce mémoire consiste en I’étude mécanistique de la phosphosérine phosphatase
humaine (HPSP), une enzyme dont I’importance dans la chimiorésistance au 5-FU a pu étre mise
en évidence précédemment. Le but est de mieux comprendre le fonctionnement de cette enzyme
avant de pouvoir s’intéresser au probleme de chimiorésistance qu’elle provoque, mais aussi de
concevoir de nouveaux inhibiteurs sur base des conclusions mécanistiques. Pour ce faire, une stra-
tégie décrite a la Figure 3.1 est mise en place. Dans un premier temps, une étude expérimentale
de I’enzyme doit étre menée. Pour ce faire, une forme recombinante de HPSP (HPSP—Hisg) est
surexprimée a partir de souches E. coli modifiées. Par la présence de la queue polyhistidine, la
purification a lieu par chromatographie d’affinité de type IMAC. Par la suite, la détermination des
conditions de cristallisation idéales de HPSP est réalisée. Les conditions de co-cristallisation avec
le substrat ou un analogue non hydrolysable sont également identifiées, permettant I’obtention de
cristaux protéiques avec des ligands. Ces cristaux ont diffracté au synchrotron. Les structures ainsi

obtenues permettent de mettre en évidence différentes hypotheses de mécanisme pour HPSP.
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Approche Approche
cristallographique computationnelle
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Hypothéses |

mécanistiques

Figure 3.1 — Stratégies et objectifs suivis durant le mémoire.

Dans un second temps, une étude computationnelle est réalisée dans le but de confirmer ou
d’infirmer les mécanismes supposés par les structures cristallographiques. Cette étude a pour but de
déterminer les quantités thermodynamiques et cinétiques du systeme lors des différentes réactions
impliquées lors de la réaction d’hydrolyse afin de mettre en évidence le chemin mécanistique le
plus probable. Afin de souligner I’importance du systeme enzymatique, la simulation est réalisée a
partir d’un systeme simple composé uniquement des réactifs et des produits, dans 1’eau. Différents
types de modeles sont ensuite examinés afin de voir I’effet de 1’ajout d’acides aminés simulant
I’environnement protéique et ’influence de ces acides aminés proches sur les différentes étapes
de réaction. Les quantités thermodynamiques peuvent ainsi €tre rationalisées en fonction de la

complexification du systéme.
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Approche cristallographique
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Chapitre 4

Expression, production et purification

La partie expérimentale de ce mémoire consiste en la résolution et I’affinement de la structure
d’HPSP au moyen de la cristallisation, une des techniques les plus employées pour résoudre des
structures protéiques a 1’échelle atomique. °*¢! Cependant, 1’obtention d’une structure cristallogra-
phique est parfois laborieuse et des conditions optimales de cristallisation doivent €tre investiguées
avant d’arriver a I’obtention de la structure souhaitée. Dans ce présent chapitre, la premiere étape
de ce processus, a savoir la préparation de 1’échantillon protéique au moyen de la production et la
purification de la macromolécule, est détaillée. Ceci est réalisé au moyen d’un exemple représen-
tatif de purification et est d’une importance capitale puisque la cristallisation ne peut avoir lieu que

si la protéine posséde une trés haute pureté et une concentration assez élevée. °*-6!

4.1 Expression et production de HPSP

4.1.1 Culture bactérienne et induction

A partir de souches E. coli thermocompétentes BL21 (DE3) possédant un plasmide codant
pour HPSP fournie par le Dr Etienne De Plaen, la culture bactérienne est réalisée dans 400 mL de
milieu. Le plasmide utilisé est composé d’un geéne codant pour la protéine d’intérét munie d’une
queue polyhistidine en extrémité N-terminale, d’un promoteur T7, d’un gene lac, d’un geéne de
résistance pour un antibiotique, a savoir la Kanamycine™, ainsi qu’une origine de transcription.
Ce systeme de transformation est connu sous le nom de systeme de type pET28 b. Il s’agit d’un

systeme tres efficace pour permettre 1’expression d’une protéine. %
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Lors de la préculture, les bactéries sont placées dans un milieu (10 mL) de culture composé de
Lysogeny Broth (LB) liquide et de la Kanamycine™ 2 une concentration de 50 mg mL™!. La pré-
sence de Kanamycine™ dans ce milieu induit une pression de sélection sur les bactéries : seules
les bactéries ayant incorporé le plasmide posseédent une résistance a cet antibiotique et peuvent se
développer. Une fois la croissance cellulaire amorcée, celle-ci continue dans un milieu de culture
plus grand (400 mL), de proportions identiques en antibiotiques, jusqu’a atteindre une densité op-
tique comprise entre 0,6 et 0,8, correspondant a la phase de croissance exponentielle de la bactérie.
Des cet instant, I’induction de I’expression de la protéine peut débuter. Cela est possible par le
systtme pET du plasmide. Ce systeme est connu pour permettre une induction de la protéine par
le biais d’'une ARN polymérase (T7) provenant de la cellule hote. Cette ARN polymérase est ex-
trémement sélective et peut détourner le métabolisme de E. coli afin de produire en treés grande

quantité I’enzyme d’intérét.

Polymérase de E.coli

ARN polymérase T7
——» U \J 7 | _ - —_ - //
-7 L — P
/ che T7 ,
/ Geéhe »
‘/ 1 §t0p| | ARN polymérase T7
| Site lac [—\/I
| Promoteur lac - - | I | Ok
\ / Gene Ae HPS
! | Promoteur T7 |

_YStop Y[

) v\?\

‘ Répresseur lad ite lac

\
\ A Promoteu
V' Gene lac & g \
\ hi Répresséur lac
\ ) L7
\ PTG Geéne lac

Génome de E.coli

Avant l'induction a I'lP TG —
Apres induction a I'lPTG

Figure 4.1 — Représentation du principe de I’induction en présence d’IPTG et d’un promoteur T7
dans une cellule de E. coli. Adapté de Novagen.5?

Le principe d’une induction est montré a la Figure 4.1. Dans la bactérie, elle est rendue pos-

sible par ajout d’isopropyl-3-D-galactopyranoside (IPTG). Cette molécule permet I’inactivation
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des points de controle instaurés dans la bactérie et le plasmide. Ces points de controle ont pour but
d’empécher I’expression de HPSP lorsque la croissance cellulaire n’a pas atteint son maximum,
évitant une toxicité pour les bactéries et une destruction de celles-ci. Les points de controle, situés
au niveau du promoteur lac contenu dans le lysogéne DE3 et dans le plasmide pET au niveau du
promoteur T7, lient habituellement les répresseurs lac ce qui empéche 1’expression de I’ARN po-
lymérase T7 et, en conséquence 1’expression de HPSP.®? Lorsque 1’induction est enclenchée par
ajout d’IPTG, cette molécule interagit avec les répresseurs lac. Cette liaison empéche la liaison fu-
ture de ces répresseurs avec leur site de liaison, et rend possible I’expression de la polymérase T7.
Cette polymérase T7 se lie au promoteur T7 et induit I’expression de HPSP. En quelques heures a

peine, la machinerie basale de E. coli produit I’enzyme en grande proportion.

4.1.2 Lyse par sonification

Des que la protéine est induite, celle-ci peut étre extraite de la bactérie. Pour ce faire, une
lyse par sonification est employée. Les parois membranaires de E. coli sont alors détruites a 1’aide
d’ultrasons. Les bactéries sont solubilisées dans un tampon de lyse contenant un cocktail d’in-
hibiteurs de protéases sans EDTA. Une détérioration des différentes protéines présentes dans ce
mélange par des protéases est ainsi évitée. Du fait que 'EDTA n’est pas utilisé, la dénaturation
des métallo-enzymes, comme HPSP, est empéchée. Dans ce mélange bactérien est plongée une
tige métallique, soumise a une puissance de dix watts. Cette tige vibre et provoque des ultrasons,

brisant les membranes bactériennes. Les organites et métabolites sont ainsi libérés dans le tampon.

4.2 Purification

Apres la lyse, HPSP se trouve dans le surnageant de lyse. Cependant, ce surnageant contient
énormément d’autres protéines contaminantes et de I’ADN provenant de E. coli. De ce fait, une
purification est nécessaire afin de récupérer HPSP. Par la présence d’une queue polyhistidine en
extrémité N-terminale de HPSP, cette purification a lieu par chromatographie d’affinité pour un mé-
tal de transition (Immobilized Metal-Affinity Chromatography ou IMAC). Ce type de purification
est couramment utilisé dans un but ultérieur de cristallisation, car il permet d’obtenir la protéine

d’intérét avec une haute pureté.®!
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4.2.1 Principe de la purification par IMAC

La chromatographie d’affinité pour un métal (IMAC) est une technique de purification basée
sur I’interaction avec un ligand, a savoir une protéine avec une queue polyhistidine, pour un métal
tel que le nickel.®*%* Cela est possible grace a la haute affinité du métal pour ce groupement. La
colonne utilisée est composée d’une résine d’agarose sur laquelle des molécules d’acide nitrilotria-
cétique sont liées covalement (NTA) et coordinées a des ions nickel. La structure de cette résine

est reprise a la Figure 4.2. Le NTA et capable de se coordiner au métal par quatre liaisons.

N/\@
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Figure 4.2 — Représentation de la résine d’agarose sur laquelle se trouvent des ions d’acide nitrilo-
triacétate (NTA) covalement liés dessus, a pH physiologique. Inspiré de Block.®

La purification commence par I’équilibration de la colonne au moyen d’un tampon contenant
une faible concentration en imidazole, nommé tampon A (Figure 4.3). L’imidazole se lie a la co-
lonne. Une fois cette étape d’équilibration réalisée, le surnageant protéique, obtenu apres la lyse,
est introduit dans la colonne. L’interaction entre la protéine histaguée, HPSP, et la colonne pro-
voque un déplacement de ligand.%® La colonne est ensuite lavée avec ce tampon A, permettant

I’€lution des protéines non liées a la colonne. Cet ensemble de protéines s’appelle le Flow Through.
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Figure 4.3 — Principe de la purification par IMAC d’une protéine polyhistagée telle que HPSP.%?

Apres élution du Flow Through, un gradient d’imidazole, réalisé par mélange du tampon A
a un second, nommé tampon B, composé d’une plus grande quantité d’imidazole, est introduit
afin d’éluer la protéine d’intérét. L’imidazole de ce second tampon B entre en compétition avec la
protéine histaguée au fur 2 mesure que la proportion de ce tampon augmente. A un moment donné,
la compétition est tellement forte que les protéines histaguées se détachent au profit de I’imidazole.

La protéine d’intérét est donc récupérée.

4.2.2 Résultats de la purification par IMAC

Afin de suivre I’élution de la protéine au cours du processus, la colonne est reliée a un spectro-
metre UV ainsi qu’a un conductimetre. Le spectrometre mesure 1’absorbance a 280 nm permettant
de suivre I’élution des acides aminés aromatiques et le conductimetre mesure la conductivité en
fonction du temps. Le chromatogramme ainsi obtenu au cours d’une purification est présenté a la

Figure 4.4.

27



Partie II. Approche cristallographique

7 50

0.24 ¢
| + 45
N \
0.22 Flow Through \l 40
) \
_ 0.2 \ =
S 5
) Contaminant z
3 0.18 | 7 v
E | - 2
£0.16 =
< . f """"""" <
e\ —— O
15
0.14 1
- 10
0.12 + 10% en B
0% en B 5
< >
Tampon A Tampon A et Tampon B
0]. t t t - : ' ; O

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110
Temps (minutes)

Figure 4.4 — Chromatogramme obtenu apres purification par IMAC au nickel. L’ absorbance appa-
rait en noir et la conductivité en bleu.

A partir de la Figure 4.4, on peut observer une élution du Flow Through, aprés 3 minutes et
jusque 45 minutes. Ce dernier contient tellement de protéines qu’il y a une saturation de 1’absor-
bance a 280 nm. Apres 1’élution du Flow Through, la colonne est lavée avec le tampon A afin
d’assurer 1’élimination de protéines contaminantes. A partir de 50 minutes, le mélange des deux
tampons est progressivement introduit afin de permettre la formation d’un gradient en imidazole
et d’entrainer I’élution de la protéine d’intérét. Différentes fractions sont récoltées a partir de cet
instant, par intervalle d’une minute. On constate deux pics d’élution lors de cette période : un pre-
mier, minoritaire, autour de 55 minutes et un second, majoritaire, vers 96 minutes. L hypothese est
posée que ce premier pic est un contaminant et le second est la protéine d’intérét. Afin d’apporter
des preuves de la nature de ces deux pics, il est nécessaire d’effectuer un suivi de purification.
Un premier aliquot, nommé HPSP, comprenant les protéines éluées entre 80 et 100 minutes et un
second, nommé protéine contaminante, comprenant les protéines €luées entre 50 et 60 minutes,

sont prélevés. Ces deux aliquots sont testés afin de vérifier leur contenu.
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4.3 Suivi de purification

Le suivi de purification est réalisé de deux manieres différentes, mais complémentaires. Dans
un premier temps, la pureté de la protéine est analysée par un gel d’électrophorese. Par la suite, un

test d’activité est employé afin de vérifier si la protéine ainsi obtenue est active.

4.3.1 Suivi de purification par SDS-PAGE

Le suivi de purification par gel d’électrophorese, aussi communément appelé SDS-PAGE pour
Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, est une technique courante permet-
tant la mise en évidence de la pureté des fractions obtenues apres purification en se basant sur la
masse des différents composés macromoléculaires. Ces différentes fractions sont placées sur un
gel d’électrophorese coloré par la suite a I’aide de bleu de Coomasie ou de nitrate d’argent. Il est

ainsi possible d’apprécier 1’éventuelle pureté des fractions récoltées apres purification.

(a) (b)
= g 2
= E =
s 2 % 3 g %
sokba | - B ¥ B = s0kpa
B - 50 kDa
37 kDa - 37 kDa
- 37kDa
e -
25 kDa — . | 25 kDB, 25 kDa
20 kDa 20 kDa
15 kDa 15 kDa 15 kDa
10 kDa - 10 kDa

Figure 4.5 — Gel d’électrophorese SDS-PAGE obtenu apres purification. (a) Coloration au bleu de
Coomasie. (b) Coloration au nitrate d’argent.

Le gel obtenu apres purification, représenté a la Figure 4.5, montre que la fraction nommée

HPSP contient une protéine de 25 kDa, correspondant au poids moléculaire attendu. Aucune im-
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pureté n’est observée dans cette fraction, ce qui rend possible les essais de cristallogenese. En
ce qui concerne la fraction contaminante, la présence d’une protéine de poids moléculaire simi-
laire est constatée. Il pourrait s’agir d’un autre état de repliement d’HPSP, qui n’éluerait pas au
méme moment que le reste suite a une affinité plus faible pour la colonne. D’autre part, en ce qui
concerne le culot bactérien, une faible présence d’une protéine de 25 kDa est constatée ce qui sug-
gere quelques pertes lors de I’étape de lyse. Cependant, la présence d’une autre protéine de méme
poids n’est pas a exclure. Le Flow Through ne possede pas une quantité importante de protéine de

25 kDa. La majorité de la protéine exprimée est donc récupérée.

4.3.2 Suivi de purification par test d’activité

Le test d’activité utilisé sur HPSP se base sur la dégradation de la phospho-L-sérine, par HPSP,
en L-sérine et en phosphate. La présence de phosphate est ensuite dosée par la méthode colori-
métrique décrite a la Figure 4.6. Par réaction du phosphate avec une solution formée de vert de
malachite et de molybdate d’ammonium, un complexe vert absorbant a 655 nm se forme. L’ab-
sorbance de ce complexe est directement proportionnelle a la quantité de phosphate en solution et
permet donc de mettre en évidence 1’activité des fractions issues de la purification. Ce protocole a
été découvert par Itaya et al.% et mis au point par un précédent mémoire.®® L’ avantage de ce test

est qu’il permet d’observer rapidement si la protéine est active ou non.
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(o) Y 0] \O@ —> 0 - OH Complexe vert

HPSP Absorbance a 655 nm

(NH4)sM07024

Figure 4.6 — Principe du test d’activité de HPSP. %6

Les différents résultats des tests, effectués en triplicats sur une quantité d’enzymes identique,
sont repris au Tableau 4.1. Le premier résultat montre que la fraction HPSP est bien active. Elle n’a

donc pas été dénaturée durant sa production. Le second résultat indique que la fraction contami-
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nante possede aussi une 1égere activité phosphatase. Cette activité confirme 1’hypothese d’un autre
état d’HPSP pour cette fraction. Enfin, le Flow Through possede lui aussi une activité phosphatase
explicable par le fait qu’il existe, dans la machinerie d’E. coli, une phosphoserine phosphatase

propre a la bactérie libérant du phosphate et donc réagissant au test.

Tableau 4.1 — Résultats issus du test d’activité réalisé sur les fractions récoltées apres purification,
pour une méme quantité d’enzymes. Mesures réalisées en triplicats.

Fractions Concentration en PO4*~ (uM)  Ecart-type (uM)
Flow Through 7,962 1,406
Fraction contaminante 5,513 0,659
Fraction HPSP 44,716 4,179

Au vu des résultats, la fraction nommée HPSP est collectée pour la suite des expériences. La
concentration protéique de cette fraction, mesurée par Nanodrop™, montre que dix milligrammes

d’enzymes sont récoltés pour 400 mL de culture.

4.4 Conclusions intermédiaires

Au cours de ce mémoire, plusieurs expressions et purifications ont été réalisées. Le processus
d’expression et de purification représentatif développé dans ce chapitre montre que la protéine est
produite avec succes a 1’aide d’un processus d’induction a I'IPTG. La purification par chromato-
graphie d’affinité de type IMAC permet de récolter HPSP sous forme pure et en quantité suffisante,
a savoir dix milligrammes pour 400 mL de culture. Le suivi de purification met en évidence que la
fraction ainsi récoltée a été obtenue sans contaminant tandis qu’un test d’activité souligne le fait

que cette fraction est bien active. Au vu de ces résultats, les essais de cristallogenese sont débutés.
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Chapitre 5

Cristallisation de HPSP

Suite a la purification de HPSP, des essais de cristallisation peuvent étre débutés. Il s’agit
d’une étape primordiale afin de formuler une hypothese mécanistique plausible pour 1I’enzyme.
Elle permet 1’obtention de cristaux protéiques, ce qui, ultérieurement, rend possible la diffraction
par les rayons X des cristaux et la détermination structurale de HPSP, avec ou sans ligands dans son
site actif. Toutefois, 1’obtention de ces cristaux nécessite la détermination des conditions idéales

de cristallisation.

5.1 Principe de la cristallisation

La technique de cristallisation utilisée est celle de la goutte pendante, une des techniques de
cristallisation les plus courantes. Cette technique se base sur un processus d’équilibration par diffu-
sion de composés volatils permettant la cristallisation protéique, schématisé a la Figure 5.1, (a). ®*6!
Une combinaison d’une faible quantité de solution protéique concentrée et d’une faible quantité
d’une solution contenant différents composés, dont un précipitant, est réalisée. Ce mélange prend
la forme d’une goutte sur une lamelle de verre, nommé cover slide. Le cover slide est ensuite placé
et scellé au-dessus d’un réservoir contenant la méme solution précipitante. Par effet de dilution,
la concentration en solution précipitante est plus faible dans la goutte que celle du réservoir. En
conséquence, une diffusion a lieu afin d’augmenter la concentration de la solution précipitante dans

la goutte, entrainant une augmentation de la concentration en protéine. Ce processus a lieu jusqu’a

obtention d’un équilibre des concentrations entre le réservoir et la goutte.
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(a) (b)

Cover slide

—

—  Solution précipitante +
solution protéique

Nucléation

Diffusion

<——— Solution précipitante s

Concentration en protéine

Clair

Concentration en solution précipitante

Figure 5.1 — Principe de la cristallisation de protéines (a) Schéma de la méthode de la goutte
pendante. (b) Diagramme de phase du processus de cristallisation. Inspiré de Qiagen et al.®!

Ce processus de cristallisation peut étre expliqué au moyen d’un diagramme de phase présenté
a la Figure 5.1, (b). Ce dernier met en évidence le comportement de la goutte en fonction des
concentrations des composés respectifs. A basse concentration en protéine et en solution précipi-
tante, la goutte est claire et rien n’y apparait. Lorsque la sursaturation et la concentration en agent
précipitant augmentent, un état métastable s’installe dans la goutte. Il mene ensuite a la phase de
nucléation et a la formation de cristaux. La formation des premiers cristaux entraine une diminu-
tion de la concentration en protéine et un retour a 1’état métastable. Ainsi de suite, le schéma se
répete, permettant ainsi au cristal de grandir. Le choix de la concentration en protéine ainsi que les
composés dans le réservoir est primordial. Ceux-ci influencent la vitesse de diffusion. La diffusion
jouant un rdle dans la concentration en protéine, elle peut entrainer la précipitation de la protéine

si la concentration de cette derniere devient trop grande. ®!

5.2 Cristallisation en présence de phospho-L-sérine

Dans I’optique d’introduire des ligands dans le site actif de HPSP, la protéine est cristallisée
avec de la phospho-L-sérine. Les conditions de cristallisation utilisées s’inspirent des conditions
de Peeraer et al.,*® conduisant 2 une structure cristallographique de haute résolution atomique.
L’agent précipitant utilisé est du Polyéthylene glycol (PEG) 2000. Cet agent permet la diminution
de la solubilité de la protéine.®! D’autres composés se trouvent dans la solution du réservoir, a

savoir un tampon cacodylate et un sel (MgCl, ou CaCl,). Le tampon a pour but de réguler le pH
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lors du phénomene de diffusion. La solution saline, elle, ajuste la force ionique du milieu. Les
conditions des différents composés dans le réservoir investiguées sont décrites au Tableau 5.1, les
conditions de Peeraer et al. figurant a la condition 1. La concentration de solution protéique s’éleve

a6mgmL'.

Afin d’isoler les co-cristaux de HPSP avec la phospho-L-sérine, la solution protéique utilisée
pour la goutte est composée de la protéine concentrée 3 6 mgmL~!, de 5mM de MgCl, afin de
rendre la protéine active et de 10 mM de phospho-L-sérine comme substrat de HPSP. Afin de véri-
fier si la co-cristallisation n’affecte pas I’obtention de cristaux, une cristallisation avec une protéine
dite native est réalisée, en absence de phospho-L-sérine et de MgCl, dans la solution protéique,

sur le méme cover slide pour servir de goutte de contrdle.

Tableau 5.1 — Conditions du puits pour les essais de cristallisation. La gamme de pH examinée
s’étend de 5,5 2 7,0.4446

Conditions  Tampon Sel PEG

1 Cacodylate 0,1M  0,55M < CaCl, < 0,80M  PEG 2000 20%
2 Cacodylate 0,1M  0,55M < MgCl, < 0,80M  PEG 2000 20%
3 Cacodylate 0,1M  0,05M < CaCl, < 030M  PEG 2000 20%

La condition 1, dérivée de Peeraer et al., est inadéquate. Cette condition mene a I’obtention
de peu de cristaux et est peu reproductible. Il en est de méme pour la condition 2. La condition 3
s’avere tres intéressante. Elle permet I’obtention de cristaux autant en cristallisation en condition
native qu’en co-cristallisation, apres seulement une journée. Différentes conditions optimales sont
obtenues entre ces deux types de cristallisation. De maniere générale, les cristaux obtenus en co-

cristallisation sont plus grands que les cristaux obtenus par cristallisation native.

Dans le cas de la cristallisation en condition native, les cristaux apparaissent a partir d’une
concentration en CaCl, dans le réservoir supérieure a 0,20 M. Aucun cristal n’est observé si la
concentration est inférieure. Au-dela, par contre, on observe des cristaux a une gamme de pH
allant de 6 a 7. Cette condition de cristallisation est reprise a la Figure 5.2, a. Dans le cas de la

co-cristallisation avec la phospho-L-sérine selon la condition 3, les cristaux n’apparaissent qu’a
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basse concentration en sel, inférieure a 0,20 M. Le pH de 6,5 semble optimal pour la formation de
cristaux (Figure 5.2, b). Au-dela de cette concentration, les cristaux deviennent progressivement
plus petits jusqu’a devenir inexistants. La présence de MgCl, dans la solution protéique et de CaCl,
dans le réservoir peut s’avérer tres intéressante. En effet, vu la faible quantité de CaCl, dans les
réservoirs ayant donné lieu & une cristallisation, il est des lors possible de retrouver soit du Mg?*,

soit du Ca** dans le site actif.

(a) (b)

Figure 5.2 — Cristaux obtenus a partir de la condition 3 décrite au Tableau 5.1 (a) par cristallisation
standard a pH 6,0 et a une concentration en CaCl, de 0,30 M. (b) par co-cristallisation, a pH 6,5 et
a une concentration en CaCl, de 0,05 M.

5.3 Cristallisation en présence d’un analogue de substrat

Afin d’approfondir les connaissances mécanistiques sur HPSP, la cristallisation est également
réalisée en présence d’un analogue non hydrolysable de phospho-L-sérine, a savoir I’acide homo-
cystéique (HOM). Cette molécule, décrite a la Figure 5.3, possede des similarités structurales avec
le substrat de I’enzyme. Les deux différences se trouvent au niveau du souffre remplacant I’atome

de phosphore et de 1’absence d’oxygene en position +, ce qui rend la molécule non hydrolysable.

Figure 5.3 — Structure de I’acide homocystéique a pH physiologique.
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La co-cristallisation de HPSP avec 1’acide homocystéique est réalisée selon les conditions op-
timales décrites préalablement pour la co-cristallisation avec la phospho-L-sérine. Toutefois, de
légeres modifications des conditions de cristallisation ont lieu afin que I’acide homocystéique rem-
place la phospho-L-sérine. Premierement, ce composé est mis en solution dans le DMSO, ce qui
n’était pas le cas de la phospho-L-sérine. Des essais pré-expérimentaux mettent en évidence que
la protéine native ne subit aucune influence dans le DMSO lors de sa cristallisation jusqu’a une
concentration de 30%. Cependant, afin d’éviter un choc trop brutal entre 1’analogue non hydroly-
sable dilué dans le DMSO et la protéine, il est ajouté directement dans les puits de cristallisation
et non dans 1’aliquot protéique. Les conditions du réservoir sont reprises au Tableau 5.2. En ce qui
concerne I’aliquot protéique, il est composé de la protéine concentrée 2 6 mg mL™! ainsi que de

5 mM de MgCl, afin de rendre la protéine active.

Tableau 5.2 — Conditions pour les réservoirs de cristallisation lors de la co-cristallisation avec
I’acide homocystéique.

Composant Concentration

Acide homocystéique 8 mM dissous dans du DMSO 100%
(4% de DMSO dans le réservoir)

Cacodylate de sodium 0,1M,pH5,527,0

Chlorure de calcium (CaCl,) 0,20M < CaCl, < 0,30M

PEG 2000 (monomethyl) 20 %

Il s’avere que la co-cristallisation conduit a une cristallisation optimale a plus haute concen-
tration en sel que dans le cas de la phospho-L-sérine. L’ apparition de cristaux est observée aux
alentours de 0,25 M en CaCl,. Le pH est optimal entre 6,0 et 6,5. Les cristaux obtenus sont ob-
servables a la Figure 5.4. Ces conditions de cristallisation sont plus proches des conditions de
cristallisation de la protéine native. La présence d’acide homocystéique en solution dans le DMSO
n’affecte pas le processus de formation de cristaux. Ceux-ci cristallisent en un jour et ont une taille

légerement plus grande.
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Figure 5.4 — Cristaux obtenus par co-cristallisation de HPSP avec 1’acide homocystéique 8§ mM
dissous dans du DMSO 100% (4% dans le puit) dans du cacodylate de sodium 0,1 M et du PEG
2000 20%(a) pour une concentration en CaCl, de 0,25 M, a pH 6,0 (b) pour une concentration en
CaCl, de 0,30 M, a pH 6,5.

5.4 Conclusions intermédiaires

Les conditions de cristallisation ainsi que les conditions de co-cristallisation optimales sont dé-
terminées dans les différents cas. La protéine cristallise sous forme native dans le cacodylate 0,1 M,
a un pH compris entre 6 et 7 et pour une concentration en CaCl, supérieure a 0,20 M en présence
de 20% de PEG 2000. Lorsqu’une co-cristallisation avec de la phospho-L-sérine est réalisée, elle
se produit pour des conditions en CaCl, inférieure a 0,2 M pour une méme concentration de PEG et
de cacodylate a pH 6,5. Enfin, si une cristallisation en présence d’acide homocystéique est envisa-
gée, les conditions de co-cristallisations optimales se situent aux alentours d’une concentration en
CaCl, de 0,25 M et un pH de 6,5, la concentration optimale en PEG 2000 et en cacodylate restant

inchangée.
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Chapitre 6

Etude structurale de HPSP

L’obtention d’une structure tridimensionnelle protéique a partir de cristaux nécessite la dif-
fraction de rayons X (RX) par ces derniers. La source de RX est un rayonnement synchrotron.
Ce type de rayonnement permet une meilleure modulation des longueurs d’onde, une analyse plus
rapide, car les RX produits sont plus intenses, ainsi qu’une meilleure focalisation des faisceaux. La
collecte est réalisée au synchrotron SOLEIL, situé a Paris. Pour faciliter la compréhension, les no-
tions liées a I’affinement des structures cristallographiques sont expliquées ci-dessous. Le principe

méme de la diffraction est repris de maniere plus détaillée dans la partie V.

6.1 Principe de I’affinement de structure protéique

Lors d’une expérience de diffraction, un cliché de diffraction, tel que celui présenté a la Figure
6.1, est obtenu. A partir de ce cliché, des intensités diffractées sont extraites. Elles fournissent les
facteurs de structure observés, F,. Le modele affiné permet quand a lui le calcul des facteurs de
structure calculés, F.. Ces données permettent 1’élaboration de cartes densités, outils du cristallo-
graphe pour affiner la structure atomique d’une macromolécule. Deux types de cartes, traitables
par I’expérimentateur, sont ainsi isolables afin d’affiner le modele : la carte de densité référant aux
facteurs F, — F. et la carte de densité référant aux facteurs 2F, — F,. (voir partie V) L’affinement

consiste a affiner les coordonnées x, y et z ainsi que le facteur d’agitation thermique * des atomes.

A. Facteur rendant compte de la vibration des différents atomes et de la cohérence de la position des atomes par
rapport aux cartes de densités. Il est aussi appelé facteur B. ¢’
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Haute résolution

Figure 6.1 — Cliché de diffraction d’un cristal décrit dans le présent chapitre. Résolution de 1,57 A.

Ce processus utilise une alternance d’optimisations suivie de corrections manuelles cherchant
a positionner au mieux les atomes dans les cartes de densité. La structure est validée lorsqu’elle

est jugée concordante avec les données expérimentales, notamment a 1’aide de trois indicateurs :

Le R-factor indique I’écart entre les facteurs de structure calculés et les facteurs de structure ob-
servés, selon 1’équation 6.1. Ce facteur mesure 1’erreur commise dans le modele et est directement
influencé par la résolution atomique de la structure. On distingue deux types de R-factors, calculés
sur des jeux de données différents, le 2., et le Ry,... Pour des structures de qualité, les R-factors
attendus sont de 1’ordre de 20 % avec une différence comprise entre les deux R-factors entre 2%

et 7%.%8

Z |Fo B FC|

= _—— 6.1
S F, oD

R - factor =

Les RMSD, pour Root-mean-square deviation, renseignent le respect du modele d’un point de
vue chimique, pour les distances de liaisons (RMS(bonds)) et pour les angles (RMS(angles)). Le
RMS(bonds) montre un bon affinement de structure s’il possede une valeur inférieure a 0,02 A.

Au-dela de 0,03 A, cela montre des erreurs dans le modele proposé.68

Les cartes de Ramachandran et de rotameres renseignent des angles de torsions les plus fré-
quemment observés dans les protéines. La différence entre ces deux notions s’explique par le fait
que les cartes de Ramachandran s’intéressent aux angles de torsion du squelette carboné de la

chaine principale tandis que les rotameres s’intéressent, eux, aux chaines latérales. Il est souhai-
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table d’avoir un pourcentage d’angle de Ramachandran hors des cartes proche de 0,2%. Pour les

rotameres, 1% des chaines latérales hors des conditions idéales est tolérable.

La qualité d’une structure est aussi influencée par sa résolution atomique. Elle se définit comme
étant la capacité a aller au-dela de grandes valeurs d’angles de diffraction lors de la collection
des données sans rencontrer de phénomene d’interférence (Figure 6.1). Elle dicte la morphologie
des cartes de densité. Plus le cliché de diffraction montre des spots éloignés du centre, plus le
cristal diffracte a une haute résolution atomique et au mieux les cartes de densités sont définies.
Si les cartes de densités sont bien définies, I’emplacement des atomes dans la macromolécule est
plus précis. Une structure est dite de haute résolution atomique entre 1,2 Aet2,0A, de moyenne

résolution atomique entre 2,0 A et 3,0 A et de faible résolution atomique a partir de 3,0 A.68

6.2 Structure de HPSP en présence de phospho-L-sérine

Une collecte des intensités de diffraction est effectuée sur les cristaux obtenus en présence de
phospho-L-sérine, par co-cristallisation, a un pH de 6,5 et a une concentration en CaCl, de 0,15 M
observable a la Figure 6.2. Les cartes de densités sont obtenues apres remplacement moléculaire B
et affinement a 1’aide du programme Phenix,® interprétée via le programme Coot’’ tandis que

Iattribution des éléments de structures secondaires a été réalisée avec le programme DSSP.”!

(b) Haute résolution

Figure 6.2 — (a) Cristaux obtenus par co-cristallisation avec la phospho-L-sérine, a pH 6,5 et a une
concentration en CaCl, de 0,15 M dans un tampon cacodylate 0,1 M et une solution de PEG 2000
20%. (b) Cliché de diffraction du cristal. Résolution de 1,93 A.

B. A partir de la structure INNL de Peeraer et al.
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La résolution atomique s’éleve 2 1,93 A. La structure ainsi obtenue aprés affinement est dépo-
sée dans la PDB sous le code 6HYJ. Elle est présentée a la Figure 6.3 et possede deux molécules
dans son unité asymétrique, nommées A et B. Dans chacune d’entre elles, un ion métallique est
retrouvé dans le site actif. La boucle dynamique, décrite dans la littérature et également localisée
entre la Val40 a la Pro57, possede une structure repliée dans la molécule A et totalement dépliée
dans la molécule B. La boucle de B étant moins définie, I’affinement a été réalisé seulement pour
le squelette carboné de la chaine principale. La présence de ligands dans la poche catalytique est
constatée. Il s’agit du réactif de I’enzyme, la phospho-L-sérine, dans la molécule A et du produit
de I’enzyme, la L-sérine, dans la molécule B. Dans les paragraphes ci-dessous, la détermination
du type de métal ainsi que I’étude des ligands sont développées. L’étude de la boucle dynamique

composant HPSP fera I’objet d’une étude détaillée.

Figure 6.3 — Structure de la protéine issue du cristal obtenu par co-cristallisation a pH 6,5 et a
une concentration en CaCl, de 0,15 M. Structure des deux monomeres A et B. La boucle dyna-
mique apparait en vert, le métal en mauve, le motif catalytique en rouge et la phospho-L-sérine en
bordeaux.
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Les données relatives a la diffraction sont reprises au Tableau 6.1. Une différence acceptable
entre les R-factors de 1’ordre de 6,36% est remarquée. Il en est de méme pour les valeurs de
RMSD. Le facteur d’agitation thermique moyen est de 49 A% En ce qui concerne les cartes de
Ramachandran, deux acides aminés possedent des angles de torsions hors des angles idéaux : la
Val44 et I’ Ala5S1, tous deux provenant de la molécule B. Ces acides aminés composent la boucle
dynamique dépliée et possedent donc des angles de torsion inhabituels dus au mouvement de cette
derniere. Le pourcentage de rotameres hors des cartes est acceptable. Ces rotameres hors des cartes
sont associés a la Phell, I'lle174, la GIn204 et la Leu220, tous compris dans la molécule B. La

position de ces acides aminés semble correcte malgré des angles de torsion inhabituels.

Tableau 6.1 — Données relatives a la diffraction conduisant a la structure présentée a la Figure 6.3.
Les données entre parentheses correspondent a la plus grande sphere de résolution.

Données de diffraction Affinement
Groupe d’espace 222, Rori final (%) 19,98
Sous-unité 2 Ryree final (%) 26,34
Paramétre de maille (A et°) a=48,67,b=128,97 |RMS(bonds) (A) 0,008
c=155,71, a, B, v = 90| RMS(angles) (A) 1.19
Résolution (A) 34,23 - 1,993 Facteur B (macromolécule) (AZ) 48,89
(1,998 - 1,929) Nombre de molécules d’eau 185
Réflections unique 36957 (3228) Nombre de ligands 3
Complétude (%) 98,66 (87,57) Rotameres défavorisés (%) 1,09
Signal sur bruit (//0) 11,27 (0,96) Ramachandran défavorisés (%) 0,45
Multiplicité 2,0(1,9) Ramachandran favorisés (%) 94,77

La structure obtenue pour chaque monomere (Figure 6.4) est composée de treize hélices « ainsi
que huit plans 3 et est similaire a celle retrouvée dans la littérature (Figure 6.5). Le motif cataly-
tique, en rouge, est constitué de quatre boucles. Le motif correspondant au motif coiffe des HAD,
en orange, est fait de quatre hélices « au lieu de trois dans la structure décrite dans la littérature.

Cette boucle supplémentaire, en vert, est la boucle dynamique de HPSP.>

L’étude plus approfondie de la structure obtenue nécessite de porter son intérét sur le cation
métallique qui compose le site actif. La cristallographie ne donne pas d’indication directe sur la

nature de ce métal. Toutefois, cette information est relativement importante et peut étre déterminée.
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Figure 6.4 — Structure de la molécule A Figure 6.5 — Structure d’une molécule du di-
du dimere de HPSP. La boucle dynamique mere de HPSP présenté dans la PDB obte-
est en vert tandis que le motif de coiffe est nue par Peeraer et al. (INNL). %% Le motif
en orange. Le motif catalytique apparait en de coiffe est en orange tandis que le motif
rouge. catalytique apparait en rouge.

Pour ce faire, une analyse selon trois indicateurs est utilisée, a savoir la géométrie des cartes de
densités autour du métal, le facteur d’agitation thermique des atomes environnants et du métal et
les distances de liaisons entre le métal et ces ligands. A partir des cartes de densité (Figure 6.6
et 6.7), dans le cas des deux molécules A et B, une coordination du métal de type octaédrique
est constatée, avec six ligands. Les ligands impliqués dans cette sphere de coordination sont trois
molécules d’eau et trois acides aminés : 1’Asp20, 1’Asp22 et 1I’Asp179, soit les ligands décrits
dans Ia littérature.*® Cette coordination octaédrique est typique de la présence de magnésium,
mais elle n’exclut pas la présence du calcium puisque ce dernier peut présenter une sphere de

coordination 2 six, sept ou huit ligands.*¢ Il est donc nécessaire d’analyser d’autres indicateurs.

| )N
H,0 (121)

Figure 6.6 — Carte de densité du site actif de
la molécule A.

Figure 6.7 — Carte de densité du site actif de
la molécule B.
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Les facteurs d’agitation thermique appartiennent aux indicateurs couramment utilisés pour cré-
diter la présence d’un type de métal ou non. En effet, ceux-ci témoignent de I’agitation des atomes
et de la cohérence avec la carte de densité. Pour qu’un atome soit considéré comme cohérent avec
la densité qui I’entoure, il est nécessaire que son facteur d’agitation thermique soit faible et cohé-
rent avec ’environnement. Dans le cas présent, une variation notable de ces facteurs est constatée
entre la présence d’un ion magnésium ou calcium dans les molécules. Si du calcium est placé dans
le site actif des deux monomeres, un facteur d’agitation thermique de 36,11 A2 est obtenu pour la
molécule A et de 38,07 A2 pour la molécule B. A I’inverse, si du magnésium est dans le site actif,
un facteur d’agitation plus faible, de 23,74 AZ, est observé pour la molécule A et de 27,09 A2 pour
la molécule B. Cependant, les facteurs d’agitation obtenus pour le magnésium ne sont pas cohé-
rents avec les facteurs d’agitation obtenus dans le cas des acides aminés environnants. En effet, la
valeur de ceux-ci s’approche des valeurs de facteurs d’agitation thermique obtenues pour le cal-
cium. Enfin, les distances de liaisons entre les ligands et le métal sont étudiées. Celles-ci (Tableau
6.2 et Figure 6.8) suggerent la présence de calcium. En conclusion, sur base des trois indicateurs,

un ion calcium est présent dans les deux sites actifs.

Ligands A (A) B (A) Mg Asp ,‘\,H
Eau 1 2,43 2,38 Ca™" Asp
Eau 2 2,42 2,20 . 9

2.06 (DS=0.048 A) :
Eau 3 2,24 2,60 2.31 (DS=0.032 A)
Asp 20 2,25 2,38 H,O- - Mtal 5
Asp 22 2,31 2,24 2.07 (DS=0.036 A) 2.06 (DS=0.034 A)
Asp179 2.8 231 2.35 (DS=0.055 A) 2.32 (DS=0.048 A)

Tableau 6.2 — Distances entre 1’ion métal- Figure 6.8 — Distances M-O provenant de la

lique et les ligands pour la molécule A et CSD pour les aspartates et I’eau : moyenne

B.46.72 et déviation standard (DS) En gras : Mg*"
) 2+ 46,7273

souligné : Ca“".

La structure protéique obtenue apres affinement met en évidence la présence de ligands dans
I’unité asymétrique. Ces ligands varient en fonction de la molécule. En plus d’un métal dans le
site actif, on retrouve une molécule de phospho-L-sérine (PLS) dans de la molécule A. Dans le
cas de la molécule B, une molécule de phospho-L-sérine est aussi observable, mais a la surface

de la macromolécule tandis qu’une molécule de L-sérine se loge dans le site actif. L’ orientation
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de ces ligands s’explique par une série d’interactions stabilisantes au sein méme de la protéine
par I'intermédiaire d’acides aminés. En ce qui concerne le site actif de la molécule A, la Figure
6.9 souligne la présence de phospho-L-sérine selon un facteur d’occupation de 46%. Celle-ci est
en interaction avec des acides aminés mentionnés dans la littérature comme €tant essentiels pour
I’activité de HPSP. Effectivement, on observe une proximité entre I’ Asp20 et I’ Asp22 et le substrat,
ce qui est intéressant compte tenu du role supposé de nucléophile et de base de ces deux acides
aminés. De plus, le substrat est stabilisé dans cette position par la présence de I’ Arg65, la Lys158
et de la Thr182. Un relai de ponts hydrogene, partant de 1’ Arg63, stabilise I’amine de la phospho-

L-sérine. Le récapitulatif des différentes interactions est repris au Tableau 6.3.

Arg6s Met52 (B)

Glu29 .

Gly111

Ser109

Figure 6.9 — Structure de la molécule A. Vision en volume. La phospho-L-sérine apparait en bor-
deaux et le métal en rose. Les ponts hydrogeénes apparaissent en noir, les interactions ioniques en
bleu et les distances montrant une possible réactivité en orange.

Tableau 6.3 — Interactions entre les acides aminés et le substrat contenu dans la molécule A, pré-
senté a la Figure 6.9. Les atomes concernés par la mesure des distances sont soulignés.

Ligands Acide aminé Distance (A) Type d’interactions
PLS (OP) Asp 20 (COO) 2,8 /

PLS (OP) Eau - Asp 22 (COO) 2,7-3,4 Pont hydrogene
PLS (NH3) Eau - Arg 65 (NH2) 2,7-3,9 Pont hydrogene
PLS (OP) Lys 158 (NH3) 1,3 Ionique

PLS (COO) Thr 182 (OH) 3,2 Pont hydrogene
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La Met52 adopte deux conformations en fonction de la présence de la phosho-L-sérine, justi-
fiable par I’encombrement stérique (Figure 6.10). Quand le site actif est vide, la Met52 adopte la
position A, observée dans 57% des cas. Toutefois, lorsque le substrat est dans le site actif, la Met52
est en position B, évitant un encombrement stérique défavorable (43% des cas). Cette méthionine
étant présente dans la boucle dynamique, il pourrait s’agir d’un contrdle de fermeture de celle-ci

lors de I’arrivée du substrat, a I’'image d’un loquet.

(a) (b)

2 \‘ \‘

Met52(A) y

¢

3 \
L B .
A . 74 /

Figure 6.10 — Positionnement de la Met52 en fonction de I’occupation du site actif (a) lorsque
le site actif est vide (57% des cas) (b) lorsque la phospho-L-sérine occupe le site actif (43% des
cas). L’ion métallique est en rose et I’hélice dynamique est en vert. La phospho-L-sérine est en
bordeaux.

T,

Dans la molécule B, une molécule de phospho-L-sérine n’est pas observable dans le site ac-
tif, mais a I’extérieur de la protéine (Figure 6.11). Cette phospho-L-sérine est stabilisée a 1’aide
principalement de deux acides aminés, a savoir la Phel31 et la Lys168. L’interaction avec la phé-
nylalanine est de type 7-cation tandis que celle avec la lysine est de type ionique. Le site actif de la
molécule B, présentée a la Figure 6.12, contient, lui, une molécule de L-sérine. Elle semble étre en
train de sortir de la protéine. La stabilisation de ce ligand est garantie par la présence de 1’ Arg202
ainsi que des acides aminés d’une molécule voisine dans la maille cristalline. Le Glu29 repousse

le ligand vers la sortie. Ces interactions sont reprises au Tableau 6.4.
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—

N7}

w,

Figure 6.11 — Stabilisation de la phospho-L-sérine sur la surface de la molécule B. Vision en
volume. Les interactions 7-cation apparaissent en vert et les interactions ioniques en bleu.

Asp22
Asp20
Lys158

Ser109
Aspl83

Figure 6.12 — Structure de la molécule B. Vision en volume. La L-sérine apparait en bordeaux et
le métal en rose. Les interactions ioniques apparaissent en bleu et les distances entre le ligand et le

Glu29 apparaissent en rouge.
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Tableau 6.4 — Interactions entre les acides aminés et les ligands contenu dans la molécule B, pré-
senté a la Figure 6.12. Les atomes concernés par la mesure des distances sont soulignés.

Ligands Acide aminé Distance (A) Type d’interactions
PLS (NH3) Phe 131 (AR.) 3,0 m-cation

PLS (OP) Lys 168 (NH3) 3,5 Ionique

SER (COO) Glu 29 (COO) 2,7 /

SER (COO) Glu 29 (COQO) 4,1 /

SER (COO) Arg 202 (NH2) 3,2 Ionique

La position des ligands dans les deux molécules souligne I’importance de certains acides ami-
nés dans le mécanisme de HPSP. En effet, le role de 1’Asp20 et de I’ Asp22 est cohérent avec le
positionnement de ces derniers par rapport au substrat de I’enzyme. L’ Asp20 est judicieusement
orienté afin d’attaquer le phosphate tandis que I’ Asp22 est proche du substrat. Une interaction
entre ces deux derniers apres hydrolyse est possible afin de permettre la protonation de la L-sérine.
L’importance de I’ Arg65, la Lys158 et de la Thr182 est soulignée afin de stabiliser le substrat dans
la poche enzymatique. Ces trois résidus permettent 1’orientation du substrat favorisant la réaction.

Enfin, le Glu29 et I’ Arg202 peuvent avoir un role de liaison du produit lors de la sortie du site actif.

6.3 Structure de HPSP en présence de L-sérine et de phosphate

Le second cristal analysé au synchrotron est représenté a la Figure 6.13. Ce cristal est obtenu
par co-cristallisation en présence de phospho-L-sérine, a pH 6,5 et a une concentration en CaCl,

de 0,05 M. Le cristal ainsi obtenu diffracte a une résolution atomique de 1,57 A.

Haute résolution

(b)

Figure 6.13 — (a) Cristaux obtenus par co-cristallisation avec la phospho-L-sérine, a pH 6,5 et a
une concentration en CaCl, de 0,05 M dans un tampon cacodylate 0,1 M et de PEG 2000 20%. (b)
Cliché de diffraction du cristal. Résolution de 1,57 A.
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Apres affinement des données de diffraction, I’unité asymétrique possede également deux mo-
lécules, nommées C et D. De maniere identique que précédemment, un ion métallique est retrouvé
dans chaque site actif ainsi que la boucle dynamique. Celle-ci a pu €tre affinée dans son entiereté
pour les deux molécules et possede le méme dynamisme d’ouverture que précédemment (fermé
dans C et ouvert dans D). Des ligands sont observables dans les sites actifs des deux molécules.
Toutefois, il ne s’agit plus de phospho-L-sérine mais de L-sérine et d’un phosphate, les produits

d’hydrolyse.

La structure, déposée dans la PDB sous le code 6HY'Y, est présentée a la Figure 6.14. Les in-
formations relatives a la diffraction sont reprises au Tableau 6.5. On peut constater que la structure
possede un Ryork (19,45%) et un Ry, (22,66%) relativement bas, ce qui montre une tres bonne
cohérence du modele avec les valeurs expérimentales. Les valeurs basses de RMSD appuient cette
constatation. De maniere générale, la structure respecte les cartes de Ramachandran sauf dans le
cas de deux acides aminés, le Glu224 de la molécule A et la Val40 de la molécule B. Cela s’ex-
plique par la présence respective de ces acides aminés en extrémité terminale et dans la boucle
dynamique de HPSP. Il en découle une certaine mobilité. Il en est de méme pour les rotameres.
Ils sont tous cohérents avec la carte de densité sauf 1’Arg202 de la molécule B, un acide aminé

possédant un caractere dynamique détaillé plus loin.

Tableau 6.5 — Données relatives a la diffraction de la structure présentée a la Figure 6.14. Les
données entre parentheses correspondent a la plus grande sphere de résolution.

Données de diffraction Affinement
Groupe d’espace 2224 Rorr final (%) 19,45
Sous-unité 2 Ryyee final (%) 22,56
Paramétre de maille (A et °) a=49,14,b=129,14 |RMS(bonds) (A) 0,007
¢ = 155,79, a, 3, v = 90| RMS(angles) (A) 1,20
Résolution (A) 32,28 - 1,57 Facteur B (macromolécule) (A?) 34,35
(1,622 - 1,566) Nombre de molécules d’eau 347
Réflections unique 69622 (6498) Nombre de ligands 3
Complétude (%) 99,25 (93,82) Rotameres défavorisés (%) 0,27
Signal sur bruit (I /o) 22,30 (2,07) Ramachandran défavorisés (%) 0,46
Multiplicité 2,0(2,0) Ramachandran favorisés (%) 96,29
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Figure 6.14 — Structure de HPSP obtenue a pH 6,5 et a une concentration en CaCl, de 0,05 M.
Structure des monomeres C et D. La boucle dynamique apparait en vert, le phosphate en orange,
le métal en mauve, le motif catalytique en rouge et la L-serine en bordeaux.

Afin de déterminer le métal dans le site actif, la méme méthodologique que dans le cas de la
structure précédente est appliquée. Les deux cartes de densités (Figures 6.15 et 6.16) ont mis en
évidence deux sites actifs foncierement différents. Dans le cas de la molécule C, il s’agit bien des
six ligands habituels pour I’'ion métallique de HPSP. Cependant, pour la molécule D, 1’Asp20 ne
coordinne plus le métal avec un seul oxygene du carboxylate mais avec les deux. Deux molécules
d’eau sont visibles, une des trois molécules habituellement observée dans la structure ayant été
remplacée par une liaison au phosphate, soit une géométrie a sept ligands. La carte Fip — F- indique
un manque d’électrons dans la molécule D en présence de Mg”*. Ces différences de géométrie
suggerent la présence de Mg?* dans la molécule C et de Ca** dans la molécule D. Les facteurs

d’agitations thermiques (facteurs B) et les longueurs de liaisons confirment cette hypothese.

Figure 6.15 — Carte de densités du site ac- Figure 6.16 — Carte de densités du site actif
tif de la molécule C en présence de Mg*". de la molécule D en présence de Ca**. Fac-
Facteur B de 17,25 A? pour le Mg?*. teurs B de 23,76 A2 pour le Ca>*.
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La seconde information observable sur cette structure est la présence de ligands. Les sites actifs
de la molécule C et de la molécule D contiennent des ligands différents. Dans la molécule C, on
retrouve une molécule de L-sérine ainsi qu’un ion phosphate alors que dans la molécule D seule-
ment un ion phosphate est observable. En ce qui concerne la molécule C, observable a la Figure
6.17, la fonction alcool de la L-sérine est orientée dans la poche catalytique vers 1’Asp22. Cela
pourrait souligner le role de I’ Asp22 lors de la protonation de la L-sérine. Une stabilisation par la
Ser109 et la Gly110 via un pont hydrogene est possible. L’interaction entre la Lys158 et le ligand
est de type ionique et stabilise aussi la molécule de L-sérine. Le Glu29 et I’Arg65 jouent aussi
un role stabilisant indirect a 1’aide de différentes molécules d’eau, a savoir deux molécules d’eau
pour 1’Arg65 et une pour le Glu29. Le phosphate, lui, est stabilisé par I’ Arg202. Deux conforma-
tions pour 1’Arg202 sont observables en fonction de I’état de liaison du phosphate. La position de
I’ Arg202 liant le phosphate (Arg202 (B)) possede un facteur d’occupation de 40%. Le phosphate
interagit avec la Thr182, la Lys158 et une molécule d’eau. Les ligands n’interagissent pas avec la
Met52. Celle-ci possede une position équivalente a la position de la Met52(B) précédemment mise
en évidence. La protéine possede une boucle dynamique fermée, confirmant le rdle de loquet de
I’acide aminé. Les deux ligands sont aussi proches de I’ Asp20, dont le role nucléophile a déja été

mentionné.

Tableau 6.6 — Interactions entre les acides aminés et les ligands présentés a la Figure 6.17. Les
atomes concernés par la mesure des distances sont soulignés.

Ligands Acide aminé Distance (A) Type d’interactions
SER (COO) Asp 20 (COO) 3,2 /

SER (NH3) Asp 22 (COO) 2,5 Pont hydrogene
SER (OH) Asp 22 (NH) 3,0 Pont hydrogene
SER (OH) Ser109 (OH) 3,0 Pont hydrogene
SER (COO) Gly110 (NH) 3,0 Pont hydrogene
SER (COO) Lys158 (NH3) 2,4 Ionique

SER (NH3) Eau - Glu 29 (O) 2,6 -2,1 Pont hydrogene
SER (NH3) Eau - Arg65 (O) 3,8-4,7 Pont hydrogene
PO4 (O) Eau - SER (COO) 3,6-24 Pont hydrogene
PO4 (O) Thr182 (OH) 2,7 Pont hydrogene
PO4 (O) Arg202 (A) (NH2) 4,1 Ionique

PO4 (O) Arg 202 (B) (NH2) 2,4 Ionique
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Gly1i1

Figure 6.17 — Structure du site actif de la molécule C. Vision en volume. La L-sérine apparait en
bordeaux, le phosphate en orange et le métal en rose. Les interactions de type pont hydrogene sont
en noir et les interactions ioniques en bleu. Les distances pouvant montrer une possible orientation
due a une réactivité sont en orange.

D’un point de vue mécanistique, la molécule C est tres intéressante. Elle confirme I'importance
de divers acides aminés démontrée dans la littérature par mutagenese (Asp20, Asp22, Aspl79,
Glu29, Agb65, Ser109, Lys158, Aspl183, Arg202). Néanmoins, le role de certains acides aminés
semble s’expliquer différemment que les hypotheses posées dans la littérature. En cohérence avec
la littérature, cette structure confirmerait le role de I’ Asp20 comme nucléophile. L’ orientation de
I’ Asp22 indique également le role de ce dernier comme intervenant dans la protonation de la L-
sérine. L’importance de la Ser109, du Glu29, de I’ Arg202 et de la Lys158 est mise en évidence
selon un rdle de stabilisation et d’orientation des ligands. Toutefois, la Lys158 pourrait jouer éga-
lement un role lors de 1’étape de régénération. L’ Asp20 serait, dans ce cas, régénéré par cet acide
aminé et non par I’Asp183. De plus, I’Asp183 est moins proche du phosphate pour permettre une

régénération. Enfin, I’Asp179 ne montre pas d’influence dans la stabilisation des ligands.
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La molécule D, quant a elle (Figure 6.18), possede un phosphate proche de 1’ Asp20 et de
I’Asp22. La Ser109 et la Lys158 interviennent une nouvelle fois dans la stabilisation du ligand.
Le phosphate interagit avec 1’ion calcium. L’ Arg65, Asp183 et 1’ Arg202 sont relativement loin du
phosphate, aucune interaction n’est possible. La position de ces acides aminés souligne le role de
la Lys158 dans I’hydrolyse de 1’ Asp20 lorsque celui-ci est 1ié au phosphate de par sa proximité. La

proximité avec I’ Asp22 peut s’expliquer par un pont hydrogene si cet acide aminé est protoné.

~ g Aspl83
Y\ = | \ \ W
T 1Y \ \ I
F \ Z P
- o '
% L
s ~ //-’-f" J 4 \ Arg65 Thr182
- . - i Lys158

Figure 6.18 — Structure du site actif de la molécule D. Vision en volume. Le phosphate apparait en
orange et le métal en rose. Les interactions de type pont hydrogéne sont en noir et les interactions
ioniques en bleu. Les distances pouvant montrer une possible orientation due a une réactivité sont
en orange.

Tableau 6.7 — Interaction entre les acides aminés et les ligands présentés a la Figure 6.18. Les
atomes concernés par la mesure des distances sont soulignés.

Ligands Acide aminé Distance (A) Type d’interactions
PO4 (O) Asp 20 (COO) 2,9 /

PO4 (O) Asp 22 (COO) 2,7 Pont hydrogene
PO4 (O) Asp 22 (NH) 2,8 Pont hydrogene
PO4 (O) Ser 109 (OH) 34 Pont hydrogene
PO4 (O) Lys 158 (NH3) 2,7 Ionique
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6.4 Structure de HPSP en présence d’un analogue de substrat

Le dernier cristal analysé au synchrotron est présenté a la Figure 6.19. Il a été obtenu par
co-cristallisation avec I’acide homocystéique, a un pH de 6,5 et a une concentration en CaCl, de

0,30 M. Le cristal ainsi obtenu a diffracté a une résolution atomique de 1,99 A.

b Haute résolution

-

Figure 6.19 — (a) Cristaux obtenus par co-cristallisation avec 1’acide homocystéique, a pH 6,5 et
a une concentration en CaCl, de 0,30 M dans un tampon cacodylate 0,1 M, avec 8 mM d’acide
homocystéique dilué dans le DMSO pour un pourcentage de 4% dans le puit et du PEG 2000 20%.
(b) Cliché de diffraction correspondant. Résolution de 1,99 A.

La structure obtenue, présentée a la Figure 6.20 et déposée dans la PDB selon le code 6Q6J,
est fortement similaire aux structures précédentes. Elle posseéde deux molécules dans 1’unité asy-
métrique (E et F) ainsi qu’un calcium dans chaque site actif. La boucle dynamique a également
pu étre définie dans son entiereté excepté la chaine latérale de 1’ Arg50 de la molécule B. Dans le
cas de la molécule E, la boucle est fermée tandis que dans le cas de la molécule F, elle est ouverte.
Les données de diffractions sont présentées dans le Tableau 6.8. Les données de R-factors (19,82%
et 24,76%) sont relativement cohérentes avec une résolution atomique de 1,99 A. Un acide aminé
se situe a I’extérieur des cartes de Ramachandran. Il s’agit de 1’ Ala55 de la molécule B, comprise
dans la boucle dynamique. Au niveau des rotameres, un seul acide aminé est considéré comme non
idéal. Il s’agit de la Leu220 de la molécule B. Cette structure se démarque dans les ligands qu’elle
contient. Aucun ligand n’est observé dans le site actif de la molécule E. A I’inverse, une molécule
d’acide homocystéique se trouve dans le site actif de la molécule F. A I’extérieur de la protéine,
un ion calcium supplémentaire est observé proche de la molécule E et un ion chlorure pres de la

molécule F.
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Figure 6.20 — Structure de HPSP obtenue pour des conditions de cristallisation avec 1’acide ho-
mocystéique a pH 6,5 et a une concentration en CaCl, de 0,30 M. La boucle dynamique apparait
en vert, les ions calcium en mauve, le motif catalytique en rouge et 1’acide homocystéique et I’ion

chlorure en bordeaux.

Tableau 6.8 — Données relatives a la diffraction de la structure présentée a la Figure 6.20. Les
données entre parentheses correspondent a la plus grande sphere de résolution.

Données de diffraction Affinement
Groupe d’espace C222, Ryorr: final (%) 19,82
Sous-unité 2 Ryee final (%) 24,76
Paramétre de maille (10\ et°) a=49,23,b=130,49 |RMS(bonds) (10\) 0,009
¢ =157,76, a, 8, v = 90 [RMS(angles) (A) 1,20
Résolution (A) 34,65 - 1,985 Facteur B (macromolécule) (A?) 46,02
(2,056 - 1,985) Nombre de molécules d’eau 195
Réflections unique 35482 (3380) Nombre de ligands 4
Complétude (%) 99,55 (96,24) Rotameres défavorisés (%) 0,28
Signal sur bruit (I /o) 17,40 (2,29) Ramachandran défavorisés (%) 0,23
Multiplicité 2,0(2,0) Ramachandran favorisés (%) 96,07
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D’un point de vue mécanistique, la position de 1’acide homocystéique dans la protéine est inté-
ressante. Comme démontré a la Figure 6.21, ce ligand est en interaction avec de nombreux acides
aminés. La partie sulfonate est a proximité de I’ Asp22. Par cette proximité et le caractere acide
fort de 1’acide homocystéique, un hydrogene doit &tre porté par 1’ Asp22 afin d’expliquer une in-
teraction favorable. Cet hydrogene permet la formation d’un pont hydrogene et confirme le role de
protonation de I’ Asp22. Un motif de type oxyanion hole est observé entre un oxygene du sulfonate,
la Ser109, la Gly110 et la Gly111.€ La formation de cet intermédiaire améliore 1’attaque nucléo-
phile puisque I’oxygene se comporte comme un sulfonate (S—O7) et non plus comme une sulfone
(S=0).7+7¢ L attaque nucléophile est ainsi favorisée par I’ Asp20 afin de combler le manque de
liaison au niveau du soufre. Ce mécanisme de stabilisation connu dans des cas de protéases et

d’estérases n’avait jamais été mis en évidence dans le cas de HPSP.7+7

Un pont hydrogene avec Thr182 est observable pour stabiliser le carboxylate ainsi qu’une sta-
bilisation indirecte avec I’ Asp183 avec des molécules d’eau. La fonction ammonium est stabilisée
par une succession de pont hydrogene par le biais de molécules d’eau. L’ Asp20 est préférentiel-
lement orienté pour attaquer le soufre. L’hélice dynamique ouverte dans cette structure s’explique

par la présence d’acide homocystéique et non de phospho-L-sérine dans le site actif.

Tableau 6.9 — Interaction entre les acides aminés et le ligand présentés a la Figure 6.21. Les atomes
concernés par la mesure des distances sont soulignés.

Ligands Acide aminé Distance (A) Type d’interactions
HOM (S03) Asp20 (COO) 3,6 /

HOM (SO00) Asp22 (COOH) 2,3 Pont hydrogene
HOM (SO0O0) Asp22 (NH) 2,5 Pont hydrogene
HOM (SO0O0) Ser109 (OH) 1,9 Oxyanion hole
HOM (SO00) Gly110 (NH) 2,6 Oxyanion hole
HOM (SO00) Glyl11 (NH) 2,3 Oxyanion hole
HOM (NH?3) Eau - Lys158 (NH) 3,6-3,6 Pont hydrogene
HOM (COO) Thr182 (OH) 3,4 Pont hydrogene
HOM (COO) Eau - Thr182 (NH) 23-34 Pont hydrogene

C. Un oxyanion hole est un trou ol va venir se positionner un anion qui va étre stabilisé par plusieurs ponts
hydrogenes.
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» ( ,\ Glylll

Figure 6.21 — Structure du site actif de la molécule F. Vision en volume. Les interactions ioniques
sont en bleu, les interactions de type Oxyanion hole en rose et les ponts hydrogeénes en noir. Les dis-
tances montrant une proximité pouvant étre expliquées par une réactivité apparaissent en orange.

L’acide homocystéique se trouve a une position différente que la phospho-L-sérine obtenue
dans la premiere structure. Cette derniere n’était pas stabilisée par la Ser109 et les deux glycines
110 et 111. La différence entre les deux positions est montrée a la Figure 6.22. Un déplacement
vers I’intérieur du site actif est identifiable par rapport a la phospho-L-sérine. Cette différence de
position peut s’expliquer du fait que 1’acide homocystéique €jecte une molécule d’eau pour prendre
sa place et s’approche des aspartates catalytiques. Ce rapprochement permet la stabilisation au

niveau de 1’oxyanion hole et facilite I’attaque nucléophile. En présence de phospho-L-sérine, une

approche du substrat similaire peut €tre envisagée au niveau du mécanisme.
@

(®)
Asp22 i

Figure 6.22 — Positionnement de 1’acide homocystéique (mauve) dans le site actif de la molécule F.
Comparaison a la phospho-L-sérine (beige) dans la molécule A (a) Vue de face (b) Vue de profil.
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6.5 Etude structurale de la boucle dynamique de HPSP

Une autre information importante des structures obtenues est la localisation de la boucle dy-
namique. Cette boucle, composée des résidus compris entre la Val40 et la Pro57, adopte plusieurs
conformations en fonction de 1’état d’occupation du site actif par des ligands. Deux conformations
peuvent étre observées, a savoir une conformation ouverte et une conformation fermée observables
a la Figure 6.23. Celles-ci sont développées ci-dessous pour les molécules A, B, C et D. Les molé-
cules avec 1’analogue non hydrolysable ont été exclues afin d’assurer une conformation représen-

tative d’une protéine active.

Conformation fermée Conformation ouverte

Figure 6.23 — Changement de conformation entre la forme fermée et la forme ouverte de HPSP,
visualisé a I’aide des molécules C et D.

La conformation fermée, observée dans le cas de la molécule A et de la molécule C, est reprise
a la Figure 6.24, a. Cette conformation possede la particularité d’adopter une forme d’hélice o,
semblable 2 celle observée dans la PDB.? La structure de cette hélice est fortement conservée
entre les différentes structures, malgré de légeres différences au niveau de la conformation de la

boucle terminant 1’hélice, mise en évidence a la Figure 6.24 par un rond noir.
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(@) (b)_

¥

= * 2N a A N 4 ~
Figure 6.24 — Comparaison de la conformation de la boucle dynamique dans 1I’enzyme en fonction

des molécules. Comparaison des structures observables dans la littérature (1L8L et 1L8O). (a)
Conformation fermée (b) Conformation ouverte.

La conformation ouverte, reprise pour les molécules B et D a la Figure 6.24, b, correspond a
une configuration dépliée de la boucle dynamique, admettant beaucoup de degrés de liberté. De
ce fait, plusieurs conformations différentes sont obtenues. La Figure 6.24 souligne les différentes
structures observées pour cette boucle dynamique, que ce soit celle des molécules B et D ou encore
de HPSP dans la PDB.*° La juxtaposition de ces conformations donne acces au caractére dyna-
mique de cette boucle. En partant de la conformation en hélice o de la boucle, la conformation
présentée dans la structure du monomere A reprise dans la PDB par Kim et al. de la structure
1L8L souligne une 1égere conformation en hélice qui tend a étre perdue progressivement dans le
monomere A de la structure 11.8O jusqu’a perdre totalement cette conformation dans la molécule
B et dans la D. Lorsque la conformation est ouverte, comme c’est le cas dans la molécule B, la
phospho-L-sérine peut entrer dans le site actif de HPSP. Une fois le substrat dans la poche cataly-
tique, la boucle dynamique change de conformation et adopte la conformation fermée. Au moment

de cette fermeture, la Met52 change de position, a I’'image d’un loquet.

6.6 Hypothese mécanistique

L’apport de ces structures cristallographique est important afin de comprendre au mieux le mé-
canisme mis en ceuvre par I’enzyme. Le role d’'une multitude d’acides aminés a pu €tre mis en

évidence par le biais de la cristallographie. Suite a ces informations, un mécanisme peut donc étre
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suggéré. Ce dernier est élaboré sur base d’une vision globale de la position des ligands dans le
site actif, disponible a la Figure 6.25 (en trois dimensions) et a la Figure 6.26 pour une vision des

interactions (a deux dimensions).

Au point de départ, I’enzyme est sous sa forme ouverte, avec une structure de boucle dyna-
mique dépliée. Cela laisse le site actif accessible afin que la phospho-L-sérine puisse entrer a
Iintérieur du site actif (Figure 6.25 et 6.26). Une fois la phospho-L-sérine entrée, une interaction
de type pont hydrogene avec 1’ Asp22, une interaction de type ionique avec la Lys158 et une inter-
action de type pont hydrogene avec la Thr182 orientent convenablement le substrat (Figure 6.25
et Figure 6.26, I). La boucle dynamique se replie et la Met52 change de conformation pour fermer
I’hélice. La phospho-L-sérine avance des lors 1égerement pour prendre une position comparable a
I’acide homocystéique afin de se rapprocher des aspartates catalytiques. Cela provoque le départ
d’une molécule d’eau. S’il s’agit de phospho-L-sérine dans le site actif, la boucle dynamique reste
en position fermée. Le substrat est stabilisé par la Ser109, la Gly110 etla Gly111 au sein d’un oxy-
anion hole et par la Thr182 par pont hydrogene (Figure 6.25 et Figure 6.26, I1). Une fois le substrat
positionné, la proximité entre la phospho-L-sérine et I’ Asp20 permet I’attaque par cet acide aminé
sur le phosphate afin de permettre I’hydrolyse du substrat. Une molécule de L-sérine déprotonée

et d’un Asp20 phosphorylé se trouve alors dans le site actif.

Du fait de la liaison du phosphate a 1’Asp20, un espace se crée entre 1’ Asp22 et la L-sérine
déprotonée. La L-sérine s’approche de cet acide aminé par des interactions avec la Ser109 et la
Gly110, permettant sa protonation (Figure 6.25 et Figure 6.26, III). Une fois cette L-sérine proto-
née, elle sort du site actif. Pour ce faire, elle est d’abord stabilisée a 1’aide du Glu29, de I’ Arg65,
de la Ser109 et de la Lys158 (Figure 6.25 et Figure 6.26, III). Ensuite, la boucle dynamique va
se déplier de facon a ouvrir la poche catalytique. Le Glu29 change 1égerement de configuration
éjectant la L-sérine de I’enzyme a 1’aide d’interactions supplémentaires avec 1’ Arg202 jouant le

role de pivot (Figure 6.25 et Figure 6.26, IV).
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D’autre part, I’ Asp20 est régénéré afin de libérer le phosphate (Figure 6.25 et Figure 6.26, V).
Les structures cristallographiques obtenues laissent suggérer deux types de mécanismes en fonc-
tion de la position du phosphate lors de cette régénération. Cela peut €tre réalisé€ soit au moyen de
I’ Asp183, comme le décrit la littérature, ou de la Lys158, comme laisse suggérer les structures cris-
tallographiques. Dans le premier cas, I’ Asp183 active une molécule d’eau, en la déprotonant. Cette
molécule d’eau attaque le phosphate porté par I’ Asp20 par une attaque nucléophile. Dans le second
cas, la Lys158 joue le role d’activateur d’eau pouvant attaquer de maniere similaire 1’ Asp20. Apres
régénération, le phosphate se coordonne a 1’Arg202 jouant le role de pivot pour le faire sortir de
I’enzyme. L’implication des différents acides aminés, en comparaison aux informations fournies

46,50

par la littérature, est reprise au Tableau 6.10.

Tableau 6.10 — Récapitulatif des acides aminés importants dans le mécanisme de HPSP selon la

littérature. Apport de ce travail dans I’hypothése mécanistique. PLS = phospho-L-sérine. %>
AA Peeraer et al. Kim et al. Ce travail
Asp20  Nucléophilie Nucléophilie Nucléophile
Asp22  Protonation Stabilisation PLS Protonation/Stabilisation
Glu29 Stabilisation L-sérine  Stabilisation PLS Stabilisation/sortie L-sérine
Met52 / / Loquet
Arg65 Stabilisation L-sérine  / Stabilisation L-sérine
Ser109 / Stabilisation PO,*~ Stabilisation PLS/L-sérine
Glyl110  Stabilisation PO4*~ Stabilisation PLS Stabilisation PLS/L-sérine
Glyl11 / / Stabilisation PLS
Lys158  Stabilisation PO,*~ Stabilisation PLS/PO4>~ Stabilisation/ Régénération
Aspl79 / Stabilisation PLS Structural
Alal81 / Stabilisation L-sérine /
Thr182 / Stabilisation PLS/L-sérine Stabilisation PLS
Aspl83 / Stabilisation du PLS Structural/Régénération
Arg202 / Stabilisation L-sérine/PO,>~  Stabilisation produits/Pivot

6.7 Conclusions intermédiaires

Les cristaux obtenus ont été diffractés au synchrotron. Trois structures protéiques sont obte-

nues. La premiere structure possede deux molécules dans son unité asymétrique, nommées respec-
tivement A et B. La molécule A possede un calcium dans son site actif ainsi qu’une phospho-L-

sérine. La molécule B possede dans son site actif une L-sérine et également un calcium comme

63



Partie I1. Approche cristallographique Chapitre 6. Etude structurale de HPSP

métal. Une phospho-L-sérine est aussi observable a I’extérieur de I’enzyme. La seconde structure
est composée d’un dimere, la molécule C et la molécule D. Le site actif de la molécule C comprend
un magnésium, une L-sérine et un phosphate tandis que la molécule D possede un ion calcium et
un phosphate. Dernierement, une troisieme structure avec un dimere (molécule E et F) composé
d’un calcium dans chaque site actif est obtenue. La molécule F posseéde un acide homocystéique
dans son site actif. Ces six molécules possedent également une hélice dynamique. Les molécules
A, C et E se trouvent en conformation fermée, sous forme d’hélice a. A I’inverse, les molécules
B, D et F se trouvent en conformation ouverte, totalement dépliée. Ces différentes conformations
permettent aux acides aminés composant la boucle dynamique d’interagir avec les ligands et d’en-

clencher la réaction. La Met52 joue le role de loquet pour fermer I’hélice.

Une hypothese mécanistique est envisagée. Au départ de la réaction, la phospho-L-sérine est a
I’extérieur de I’enzyme et la boucle dynamique est ouverte. Le substrat entre a I’intérieur de 1’en-
zyme, provoquant le changement de conformation de la boucle dynamique. L’ Asp22, la Lys158 et
le Thr182 stabilisent le substrat. La Met52 change de conformation et ferme I’enzyme. Le substrat
bouge 1égerement et s’approche des aspartates catalytiques. La stabilisation a des lors lieu grace a
la Ser109, les Glyl110 et 111 et la Thr182. Un motif oxyanion hole est observé pour la stabilisation
par la Ser109, la Gly110 et la Gly111. L’ Asp20 attaque la phospho-L-sérine et I’hydrolyse a lieu,
générant un phosphate 1i€ a I’ Asp20 et une L-sérine déprotonée dans la poche catalytique. Par la
liaison du phosphate a 1’Asp20, la L-sérine déprotonée se positionne a proximité de I’ Asp22. Ce
dernier protone la L-sérine. L’hydrolyse du phosphate par une molécule d’eau activée est réalisée
au moyen de la Lys158 ou de I’ Asp183. Par changement de conformations de 1’hélice dynamique,
les deux produits sortent de I’enzyme au moyen de I’ Arg202 et, pour la L-sérine, d’une interaction

défavorable du Glu29.
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Chapitre 7

Etude computationnelle du mécanisme

Afin d’appuyer I’hypothese mécanistique précédemment décrite, des analyses computation-
nelles sont effectuées. Celles-ci ont pour but la détermination des quantités thermodynamiques
et cinétiques impliquées dans les réactions menant a I’hydrolyse de la phospho-L-sérine par uti-
lisation de la DFT, et plus particulierement au moyen de la fonctionnelle M06, et de la base 6-
311G+(d,p). Cette détermination se fait dans I’approximation de modeles simplifiés dans I’optique
de mettre en évidence I’influence des acides aminés autour des réactifs et produits. Dans ce présent
chapitre, les trois réactions mentionnées dans le mécanisme (attaque de 1’ Asp20 sur le phosphate,
protonation de la L-sérine générée et hydrolyse du phosphate de 1’ Asp20 phosphorylé, aussi ap-
pelée régénération) sont étudiées. Les différents états de transition de ces réactions, pour des mo-
deles de complexités croissantes, sont déterminés et optimisés. A partir de ces états de transition,
les complexes intermédiaires sont ensuite obtenus pour les réactifs et les produits. Ces complexes
modélisent le rapprochement des différents réactifs ou produits dans I’espace et la stabilisation de
ces derniers avant réaction. Les notions théoriques abordées lors de cette analyse computationnelle

sont reprises dans la partie V.

7.1 Réaction d’attaque nucléophile par 1’Asp20

Les structures cristallographiques suggerent que la premiere étape du mécanisme, a savoir
I’attaque nucléophile sur le phosphate, s’effectue a 1’aide de 1’ Asp20. Afin de 1égitimer cette hy-

pothese, la réaction, décrite a la Figure 7.1, est analysée.
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Figure 7.1 — Premiere étape de réaction du systeme enzymatique. Hydrolyse de la phospho-L-
sérine (PLS?") en L-sérine déprotonée, dans 1’eau, 2 pH physiologique. Mécanisme impliquant
une attaque par I’ Asp20. Des ions acétates remplacent les aspartates durant la simulation.

7.1.1 Aspects structuraux

Lorsque la réaction est modélisée au moyen d’un ion acétate (représentant 1’ Asp20) et d’une
phospho-L-sérine pour donner une L-sérine déprotonée et un ion phosphoacétate, les analyses ont
souligné I’incapacité d’isoler un état de transition, le systeme étant trop négatif. Effectivement,
suite a I’exces de charges négatives des réactifs et des produits, il est impossible d’optimiser un
état de transition cohérent et représentatif de la réalité avec seulement ces quatre composés. Les
répulsions étant trop grandes, les especes se placent de maniere a éloigner au maximum les charges
négatives. Il en résulte une mauvaise orientation des parties réactionnelles, comme montrée a la Fi-
gure 7.2 et a la Figure 7.3. Face a ce probleme, d’autres molécules ont été ajoutées au systeme afin

de permettre une orientation cohérente des réactifs et des produits avec les données structurales.

02

/

03
\ ’ [
> o’

Figure 7.3 — Structure optimisée du com-
j o plexe formé entre la L-sérine et I’ion
plexe formé entre la phopho-L-sérine et phosphoacétate modélisant 1’Asp20 phos-

I’ion acétatfa modélisant 1’Asp20, calculée phorylé, calculée avec la méthode MO6/6-
avec la méthode MO06/6-311+G(d,p)/IEF- 311+G(d,p)/IEF-PCM

PCM.

Figure 7.2 — Structure optimisée du com-
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Des modeles plus complexes sont donc envisagés : trois modeles sont ainsi congus et trois états
de transition ont pu étre isolés. Ceux-ci sont présentés a la Figure 7.4. Le premier modele (modele
a) ajoute un magnésium au systeme afin d’écranter les charges négatives. L’ ajout de cet ion permet
d’isoler I’état de transition 1a possédant une fréquence imaginaire de 141,0i cm~'. Deuxiémement,
un modele comprenant un magnésium et un second aspartate est étudié (modele b). Cet aspartate
est crucial dans le site actif, car, comme il a pu étre démontré dans la partie cristallographique, il
posséde un rdle structural dans I’enzyme en complexant 1’ion Mg?*. L’état de transition 1b mis en
évidence pour ce modele posséde une fréquence imaginaire de 150,6i cm™'. Enfin, un modele avec
une sphere de coordination compléte pour le magnésium est construit par ajout de trois molécules
d’eau ainsi qu’un N-méthylacétamide, afin de modéliser la chaine principale de 1’ Asp22 (modele
¢). Il s’agit d’un modele simplifié de la situation protéique, sans la chaine latérale de I’ Asp22. Ce
modele de départ est repris a la Figure 7.5 (1c1). Toutefois, une étude préliminaire du systéme a
mis en évidence la nécessité de retirer deux molécules d’eau pour que la phospho-L-sérine puisse
approcher I’acétate modélisant I’ Asp20 et enclencher la réaction. Le cout de ce retrait d’un point de
vue thermodynamique est détaillé au point suivant. Un état de transition avec une seule molécule
d’eau est donc obtenu (1¢2) et présenté a la Figure 7.4. Cet état de transition possede une coor-
dination a six ligands, soit un oxygene de 1’acétate modélisant 1’ Asp20 (O3), les deux oxygenes
de I’acétate modélisant I’Asp179 (O4 et Os), le carbonyle de I’ Asp22 (Og) et deux atomes d’oxy-
gene du phosphate. La molécule d’eau fait un pont hydrogene avec I’oxygene (O,) de la L-sérine
déprotonée. Cette double coordination pour 1’Asp179 et la position de la molécule d’eau ne res-
pectent pas les données cristallographiques. Toutefois, la simplification du systeme et 1’absence de
la chaine latérale de I’ Asp22 peut en étre la cause. La fréquence imaginaire s’éléve a 217,6i cm™.
Les trois fréquences imaginaires de ces trois états de transition mettent en évidence 1’élongation
des liaisons O; —P et O, —P, montrant une rupture de la liaison O, —P et une formation de la liaison
O, —P. Le Tableau 7.1 permet une comparaison de ces distances en fonction du modele. En ce qui
concerne les liaisons O; —P, une similarité est observée dans les deux premiers modeles (modele
a et modele b). Cette liaison est Iégerement affaiblie dans le cas de la sphere complete, permettant
une hydrolyse plus aisée de I’ Asp20. En ce qui concerne la liaison O,—P, les liaisons obtenues
pour les deux premiers modeles sont identiques tandis que la liaison dans le troisieme modele est

légerement plus forte.
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P

Figure 7.5 — Structure optimisée du complexe formé entre la phospho-L-sérine, 1’ion acétate modé-
lisant I’ Asp20 en présence de Mg?* entouré d’une sphére de coordination compléte (trois molécules
d’eau, un ion acétate modélisant I’Asp179 et de N-methylacétamide modélisant 1’ Asp22 en plus
de I’ Asp20) (1cl), calculée avec la méthode M06/6-311+G(d,p)/IEF-PCM.

Grace a ces états de transition, les complexes intermédiaires, montrant respectivement le rap-
prochement des réactifs ou des produits dans 1’espace, sont identifiés dans le cas des trois modeles.
Ces complexes, pour les réactifs, sont repris a la Figure 7.4 (2a, 2b et 2¢). De maniere cohérente,
dans les trois modeles, le Tableau 7.1 souligne une forte élongation pour les liaisons O;—P et
O; —P par rapport aux états de transition correspondants, puisque le phosphate est dans ce cas lié a
la phospho-L-sérine comme le montre la liaison O, —P 1égerement plus forte que dans le cas d’une
phospho-L-sérine seule. Cette élongation de O;—P est d’autant plus forte dans le modele de la
sphere complete. Ce phénomene s’explique par I’encombrement stérique. Les complexes obtenus
pour les produits sont repris a la Figure 7.4 (3a, 3b et 3c¢) pour les trois modeles. Dans le cas du
produit, selon le Tableau 7.1, lorsqu’il y a formation du complexe intermédiaire, une élongation
de la liaison O, —P montre un affaiblissement de la liaison au profit des liaisons O; —P et O;—P,
indiquant le transfert du phosphate a 1’acétate. Les distances de liaisons O; —P et O3 —P sont sem-
blables dans le cas présent. La distance O, —P est plus grande dans le troisieme modele, soulignant

un éloignement de la L-sérine déprotonée par rapport a I’ Asp20 apres réaction.
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D’un point de vue général, comme le souligne le Tableau 7.1, les liaisons C—0O; et C—0;
varient peu entre les différents modeles. Cependant, une variation de longueur de liaison est re-
marquée entre les réactifs, les produits et les états de transition. En ce qui concerne la liaison
C-0y, la variation des distances entre les composés indique un affaiblissement de la liaison au
cours de la réaction, dii 2 une liaison du phosphate et donc 2 un appauvrissement électronique. A
I’inverse, la liaison C—0Oj est renforcée au cours de la réaction pour atteindre un valeur proche du

phosphoacétate isolé.

Tableau 7.1 — Distances interatomiques optimisées (A) pour les réactifs de départ, les produits, les
états de transition et les complexes intermédiaires correspondants. PLS?~ est la phospho-L-sérine,
PAc?~ est le phosphoacétate et Ac™ ’acétate. Le C est le carbone portant O; et Os.

Type Molécules O,-P O,-P O;-P C-0, C-05
Molécules isolées Ac~ / / / 1,254 1,254
PLS?*- / 1,701/ / /
PAc*™ 1,797/ 3916 1,311 1,222
Réactifs 2a 3,806 1,648 4,573 1,260 1.268
2b 3,941 1,657 4,045 1,234 1,280
2¢ 4,367 1,673 3,712 1,239 1,272
Etat de transition la 1,906 2,556 3,053 1,280 1,247
1b 1,919 2,556 3,064 1,290 1,246
1c2 2,012 2,459 3,119 1.272 1,249
Produits 3a 1,766 3,585 2,937 1,306 1,233
3b 1,762 3,658 2,926 1,306 1,232
3c 1,783 4,418 3,018 1,304 1,225

7.1.2 Aspects thermodynamiques et cinétiques

A Iaide de ces structures, les quantités thermodynamiques sont évaluées. Les AG? de la réac-
tion d’attaque nucléophile ainsi obtenus a partir de ces quantités sont résumés a la Figure 7.6 ainsi
que les AH? ala Figure 7.7. Suite 2 la réaction d’attaque nucléophile, les réactions de protonation
et d’hydrolyse prennent le relais. Il n’y a donc pas de sens a considérer les produits a I’infini I’un de
I’autre, les composés étant physiquement proches dans la poche catalytique. Les produits considé-
rés lors de 1’analyse thermodynamique sont donc les complexes intermédiaires. Au premier abord,
une constatation peut €tre réalisée sur I’évolution de 1’énergie libre et 1’évolution de 1’enthalpie.

En effet, celles-ci évoluent de maniere similaire, soulignant une influence constante de 1’entropie.
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Dans tous les modeles, la réaction a lieu en une étape, montrant un caractere de SN,. Le premier
modele contenant du Mg?* (modele a, courbe rouge) montre une énergie de réaction (AG?) va-
lant 79,1 kJ mol™'. Lorsqu’on ajoute I’acétate modélisant I’ Asp179 au systeéme (modele b, courbe
verte), la réaction devient 1égerement plus défavorable que dans le cas précédent. Toutefois, 1’allure
du diagramme reste cohérente avec le modele précédent. Cette augmentation d’énergie de réaction
s’explique par le fait que compléter la sphere de coordination du magnésium de maniere partielle
n’est pas optimal. En effet, ce dernier se retrouve avec une coordination a quatre ligands (03, O4,
OS5 et un oxygene du phosphate), ce qui est déstabilisant pour cet atome qui préfere une coordi-
nation avec six ligands. D’autre part, I’élaboration d’un modele avec une sphere de coordination
complete a six ligands pour le magnésium montre la nécessité de retirer deux molécules d’eau a ce
modele pour que la phospho-L-sérine puisse approcher I’acétate. Le diagramme de la Figure 7.8
montre que retirer ces molécules d’eau est thermodynamiquement favorable si le point de départ
est la sphere de coordination comprenant trois molécules d’eau (—258,6 kJ mol™!). L’approche de
la phospho-L-sérine entraine le départ de la seconde molécule d’eau. Deux chemins mécanistiques
sont envisageables. L obtention d’une sphére de coordination compléte pour le Mg?* (modele c,
courbe orange) a un effet stabilisant non négligeable sur la réaction d’attaque nucléophile qui suit.
En effet, de cette maniere, la réaction devient spontanée avec un AG? de —145,3kJ mol~! et un pK
de -25,9. Cette analyse montre que I’ajout d’acides aminés dans le systeme tend a rendre possible
cette réaction dans un systeme encombré ressemblant a 1’environnement protéique. L’encombre-
ment stérique melé a des interactions supplémentaires dans le systeme biologique ont donc un réel

effet au niveau de la thermodynamique de la premiere étape du mécanisme.

D’un point de vue cinétique, 1’énergie d’activation AG7 est plus grande dans le cas du mo-
dele avec le magnésium (198,1 kI mol™') que dans le modele avec le magnésium et I’aspartate
(186,2 kI mol™!). Cette baisse d’énergie d’activation peut étre expliquée par une meilleure orien-
tation réactionnelle. Le modele avec une sphere de coordination complete posséde une énergie
d’activation plus basse que les deux premieres (139,5kJmol™'). Ce systeme est donc a la fois
favorisé cinétiquement et thermodynamiquement. En conclusion, 1’attaque par I’ Asp20 est donc

envisageable comme premicre étape mécanistique.
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7.2 Protonation de la L-sérine par I’Asp22

La protonation de la L-sérine est réalisée au moyen de 1’ Asp22. Afin de prouver la faisabilité de
cette réaction, une détermination des quantités thermodynamiques est entreprise pour trois modeles
différents : un contenant un acétate modélisant I’ Asp22 et la L-sérine déprotonée, un avec un ion
Mg?* supplémentaire et un dernier avec une coordination compléte pour cet ion Mg**. Afin de
simplifier les simulations, dans ces modeles, il est supposé que I’ Asp20 a déja été régénéré. Aucun
phosphate n’est donc présent dans la poche catalytique. La coordination a six ligands est réalisée
par trois molécules d’eau, le carbonyle de I’ Asp22, deux oxygenes chacun associé a un acétate
modélisant 1’Asp20 et I’Asp179. Cette hypothese s’appuie sur le fait que 1’Asp20 influence la
réaction que de maniere structurale dans le cas présent.

Aspi7g Aspi7g
[e] (0]
€] H,0, o

H0, 0 0

: .OH ; .
HO. 2 H 0. ! Ot

L-sérine déprotonée Asp22 déprotoné

Figure 7.9 — Deuxieme étape de réaction du systeme enzymatique. Réaction de protonation de la
L-sérine par I’ Asp22.

La réaction de protonation ayant lieu dans son intégralité dans la poche catalytique, les com-
plexes intermédiaires sont respectivement considérés comme étant les réactifs et les produits de
la réaction. Les trois modeles étudiés sont repris, par ordre de complexité croissante, aux Figures
7.10, 7.11 et 7.12 dans le cas des complexes intermédiaires des produits. Les quantités thermo-
dynamiques correspondantes sont données dans le Tableau 7.2. L’analyse a mis en évidence que
la réaction de protonation ne passait pas par un état de transition a proprement dit. Qu’importe le
modele, le Tableau 7.2 montre que la réaction de protonation est spontanée. Une 1égere différence
d’énergie libre est observée entre les deux premiers modeles, explicable par une déstabilisation
légere due a la présence d’un magnésium tricoordiné. Toutefois, bien que I’énergie de réaction

soit relativement semblable entre ces deux modeles, elle est nettement moins favorable que dans
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le cas du troisiéme modele, ou une différence de 30 kI mol~! est observée. Cette différence peut
venir d’une meilleure stabilisation de la base correspondant a 1’Asp22 a I’aide de la sphere de

coordination. Cette stabilisation renforce le caractere acide de cet acide aminé.

Ol

-

03 -
Figure 7.10 — Structure du complexe inter- Figure 7.11 — Structure du complexe inter-
médiaire des produits résultant de la pro- médiaire des produits résultant de la proto-
tonation de la L-sérine par 1’ Asp22, modé- nation par I’Asp22, mod¢lisé par I’acétate,
lisé par 1’acétate, calculée avec la méthode de la L-sérine protonée en présence de ma-
MO06/6-311+G(d,p)/IEF-PCM. (Ac~ /Ser) gnésium, calculé avec la méthode MO6/6-

311+G(d,p)/IEF-PCM. (Mg(Ac™ /Ser)*)

‘\

O1
03\ \ 1\
Mg &
C

q &

Figure 7.12 — Structure du complexe intermédiaire des produits résultant de la protonation
par 1I’Asp22 déprotoné de la L-sérine protonée, en présence de magnésium entouré d’une
sphere de coordination complete de trois molécules d’eau, de deux acétates pour symboliser
I’ Asp20 et I’Asp179 en plus de I’ Asp22, calculée avec la méthode M06/6-311+G(d,p)/IEF-PCM.
(Mg/Ac, /(H,0)3 (Aspa, ™ /Ser)) ™)
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Tableau 7.2 — Quantités thermodynamiques (kJ mol™') issues de la réaction de protonation de la
L-sérine déprotonée par I’ Asp22 protoné.

Modele Réactif Produit AGY  AH?
1 HAc/Ser™ Ac/Ser 7154  -68.7
2 Mg(HAc/Ser™)* Mg(Ac~/Ser)* -70,2  -74,1
3 (Mg/Ac;, /(H,O);3 (Aspy, /Ser™))”  (Mg/Ac, /(H,O)3 (Aspy, /Ser))”™ -103,3 -89,7

7.3 Hydrolyse de I’Asp20

La derniere étape du mécanisme de HPSP, I’étape d’hydrolyse du phosphate, n’est pas clai-
rement définie par la cristallographie. Bien que cette régénération a probablement lieu avec une
molécule d’eau activée, deux mécanismes peuvent €tre envisagés pour I’activation de cette der-
niere, a savoir une activation soit par la Lys158 ou soit par I’ Asp183. Les deux hypotheses sont
testées afin de déterminer la plus probable. Dans le cas de I’hydrolyse par la Lys158, cette lysine
perdrait temporairement un proton par effet des acides aminés environnant et activerait une mo-
lécule d’eau, comme cela est décrit a la Figure 7.13. Cette molécule d’eau réaliserait une attaque
nucléophile sur I’ Asp20 afin de libérer le phosphate. Apres réaction, I’ Asp20 donnerait son proton

au milieu afin d’adopter le bon état de protonation.

Aspi7g
O%\ o Aspi79 o Aspi7g

H,0 o OH,
2! o . €] ,,OHZ H,0 €] OH,

R o, o 0
OH, Aspa2 R : R ' R
OH, : )\ASPZZ : )\ASP&
...... o NH
e T el T
\ R ¢ Ho T
‘b k N R ? f R
o —_— / Y .
q L SN — * i
L 0T onl 0
AsPz0 -\ p—0 Il Aspzo o
(6] 06 Aspzo O/ \ o ° P/OH o
/\ r 9} O/ \oe Aspartate 20 regénéré
\J 0.
- @
LySISB/\NHQ H/-) \H Lys155/\NH3

Phosphate inorganique (HPO,>)
Lys158 regénérée

Figure 7.13 — Derniere étape de réaction du systeme enzymatique. Réaction d’hydrolyse de
I’ Asp20 phosphorylé engendrée par une molécule d’eau activée par la Lys158 afin de libérer le
phosphate inorganique.

Dans le cas d’une réaction d’hydrolyse par I’Asp183, décrite a la Figure 7.14, I’Asp183 ac-
tiverait la molécule d’eau en se protonant. Cette molécule réagirait sur le carbone de 1’ Asp20 et
permettrait, par substitution nucléophile, la libération du phosphate. Apres réaction, 1’ Asp20 ainsi

que I’ Asp183 seraient déprotonés en vue d’adopter le bon état de protonation. Dans les deux cas
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de figure, la réaction a lieu en deux étapes. Il y a d’abord échange de proton entre 1’activateur
et I’eau ce qui permet I’activation d’une molécule d’eau. La molécule d’eau déprotonée attaque
ensuite le carbonyle de 1’ Asp20 ce qui mene a la formation d’un intermédiaire, suivi du départ du

phosphate en groupe partant. Les étapes d’activation et I’étape de départ du phosphate sont traitées

z 2
séparément.
Aspi7g Aspi79 As)
o%(\ O%\ o %(\ pi7s
H0, o° /,OH3 H0, e l,:OHZ H,0, \e _OH,
W1 - R
Ny /\\ASPZE o )\Aspze N /\\Aspzz
------ O TN € N (e A
pal R N R OHz ™™ ; L
g o} _ > og o} — A o
o
a I oo | o
Aspzo v P\/ Aspzo Ve P\/ A o * & F\
O o (o) €] \SP20 [e)
0 9 o s 0 o OH
)J\ em /,/?\ )J\ Aspartate 20 regénéré Phosphate inorganique (HPO42")
Aspigg’ o H H Aspiss g

Aspartate 183

Figure 7.14 — Derniere étape de réaction du systeme enzymatique. Réaction d’hydrolyse de
I’ Asp20 phosphorylé engendrée par une molécule d’eau activée par I’ Asp183 afin de libérer le
phosphate inorganique.

7.3.1 Activation a partir de la Lys158
7.3.1.1 Aspects structuraux

Afin de simuler I’étape d’hydrolyse par la Lys158, une méthylamine ainsi qu’un phosphoacé-
tate sont nécessaires comme réactif de départ. Différents modeles, de complexité croissante, sont
élaborés pour traiter la réaction. Un premier état de transition (le) est obtenu a partir d’une forme
déprotonée de Lys158 avec de I’eau (modele e). L’état de transition possede une fréquence imagi-
naire de 390,6i cm™ et est représenté a la Figure 7.15. A partir de ce modele simple, une complexi-
fication, par ajout de Mg?*, est réalisée afin d’en voir I’influence sur le syst¢éme (modele f). L’état

! Un dernier modele est

de transition obtenu (1f) posseéde une fréquence imaginaire de 600,31 cm™
réalisé avec une sphere de coordination compléte pour le Mg?* (modele g). Cette sphére comprend
deux acétates modélisant I’ Asp22 et I’ Asp179 ainsi qu’un phosphoacétate représentant I’ Asp20, le
tout entouré de trois molécules d’eau. Cependant, différentes options devant étre envisagées en ce

qui concerne le nombre de molécules d’eau et la coordination du phosphate, I’optimisation de ce

modele n’a pas encore été fructueuse.
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Les fréquences imaginaires obtenues soulignent la formation de la liaison Ny —H; aux dépens
de la rupture de la liaison H; —O;. Il y a donc protonation de I’amine et déprotonation de 1’eau.
L’ensemble des distances concernant les €tats de transition sont reprises au Tableau 7.3. Une varia-
tion de la distance des liaisons N; —H; et H; —O; est observée en fonction du modele. La liaison du
proton est renforcée par rapport a I’oxygene plutot qu’a I’amine dans le second modele. La varia-
tion des distances entre les deux états de transition explique la différence de fréquence imaginaire.
La liaison C; — O, est affaiblie par rapport au phosphoacétate isolé tandis que la liaison O, —P est
renforcée. Cela indique une régénération simplifiée lors de la deuxiéme étape d’hydrolyse. A partir
de I’état de transition obtenu, les complexes intermédiaires sont optimisés. Les complexes corres-
pondants aux réactifs sont repris a la Figure 7.15 (2e et 2f). L’eau est observée avant activation en
présence d’une lysine déprotonée. Les longueurs de liaisons Ny —H; et H; —O; sont relativement
identiques entre les réactifs des deux premiers modeles. Les distances de liaisons C; —O; et O, —P
ont, elles aussi, une valeur proche de celles de la molécule isolée. Les complexes des produits sont
repris dans cette méme figure (3e et 3f). Ces complexes soulignent le départ du proton provenant
de I’eau vers le phosphoacétate afin de former, par attaque de I’hydroxyle généré sur le carbone, un
carbonyle activé sous forme de O™, et une lysine protonée. A I’aide du Tableau 7.3, le mouvement
de I’oxygene O; au cours de la réaction est observable. Effectivement, en plus du mouvement de
I’hydrogene afin de protoner 1’amine, I’oxygene se rapproche du carbone C;. La méme tendance
que dans 1I’état de transition est observée pour les longueurs C; — 0O, et O,—P, soit un affaiblisse-

ment de la premiere et un renforcement de la seconde favorisant la suite de I’hydrolyse.

Tableau 7.3 — Distances interatomiques optimisées (A) des réactifs de départ, des produits, des
états de transition et des complexes intermédiaires correspondants durant la réaction d’activation
par la Lys158.

Type Molécules N;-H; H;-O0;, N;-O0;, 0,-C; C;-0, O0O,-P
Molécule isolée PAC?- / / / / 1,311 1,797
Réactifs 2e 1,875 0,983 2,848 3,509 1,304 1,796
2f 1,868 0,984 2,841 3,371 1,292 1,789
Etat de transition  1le 1,078 1,593 2,663 1,841 1,380 1,704
1f 1,270 1,223 2,489 1,791 1,354 1,719
Produits 3e 1,046 1,777 2,810 1,521 1,445 1,673
3f 1,034 1,834 2,761 1,463 1,425 1,673
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7.3.1.2 Aspects thermodynamiques et cinétiques

Dans le but de réaliser une étude thermodynamique de 1’activation par la Lys158, les produits
et les réactifs considérés sont les complexes intermédiaires. En effet, les réactifs et les produits ne
sont pas a I’infini 'un de I’autre étant donné que dans la protéine la réaction ne s’arréte pas la :
la seconde étape d’hydrolyse a ensuite lieu. Dans le modele le plus simple (modele e), la réaction
d’hydrolyse avec la Lys158 est défavorable avec un AG? de 133,7 kJ mol™'. Cependant, la Figure
7.16 montre une influence sur I’énergie des especes intermédiaires lors de 1’ajout d’un magnésium
au systeme (modele f) diminuant le AG? a une valeur de 51,2 kJ mol™" et a une constante d’équi-

libre de 0,98.

D’un point de vue cinétique, la réaction est plus favorisée dans le cas du modele f (AG7 de
86,8kJmol™! au lieu de 141,9kJmol™') dans le modele e. La thermodynamique et la cinétique

privilégient toutes deux la réaction en présence de Mg*".

7.3.2 Activation a partir de I’Asp183
7.3.2.1 Aspect structuraux

D’une maniere similaire, I’étape d’activation est réalisée a partir de I’Asp183 avec les trois
modeles équivalents. Le premier modele (modele e’), composé d’un acétate modélisant I’ Asp183,
d’une molécule d’eau et d’un phosphoacétate permet d’isoler un état de transition 1e’, observable

a la Figure 7.17, dont la fréquence imaginaire s’éleve a 435,7i cm™!

. Un modele plus complexe
(modele f”), contenant un magnésium, est aussi simulé. L’ état de transition de celui-ci (1f”) possede
une fréquence imaginaire est de 548,5i cm™!. Le dernier modele compléte la sphére de coordination
du magnésium (modele g’). Toutefois, pour les mémes raisons qu’énoncées précédemment dans

le modele équivalent pour I’analyse de I’activation par la Lys158, les résultats de ce modele n’ont

pas encore €té analysés.
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Dans les trois modeles, cette fréquence souligne la rupture de la liaison H; — O, au profit de la
liaison H; — O,. L’eau est donc déprotonée. L’ ensemble des distances concernant I’état de transition
sont reprises au Tableau 7.4. Ce Tableau met en évidence un affaiblissement de la liaison O; —H;
entre 1’état de transition des lors de la complexification du modele au profit d’un renforcement de
la liaison H; —O,. De maniere cohérente avec les observations effectuées lors de 1’activation par
la Lys158, la liaison C;—O; est affaiblie dans le premier modele tandis que la liaison O3 —P est
renforcée par rapport au phosphoacétate isolé. Cependant, au fur a mesure de la complexification
du modele, I’affaiblissement de la liaison C; —Oj3 est moins important. Par ailleurs, le renforcement
de la liaison O3 —P n’est plus observé dans le modele 1f*. A partir de ces états de transition, les
complexes intermédiaires des réactifs sont obtenus et observables a la Figure 7.17 (2e’ et 2f”). Ces
complexes mettent en évidence que les réactifs de départ sont I’eau en présence de 1’acétate. Les
complexes ont des longueurs de liaison globalement semblables entre les deux modeles a I’ex-
ception de la liaison O,—C; et la liaison O3 —P. Le renforcement de O, —C; indique que I’eau se
positionne plus pres du carbonyle avant réaction lorsque le modele est plus complexe. L affaiblis-
sement de la liaison O3 —P suit la tendance observée dans 1’état de transition. Dans le réactif de
départ, la liaison O3 —P est plus grande que dans le cas de la molécule isolée. En ce qui concerne les
complexes des produits (3e’ et 3f”), le départ de I’hydrogene de 1’eau vers I’acétate afin de former
un I’hydroxyle, un acide acétique et le phosphoacétate permet 1’activation du carbonyle du phos-
phoacétate, sous forme de O™, par une attaque de I’hydroxyle généré. La liaison de I’hydroxyle au
C, est observée par diminution de la longueur de liaison O,—C,. Grace a cette liaison, la liaison
C, —0; est affaiblie tandis que la liaison O3 —P est renforcée. L’hydrolyse est ainsi facilitée lors de

la seconde étape de réaction.

Tableau 7.4 — Distances interatomiques optimisées (A) des réactifs de départ, des produits, des états
de transition et des complexes intermédiaires correspondants durant I’activation par I’ Asp183.

Type Molécules O;-H; H;-0, 0;-0, 0,-C; C;-035 O3-P
Molécule isolée PAc?~ / / / / 1,311 1,797
Réactifs 2¢’ 1,759 0,984 2,742 3,582 1,302 1,807
21’ 1,707 0,999 2,610 3,343 1,297 2,023
Etat de transition  1e’ 1,064 1,425 2,487 1,750 1,398 1,697
1f° 1,268 1,148 2,415 1,816 1,358 1,829
Produits 3e’ 1,009 1,632 2,635 1,554 1,434 1,681
3t 0,994 1,698 2,685 1,437 1,449 1,756
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7.3.2.2 Aspects thermodynamiques et cinétiques

Les quantités thermodynamiques (AG?) correspondant aux différents modeles sont reprises a
la Figure 7.18. Une nouvelle fois, les produits et les réactifs considérés sont les complexes inter-

médiaires. En effet, méme si le phosphate est activé, il doit ensuite partir en tant que groupe partant.

De maniere cohérente avec la réaction précédente, 1’énergie de réaction se voit diminuée
lorsque le modele est complexifié, encourageant la réaction. Cependant, celle-ci reste fortement dé-
favorable dans les deux premiers modeles (modele e’ avec un AGS de 162,1 kI mol™" et f’ avec un
AGY de 100,3kJ mol™!, respectivement en bleu et rouge). La réaction n’est donc pas envisageable
d’un point de vue thermodynamique dans ces deux modeles simplifiés. De plus, ces quantités ther-
modynamiques sont supérieures 2 celles obtenues dans le cas de la lysine (AG? de 133,7 kJ mol™!
et de 51,2 kJ mol™! pour les modeles équivalents, par ordre de complexification). Malgré que la ré-
action soit défavorable, un abaissement de 49,1 kJ mol~! est observé entre le modele £’ de I’Asp183
et le modele f de la Lys158. Cette nette diminution semble encourager 1’activation par la lysine.
Cela a du sens puisque la lysine est une meilleure base que I’aspartate. Bien qu’un modele avec une
sphere de coordination compléte n’a pas été obtenu dans ces deux cas, étant donné que I’énergie
du systeme tend a diminuer au cours de sa complexification, il est possible que si la réaction est

réalisée dans ce troisieme modele, elle soit spontanée.

Toutefois, pour que cette réaction ait lieu, la Lys158 doit étre sous une forme déprotonée avant
réaction, ce qui ne correspond pas a sa forme a pH physiologique. Cette déprotonation pourrait
étre réalisée par I’environnement protéique, cela ayant déja été mis en évidence dans d’autres mé-
canismes enzymatiques. 8% Le pKa des chaines latérales des acides aminés peut différer entre la
solution et I’enzyme par la présence des acides aminés voisins. Notamment, la présence de I’ Asp20

et I’ Asp183 peuvent contribuer a cet environnement basique.
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D’un point de vue cinétique, I’énergie d’activation (AG7) diminue également lors de la com-
plexification du modele. Toutefois, elle demeure élevée dans les deux modeles (153,0 kJ mol~! pour
le modele e’ et 126,9 kJ mol™! pour le modele £, respectivement en bleu et rouge). En comparai-
son aux modeles équivalents dans le cas de la lysine, les énergies d’activation sont moins élevées
dans le cas de I’activation par la lysine (141,9 kJ mol~! pour le modele e et 86,8 kJ mol~! pour le
modele f). L’activation par la Lys158 est donc favorisée cinétiquement par rapport a une activa-
tion par 1I’Asp183. En conclusion, ayant un cofit cinétique et thermodynamique moins important,

I’activation de I’eau par la Lys158 est plus judicieuse d’un point de vue mécanistique.

7.3.3 Elimination du phosphate
7.3.3.1 Aspect structuraux

La derniere étape du mécanisme étudié durant ce mémoire est le départ du phosphate apres
activation. L’ étude de cette réaction est réalisée dans différents modeles de complexification crois-
sante. Par simplification du modele et la flexibilité de la lysine ou de I’aspartate, 1’acide aminé
activateur n’est pas considéré dans le modele. Ces modeles sont composés au minimum du phos-
phoacétate activé par insertion de 1’hydroxyle et transformation du carbonyle en O~. Un premier
modele avec ce réactif est réalisé (modele h). Ce modele, dont I’état de transition (1h) est obser-
vable 2 la Figure 7.19, posséde une fréquence imaginaire de 295,3i cm™'. L’ajout de magnésium
(modele i) permet d’isoler I’état de transition (1i), de fréquence imaginaire de 377,7i cm™'. Ces
deux premiers modeles montrent déja une différence entre les deux états de transition obtenus.
Effectivement, bien que, dans les deux cas, la fréquence imaginaire témoigne de la rupture de la
liaison O, —C; au profit de la formation d’une double liaison O; —C;, ’hydrogene H; n’est pas a
la méme position dans les deux états de transition. Il montre une orientation préférentielle vers le
phosphate dans le modele contenant un magnésium. Les distances de liaisons reprises au Tableau
7.5 sont relativement semblables entre les deux modeles. Un troisieme modele (modele j), avec
une sphere de coordination compléte pour le magnésium, n’a pas pu étre réalisé par manque de
temps afin d’explorer les différentes opportunités de coordination des molécules d’eau ou encore

du phosphate.
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A partir des états de transition, les complexes intermédiaires des réactifs sont obtenus et repris
a la Figure 7.19 (2h et 2i). Dans le cas des deux premiers modeles, les distances de liaisons de ces
réactifs, reprises au Tableau 7.5, montrent une liaison forte entre 1’oxygene liant le phosphate et
le carbone (C;—0,), cohérente avec les distances apres activation par la Lys158. Par sa distance,
la liaison O3—C; est plus proche d’un caractere de simple liaison que dans 1’état de transition.
Leffet de la complexification du modele est peu observable en termes de distance pour les réac-
tifs. Les complexes intermédiaires des produits sont repris a la Figure 7.19 (3h et 3i). L’analyse
des distances de liaisons (Tableau 7.5) dans ces complexes souligne le départ du phosphate (liai-
son C;—0,) et formation d’une double liaison entre O;—C,; plus prononcée que dans I’état de
transition. La liaison moins forte pour O; —C; dans le modele 3i s’explique par une coordination
de I’oxygene Oz a I'ion Mg>*. Des différences existent entre la position de I’hydrogéne H, dans
ces complexes. En effet, on peut remarquer une liaison de I’hydrogéne en question a un oxygene
lié au phosphate dans le deuxieme modele, augmentant la liaison O; —H;. Cette liaison est plus
cohérente avec la réalité a pH physiologique, permettant d’avoir un bon état de protonation pour
I’ Asp20 apres hydrolyse.

Tableau 7.5 — Distances interatomiques optimisées (A) des réactifs de départs, des produits, des
états de transition et des complexes intermédiaires correspondants durant au départ du phosphate.

Type Molécules  O;—-H; 0,-C Ci -0, 0;-C; O,-P
Molécule isolée Ac” / 1,254 / 1,254 /
PAC?- / / 1,311 1,222 1,797
Réactifs 2h 0,963 1,476 1,469 1,297 1,672
2i 0,982 1,419 1,455 1,340 1,669
Etat de transition ~ 1h 0,965 1,390 1,904 1,239 1,601
1i 1,009 1,346 1,819 1,287 1,644
Produits 3h 0,968 1,344 3,234 1,211 1,566
3i 1,788 1,240 3,082 1,276 1,562

7.3.3.2 Aspect thermodynamiques et cinétiques

Les quantités thermodynamiques (AG?) de la réaction de départ du phosphate sont reprises a
la Figure 7.20 en fonction des différents modeles étudiés. La réaction est favorable dans les deux
modeles bien qu’une diminution de 1’énergie libre est toujours observée au fur a mesure de la

complexification du modele. Cette forte diminution (=127,8 kI mol™!) entre le premier (modele h)
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et le deuxieéme modele (modele i) s’explique par la protonation du phosphate améliorant son carac-
tere de meilleur groupe partant. De plus, le second modele possede un état de protonation cohérent

avec un pH physiologique. La réaction est donc thermodynamiquement plus favorable.

La spontanéité de cette réaction rend le bilan énergétique global de la réaction d’hydrolyse
favorable, la premiere étape mécanistique, bien que défavorable, est entrainée par la seconde, tres
spontanée. D’un point de vue cinétique, 1’énergie d’activation (AG7) est petite, soulignant une
faible barriere énergétique de la réaction (27,2 kJ mol~! pour le modele h et 19,7 kJ mol~! dans le
modele i). Cette faible énergie d’activation permet une réaction rapide. Au vu de la spontanéité de
la réaction d’un point de vue thermodynamique et de la faible barriere énergétique, cette réaction
de départ de phosphate a 1’aide d’un intermédiaire tétraédrique formé par attaque de 1’hydroxyle

est tout a fait envisageable d’un point de vue mécanistique.

7.3.4 Conclusions de la réaction d’hydrolyse

Sur base de ces observations de quantités thermodynamiques, la réaction d’attaque nucléo-
phile semble se dérouler en deux étapes. La premiere étape, 1’activation de la molécule d’eau, est
une réaction de déprotonation moins coliteuse d’un point de vue cinétique et thermodynamique
si la réaction a lieu a ’aide de la Lys158 et non de I’Asp183. L’analyse souligne que, pour que
cette réaction ait lieu, la Lys158 doit €tre sous une forme déprotonée avant réaction, ce qui ne
correspond pas a sa forme a pH physiologique. Cette déprotonation pourrait €tre réalisée par 1’en-
vironnement protéique, ce mécanisme ayant déja ét€ mis en évidence dans d’autres mécanismes
enzymatiques. 8% La seconde étape réactionnelle, I’hydrolyse, conduit au départ du phosphate.
Apres activation, I’hydroxyle, généré lors de 1’activation, attaque le carbone du phosphoacétate et
un intermédiaire est obtenu, correspondant au carbonyle activé. Ce carbonyle retrouve sa forme
normale en éjectant le phosphate via une SN,. Qu’importe le modele, ce départ est favorisé. La
différence d’énergie de réaction est d’autant plus grande si un oxygene du phosphate capte 1’hy-
drogene de I’hydroxyle. Cet abaissement s’explique par un caractere de meilleur groupe partant du
phosphate dans le cas ou il est protoné. Dans le cas des deux étapes, il est possible qu’une com-
plexification du systeme mette en évidence une réaction plus spontanée. Cependant, un modele

avec une coordination complete pour le magnésium n’a pas encore pu étre obtenu.
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7.4 Systéme protéique

Les systemes décrits précédemment permettent de se rendre compte de la faisabilité de la ré-
action dans un modele mimant le modele protéique. Cependant, il est possible, a partir des fichiers
de coordonnées obtenus par la cristallographie, d’élaborer un modele encore plus complet de la
réaction : un modele protéique avec tout I’environnement structural du site actif. Ce modele plus
complexe permettrait donc d’établir 1’évaluation de toutes les quantités thermodynamiques dans

un méme modele, et donc d’avoir une vision continue de la réaction.

Afin de pouvoir construire ce modele, les coordonnées des acides aminés clés du site actif
obtenues par la cristallographie sont sélectionnées (Tableau 7.6) en fonction de leur importance.
Les voisins de ces acides aminés ainsi que les résidus a moins de 4 A du métal sont aussi ajoutés
au modele afin de donner une structure au site actif. L’ensemble de ces acides aminés forment des
séries de peptides. Pour chaque fragment, 1’extrémité N-terminale est mutée en une amide tandis
que I’extrémité C-terminale est transformée en cétone afin de conserver 1’hybridation du carbone.
Les hydrogenes sont ajoutés aux acides aminés et aux molécules d’eau en respectant les conditions
de pH physiologique. La structure du modele final est reprise a la Figure 7.21. Un modele de 532
atomes est ainsi obtenu. La base 6-311G(d) et la fonctionnelle M06 sont choisies afin d’optimiser
le modele. Pour réduire le temps de simulation, des contraintes sont imposées au systeme sur
les carbones « des acides aminés terminaux pour les différents peptides du modele. Cela fixe la
position de ces carbones dans I’espace et rigidifie le systeme. Six modeles ont ainsi été optimisés
en faisant varier le nombre de contraintes imposées de quatre a quatorze, les modeles plus élevés
incluant les contraintes des modeles inférieurs *. Les contraintes sont représentées a la Figure 7.21.
La solvatation est décrite a I’aide d’un modele SAS. Au vu du temps de calcul nécessaire et de la
cohérence du modele obtenu, le modele 5 est défini comme le modele le plus approprié en ce qui
concerne les contraintes pour I’optimisation. Toutefois, 1’optimisation est toujours en cours. La
convergence est actuellement de 1’ordre de 10~* Hartree pour 12 processeurs et 30Gb de mémoire.
Une fois la convergence atteinte, 1’étude de la réactivité dans un modele proche de la protéine

pourra étre effectuée.

A. Par exemple, le modele 5 inclut les contraintes sur les carbones o du modele 4, 3, 2 et 1
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Tableau 7.6 — Acides aminés clés choisis dans le modele mimant le systeme enzymatique.

Acides aminés Role présumé Mutation en N-terminale Mutation en C-terminale
Phe 19 Structure Oui Non
Asp20 Nucléophile Non Non
Val21 Structure Non Non
Asp22 Acide-base Non Non
Ser23 Structure Non Non
Tyr24 Structure Non Non
Val25 Structure Non Oui
Glu 28 Structure Oui Non mais COOH en CHj;
Glu 29 Liaisons ligands Non Non
Gly30 Structure Non Oui
Ala5S1 Boucle dynamique Oui Non
Met52 Boucle dyna./Liaisons ligands Non Non
Gly53 Boucle dynamique Non Oui
Pro57 Boucle dynamique Oui Oui
Gly64 Structure Oui Non mais COOH en CHj;
Arg65 Liaisons ligands Non Oui
Leu66 Structure Non Oui
Ser109 Liaisons ligands Oui Non
Glyl10 Liaisons ligands Non Non
Glyll1 Liaisons ligands Non Oui
Glul54 Structure Oui Non mais COOH en CHj;
Ser155 Structure Non Non
Glyl156 Structure Non Non
Gly157 Structure Non Non
Lys158 Régénération Non Non
Gly159 Structure Non Oui
Gly178 Structure Oui Non
Aspl79 Coordination Mg*" Non Non
Gly180 Structure Non Oui
Thr182 Liaisons ligands Oui Non
Aspl83 Regénération Non Non
Met184 Structure Non Oui
Ile201 Structure Oui Non
Arg202 Liaisons ligands Non Non
GIn203 Structure Non Oui
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Figure 7.21 — Structure mimant le modele enzymatique utilisée lors de I’optimisation. Contraintes
imposées sur les carbones « en fonction du type de modele. Le modele 1 est mis en évidence par
un rond rouge autour des carbones « fixés, le 2 est montré par des ronds verts, le 3 est indiqué par
des ronds oranges, le 4 par des ronds bleus, le 5 par des ronds mauves et le 6 par des ronds noirs.
La structure est calculée avec la méthode M06/6-311G(d)/IEF-PCM/SAS.

7.5 Conclusions intermédiaires

Au cours du présent chapitre, les trois réactions impliquées dans 1’hydrolyse de la phospho-
L-sérine sont analysées. Premierement, I’analyse computationnelle a mis en évidence la sponta-
néité de la réaction d’attaque nucléophile lorsqu’un modele proche du modele protéique est utilisé.
L’encombrement stérique ainsi que les interactions supplémentaires rendent possible la réaction.
Un abaissement de I’énergie d’activation est aussi observé, soulignant que lorsqu’on se rapproche
d’un systeme protéique, le role de catalyseur de ce dernier se révele. L’ attaque de la phospho-L-
sérine par I’ Asp20 est donc une réaction tout a fait raisonnable comme premiere étape mécanis-
tique. Deuxiemement, le caractere spontané de la réaction de protonation est mis en évidence. Des
que la L-sérine déprotonée est a proximité de 1’ Asp22, le transfert de proton a lieu, quelle que soit

la complexité du systeme, sans passer par un état de transition isolable. Toutefois, un systeme plus

95



Partie 11I. Approche computationnelle Chapitre 7. Etude computationnelle du mécanisme

complexe, reprenant un ion magnésium entouré d’une sphere de coordination a six ligands, permet
un abaissement de plus grand 1’énergie d’activation, explicable par une stabilisation de I’ Asp22

comme base.

Troisiemement, en ce qui concerne la réaction d’hydrolyse de I’ Asp20, les résultats semblent
indiquer une réaction en deux étapes. La premiere étape, I’activation de 1’eau, semble étre réali-
sée par la Lys158 et non pas I’Asp183, cette étape étant moins défavorable dans le premier cas.
A partir d’une Lys158 déprotonée et d’une molécule d’eau en présence d’un phosphoacétate mo-
délisant I’ Asp20 phosphorylé, il est ainsi possible d’obtenir une Lys158 protonée et le carbonyle
de I’ Asp20 activé par attaque de 1’hydroxyle formé. Toutefois, pour que cette réaction ait lieu, la
Lys158 doit étre sous une forme déprotonée avant réaction, ce qui ne correspond pas a sa forme a
pH physiologique. Cette déprotonation pourrait €tre réalisée par I’environnement protéique, ce mé-
canisme ayant déja été mis en évidence dans d’autres mécanismes enzymatiques.’® " Bien que non
spontanée, cette premicre étape est entrainée par la seconde, largement favorable, quelle que soit
la complexité du systeme. Cette seconde étape correspond au départ du phosphate comme groupe
partant avec pour réactif de départ le carbonyle activé de I’ Asp20 par attaque de 1’hydroxyle formé
a partir de I’eau activée. Cette réaction est encore plus favorisée dans le cas de modeles plus com-
plexes, permettant, suite a une orientation plus favorable, le départ du phosphate sous forme de
HPO,>~. Cela s’explique par un caractére de meilleur groupe partant de cette espéce par rapport 2

I’espece PO,>~.

Enfin, la réactivité peut étre étudiée dans un modele plus complexe, plus proche du modele
protéique. Cette étude permettrait d’évaluer les quantités thermodynamiques des trois réactions
dans un méme modele. Cela rendrait ainsi possible 1’obtention d’une vision globale de 1’évolution
des quantités thermodynamiques dans la protéine. De plus, il serait ainsi possible d’en apprendre
plus sur le mouvement des molécules d’eau. Cependant, I’optimisation de ce modele est toujours en
cours. Reprenant toutes les observations mécanistiques réalisées par 1’analyse computationnelle,
I’hypothese mécanistique a pu étre étoffée. Celle-ci est présentée a la Figure 7.22. Si la Lys158
est déprotonée avant I’activation de la molécule d’eau, il faut considérer ses interactions avec les

ligands comme étant des interactions de type ponts hydrogene.
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Chapitre 8

Conclusions et perspectives

A I’heure actuelle, le cancer est une des causes majeures de déces au monde. En Belgique, le
cancer du cdlon est a la deuxieme position chez la femme et a la troisieme chez I’homme. Le traite-
ment des patients résulte en une combinaison de chirurgie et de chimiothérapie. La chimiothérapie
est réalisée au moyen de 5-Fluorouracile, administré par voie intraveineuse. Ce médicament est un
dérivé d’uracile dont le mode d’action est une double stratégie. D’une part, il joue le role d’anti-
métabolite et empéche la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses. D’autre part, le 5-FU
augmente la concentration en especes oxygénées radicalaires dans les cellules tumorales, permet-
tant de provoquer un stress oxydatif causant 1’apoptose. Toutefois, un phénomene de résistance au
5-FU tend a apparaitre chez les patients. L'implication de différentes enzymes, telles que la phos-

phosérine phosphatase humaine (HPSP) est mise en évidence dans ce mécanisme de résistance.

HPSP est une enzyme magnésio-dépendante impliquée dans la biosynthese de la sérine. Elle
est responsable de la derniere étape de cette voie métabolique, a savoir la dégradation de phospho-
L-sérine en L-sérine. Malgré son caractere de cible thérapeutique, HPSP reste une protéine peu
étudiée. Seulement trois structures de HPSP sont recensées dans la PDB et le mécanisme d’ac-
tion de HPSP reste encore méconnu a I’heure actuelle. Pourtant, pour comprendre la résistance au
traitement au 5-FU, il est nécessaire d’en apprendre plus sur cette enzyme qui provoque cette résis-
tance. Ce mémoire consistait en 1’étude mécanistique de HPSP, le but étant de mieux comprendre
le fonctionnement de cette enzyme avant de pouvoir s’intéresser au probleme de chimiorésistance

qu’elle provoque, mais aussi de créer de nouveaux inhibiteurs sur base des conclusions mécanis-
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tique. Pour ce faire, une stratégie en deux temps a €té mise en place. Premierement, une approche
expérimentale axée sur une étude cristallographique de la protéine en présence de ligands a été
réalisée afin de mettre en évidence les interactions clés entre les acides aminés du site actif et ces
ligands. L’ élaboration d’une hypotheése mécanistique a ainsi été faite. En second lieu, une approche
computationnelle a été réalisée dans le but d’étudier I’hypothese mécanistique dans des systemes

proches du systeme protéique afin de prouver sa faisabilité.

D’un point de vue expérimental, la protéine a d’abord été produite avec succes au moyen d’une
induction a I'IPTG pour ensuite étre purifiée par IMAC. La protéine récoltée est obtenue pure et
en grandes quantités, permettant les essais de cristallogenese. Ces essais se sont avérés fructueux,
mettant en évidence 1’obtention des conditions de cristallisation optimales pour HPSP en présence
de phospho-L-sérine et d’un analogue, 1’acide homocystéique. Les cristaux ainsi obtenus ont été
analysés par diffraction au synchrotron a Paris. Trois structures protéiques sont obtenues apres
diffraction. La premiere structure possede deux molécules dans son unité asymétrique, nommées
respectivement A et B. La seconde structure est composée d’un dimere, la molécule C et la molé-
cule D. Dernierement, une troisieme structure possede également avec un dimere (molécule E et F).
Un ion métallique est observé dans chaque monomere. Dans les molécules A, B, D, E et F, il s’agit
de calcium tandis que du magnésium est retrouvé dans le site actif de la molécule C. Des ligands
sont aussi observables, a savoir une phospho-L-sérine dans A, une L-sérine et une phopho-L-sérine
dans B, une L-sérine et un phosphate dans C, un phosphate dans D et de 1’acide homocystéique
dans F. Ces six molécules possedent également une hélice dynamique. Les molécules A, C et E se
trouvent en conformation fermée, la boucle étant sous forme d’hélice a.. A I’inverse, les molécules
B, D et F se trouvent en conformation ouverte, totalement dépliée. Ces différentes conformations
permettent aux acides aminés composant la boucle dynamique d’interagir avec les ligands et d’en-

clencher la réaction. La Met52 joue le rdle de loquet pour fermer I’hélice.

Sur base de I’analyse des interactions établies dans les sites actifs entre les ligands et les acides
aminés, une hypothese mécanistique, décrite a la Figure 8.1, a été envisagée. Au départ de la ré-
action, la phospho-L-sérine est a I’extérieur de I’enzyme et la boucle dynamique est ouverte. Le

substrat entre a I’intérieur de I’enzyme, provoquant le changement de conformation de la boucle
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dynamique. I’ Asp22, la Lys158 et le Thr182 stabilisent le substrat. La Met52 change de conforma-
tion et ferme I’enzyme. Le substrat bouge 1égerement et s’approche des aspartates catalytiques. La
stabilisation a des lors lieu grace a la Ser109, les Gly110 et 111 et la Thr182. Un motif oxyanion
hole est formé au moyen des résidus Ser109, Gly110 et Glyl11. L’ Asp20 attaque la phospho-
L-sérine et I’hydrolyse a lieu, générant un phosphate lié a 1’Asp20 et une molécule de L-sérine
déprotonée dans la poche catalytique. Par la liaison du phosphate a 1’Asp20, un vide se crée et
la L-sérine déprotonée se positionne a proximité de 1’Asp22, stabilisée par le Glu29, I’ Arg65, la
Ser109 et la Lys158. I’ Asp22 protone la L-sérine. L’hydrolyse du phosphate par une molécule
d’eau activée est réalisée au moyen de la Lys158 ou de I’ Asp183. Par changement de conforma-
tions de I’hélice dynamique, les deux produits sortent de I’enzyme au moyen de I’ Arg202 et, pour

la L-sérine, du Glu29.

Cette hypothese mécanistique a ensuite été étudiée a 1’aide de la chimie computationnelle. Pour
ce faire, différents modeles ont été analysés afin de mettre en évidence la nécessité d’un systeme
ressemblant a la protéine pour que la réaction ait lieu. Effectivement, la faisabilité des différentes
réactions a pu étre mise en évidence pour autant que le systeme approche le systeme protéique.
L’analyse computationnelle a également mis en évidence une activation de la molécule d’eau dans
le cas de I’hydrolyse du phosphate plus favorable lorsqu’elle est réalisée par la Lys158 pour autant
que cette lysine soit sous forme déprotonée. Cette déprotonation pourrait étre réalisée au moyen
de I’environnement protéique. Une étude computationnelle sur un modele reprenant le site actif de
HPSP est en cours afin d’évaluer I’évolution des quantités thermodynamiques dans ce modele et

d’apporter une vision plus globale du mécanisme.

Plusieurs perspectives sont envisageables. Premierement, afin d’en apprendre plus sur 1’état
de protonation des différents acides aminés dans la poche catalytique, une analyse structurale par
diffraction de neutrons pourrait étre envisagée. Deuxiemement, 1’étude computationnelle dans le
modele correspondant au site actif doit étre poursuivie afin d’avoir une vision d’ensemble de 1’évo-
lution des quantités thermodynamiques dans la protéine. Enfin, une analyse de dynamique molé-

culaire sur I’hélice dynamique pourrait étre entreprise afin d’étudier le dépliement de celle-ci.
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Chapitre 9

Notions théoriques abordées

Au cours du présent mémoire, différentes notions liées a la diffraction de rayons X ou a la
chimie computationnelle sont utilisées. Ce chapitre développe ces notions afin d’aider la compré-

hension des analyses.

9.1 Méthodes liées a la diffraction de rayon X

La diffraction de rayon X (DRX) est une technique d’analyse a partir d’ondes électromagné-
tiques de faible longueur d’onde, des rayons X (RX), interagissant avec les nuages électroniques
des atomes constituant la protéine et provoquant un phénomene de diffusion de Rayleigh. Cette
diffusion est un phénomene élastique selon lequel les électrons entrent en vibration et deviennent
diffuseurs d’ondes électromagnétiques. Ce phénomene a lieu dans toutes les directions de I’espace
et engendre un phénomene d’interférence soit constructive ou destructive, car les différentes ondes
générées par les électrons se rencontrent et interfeérent pour créer une nouvelle onde. De par la pé-
riodicité du systeme cristallin, ce phénomene est discontinu et est régi par la loi de Bragg, décrite a
I’équation 9.1. Cette loi représente le phénomene de diffraction comme une réflexion sur des plans
de réseaux.

2dhkl sinf = n\ (91)

ou d est la distance entre les différents plans réticulaires (A), 6 est I’angle de diffraction (°), n est

un nombre entier et \ est la longueur d’onde utilisée (A).
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Apres une expérience de diffraction d’un cristal, un cliché de spots soulignant les angles 26
de diffraction, tels qu’observable a la Figure 9.1, est obtenu. Ce cliché renseigne de la position
des réflexions et de leur intensité. L’intensité donne acces aux facteurs [, selon la relation 9.2. Le
facteur de structure observé est déterminé a partir de ce dernier, selon 1’équation 9.3. 11 dépend
ainsi de la nature et de la position des atomes dans I’unité asymétrique par I’intermédiaire de la
phase et de ’amplitude. Apres transformées de Fourier, ces informations donnent acces au motif
diffractant, a savoir la distribution des électrons dans I’unité asymétrique au moyen d’une carte de

densité. 8

Inw o |F,[? 9.2)
Fp = |Fyle’ 9.3)
_ , —LS?QG 2im(haj+ky;j+lz;)
F.=) fie = e (9.4)
J

ol € est la phase de la réflexion, f; et B; sont respectivement le facteur de forme et le facteur
d’agitation thermique de 1’atome j dans la maille cristalline. A partir des facteurs de structure
observés, F,, la carte de densité est construite et les électrons peuvent €tre associés aux atomes
d’une molécule. Cependant, pour ce faire, il est nécessaire de connaitre la phase des réflexions,
donnée non accessible lors le phénomene de diffraction. De ce fait, un calcul de ces dernicres par
remplacement moléculaire est effectué si la structure possede au moins 30% d’identité avec une
autre structure déja résolue. A I’aide de ce calcul, les facteurs de structure calculés, F. (équation
9.4), sont isolés ainsi que la carte de densité correspondante, apres transformation de Fourier. De

1, il est nécessaire d’affiner le modele pour obtenir la structure protéique. 76881

L’ affinement d’une structure cristallographique est un processus qui utilise une alternance d’op-
timisations suivie de corrections manuelles cherchant a positionner au mieux les atomes dans les
cartes de densité au moyen des coordonnées X, y et z ainsi que du facteur d’agitation thermique
(facteur B) des atomes.%” L affinement permet d’améliorer la carte de densité construite a partir des
facteurs de structures calculés, F, qui est comparée a la carte construite a partir des facteurs de
structure observés, [,. Une fois la concordance entre les différents types de facteurs de structures

jugée satisfaisante, la structure est validée sur base d’indicateurs décrits en partie II.
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Haute résolution

Figure 9.1 — Cliché de diffraction issu de la diffraction par les rayons X du cristal décrit au chapitre
6 obtenu par co-cristallisation avec la phospho-L-sérine, a pH 6,5 et a une concentration en CaCl,
de 0,05 M dans un tampon cacodylate 0,1 M et de PEG 2000 20%. Résolution de 1,57 A.

9.2 Méthodes calculatoires

9.2.1 Bases de la chimie quantique

Le point central de la chimie quantique est I’équation de Schrodinger. Cette équation permet

de déterminer I’énergie d’un systéme et la fonction d’onde de ce dernier.%>83

HW = EW (9.5)

ou H est I’opérateur hamiltonien soulignant les énergies du systéme a 1’aide des opérateurs d’éner-

gie cinétique et potentielle, £ est I’énergie du systeme et ¥ est la fonction d’onde.

Différentes approximations nécessaires sont mises en place afin de résoudre cette équation
telles que I’approximation de Born-Oppenheimer impliquant le fait que les mouvements des élec-
trons du systéme sont plus rapides que les mouvements des noyaux. Ces noyaux sont donc considé-
rés comme figés.®* Cette approximation simplifie le calcul. Le théoréme des variations, explicité
a ’équation 9.6, est un théoréme mis en place pour résoudre cette équation. Ce dernier part du

principe que si I’on détermine 1’énergie du systéme avec une fonction d’onde approchée, ¥PPo%
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I’énergie obtenue est supérieure a celle de la fonction d’onde exacte, ¥, de 1’état fondamental. 11
faut donc que la fonction d’onde utilisée soit la plus proche de la réalité pour que I’énergie se

rapproche de 1’énergie exacte.
EEa:act S EApprox. — <wApprom.|]:I|wApprox.> (96)

Dans le but de résoudre 1’équation de Schrodinger, différentes méthodes calculatoires ont vu
le jour, la plus connue étant la méthode Hartree-Fock (équation 9.7).8637 Dans ces méthodes, la
détermination des orbitales moléculaires recourt a 1’approximation Linear Combination of Atomic
Orbitals (LCAO).® Ainsi, les orbitales moléculaires, ®;, s’expriment sous la forme de combinai-

sons linéaires d’orbitales atomiques, X (équation 9.8).

F@) i () = €04 (7) 9.7)

K
$i(7) =Y Crixa(7) 9.8)
k

ou f est I’opérateur de Fock, ¢; correspond aux orbitales moléculaires tandis que ¢; est I’énergie
de ces orbitales moléculaires. Les coefficients C; sont les coefficients LCAO et K est le nombre
d’orbitales atomiques. Il est des lors nécessaire de déterminer ces coefficients LCAO afin d’obtenir
une expression des orbitales moléculaires. Cette détermination a lieu au moyen d’un cycle itératif,
connu sous le nom de cycle du champ autocohérent [ou Self-Consistent Field] (SCF). Afin de faci-
liter les calculs, les orbitales atomiques sont définies par des contractions de fonctions gaussiennes
dont le nombre et la nature déterminent la performance du set de bases utilisé. Plus la base choisie
est complete, plus fidele sera la description des orbitales moléculaires. Dans le cadre de ce mé-
moire, la base utilisée pour les simulations est 6-311G+(d,p).% Celle-ci contient une contraction
de 6 gaussiennes pour décrire les orbitales de cceur, trois contractions respectivement de trois, une
et une gaussiennes pour décrire les orbitales de valence, un set de fonctions diffuses et un set de
fonctions de polarisations, a savoir de nombre quantique supérieur aux électrons de valence des

atomes isolés. Celles-ci sont symbolisées par un "d" et "p

" n

: les fonctions "p" sont ajoutées sur les
atomes d’hydrogene tandis que les "d" sont sur les atomes de la deuxieme période et les suivantes.

Vu que la méthode Hartree-Fock ne tient pas compte de la corrélation électronique, différentes mé-
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thodes ont été développées pour pallier ce manque, comme la density functionnal theory (DFT).

9.2.2 Principe de la DFT

La méthode de la densité fonctionnelle, ou density functionnal theory (DFT) est une méthode
variationnelle largement utilisée, recourant généralement a I’approximation LCAO et satisfaisant
au théoréme des variations.?>*° Cette méthode a pour avantage qu’elle permet d’introduire la cor-

rélation électronique.

Le principe de cette théorie est de remplacer la fonction d’onde a N électrons, ¥(x1, 2, ...xN),
et I’équation de Schrodinger associée par la densité électronique et les équations nécessaires pour
la déterminer.”*°! Cette densité se définit comme étant la probabilité de trouver un électron dans
un volume dx; autour d’une position x;. On définit deux types de densité : la densité a un électron,
[p(x1)], et & deux électrons, [p(x1, x2)]. La premiére s’obtient apres une intégration de la fonction
d’onde sur toutes les coordonnées de spin-espace sauf une (z1) (équation 9.9). L’intégration de
cette densité sur les variables z5...xy donne acces a la probabilité de trouver I’électron a la
position x;. La probabilité a deux électrons correspond, de maniere similaire, a la probabilité de
trouver deux électrons dans un volume. Cela correspond a la corrélation entre deux électrons en

mouvement. 2

N/Lp*($1,l'2, ...,I‘N)W(l'l,l‘g, ...,[L’N)diCQ...dCL'N = pl(l’l) (99)

Cette théorie nait de 1’approche de Kohn-Sham,”® notamment réalisée a 1’aide de différents
théorémes comme le premier théoréme de Hohenberg-Kohn.** Le premier théoréme de Hohenberg-
Kohn relie le potentiel externe a la densité électronique de 1’état fondamental p,. Ce potentiel
s’exprime selon 1’équation 9.10. Par le théoreme des variations appliqué a la DFT, soit le second

théoréme de Hohenberg-Kohn, il est possible d’approcher 1’énergie de I’état fondamental. ***

Eo[po] = T'po] + Eeelpo] + Enelpo] (9.10)

ou F est I’énergie de 1’état fondamental, p, est la densité de I’état initial, 7" I’énergie cinétique,
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E.. I’énergie électrons-€lectrons et £, est I’énergie électrons-noyaux.

La méthode de Kohn-Sham prend son essence dans les théorémes de Hohenberg-Kohn, mais
elle considere un systeme de particules fictives indépendantes, des électrons, reproduisant la den-
sité électronique du systeme réel. On définit ainsi des orbitales dites de Kohn-Sham correspondant
a des fonctions d’onde a un électron. L’expression de 1’énergie peut étre décomposée en diffé-
rents termes (équation 9.11). Cependant, F/x n’étant pas connu, il est approximé au moyen des
fonctionnelles d’échange-corrélation. Ce potentiel donne acces au potentiel effectif de Kohn-Sham

(équation 9.12).

EFlp(M)] = T[p(M] + J[p(")] + Exc|p(r)] (9.11)
— (T p(1”) ! OExc
Vesf(T) = (7+/ !F—F!d - G 9.12)

ou J est le terme de Coulomb et E'x I’énergie d’échange-corrélation. Le terme v,y est le poten-

tiel effectif de Kohn-Sham.

L’équation de Kohn-Sham (équation 9.13) est résolue de maniere itérative et donne acces a
I’énergie du systeme. Elle posseéde une expression parallele a I’équation d’Hartree-Fock (équation
9.7). La fonction d’onde obtenue permet de calculer une nouvelle valeur de densité jusqu’a satis-
faction d’un critere de convergence.”® Si Ex ¢ était connu de maniére exacte, le potentiel v, ¢ (7)

et I’énergie du systeme 1’aurai été également.

{_71 Ve —I—Ueff(f)] 0n(x) = €,0,(2) 9.13)

ou 6,, est I’orbitale de Kohn-Sham.

9.2.3 Fonctionnelles d’échange-corrélation

Dans le but de calculer la valeur de 1’énergie d’échange-corrélation, une fonctionnelle d’échange-
corrélation est utilisée.”*!*> Ces fonctionnelles sont classées en plusieurs ensembles en fonction

des particularités de leurs spécificités. Dans cette classification, on retrouve, par exemple, les fonc-
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tionnelles LDA, GGA ou mGGA. Les LDA, acronyme de Local density approximation, se basent
sur le principe que les énergies des fonctionnelles d’échange-corrélation d’un systéeme non uni-
forme peuvent €tre obtenues en décomposant le systeéme en volumes infinitésiment petit. Selon les
GGA, pour Generalized Gradient Approximation, les fonctionnelles dépendent de la densité et de
son gradient. Dernierement, les meta-GGAs, ou mGGA, introduisent une dépendance explicite de
I’énergie cinétique. Au sommet de cette classification, on retrouve les fonctionnelles hybrides. Ces
fonctionnelles introduisent un pourcentage d’échange Hartree-Fock exact par rapport aux fonc-

tionnelles des niveaux inférieurs (GGA, mGGA, ...), par exemple, selon 1’équation 9.14.909

Exc = aBEMY 4 (1 — a)EXF + Termes de corrélation (9.14)

ou a est le pourcentage d’échange Hartree-Fock de la fonctionnelle et I’indice = indique 1’échange.
Contrairement a I’échange "DFT" des fonctionnelles LDA, GGA et mGGA, qui est local, I’échange
Hartree-Fock est non local et présente un comportement asymptotique en —1/r. L’avantage de la
DFT est qu’elle a un colt en ressources informatiques semblable a la méthode Hartree-Fock tout
en introduisant la corrélation électronique. La fonctionnelle utilisée dans le cadre du mémoire est
la fonctionnelle hybride M06 qui dérive de la mGGA et possede un terme d’échange Hartree-Fock

valant 27%.%¢

9.2.4 Optimisation de géométrie

Durant ce mémoire, différentes molécules chimiques ont été utilisées comme point de départ
pour construire des modeles de plus en plus complexes. Ces especes sont optimisées avec la mé-
thode M06/6-311G+(d,p). Le procédé d’optimisation de géométrie consiste a ajuster les coordon-

nées atomiques jusqu’a I’obtention d’un minimum d’énergie sur la surface d’énergie potentielle.

9.2.5 Détermination des états de transition et des complexes intermédiaires

Les états de transition sont déterminés par la méthode dite des contraintes. Cela consiste a fixer
les distances des liaisons impliquées dans la réaction ciblée a une distance intermédiaire proche de
celles de 1’état de transition supposé. L’ optimisation procede initialement avec ces restrictions ce

qui a pour effet de guider I’optimisation afin d’obtenir une premiere approximation de la géométrie
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I’état de transition et une fréquence imaginaire associée. La géométrie de ce premier état sert de
point de départ a 1’obtention d’une seconde approximation, meilleure, de 1’état de transition en
suivant le déplacement associé a la fréquence imaginaire, cette fois sans contrainte. Les quantités
thermodynamiques (G° et H°) sont extraites apres un calcul de fréquences issues de la dérivée

seconde de I’énergie.

A partir de I’état de transition, il est possible de déterminer les complexes intermédiaires entre
les réactifs ou les produits. Ces complexes témoignent du rapprochement des composés dans 1’es-
pace et de la stabilisation de ceux-ci au moyen d’interactions favorables. La détermination de ces

).%7 Cela consiste

complexes est réalisée selon la méthode de I’ Intrisic Reaction Coordinate (IRC
a partir de la géométrie de 1’état de transition et de minimiser son énergie pour retrouver les réac-
tifs ou les produits de départ tout en suivant les déplacements atomiques associés a la fréquence

imaginaire. !

9.2.6 Thermodynamique statistique

Par I’approximation de Born-Oppeinheimer (noyaux figés), I’optimisation permet I’obtention
de I’énergie du systeme telle une somme des répulsions entre noyaux et électrons. Toutefois, les
atomes possedent un mouvement résiduel, méme a OK. Il ne s’agit donc pas de la seule contribution
énergétique au systeme : les énergies de vibration, de translation et de rotation ont aussi une inci-
dence. L’ étude thermodynamique est possible par I’évaluation d’une fonction de partition {2, dont
I’expression est mentionnée a I’équation 9.15. Cette fonction de partition caractérise la tendance du
systeme a vouloir s’échapper a 1’état fondamental. Les fonctions d’état telles que 1’enthalpie (H),
I’énergie libre (U), I’enthalpie libre de Gibbs (G) ou encore 1’entropie (S) peuvent étre déterminées

a partir de cette derniére. %’

1

9.15
o 9.15)

2= Zgie’ﬁq ou =

ou ¢ décrit I’état i du systeme, ¢; est I’énergie de cet état, g; la dégénérescence du systeme et 5 est

un facteur dérivant de la constante de Boltzmann (kg).
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9.2.7 La solvatation

La méthode dite de Integral equation formalism of the polarizable continuum model®®*° (IEF-
PCM) a été employée dans le but d’introduire les effets du solvant lors des simulations. Cela permet
de tenir compte des interactions entre le solvant et le soluté. Ce dernier est placé dans une cavité
entourée d’un diélectrique, simulant le solvant. Par effet électrostatique, la cavité et le soluté vont
se polariser (Figure 9.2) : une différence de potentiel apparait. La distribution des charges entre
les deux milieux peut étre reliée a une valeur d’énergie, correspondant aux interactions soluté-

solvant. !’ La détermination des interactions soluté-solvant se fait via un processus itératif.

SES Solvant

SA

Figure 9.2 — Principe de la méthode IEF-PCM. Q représente la charge, ¢ le diélectrique du solvant,
SAS et SES les méthodes de solvatation.®’

Lors de 1’élaboration de la cavité entourant les atomes, deux types de surface peuvent étre
utilisées, a savoir la SES et la SAS. La Solvent Excluded Surface (SES)®° considére les murs de
la cavité comme étant frontieres entre le soluté-solvant. C’est la surface utilisée par défaut. Les
molécules y sont considérées comme étant dans une cavité de solvant construite a partir de spheres
de van der Walls placées sur chaque atome composant la molécule a I’aide d’un champ de force
de type Universal Force Field (UFF).'"' La Solvent Accessible Surface (SAS)®° défini la surface
accessible au solvant. Etant un peu moins réaliste, celle-ci va étre utilisée dans le cas de grands
systemes, celui-ci simulant I’enzyme. Dans tous nos calculs, le solvant est ’eau. La constante
diélectrique (¢) s’éleve donc a 78,355300 a 25 °C tandis que la constante di€lectrique a 1’infini

(€x0) est de 1,777849 a fréquence infinie et a 25 °C.
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Chapitre 10

Matériel et méthodes

10.1 Production et purification

10.1.1 Préparation des solutions

Lors de la phase de production et de purification, différentes solutions sont réalisées. Il s’agit

de la solution de lyse ainsi que des tampons A et B. Les informations portant sur la composition

de ces solutions sont décrites au Tableau 10.1.

Tableau 10.1 — Récapitulatif des volumes des différentes solutions réalisées lors de la production
et de la purification de HPSP. Informations sur les concentrations et les masses des différents

composés utilisés. Le solvant est I’eau.

Solutions Volume (mL) pH Composé Concentration (mM) Masse (g)
Milieu de culture 400 / LB liquide / 8
Solution de lyse 100 7,4 NaCl 100 0,584
HEPES 25 0,596
EDTA-free protease / 2 pastilles
Tampon A 250 7.4 NaCl 100 1,461
HEPES 25 1,489
Imidazole 10 0,170
Tampon B 250 7.4 NaCl 100 1,461
HEPES 25 1,489
Imidazole 250 4,255
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10.1.2 Préculture et culture

Afin de produire HPSP de maniere optimale, une préculture est réalisée en milieu stérile. Dans
un falcon de S0 mL, 10 mL de la solution de milieu de culture (Tableau 10.1) sont mélangés a
10 uL de Kanamycine™ 2 50 mgmL. Apres cela, 200 uL de souches BL21 (DE3) d’E. coli,
transformées avec le plasmide codant pour HPSP, sont ajoutés au mélange. Le tout est laissé a
37 °C durant une nuit, sous agitation. Apres une nuit, le falcon contenant la préculture est utilisé
afin de réaliser la culture bactérienne. Pour ce faire, 200 mL de milieu de culture sont placés dans un
elernmeyer 2 déflecteur en milieu stérile. A cela est ajouté 200 L de Kanamycine™ 50 mg mL™".
Une mesure de la densité optique est réalisée pour servir de blanc (temps 0). Dix microlitres de
préculture sont ajoutés au contenu de I’erlenmeyer et une mesure de densité optique est réalisée afin
de connaitre 1’absorbance au début de I’incubation (temps 1). Le tout est laissé sous incubation, a

37°C, jusqu’a obtention d’une valeur comprise entre 0,6 et 0,8 pour la densité optique.

10.1.3 Induction

Une fois cette densité optique atteinte, I’induction de la protéine est provoquée par ajout, sous
conditions stériles, d’IPTG 1 M au mélange afin d’atteindre une concentration finale de 4 mM. Le
mélange est replacé dans I’incubateur, a 37 °C, pendant 3 heures, sous agitation. Une fois ce laps
de temps écoulé, le contenu de I’erlenmeyer est centrifugé a I’aide d’une centrifugeuse Beckman
a 4000 rpm, durant 30 minutes, a 4 °C. Les culots sont ensuite récupérés et congelés avant d’étre

lysés.

10.1.4 Lyse

Les culots sont suspendus dans un volume minimum de tampon a partir de la solution de
lyse décrite au Tableau 10.1. La solution ainsi obtenue est lysée sur glace par sonification a 1’aide
d’une alternance de 30 secondes de sonification et 30 secondes de repos a 10 reprises. La puissance
utilisée est de 10 watts. Une fois la lyse réalisée, la solution résultante est centrifugée a I’aide d’une
centrifugeuse Beckman a 12 500 rpm, durant 60 minutes, a 4 °C. Le surnageant contenant HPSP

non-purifié est récupéré. Il est filtré a I’aide d’un filtre Whatman 0,45 um et d’un filtre 0,2 pm.
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10.1.5 Purification par IMAC

La purification est réalisée par IMAC, a I’aide d’une colonne de type HiTrap™FF Crude ImL
(GE Healthcare) et d’un appareillage de type Fast Purification Liquid Chromatography (FPLC)
Healthcare-FPLC BioRad. Ce dernier permet un suivi de la purification a 1’aide de I’absorbance et

la conductivité.

10.1.5.1 Conditionnement de la colonne

Avant de commencer la purification, la colonne, chargée a 1’aide d’une solution 0,1 M de
NiSQy, est placée, selon un débit de 1 mL min~!, dans 100% de tampon A (Tableau 10.1) jusqu’a

I’option d’un plateau de conductivité et d’absorbance sur le suivi par chromatogramme.

10.1.5.2 Elution de la protéine

Le surnageant contenant le mélange protéique est chargé sur la colonne, toujours conditionnée
avec le tampon A. Une fois I’élution du Flow Through observée ainsi qu’une stabilisation de 1’ab-
sorbance, le tampon conditionnant la colonne est modifié progressivement a 1’aide d’un gradient
de 0% a 100% en tampon B. Ce gradient est réalisé a 1’aide de différents paliers. Durant les dix
premieres minutes, le pourcentage de tampon B va augmenter de 0% a 10% suivi de 20 minutes
avec un pourcentage constant de 10%. Durant les 20 minutes qui suivent, le tampon B augmente
de 10% a 100% jusqu’a la cinquantieme minute. Un second palier est ensuite appliqué durant dix

minutes, marquant la fin de la purification.

10.2 Suivi de purification

10.2.1 Electrophorése SDS-PAGE

La réalisation d’une électrophorese sur gel de type SDS-PAGE nécessite la préparation de ces
gels d’électrophorese. On en dénombre deux, a savoir le running gel et le stacking gel (décrits
dans le tableau 10.2) ainsi qu’'une série de solutions décrites dans le tableau 10.3. Le running
gel est d’abord réalisé par ajout des composés décrits au Tableau 10.2, partie A. Le mélange est

placé dans une cassette d’électrophorese afin de la remplir aux trois quarts. Le tout est recouvert
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d’une couche de norvanol afin d’éviter I’oxydation du gel durant la polymérisation. Une fois le gel
polymérisé, le mélange du stacking gel est réalisé selon les conditions décrites au Tableau 10.2,
partie B. Aussitot le mélange effectué, le norvanol est évacué afin de pouvoir couler le second
gel au-dessus du premier. Un peigne est ensuite placé au-dessus de ce dernier afin de permettre la

formation de puits pour contenir les différents échantillons protéiques.

Tableau 10.2 — Composition des deux types de gels utilisés lors de la préparation d’un gel d’élec-
trophorese. L’ ordre des composés est respecté durant la préparation du gel afin d’ajouter en dernier
les deux catalyseurs de polymérisation (APS et TEMED) (A Running gel B Stacking gel).

A B

Running gel Volume (mL) | Stacking gel Volume (mL)
Eau distillée 5,085 Eau distillée 6,00

Tampon Tris-HCl pH 8,8 1,5 M 3,75 Tampon Tris-HCI pH 6,8 0,5 M 2,52

SDS 0,150 SDS 0,100
Acrylamide 30% 5,84 Acrylamide 30% 1,320

APS 10% 0,075 APS 10% 0,050
TEMED 0,0075 TEMED 0,010

Tableau 10.3 — Composition des différentes solutions utilisées durant I’électrophorese SDS-PAGE.

Solutions Composés Volume (mL) Masse (g)
Tampon d’électrophorese Eau distillée 3,550 /
Tris 0,5 M pH = 6,8 2,500 /
SDS 10% 2,000 /
Glycérol 2,500 /
Bleu de bromophenol 0,5% 0,200 /
[-mercaptoéthanol 0,500 /
Solution de coloration Bleu de Coomassie / 0,25
Méthanol 45 /
Acide acétique 10 /
Eau distillée 45 /
Solution de décoloration Méthanol 300 /
Acide acétique 100 /
Eau distillée 400 /
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Les différents échantillons protéiques sont préparés en prélevant 15 ul. de chaque fraction is-
sue de la purification et en les placant dans un eppendorf avec 5 uL. de tampon d’électrophorese
(Tableau 10.3). Chaque échantillon est chauffé a 100 °C, a I’aide d’un bain-marie, suivi d’un trai-
tement sous agitation grace au vortex. Apres cela, 15 L. de chaque eppendorf sont placés dans un
puit du gel. Le premier puit contient le marqueur de poids moléculaire. La migration s’effectue
durant 40 minutes, sous 220 volts. Par la suite, les gels sont rincés a I’eau et placés dans une so-
lution de coloration (Tableau 10.3). La coloration est réalisée durant une heure. Le gel est ensuite

décoloré durant 20 minutes a I’aide de la solution de décoloration (Tableau 10.3).

10.2.2 Test d’activité

Lactivité enzymatique des fractions est vérifiée apres purification pour savoir si la protéine
récoltée est obtenue sous forme active. Le principe du test d’activité est repris a la Figure 10.1.
Dans un premier temps, les différentes fractions provenant de la purification sont ramenées le plus
proche d’une concentration de 50 mgmL~". La composition de ce tampon est de 100 mM de tam-

pon Tris-HCl a pH 7,4, 5 mM de MgCl, et 1 mM de DTT ajouté au dernier moment.

80 ul d'échantillon
~ 50 mg/ml 1 fraction/échantillon/ligne
Fraction Echantillon ﬁosphoserme 100mM
?y

Tampon test
A%ubation pendant 10 minutes a 37°C

-
5]
-
g
-
N,

00000000 o
00000000 ~
00000000 o«
00000000 v
00000000
000000@0
000000@0

80ul échantillon
+20ul substrat-tampon

6 7 8 9101112
i 0000000
30 secondes/ligne 10 minutes 0000000
37°C 0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
150yl (échantillon + substrat)
l + 50 pl réactif phosphate
Ajout par 30 secondes
12345678 9101112 12345678 9101112
. . AODOOOOOOO0O0OO0OO AOGOO®@O®O®@000000O0
50 i réactif phosphate |66 00000000000 BOOOOOO00000O0| 30minutes
—3» [CO0O0O®O000000O0 —» ([CO00OOO000000O0 Absorbance a 655nm

DO@OO®O®O000000O0 DOO@O@O®O®O000000O0
JoXeNoNeNoNeNoRoNeNoNoXol EOOOOOOOOO0OO0O
FOOOOO0O0O0000O0 FOOOOO0O0O0O00O0O
GOOOO0O0O0O0O000O0 GOOOO0O0O0O0O0O0O0OO
HOOOOO0O0O0O0000O HOOOOO0OO0O0O0O0O0O0O

Figure 10.1 — Schéma représentatif du test d’activité de HPSP.
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Sur une plaque de 96 puits, 80 uL. de chaque échantillon sont placés dans cinq aliquots de
maniere a faire des réplicats. Une ligne composée d’un triplicat de phospho-L-sérine 100 mM
ainsi que deux aliquots de tampon test, servant de blanc, est aussi réalisée, nommé ligne substrat-
tampon. Le porte échantillon est placé dans un bain-marie durant 10 minutes a 37 °C. Apres in-
cubation, 20 uL de la ligne substrat-tampon sont ajoutés, par intervalle de 30 secondes, aux cinq
réplicats d’une méme ligne a I’aide d’une pipette multichannelle. Le tout est laissé dix minutes
supplémentaires dans le bain, le temps que la réaction opére. A ’aide d’une pipette multipuits,
150 uLL des cinq réplicats d’une méme ligne sont prélevés et placés dans cinq puits d’une ligne
d’une plaque 96 puits contenant chacun 50 uL de la solution "réactif phosphate", composée de
3,75 mL de vert de malachite et 1,25 mL. de mobylate d’ammonium. Un intervalle de temps de 30
secondes entre le prélevement de chaque ligne est respecté pour que le temps de réaction soit iden-
tique pour chaque ligne. Apres 30 minutes de repos pour que la solution se stabilise, 1’absorbance

de la plaque est mesurée a 655 nm.

10.2.3 Dosage enzymatique

Le dosage de la concentration en protéine récoltée apres purification est réalisé par mesure au
Nanodrop™2000. Ceci est un spectrometre permettant une mesure d’absorbance a 280 nm a partir
de 2 puL de la solution protéique. Afin de permettre le calcul de la concentration protéique, le poids
moléculaire (25,007 kDa) ainsi que le coefficient d’extinction molaire de HPSP sont nécessaires

(11585 L Mcm™), 102103

10.3 Ciristallisation en présence de ligands

10.3.1 Préparation des solutions pour la cristallisation

Lors de la cristallisation de HPSP, différentes solutions stock sont nécessaires, a savoir une
solution cacodylate 0,2 M, une solution de CaCl, 2M ainsi qu’une solution de PEG 2000 mono-
méthyl 50%. D’autre part, afin de permettre la co-cristallisation de HPSP avec différents ligands,
il est nécessaire de préparer des solutions de ces derniers. Une solution stock de phospho-L-sérine

100 mM est effectuée dans I’eau ainsi qu’une solution avec un analogue non hydrolysable de sub-
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strat, I’acide homocystéique dans le DMSO (100%). L’ensemble des solutions sont préparées avec

les compositions décrites au Tableau 10.4.

Tableau 10.4 — Récapitulatif des volumes des différentes solutions réalisées lors de la cristallisation
de HPSP. Informations sur les concentrations et les masses des différents composés utilisés. Le
solvant est I’eau sauf pour 1’acide homocystéique.

Solutions Volume (mL) Composé Concentration Masse (g)
Cacodylate de sodium 50 C,H;AsO, 02M 8,56
Chlorure de calcium 50 CaCl, 2M 11,10
PEG 2000 monomethyl 50 (C,H40)2000 50% 25,0
Phospho-L-sérine 10 C3HgNOGP 100 mM 0,1851
Acide homocystéique 1 C4HoNOsS 200 mM 0,0353

10.3.2 Préparation de la solution enzymatique : PD10 et aliquots

Apres purification, les fractions contenant la protéine d’intérét sous forme pure sont réunies et
concentrées au moyen d’une centrifugeuse Centrifuge 5430 R a 7000 rpm et 4 °C par intervalles
de 5 minutes afin d’atteindre un volume de 2,5 mL. Cela est possible a I’aide d’un filtre amicon
Vivaspin (10000 MW) pouvant étre centrifugé. Une fois le volume atteint, une PD10 est réalisée
afin de placer la protéine dans le tampon utilisé lors de la cristallisation, a savoir un tampon glycine
25mM a pH 9,0 contenant 10 mM de DTT. Dans un premier temps, la PD10 est conditionnée avec
ce tampon au moyen de cing rincages de 5 mL. La solution protéique de 2,5 mL est ensuite placée
sur la colonne suivie d’une fraction de 3,5 mL de tampon. Cette fraction est ensuite récoltée : elle
contient la protéine dans le tampon adéquat. La colonne est ensuite conservée dans I’éthanol 20 %
tandis que la fraction protéique récoltée est concentrée par centrifugation a 1’aide d’une Centrifuge
5430 R et de filtres Vivaspin Centrifugal Concentrator (10000 MW) a 7000 rpm et 4 °C durant des

intervalles de 5 minutes pour atteindre une concentration avoisinant 6 mg mL™".

Lors de la co-cristallisation avec la phospho-L-sérine, un aliquot contenant la protéine concen-
trée 3 6mgmL~!, une solution de MgCl, 5mM et une concentration en substrat, la phospho-L-
sérine, 10 mM est réalisé. Une incubation de 30 minutes est respectée avant la réalisation des boites
de cristallisation. A la différence du cas précédent, lors de la co-cristallisation avec 1’acide homo-

cystéique, I’aliquot contient la protéine concentrée 2 6 mgmL~! et la solution de MgCl, 5 mM.
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L’ analogue non hydrolysable de substrat est placé directement dans le puit et mis en contact avec
la protéine seulement lors de la formation de la goutte afin d’éviter un choc trop conséquent entre

la protéine et le DMSO.

10.3.3 Compositions des puits / co-cristallisation avec la phospho-L-sérine

Lors de la co-cristallisation avec la phospho-L-sérine, la solution de cacodylate, de CaCl, ainsi

que de PEG 2000 sont placées dans les puits selon les conditions suivantes :

— Cacodylate de sodium : 500 uL afin d’atteindre une concentration constante de 0,1 M. Le
pH varie de 5,5 2 7,0.

— Chlorure de calcium : des volumes variables de 25 uLL a 150 pL afin d’atteindre une concen-
tration variant de 0,05M a 0,30 M.

— PEG 2000 : 400 uL afin d’atteindre une concentration constante de 20%.

— De I’eau pour ajuster le volume a un millilitre lorsque cela s’avere nécessaire.

10.3.4 Compositions des puits/ co-cristallisation avec de I’analogue

Lors de la co-cristallisation avec 1’analogue non hydrolysable de substrat, les puits de cris-
tallisation ont été remplis selon les conditions précédemment décrites tout en ajoutant 4% de la

solution d’acide homocystéique dans le puit. Les concentrations ainsi obtenues sont les suivantes :

— Cacodylate de sodium : 500 uL afin d’atteindre une concentration constante de 0,1 M. Le
pH varie de 5,5 2 7,0.

— Chlorure de calcium : des volumes variables de 25 uL. a 150 L afin d’atteindre une concen-
tration variant de 0,05M a 0,30 M.

— PEG 2000 : 400 pL afin d’atteindre un pourcentage constant de 20%.

— De I’eau pour ajuster le volume a un millilitre lors que cela s’avere nécessaire.

— Acide homocystéique : 40 uL d’une solution 200 mM, 100% en DMSO, afin d’atteindre
un pourcentage en DMSO constant de 4% dans le puit, soit une concentration en acide

homocystéique de 8,0 mM.
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10.4 La diffraction au synchrotron

10.4.1 Cryo-protection

Afin de préparer les différents échantillons pour 1’analyse au synchrotron, une cryoprotection
est nécessaire. Dans ce but, les cristaux sont piochés et placés dans une nouvelle goutte contenant
1,5 pLL de leur solution respective de puit et 1,5 uL. de PEG 400 50%. Les cristaux sont laissés dans

cette goutte durant 5 minutes avant d’étre congelés de maniere rapide a I’aide de 1’azote liquide.

10.4.2 Collecte des données de diffraction

Les données de diffraction sont collectées a 100 K en utilisant les radiations du synchrotron
SOLEIL sur la ligne PROXIMA 1 (PX1) en utilisant un détecteur PILATUS 6M (Dectris Ltd.) a la
longueur d’onde de 0,97857 A. L affinement est réalisé 2 I’aide des programmes PHENIX et Coot.

L attribution des éléments de structures secondaires a été réalisée avec le programme DSSP. 7! 670

10.5 Analyse computationnelle

Les calculs quantiques ont été réalisés en utilisant la méthode de la fonctionnelle de densité
(DFT) MO06 implantée dans Gaussian16.!% L optimisation de géométrie a été réalisée avec la
base 6-311+G(d,p) pour les modeles les plus simples et avec la base 6-311G(d) pour le modele
enzymatique. Les effets de solvatation ont été introduits de maniére implicite, selon la méthode
Integral equation formalism -polarizable continuum model (IEF-PCM). La solvatation du modele
enzymatique a été réalisée avec un modele SAS. L’ observation des structures est réalisée avec les

programmes GaussView, Drawmol et Avogradro. 195107
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Page 2 Full wwPDB X-ray Structure Validation Report 6HYY

1 Overall quality at a glance (i)

The following experimental techniques were used to determine the structure:
X-RAY DIFFRACTION

The reported resolution of this entry is 1.57 A,

Percentile scores (ranging between 0-100) for global validation metrics of the entry are shown in
the following graphic. The table shows the number of entries on which the scores are based.

Metric Percentile Ranks Value
Rfree I | T 0.226
Clashscore I || . 7
Ramachandran outliers IN[jss T 0.5%
Sidechain outliers NN 0.6%
RSRZ outliers TN 10.7%
Worse Better

0 Percentile relative to all X-ray structures

[l Percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Metric Whole archive Similar resolution
(#Entries) (#Entries, resolution range(A))
R free 111664 1224 (1.56-1.56)
Clashscore 122126 1265 (1.56-1.56)
Ramachandran outliers 120053 1240 (1.56-1.56)
Sidechain outliers 120020 1238 (1.56-1.56)
RSRZ outliers 108989 1207 (1.56-1.56)

The table below summarises the geometric issues observed across the polymeric chains and their fit
to the electron density. The red, orange, yellow and green segments on the lower bar indicate the
fraction of residues that contain outliers for >=3, 2, 1 and 0 types of geometric quality criteria. A
grey segment represents the fraction of residues that are not modelled. The numeric value for each
fraction is indicated below the corresponding segment, with a dot representing fractions <=5%
The upper red bar (where present) indicates the fraction of residues that have poor fit to the
electron density. The numeric value is given above the bar.

Mol | Chain | Length Quality of chain
%
1 A 221 Ju— 86% 14%
2%
1 B 221 I 87% 10%

The following table lists non-polymeric compounds, carbohydrate monomers and non-standard
residues in protein, DNA, RNA chains that are outliers for geometric or electron-density-fit crite-
ria;
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Mol | Type | Chain | Res | Chirality | Geometry | Clashes | Electron density
4 SER A 303 - - X -




R LD WIDE

SrPDB

PROTEIN DATA BANK
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Page 2 Full wwPDB X-ray Structure Validation Report 6HYJ

1 Overall quality at a glance (i)

The following experimental techniques were used to determine the structure:
X-RAY DIFFRACTION

The reported resolution of this entry is 1.93 A,

Percentile scores (ranging between 0-100) for global validation metrics of the entry are shown in
the following graphic. The table shows the number of entries on which the scores are based.

Metric Percentile Ranks Value
Rfree I W 0.263
Clashscore I . 15
Ramachandran outliers I N 0.5%
Sidechain outliers NN N 1.1%
RSRZ outliers TN 16.4%
Worse Better

0 Percentile relative to all X-ray structures

[l Percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Metric Whole archive Similar resolution
(#Entries) (#Entries, resolution range(A))
R rec 111664 6904 (1.94-1.90)
Clashscore 122126 7577 (1.94-1.90)
Ramachandran outliers 120053 7491 (1.94-1.90)
Sidechain outliers 120020 7491 (1.94-1.90)
RSRZ outliers 108989 6759 (1.94-1.90)

The table below summarises the geometric issues observed across the polymeric chains and their fit
to the electron density. The red, orange, yellow and green segments on the lower bar indicate the
fraction of residues that contain outliers for >=3, 2, 1 and 0 types of geometric quality criteria. A
grey segment represents the fraction of residues that are not modelled. The numeric value for each
fraction is indicated below the corresponding segment, with a dot representing fractions <=5%
The upper red bar (where present) indicates the fraction of residues that have poor fit to the
electron density. The numeric value is given above the bar.

Mol | Chain | Length Quality of chain
5%
1 A 224 J— 76% 220 N
7%
2 B 223 — 78% 20%

The following table lists non-polymeric compounds, carbohydrate monomers and non-standard
residues in protein, DNA, RNA chains that are outliers for geometric or electron-density-fit crite-
ria;



Page 3 Full wwPDB X-ray Structure Validation Report 6HYJ

Mol | Type | Chain | Res | Chirality | Geometry | Clashes | Electron density
3 SEP A 301 - - X X
3 SEP B 301 - - - X
5 SER B 303 - - - X
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with specific help available everywhere you see the (i) symbol.
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Page 2 Full wwPDB X-ray Structure Validation Report 6Q6J

1 Overall quality at a glance (i)

The following experimental techniques were used to determine the structure:
X-RAY DIFFRACTION

The reported resolution of this entry is 1.99 A,

Percentile scores (ranging between 0-100) for global validation metrics of the entry are shown in
the following graphic. The table shows the number of entries on which the scores are based.

Metric Percentile Ranks Value
Rfree NI 0 I 0.248
Clashscore IS I T 7
Ramachandran outliers I [ D 0.2%
Sidechain outliers I I D 1.7%
RSRZ outliers TN 9.2%
Worse Better

0 Percentile relative to all X-ray structures

[l Percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Metric Whole archive Similar resolution
(#Entries) (#Entries, resolution range(A))
R ree 111664 10189 (2.00-1.96)
Clashscore 122126 11405 (2.00-1.96)
Ramachandran outliers 120053 11281 (2.00-1.96)
Sidechain outliers 120020 11280 (2.00-1.96)
RSRZ outliers 108989 9953 (2.00-1.96)

The table below summarises the geometric issues observed across the polymeric chains and their fit
to the electron density. The red, orange, yellow and green segments on the lower bar indicate the
fraction of residues that contain outliers for >=3,2, 1 and 0 types of geometric quality criteria. A
grey segment represents the fraction of residues that are not modelled. The numeric value for each
fraction is indicated below the corresponding segment, with a dot representing fractions <=5%
The upper red bar (where present) indicates the fraction of residues that have poor fit to the
electron density. The numeric value is given above the bar.

Mol | Chain | Length Quality of chain
8%
1 A 220 j— 86% 13%
10%
1 B 220 — 83% 15%

The following table lists non-polymeric compounds, carbohydrate monomers and non-standard
residues in protein, DNA, RNA chains that are outliers for geometric or electron-density-fit crite-
ria;



Page 3 Full wwPDB X-ray Structure Validation Report 6Q6J
Mol | Type | Chain | Res | Chirality | Geometry | Clashes | Electron density
3 HJT B 302 - - - X




