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There may be many interpretations, but only one truth.

K. B. G. Torssell



Résumeé

Le but de ce travail de these consistait & fournir de nouvelles informations afin d'étudier le
mécanisme enzymatique proposé pour la transformation de deux molécules d'acide d-
aminolévulinique (1) en porphobilinogene (2). Cette réaction est catalysée par une enzyme,
la porphobilinogéne synthase (PBGS, EC 4.2.1.24), qui est la deuxieme enzyme impliquée
dans la biosynthese des composés tétrapyrroliques comme I'héme, la chlorophylle, etc.
Trois mécanismes, abréges Shemin, Jordan | et Jordan Il, furent proposés. Les différences
principales rencontrées sont le site de reconnaissance de la premiére molécule de substrat,
soit le site A soit le site P, et la formation de la premiere liaison inter-substrat, soit une

liaison C-C soit une liaison C-N.
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Uniquement la PBGS issue d'Escherichia coli fut utilisée dans nos expériences. Durant ce
travail, une nouvelle charge d'enzyme fut isolée et purifiée. Une différence de stabilité fut
rencontrée selon le type de tampons utilisé : phosphate de sodium ou de potassium. Les
Kmz1 et Ky, spécifiques pour le site P et pour le site A, furent déterminés et comparés au

premier résultat obtenu par Engeloch-Jarret.

Divers inhibiteurs, soit des analogues de substrat, soit des analogues d'intermédiaires
(Jordan I, Jordan 11 ou Shemin) furent testés sur la PBGS. L'analyse des données cinétiques
ainsi que le type d'inhibition rencontrée nous permirent de faire des corrélations entre le site
de reconnaissance impliqué (A ou P) et le type d'inhibition observé. L'ensemble des

résultats obtenus nous incita a privilégier un des mécanismes cités ci-dessus.

La succinylacétone est reconnue comme un inhibiteur puissant de la PBGS et montrait un
comportement du type slow binder avec la PBGS d'E. coli. Divers composés, analogues de
cette succinylacétone, furent synthétisés et testés afin de mieux comprendre les raisons de
cette forte interaction avec I'enzyme. Les composés b-dicétones étaient connus pour leur
stabilisation au site actif des enzymes, possédant une lysine importante pour l'activité
catalytique, via une amide vinylogue. La longueur d'onde de l'absorption ainsi que le
coefficient d'extinction permirent de déterminer la configuration de I'amide vinylogue liée au
site actif de I'enzyme (trans-s-trans ou cis-s-trans/cis-s-cis). La succinylacétone fut incubée
avec laPBGS d'E. coli et le I (en nm) ainsi que I'e (en Mt cm'l) furent calculés, ce qui

permit de confirmer la configuration cis-s-trans au complexe succinylacétone-enzyme.



Summary

The aim of this PhD thesis was to acquire new informations allowing the determination of
the mechanism for the transformation of two d-aminolevulinic acid molecules (1) into
porphobilinogen (2). This reaction is catalysed by the enzyme porphobilinogen synthase
(PBGS, EC 4.2.1.24), which is the second dedicated enzyme in the biosynthesis of
tetrapyrrolic compounds such as heme, chlorophyll, etc. Three mechanisms, commonly
called Shemin, Jordan I and Jordan |1, have been proposed. The major differences between
these mechanisms are the recognition site of the first substrate molecule, A site or P site,
and the formation of the first inter-substrate bond, C-C bond or C-N bond.
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The E. coli PBGS has been used for all experiments of this work. A new enzyme batch was
isolated and purified. A difference in the enzyme stability was detected as a function of
buffer used : sodium or potassium phosphate. The Kpm1 et Ky, characteristic for the P site
and the A site, were determined and compared to that obtained by Engeloch-Jarret.

Various inhibitors, such as substrate or intermediate analogues (Jordan I, Jordan Il or
Shemin) had been tested on the PBGS. The kinetic data analysis and the inhibition
behaviour allowed us to correlate the involved recognition site with the observed inhibition
type. All the results were in favour of one of the above mechanisms.

The succinylacetone is a potent inhibitor of the PBGS and showed a slow binding inhibition
with the E. coli PBGS. Some compounds, analogues of the succinylacetone, were
synthesized and tested with the aim of better understanding the strong interaction between
the succinylacetone and the enzyme. The b-diketone compounds were known to stabilize
themselves as a vinylogous amide at the active site of enzymes, trapping an important
active site lysine. The absorption wavelength and the extinction factor allowed us to
distinguish between the different configurations of the vinylogous amide (trans-s-trans or
cis-s-cis/cis-s-trans). Succinylacetone was incubated with E. coli PBGS and the | (in nm) as
the e (in Mt cm'l) were calculated. The results confimed the cis-s-trans configuration for

the enzyme-inhibitor complex.



1 Introduction

1.1 Les sciences de la vie, aujourd'hui

De la découverte d'une substance, possédant un potentiel pharmaceutique intéressant, a sa
commercialisation, en tant que médicament, 10 a 15 longues années peuvent s'écouler. La
pression économique actuelle impose une identification, une optimisation et une distribution
nettement plus rapides et évidemment a moindres frais. Afin de relever ce défi, une
interconnexion tres étroite entre les diverses disciplines des sciences de la vie est

primordiale.

La génomique structurale, qui consiste a séquencer systématiquement le génome d'un
organisme donné, a pris une importance capitale ces derniéres années. Elle engendre une
somme croissante d'informations. Cependant, aussi puissantes que soient les données issues
de la recherche génomique, elles ne permettent pas a elles seules de comprendre toute la
complexité d'un organisme vivant, car plusieurs informations capitales a la compréhension
des systémes biologiques échappent a son champ d'investigation. En effet, un méme génome
peut conduire a I'expression de différents ensembles de protéines, en fonction du cycle
cellulaire, de la différentiation, des réponses a des stimuli biologiques ou physiques, etc. Il
devient donc évident qu'une analyse systématique de la séquence d'’ADN (genomics) doit

s'associer a une analyse aussi systématique du protéome (proteomics).

1.2 Les tétrapyrroles dans les systémes biologiques

Ce travail de recherche s‘articule autour d'une enzyme, la porphobilinogene synthase
(PBGS), qui catalyse une étape clef de la formation des tétrapyrroles, la formation du
porphobilinogéne (PBG, 2) (voir schéma 1). L'intérét apporté aux dérivés tétrapyrroliques
est évident, vu que des fonctions vitales des systemes vivants peuvent avoir lieu grace aux
métaux complexés a des systemes tétrapyrroliques. Par exemple, la photosynthese dépend
des chlorophylles, qui sont des complexes de Mg?2+; le systéme du transport de I'oxygéne
via la myoglobine et I'némoglobine est basé sur les complexes de Fe2+; le transport des
électrons, la réduction de I'oxygeéne et les réactions d'hydroxylation sont possibles grace a



une famille de cytochromes basés eux aussi sur des complexes de Fe2*; la vitamine B est

un complexe de Co3+ [ 21 B8],
Cet ensemble de pigments macrocycliques portent le nom de «pigments de la viex» (4.

Le premier précurseur commun a tous les pigments macrocycliques est l'acide d-
aminolévulinique (ALA, 1) (voir schéma 1) M 2 | e tétrapyrrole est composé de huit
molécules d'ALA (1). La premiere enzyme impliquée est I'ALA déshydratase (ou
porphobilinogene synthase, PBGS). Elle catalyse la condensation asymétrique de deux
molécules d'ALA (1) pour former un monopyrrole, le porphobilinogéne (PBG, 2). Cette
réaction est essentiellement une synthese de Knorr impliquant une condensation aldolique et
une formation d'une base de Schiff accompagnées par I'élimination de deux molécules d'eau;

on reviendra plus longuement sur cette séquence réactionnelle dans les prochains chapitres.

Le deuxieme pas réactionnel est catalysé par la porphobilinogene désaminase (ou
hydroxyméthylbilane synthase). Cette enzyme possede un cofacteur, le dipyrrométhane,
qui lui sert d'amorce pour la polymérisation. En effet, le cofacteur fournit une liaison
covalente pour les quatre molécules de substrat afin de former le produit cyclique; I'amorce
permet I'élongation de la chaine pas a pas en passant par divers complexes enzyme-substrat
(ES, ESp, ES3, ESy). Ce n'est qu'une fois le tétrapyrrole formé, que I'hydrolyse intervient en
régénérant I'enzyme-cofacteur et en libérant le préuroporphyrinogene (ou hydroxyméthyl-
bilane, 8).

La cyclisation est attribuée a I'uroporphyrinogéne Ill synthase (ou cosynthase).
L'hydroxyméthylbilane (8) n'est pas stable au pH physiologique et cyclise spontanément en
uroporphyrinogene I, le produit non réarrangé. Par contre, dans la nature,
I'nydroxyméthylbilane (8) est intercepté par la cosynthase, qui le cyclise en effectuant un
réarrangement du cycle D pour former I'uroporphyrinogéne 111 (9). A partir de ce composé,
la synthése de I'neme, de la chlorophylle, des cytochromes, etc. est achevée par des
enzymes spécifiques a chaque produit terminal.

Indépendamment des espéces considérées, la formation du tétrapyrrole a partir de I'ALA (1)
a lieu en suivant la méme séquence réactionnelle, au contraire de la formation de I'acide d-
aminolévulinique (1) qui est obtenue par deux biosynthéses totalement différentes (voir
schéma 1). La réaction de la glycine (3) et le succinyl-CoA (5), catalysée par I'enzyme 5-



aminolévulinate synthase permet d'obtenir ALA (1), en une seule étape, chez les
mammiferes, les champignons, les levures et les bactéries, tandis que chez les plantes vertes,
les algues et certaines bactéries, I'ALA (1) est synthétisé a partir du glutamate (6) via un
processus multi-enzymatique impliquant un ARN de transfert !,
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Schéma 1 : Biosynthése des tétrapyrroles
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1.3 Maladies impliquant un disfonctionnement du métabolisme de
I'héme

De nombreuses enzymes impliquées dans le métabolisme des tétrapyrroles montrérent,
chez I'nhnomme, des disfonctionnements conduisant a des maladies connues sous le nom de

porphyries.

1.3.1 Les porphyries

Les porphyries sont des troubles hérités ou acquis qui présentent une déficience partielle ou
complete de I'activité d'une des huit enzymes impliquées dans le métabolisme de I'neme ce
qui conduit & une accumulation des produits intermédiaires de sa biosynthése 1 [l |es
porphyries sont classées soit comme hépatiques (foie) soit comme érythropoiétiques
(moelle osseuse), selon le site principal d'expression de I'enzyme défectueuse correspondant
a chaque trouble (voir tableau 1).

12



Classicafition

Enzyme Symptéme Excression Excression
déficient principal dans l'urine dans les sels
Erythropoiétique
Porphyrie Uroporphy- Photosensibilité Uroporphyrine Copropor-
érythropoiétique rinogéne 111 Coproporphyrine phyrine
congénitale synthase
Protoporphyrie  Ferrochélatase Photosensibilité Protopor-
érythropoiétique phyrine
Hépatique
Porphyrie avec ALA déhydratase Neuroviscéral ALA
déficience de
I'ALA synthase
Porphyrie aigué  PBG déaminase Neuroviscéral ALA, PBG
intemittente
Coproporphyrie Copropor- + Photosensibilité ALA, PBG
héréditaire phyrinogéne Neuroviscéral Coproporphyrine
oxydase
Variegate Protoporphy-  * Photosensibilité ALA, PBG Copropor-
porphyria rinogéne oxydase Neuroviscéral Coproporphyrine phyrine
Protopor-
phyrine
Porphyrie Uroporphy- Photosensibilité Uroporphyrine Isocopro-
Cutanae rinogéne Porphyrine 7- porphyrine
tarda décarboxylase carboxylate
Porphyrie Uroporphy- Photosensibilité Uroporphyrine Isocopro-
hépato- rinogéne + Neuroviscéral Porphyrine 7- porphyrine

érythropoiétigue

décarboxylase

carboxylate

Tableau 1 : Classification des porphyries rencontrées majoritairement chez I'homme

1.3.1.1 Description des diverses porphyries rencontrées

*Porphyrie avec déficience de I'ALA déshydratase (ALADP)

L'ALADP est un trouble résultant d'une déficience de l'activité de I'ALA déshydratase.

L'enzyme n'est plus fonctionnelle qu'a 2 % de sa valeur normale. Jusqu'a aujourd'hui,

seulement trois cas ont été répertoriés. C'est donc le trouble le moins fréquemment

rencontré.
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*Porphyrie aigué intermittente (AIP)

L'AIP est la forme la plus courante parmi les porphyries aigués hépatiques. Les patients
présentent une diminution de 50 % de l'activité de la porphobilinogéne désaminase (PBG
désaminase). Environ les 90 % des individus ayant hérité de cette déficience ne manifestent
aucun symptdme durant toute leur vie. La maladie peut étre latente pendant la puberté, et
les symptoémes sont plus fréquents chez la femme que chez I'nomme. Des facteurs
hormonaux, nutritionnels ou associés aux médicaments, peuvent aggraver la maladie.

*Porphyrie érythropoiétique congénitale (CEP)

La CEP est une maladie rare et est caractérisée par une remarquable photosensibilité de la
peau. Le defaut génétique de ce trouble est une déficience de l'uroporphyrinogene Il
cosynthase (URO cosynthase), qui se manifeste généralement dés la naissance et qui résulte
en I'accumulation et I'hyperexcretion d'uroporphyrinogene | et de coproporphyrinogéne I.

*Porphyrie cutanae tarda (PCT)

La PCT caractérise un groupe hétérogéne de porphyries qui peuvent étre héritées ou, de
maniére plus générale, acquises. Les deux formes de la maladie montrent une diminution
approximative de 50 % de l'activité de I'URO décarboxylase dans le foie. On observe une
accumulation d'uroporphyrine | et de la porphyrine 7-carboxylate I11 dans l'urine.

*Porphyrie hépatoérythropoiétique (HEP)

L'HEP est une forme rare de porphyrie résultant d'une déficience de 'URO décarboxylase.
L'HEP ne se distingue pas de la CEP et est caractérisée par une sévere photosensibilité et
par une fragilité accrue de la peau chez les enfants, sans montrer une implication nette du
foie.

*Coproporphyrie héréditaire (HCP)

L'HCP est tres semblable a I'AIP, mais elle se manifeste généralement moins intensément.

Les patients présentent une photosensibilité de la peau en plus des troubles neurologiques.
La déficience génétique implique I'enzyme coproporphyrinogéne oxydase (COPRO

14



oxydase). On observe donc une accumulation de coproporphyrine 111 dans l'urine et dans les

sels.

*Variegata porphyria (VP)

La VP a été rencontrée dans diverses populations, mais elle est nettement plus diffuse
parmi la communauté blanche d'Afrique du Sud. Cette déficience implique une mutation
résultant en une diminution du 50 % de I'activité enzymatique de la protoporphyrinogéne
oxydase (PROTO oxydase). L'implication du foie est généralement légere ou inexistante.

Les patients excretent dans les sels de grandes quantités de porphyrines.
*Protoporphyrie érythropoiétique (EPP)
L'EPP est associée & une diminution de 50 % l'activité de la ferrochélatase. Ce défaut conduit

a une accumulation de protoporphyrine dans les érythrocytes, le plasma et les sels. A cause

de sa faible solubilité, la protoporphyrine n'est pas excrétée par l'urine.

1.3.1.2 Mécanisme de la photosensibilité induite par les porphyrines

La photosensibilité cutanée manifeste dans les porphyries est due a l'absorption du
rayonnement ultraviolet par les porphyrines a une longueur d'onde de 400 nm et a I'émission
d'une fluorescence rouge intense. Les porphyrines, lorsqu'elles sont irradiées avec de la
lumiére ayant la longueur d'onde appropriée et en présence d'oxygene, impliquent des effets
photodynamiques. L'énergie lumineuse absorbée par la porphyrine excite des électrons. La
porphyrine, fonctionnant comme un sensibilisateur, produit de Il'oxygéne singulet qui
endommagent les molécules, les cellules et les tissus. Les lipides insaturés sont des cibles
privilégiées des espéces oxygénées activées. Les dommages causes a la membrane cellulaire
et lysosomiale sont lourds de conséquence au niveau cellulaire. Le b-caroténe, qui est un
capteur bien connu des radicaux libres et de I'oxygene singulet, posséde un effet photo-
protecteur contre les porphyries. Cette substance, nommeée également provitamine A, est un
piégeur non steechiométrique d'oxygéne singulet (102). Une seule molécule peut inactiver
des centaines de molécules d'oxygéne singulet. L'énergie de l'oxygeéne singulet est aussi
utilisée pour transformer la forme cis du b-carotene en son isomere trans.

15



1.3.2 Lestyrosinémies

Certains patients atteints de tyrosinémie montrent des troubles caractéristiques rencontrés
chez des malades souffrant de porphyrie. Il doit donc exister une interconnexion entre les
deux maladies et les enzymes impliquées [©.

La tyrosinémie est une maladie génétique du foie et des reins. Elle est causée par une activité
réduite des enzymes impliquées dans la dégradation de la tyrosine ). 11 existe trois types de
tyrosinémie (voir schéma 2) :

Schéma 2 : Dégradation de la phénylalanine et de la tyrosine. Les six enzymes impliquées sont les suivants :
1. phénylalanine hydroxylase, 2. tyrosine aminotransférase, 3. p-hydroxyphénylpyruvate
dioxygénase, 4. homogentisate dioxygénase, 5. maléylacétoacétate isomérase et 6.

fumarylacétoacétase

16
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sTyrosinémie |

Elle est caractérisée par une déficience de la derniere enzyme de la dégradation de la
tyrosine, I'hydrolase fumaryle acétoacétate (HFA). Il s'ensuit une accumulation du
fumarylacétoacétate (15) qui est ensuite métabolisé en succinylacétoacétate (18) et
succinylacétone (19) 1. La succinylacétone (19) est un puissant inhibiteur de la PBGS [,

15 18

0O O
""""" > HOOC/\)J\/“\
19

Figure 1 : Dégradation du fumarylacétoacétate (15) en succinylacétone (19)

Les manifestations cliniques sont variées et apparaissent dans les premiers six mois a une
année de vie chez les nourrissons. 1ls incluent une insuffisance hépatique précoce avec des
troubles graves de la coagulation, une cirrhose lentement progressive avec des nodules
multiples et des troubles rénaux variables, et une insuffisance rénale avec fonction hépatique
normale. Le cancer hépato-cellulaire survient chez environ un tiers des sujets. Les aspects
visibles sont des diarrhées, de la fievre, une irritabilité accrue, de la léthargie, des
vomissements, une odeur caractéristique de chou impliquant les métabolites de la
méthionine (ou acide 2-amino-4-(méthylmercapto) butyrique (20)), principalement l'acide
a-ceto-g-méthiolbutyrique (21), ainsi qu'un retard manifeste dans le développement.

18



NH, 0
HOOC)\/\SCHS HOOCJ\/\SCHS

20 21
La transplantation hépatique est le meilleur traitement.
*Tyrosinémie I

Elle est caractérisée par une déficience de la tyrosine aminotransférase (TAT) impliquant
une accumulation de tyrosine dans le plasma et dans les tissus.

Cette accumulation de tyrosine résulte en des Iésions oculo-cutanées. En effet, on peut
observer la formation de cristaux intracellulaires, longs et minces, qui s'accumulent dans les
yeux et dans la peau. Ces cristaux stimulent une réponse inflammatoire provoquant ainsi des
Iésions oculaires et cutanées. Les fonctions hépatiques et rénales ne sont aucunement
affectées. Des retards dans le développement mental sont rencontrés, sans que I'intelligence
soit endommagée. Les patients ont tendance a s'automutiler.

*Tyrosinémie 111

Elle impligque une diminution de l'activité de la 4-hydroxyphénylpyruvate dioxigénase
(4HPPD). On observe une accumulation et une excrétion accrue de tyrosine et de
métabolites phenoliques.

Ce désordre est rare, seulement cing cas ont été répertoriés jusqu'a aujourd'hui, et par
conséquent les différents aspects cliniqgues de la maladie sont inconnus. Quelques

symptdmes rencontrés sont neurologiques impliquant un retard mental.

Cette enzyme est inhibée par le 2-(2-nitro-4-trifluorométhylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedione
(NTCB, 22), qui est utilisé dans le traitement de la tyrosinémie de type I.
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1.4 La porphobilinogéne synthase

1.4.1 Lessources et les propriétés générales

La porphobilinogene synthase (PBGS), aussi appelé acide d-aminolévulinique déshydratase
(ALAD) (EC 4.2.1.24), catalyse, le deuxieme pas réactionnel du métabolisme des
tétrapyrroles. Elle permet de condenser, de maniere asymétrique, deux molécules d’acide d-
aminolévulinique (ALA, 1) pour former le porphobilinogene (PBG, 2). Le PBG (2) fut aussi
obtenu par Scott ! en laissant & I'air libre une solution neutre d'hydrochlorure d'ALA (1)
pendant 18 jours. Le rendement décrit était de 3 %. Une autre maniére d'obtenir le PBG (2)
consistait a remplacer la PBGS par une résine échangeuse d'ions, I'Amberlite 1R-45,
contenant des amines primaires et secondaires. Aprés 20 jours d'incubation, 10 % du
pyrrole désiré étaient obtenus [*?1. Le schéma biosynthétique est donc d'autant plus élégant
que la condensation de deux molécules d'’ALA (1) en milieu basique donnait un produit

majoritaire symétrique, une pyrazine dicarboxylée 23 I3 (voir figure 2).
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Figure 2 : Condensation enzymatique ou chimique de I'acide d-aminolévulinique (1)

L’enzyme fut isolée pour la premiére fois par Gibson en 1955 du foie de beeuf . Depuis,
il fut démontré que I’enzyme existe dans pratiguement tous les organismes vivants. Bien
que les propriétés catalytiques fondamentales de toutes les PBGS soient similaires, des
différences dans la structure enzymatique primaire, dans le besoin des ions métalliques ainsi
que dans la sensibilité aux tiols furent observées.

La disponibilité des séquences des cADN (homme 2% rat 181 Jevure 7] hemB d'E. coli 8,
hemB de Pseudomonas aeruginosa ¥ et bien d'autres) permit de comparer la séquence des
acides aminés, de déterminer le pourcentage d’homologie ainsi que de mettre en évidence des
domaines hautement conservés.

Les PBGS ont une taille variant entre 250 et 340 kDa. Elles présentent une structure

quaternaire octamerique. Les PBGS sont grossiérement classées en deux catégories :

métallo-enzyme nécessitant la présence de zinc

métallo-enzyme nécessitant la présence de magnésium

La PBGS provenant des cellules animales montre un maximum d’activité & un pH = 6.3-7.1
et en présence de ions Zn?* 290 [211 1221 | 3 PBGS de levure et d'Escherichia coli nécessite
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aussi la présence de ions zn?* pour atteindre un maximum d’activité, mais elle travaille a un
pH plus basique que celle animale, pH = 9.8 pour la levure et pH = 8.5 pour E. coli .
Comme celle de la levure, la PBGS isolée des plantes et des bactéries a un pH optimal
basique (pH = 8.0 pour les plantes et pH = 8.0-8.5 pour les bactéries B!, 241) mais elle
différe des autres PBGS eucaryotiques par son besoin en ion métallique. En effet, la PBGS
des plantes utilise des ions Mg?®" et Mn?* & la place de Zn®*, tandis que celle des bactéries
montre soit une non-nécessité de ions meétalliques soit, comme dans le cas de

Rhodopseudomonas spheroides, une activation par des ions K" 29l

1.5 Les méthodes a disposition pour élucider un mecanisme
enzymatique

Six méthodes principales peuvent étre citées dans I'étude d'un mécanisme enzymatique :

la mutagénese dirigée

la cinétique

la détection d'intermédiaire

la modification des chaines latérales des acides aminés
les rayons X

la modélisation moléculaire

La mutagénese dirigée est une méthode puissante qui permet de décrire I'importance d'un
acide aminé particulier dans la catalyse enzymatique. Par contre, son utilisation est délicate,
car il faut étre certain que seule la mutation désirée a bien été introduite et que cette
mutation n'altére pas, de maniére significative, la structure générale de I'enzyme. Autrement,
il est extrémement difficile d'imputer a cette modification le changement observé dans les
propriétés catalytiques.

De nombreuses informations peuvent étre obtenues a partir de la cinétique enzymatique. En
effet, en variant la nature du substrat, c'est-a-dire en utilisant des inhibiteurs, il est possible
de faire une corrélation entre la vitesse de la réaction ainsi que le type d'inhibition
rencontrée, et la structure du composé. De la, on peut se forger une idée sur I'environnement
du site actif : la présence de groupes catalytiques importants jouant le réle d'une base ou
d'un acide, la présence dacides aminés permettant la reconnaissance d'une fonction
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chimique, la présence d'acides aminés formant des liaisons covalentes avec le substrat, etc.

Une structure minimale du site actif peut étre envisagee.

Une méthode directe pour obtenir des informations sur le chemin réactionnel emprunté par
une enzyme consiste a détecter des intermédiaires impliqués dans cette réaction. Dans
certains cas, un intermédiaire est suffisamment stable pour étre isolé et caractérisé. Certains
intermédiaires peuvent étre détectés par méthode spectroscopique, d'autres sont piégés par
modification chimique.

Si on modifie la chaine secondaire d'un acide aminé impliqué dans la catalyse, I'enzyme
devient inactive. L'identité de I'acide aminé touché par la modification peut étre établie, par
exemple, par séquencage du peptide. Cette méthode possede des inconvénients : la
spécificité des modifications (vérifier qu'un seul acide aminé soit altéré et non pas plusieurs)
et I'implication directe de la modification sur la catalyse (ce n'est pas parce qu'une
modification inactive une enzyme, qu'elle implique nécessairement la modification d'un acide
aminé essentiel a la catalyse; la modification peut induire simplement un changement
conformationnel, sur un site éloigné du site actif, conduisant a I'inactivation de I'enzyme).

La méthode des rayons X est une technique qui fournit un nombre appréciable de données
sur la structure de I'enzyme. Il est nécessaire de connaitre le positionnement du site actif et
le mode de liaison du substrat a I'enzyme pour pouvoir déterminer I'importance des chaines
secondaires des acides aminés impliqués dans la catalyse. Cette méthode fournit des
indications sur la reconnaissance du substrat au site actif, sur la formation de liaison
covalente entre le substrat et I'enzyme, sur I'environnement immédiat du site actif, sur la

présence et la position de ions métalliques, etc.

La modélisation moléculaire est un outil puissant qui permet de construire, de visualiser,
d'analyser et de stocker des modeles de systemes moléculaires complexes qui peuvent
ensuite aider a interpréter les relations structures-activités. Dans la plupart des cas, la
structure aux rayons X de la protéine est disponible. Une des stratégies de la modélisation
moléculaire consiste a visualiser la protéine a I'écran et a essayer de concevoir la molécule
présentant la meilleure complémentarité topographique et électronique avec le site actif,
cette molécule peut trés bien étre un intermédiaire réactionnel. Une fois la molécule congue
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théoriquement, il est possible de la synthétiser et de la faire réagir avec la protéine. L'analyse
de l'interaction entre le composé et I'enzyme fait appel aux techniques décrites plus haut.
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2 But du travail

Le but de ce travail de thése consistait a apporter de nouveaux éléments permettant
d'élucider le mécanisme utilisé par la porphobilinogene synthase d'Escherichia coli lors de la
condensation de deux molécules d'acide d-aminolévulinique (ALA, 1) en porphobilinogéne
(PBG, 2). Cette enzyme est particuliére dans le fait qu'elle utilise deux substrats identiques
et que ces deux molécules d'ALA (1) sont incorporées de maniere différente dans le produit
final. Afin de comprendre le processus catalytique, il est essentiel de pouvoir répondre aux

questions suivantes :

quelles sont les transformationnelles intervenantes dans le processus catalytique ?
quels sont les acides aminés jouant un réle essentiel dans la catalyse ?

quels sont les acides amines nécessaires pour la reconnaissance et l'orientation du
substrat au site actif ?

comment I'enzyme transforme-t-elle, pas a pas, les substrats en produit ?

les résultats obtenus sont-ils cohérents ?

De nombreux inhibiteurs furent synthétisés dans notre groupe par Frédéric Stauffer dans
I'optique d'imiter le substrat naturel ou des intermédiaires réactionnels postulés. Les
interactions entre I'inhibiteur et la PBGS devaient étre mises en évidence par les diverses
variations chimiques, au niveau des groupes fonctionnels, par rapport au substrat naturel.
Par suivi cinetique, nous pimes déterminer le type d'inhibition (compétitif, incompétitif,
mixte, slow binder ou irréversible) et I'affinité de l'inhibiteur pour I'enzyme (constante
d'inhibition). L'approche cinétique nous permit de definir I'importance des groupes
fonctionnels présents sur le substrat naturel et I'environnement enzymatique impliqué dans

la reconnaissance de ces groupes fonctionnels.

La déetection d'un intermédiaire stabilise au site actif fut possible grace a l'utilisation de la
succinylacétone (19), un inhibiteur puissant de la PBGS 21 [91 | es composés b-dicétones
formaient une amide vinylogue, extrémement stable, avec une lysine présente au site actif
[27] [28] [29] 1301 Cette amide vinylogue possédait une absorption caractéristique dans le
spectre UV/VIS dépendant de sa configuration (voir figure 3) 311 [321 1331 [341
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Figure 3 : Diverses configurations de I'amide vinylogue

La co-cristallisation d'inhibiteurs, imitant soit le substrat naturel soit un intermédiaire
postulé du mécanisme, et l'analyse détaillée de la structure aux rayons X résultantes
permirent de caractériser I'interaction de I'inhibiteur avec I'enzyme et d'utiliser les résultats
obtenus pour définir la liaison du substrat naturel a I'enzyme et définir un mécanisme
réactionnel. Les données résultantes des rayons X décrites dans le chapitre suivant sont
prises exclusivement de la littérature, mais vue qu'elles constituent un des piliers de notre

analyse, il était important de les décrire en détail.
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3 Donneées disponibles avant le déebut de ce
travail

3.1 Les mécanismes postulés

La synthése du PBG (2) est essentiellement une réaction du type Knorr impliquant une
condensation aldolique et une formation d'une base de Schiff accompagnées d'une perte de
deux molécules d'eau dans un ordre, encore jusqu'a présent, indéterming.

Trois mécanismes principaux furent postulés dans la littérature pour interpréter le
mécanisme de la PBGS. Ces mécanismes sont connus sous le nom de Shemin, Jordan | et
Jordan I1.

Remargues : les notions de site A et de site P ont été introduites afin de simplifier les
raisonnements effectués au niveau du site actif. Le site A correspond au site de
reconnaissance de I'ALA (1) qui forme la chaine acétique du PBG (2) et le site P, au site de
reconnaissance de I'ALA (1) qui forme la chaine propionique du PBG (2).

e p

COOH

Iz A
HOOC

I\

Iz

Figure 4 : Dénomination des deux sites de reconnaissance

Le mécanisme décrit dans les travaux effectués par Nandi et Shemin en 1968 ! impliquait
la reconnaissance de la premiére molécule de ALA (1) au site A de I'enzyme. La formation
de la premiere liaison covalente entre I'enzyme et son substrat avait lieu via une base de
Schiff entre une lysine présente au site actif et le groupe carbonyle de I'ALA (1). Une base

27



déprotonait ensuite le carbone C(4) de I'ALA (1).Ce carbanion effectuait une attaque
nucléophile sur le groupe carbonyle de la seconde molécule de I'ALA (1). Nandi et Shemin
postulérent donc que la premiere liaison formée entre les deux molécules de substrat était la
liaison carbone-carbone. L'enzyme catalysait ensuite I'élimination d'une molécule d'eau et la
formation du pyrrole était obtenue par attaque nucléophile de I'amine de la seconde ALA (1)
sur le carbone hautement réactif de la base de Schiff. L'aromatisation finale en PBG (2)
libérait le produit du site actif de I'enzyme (voir schéma 3).

COOH HOOC COOH
HOOC HOOC
-H” /‘\
0 -H,0 ~ O +nH* H OH
Enz—NH, Enz-NH / N—7% — Enz—N
NH, -H NH
HoN 2 2
H-oN H-5N
1 1
COOH COOH COOH
HOOC HOOC HOOC
+H*
- HZO - + H+ EnZ\ ® -
— Enz—NH= -~ —> H)ON—§Xx ) — H.N Xy H
(<) NH N oN H
2 H H
H-oN H-oN
COOH Enz—NH,
HOOC
—
H,N /)
N
H
2

Schéma 3 : Mécanisme Shemin B

Douze ans plus tard, Jordan effectua une étude tres élégante en utilisant une technique e
single-turnover B : une petite quantité dacide d-aminolévulinique (1) marqué sur le
carbone C(5) au e (7.1 a 571 nmol) était ajoutée a I'enzyme (71.4 nmol) suivie par un
large excés du substrat non marqué (60 nmol). Aussi longtemps que I'affinité de I'enzyme
pour l'une des molécules de substrat etait différente de celle pour l'autre et que la
concentration en substrat marqué était égale ou inférieure a celle de I'enzyme, alors l'un des
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deux sites (A ou P) était occupé de maniere préférentielle par le marquage. L'adjonction du
substrat non marqué complétait le cycle catalytique en se liant au substrat marqué pour
former le PBG (2). La molécule de ALA (1) liée en premier a la PBGS était celle qui donnait
lieu a la chaine propionique du PBG (2). Ce mécanisme est appelé Jordan | (voir schéma 4).

HOOC, COOH COOH HOOC COOH
H
<\—H BevH
Y ——» \_Z( r\ % —_— \ /Q\
H-N HN
NH, , HoN 2
COOH COOH
HOOC HOOC
—_— Be H @ —_— £ o
N % < TH B
N NG °H
H,N  H H,N

COOH
HOOC

Schéma 4 : Mécanisme Jordan 1 ot X = O ou 'NHp-Enz et Y = "NHy-Enz ™

Le mécanisme Jordan | impligue donc la reconnaissance de la premiére molécule de substrat
au site P de I'enzyme et la premiére liaison entre les deux molécules de ALA (1) est la liaison
carbone-azote. Il est important de remarquer que dans le schéma réactionnel proposé, la
base de Schiff formée entre la premiére molécule de ALA (1) et la lysine du site actif était
considérée comme acquise, par contre les auteurs laisserent ouverte la discussion concernant
le systeme de reconnaissance de la seconde molécule d'’ALA (1) au site A de I'enzyme. Ils
envisagerent la formation d'une seconde base de Schiff au site A de I'enzyme.
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Quelques annees plus tard, la possibilité que la premiere liaison entre les deux substrats était
la formation de la liaison carbone-carbone fut envisagée, sans pour autant discréditer le
mécanisme publié précédemment B7 (voir schéma 5). La formation d'une seconde base de

Schiff était toujours d'actualité.

HOOC

Schéma 5 : Mécamisme postulé ol aussi bien la formation de la liaison C-C que la liaison C-N sont

. , N . N +
envisagées comme premiére connexion entre les deux substrats et ou X = O ou NHy-Enz

(mélange des mécanismes Jordan 1 et Jordan 11) &7

En 1991, Jordan sépara clairement les deux mécanismes proposés 8. Des raisons stéréo-
électroniques, non précisées, défavorisant le mécanisme Jordan I, il donna priorité au
mécanisme Jordan Il (voir schéma 6). La formation de la seconde base de Schiff n'était plus

postulée dans la proposition de mécanisme.
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Schéma 6 : Mécanisme Jordan 11 22

Les mécanismes proposés depuis par Jordan sont tant6t du type Jordan I, tant6t du type
Jordan Il. Cette indécision nous montre bien qu'aux vues des résultats disponibles a I'neure
actuelle, il n'est pas aisé de favoriser I'un ou l'autre des mécanismes.

Remarque : les schémas 3 a 6 ont été dessinés en conservant fidelement I'idée originale des

auteurs; il est clair que, certaines fois, la configuration tétraédrique autour du carbone n'est
pas respectée.
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3.2 Le phénomeéne de half-site reactivity

Des résultats non-publiés indiquerent que seulement la moitié des sites actifs formait une
base de Schiff avec le substrat naturel et donc que la PBGS pouvait montrer un phénomeéne
de half-site reactivity ¥ % Ce phénoméne fut largement étudié par Ladzdunski “ et

Levitzki 243, evitzki donna une définition de ce type de réactivité [2] :

le phénomene de half-site reactivity est attribué aux protéines composées
de sous-unités identiques possédant un nombre de sites actifs n qui
réagissent avec le substrat naturel ou un inhibiteur de maniére a ce que
n/2 sites actifs soient occupés lorsque l'enzyme est saturée avec le
ligand.

Un nombre considérable d'enzymes, comme l'alcool déshydrogénase, la cholinestérase, la
glutamine synthase pour n'en citer que quelques-unes, montrent ce type de réactivite.
Quatre mécanismes furent envisagés afin d'expliquer ce phénomeéne; pour simplifier les
raisonnements, le dimére fut choisi comme unité ou un seul des monomeres présentait un

site actif fonctionnel (voir figure 5) :

a. les sous-unités ne sont pas identiques, méme si les tests conventionnels ne le
mettent pas en évidence; ce changement peut survenir par remplacement d'un seul
acide aminé, via des modifications post-transcriptionnelles, qui va altérer de maniere

significative le site de liaison du substrat

b. deux chaines polypeptidiques dimérisent de maniére asymétrique et de la, les deux
sites actifs ne sont pas identiques; ce type de dimérisation fut observée dans les
cristaux de I'insuline 14 et donc cette possibilité est aussi probable

c. lessites actifs peuvent étre suffisamment proches pour que la liaison d'un substrat a
I'un des sites bloque de maniere stérique la liaison du second substrat ou repousse
électrostatiquement ce dernier du site actif; le site actif peut aussi se situer a
I'interface de deux sous-unités comme dans le cas de la L-ribulose-5-phosphate 4-

épimérase [4°]
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d. les deux sous-unités ainsi que les deux sites actifs sont totalement identiques tant
que le substrat n'est pas lié¢; la liaison du substrat induit un changement
conformationnel et ce changement est transmis, par des zones de contact, a la sous-

unité voisine désactivant le site actif de cette derniére.

(bl Fd O
fe) 2 @ i
{d) i @

Figure 5 : Quatre modeles expliquant le phénomene de half-site reactivity

Cheh et Neilands 2 en se référant a la PBGS, analysérent de maniére systématique
I'application des mécanismes postulés par Levitzki :

le mécanisme a) implique la présence de deux sous-unités différentes dans le dimére;
une seule taille de sous-unités fut déterminée par SDS-PAGE de la PBGS; si le
mécanisme a) doit étre appliqué a la PBGS, il faut considérer que ses sous-unités
sont suffisamment similaires pour ne pas pouvoir en détecter les différences, mais
ces différences sont suffisamment importantes pour induire un comportement half-
site reactivity

aucune preuve ne fut apportée pour ou contre une dimérisation asymétrique, pour
ou contre un effet d'encombrement stérique ainsi que pour ou contre une

coopérativité négative.



Cheh et Neilands incubérent la PBGS avec une concentration faible d'acide “*C-5-amino-
lévulinique et de NaBHg4. lls titrérent ensuite I'activité enzymatique residuelle et
constaterent gu'il suffisait de bloquer quatre sites actifs sur les huit pour obtenir une PBGS

privée d'activité catalytique.

En piégeant la base de Schiff avec du NaBH4, Shemin détermina que seulement quatre sous-
unités sur les huit étaient attachées de maniére covalente avec le substrat “®1. II utilisa entre
autres une technique €légante afin de mettre en évidence le phénomeéne de half-site reactivity
. il immobilisa la PBGS sur une colonne de Sépharose. D'un point de vue théorique, il
considéra que I'enzyme était attachée de maniére covalente via des groupes fonctionnels
amines autres que ceux qui sont necessaires a la formation de la base de Schiff au site actif,
et que I'enzyme était liée a la Sépharose par une ou deux de ses sous-unités, méme si la
PBGS n'était active qu'en ayant sa structure quaternaire intacte. Il supposa donc que la
liaison de I'enzyme a la colonne se faisait sans distorsion de la structure quaternaire et donc
sans inactivation de I'enzyme. Si c'était bien le cas, la stabilité enzymatique observée (la
colonne contenant 1 mg de PBGS pouvait étre utilisée un mois de maniére ininterrompue a
37°C) devait s'expliquer soit par une forte interaction entre les sous-unités soit moins de
huit sous-unités étaient requises pour l'activité. 1l était difficile de tester ce raisonnement sur
une enzyme en solution ou I'état d'association ou de dissociation de I'octameére en ces sous-
unités n'était pas contrélable. Par contre, lorsque I'enzyme était liée a un support solide, la
dissociation en sous-unités ainsi que l'activité des diverses sous-unités pouvaient étre
testées (voir figure 6). Il utilisa une PBGS issue de R. spheroides; cette enzyme était
sensible a la présence de ions potassium. En effet, en absence de potassium, la PBGS se
dissociait rapidement en tétrameres. Il immobilisa I'enzyme sur la colonne en présence de
K (@), puis lava la colonne avec un tampon contenant des ions métalliques jusqu'a ce plus
aucune activité enzymatique n'était detectable dans I'¢éluat. Il changea ensuite d'éluant
(tampon sans ion métallique). Vu que I'enzyme se dissociait sous ces conditions, une
activité enzymatique était détectée dans I'éluat (b). De plus, vu que la protéine dans I'éluat
était en solution, une réassociation des diverses sous-unités pouvait avoir lieu. Par contre,
I'enzyme restant sur la colonne ne pouvait pas se réassocier et donc toute activité
enzymatique résiduelle au niveau de la colonne devait étre interprétée comme si quatre sous-
unités ou moins étaient encore fonctionnelles. 50 % de I'activité fut retrouvée sur la colonne
. le tétramére était apparemment actif. Sous des conditions dénaturantes (0.1 % de sodium
dodécylsulfate ou 8 M de guanidine/HCI), seulement deux sous-unités par octamére

restaient attachées de maniere covalente a la colonne, vu que 25 % de l'activité était
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retrouvée sur la colonne (c) 1. L'interaction entre sous-unités semblait nettement plus forte
que celle entre dimére ou tétrameére. L'activité totale de I'enzyme liée a la colonne pouvait
étre récupérée en lavant la colonne soit avec I'enzyme native en solution soit avec de I'extrait
brut du foie bovin (d).
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Figure 6: Dissociation des sous-unités de la PBGS
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Une maniére d'étudier I'interaction entre les diverses sous-unités consistait a utiliser la
technique d'hybridation : une PBGS acylée était hybridée avec une PBGS native. D'un point
de vue statistique, neuf variantes auraient di étre obtenues, mais uniquement cing furent
séparées par électrophorése /1. L'hybridation avait donc lieu préférentiellement entre des
dimeéres de I'enzyme native et I'enzyme acylée, plut6t qu'entre les monomeéres (voir figure
7).

o 2 e g g
e o
- o

I

S L~

Figure 7 : a) Distribution statistique des isozymes postulées. b) Distribution réellement obtenue

3.3 Les structures aux rayonx X

La publication de la premiere structure a haute résolution de la PBGS de la levure par
Erskine et al. “® ouvrit une porte vers le coeur de la protéine. En effet, I’organisation
tridimensionnelle des acides aminés du site actif devenait accessible et dés lors, I’interaction
entre ces divers acides aminés pouvait étre analysée. Actuellement diverses structures a

haute résolution sont disponibles :

PBGS de Saccharomyces cerevisiae sans inhibiteur, résolution 2.3 A, entrée PDB

1aws 149
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3.3.1

PBGS de Saccharomyces cerevisiae complexée a l'acide d-aminolévulinique,
résolution 1.75 A, entrée PBD 1h70 B%

PBGS de Saccharomyces cerevisiae complexée a I’acide Iévulinique, résolution 2.15
A, entrée PBD 1ylv BY| résolution de 1.6 A, entrée PDB 1h7n B%

PBGS de Saccharomyces cerevisiae complexée a I’acide 4,7-dioxosébacique,
résolution 1.75 A, entrée PDB 1eb3 2

PBGS de Saccharomyces cerevisiae complexée a I’acide 4-oxosébacique, résolution
1.80 A, entrée PDB 1gjp %

PBGS de Saccharomyces cerevisiae complexée a I’acide 4-0xo0-5-amino-hexanoique,
résolution 1.64 A, entrée PDB 1h7p [¥

PBGS de Saccharomyces cerevisiae complexeée a la succinylacétone, résolution 2.0
A entrée PDB 1h7r B¢

PBGS de Saccharomyces cerevisiae complexée a du plomb et du mercure, résolution
2.5 Aet3.0 A entrée PDB 1gnv et 1gml %

PBGS d'Escheriachia coli complexée a I’acide lévulinique, résolution 2.0 A, entrée
PDB 1b4e 14

PBGS d'Escherichia coli complexée a I’acide 4,7-dioxosébacique, résolution 1.9 A,
entrée PDB 1i8j I

PBGS de Pseudomonas aeruginosa complexée a I’acide lévulinique, résolution 1.67
A, entrée PDB 1b4k

PBGS des érythrocytes humains complexés au PBG, résolution 2.83 A, entrée PDB
lebl

Les caractéristiques communes aux PBGS cristallisées de Saccharomyces
cerevisiae, de Pseudomonas aeruginosa et d'Escherichia coli

La structure tertiaire de la PBSG est dominée par une unité (a,b)g ou aussi appelée TIM

barrel (tonneau TIM). La premiére protéine qui a été déterminée, ayant cette structure, était

la triose phosphate isomérase (TIM) B71. La partie centrale de cette unité est constituée de

huit brins b paralléles disposés les uns contre les autres comme les douves d’un tonneau.

Les hélices a qui relient les brins b paralleles sont toutes localisées a I’extérieur du tonneau

(voir figure 8).
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Figure 8 : Représentation de la triose phosphate isomérase; les hélices sont en bleu et les feuillets b en rouge

(entrée PDB 1tph) (programme de dessin : Insight 1)

L’intérieur d’un tonneau est exclusivement formé par des chaines latérales provenant de
residus de brins b fortement comprimés qui donnent un cceur hydrophobe a I’ensemble de
I’unité. La structure entiére apparait compacte et relativement peu flexible. Dans cette
structure en TIM barrel, les sites de liaison du ligand sont formés par des régions de loops
(boucles) de jonction, situées a I'extrémité carboxy-terminale. Ces régions ne contribuent pas
a la stabilité de la structure, mais participent a la fixation du substrat ou a I’activité

catalytique 81,

Remarque : si aucune indication n'est donnée, la numérotation correspond a I'enzyme issue
de la levure, sinon tout autre source est citée.

Par rapport a I'enzyme TIM, la PBGS montre une hélice a supplémentaire, nommée a8 et
formé par les résidus 289-302, située entre deux membres réguliers du TIM barrel (a9 et
b9) ainsi qu’un bras caractéristique a I’extrémité amino-terminale. Ces deux régions sont

importantes pour les interactions quaternaires.

La PBGS présente une organisation octamérique (voir figure 9) avec un groupe de symétrie
1422 ou Dg4. Les huit sous-unités sont normalement toutes identiques, excepté pour la
PBGS de P. aeruginosa ou une dissymétrie des monomeres a l'intérieur du dimére fut
observée P8 Les sites actifs sont dirigés vers I’extérieur, vers le solvant, ce qui est en
contraste avec des hypotheses antérieures qui supposaient que le site actif se situait a
I’interface des sous-unités ®°. Les interactions les plus intenses sont décrites pour les
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contacts entre monomeéres lors de la formation d’un dimére 9. Le bras de I’extrémité
amino-terminale s’enroule autour de la sous-unité voisine, pour former un dimere de la
forme 69, ou 6 et 9 se situent dans des plans orthogonaux (voir figure 10).

Figure 9 : Représentation de la structure octamérique de la PBGS

Figure 10 : Représentation en forme de ruban du dimére de la PBGS. Les bras a I'extrémité amino-terminale

s'enroule autour du monomeére voisin
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Les loops formant la cavité du site actif contiennent deux lysines adjacentes 210 et 263. La
lysine 263 fut aussi déterminée via des méthodes biochimiques, au contraire de la Lys210.
En effet dés les années 1960, il était supposé que la premiere molécule d'ALA (1) formait
une base de Schiff avec un acide aminé présent au site actif de I'enzyme. Afin de déterminer
la présence de la base de Schiff dans le processus enzymatique, Shemin incuba le substrat
naturel, marqué au 14¢ sur le carbone C(4), avec la PBGS et effectua ensuite une réduction a
I'aide du NaBH4 1!, Cette manipulation inactivait I'enzyme et permettait d'introduire un
substrat marqué au sein de l'enzyme. La protéine était ensuite isolée et I'activité
enzymatique ainsi que la radioactivité était déterminée. L'inactivation de la PBGS n'était
effective qu'en présence du substrat et la PBGS devenait radioactive lorsque le substrat se
trouvait au site actif de I'enzyme. Shemin en conclua que le substrat formait une base de
Schiff avec un groupe amino du site actif et que l'inactivation et l'incorporation de la
radioactivité résultaient de la formation d'une amine secondaire apres réduction de cette base
de Schiff avec le NaBHjy4. L'acide aminé responsable de la formation de la base de Schiff
pouvait étre une lysine. La confirmation de ce postulat fut apportée par Nandi en 1978 1,
Il incuba la PBGS issue de R. spheroides avec de I'[4-14C]-ALA, effectua la réduction avec
du NaBHyg4 et hydrolysa la protéine. 1l effectua une chromatographie bidimensionnelle qui
montrait une tache majoritairement radioactive. Aprés oxydation du produit radioactif,
obtenu apres I'nydrolyse, avec du periodate de sodium (NalQgy), le produit résultant était
I'acide succinique confirmant la présence de I'ALA (1) dans le produit marqué. La nature de
I'acide aminé liant I'ALA (1) fut déterminée par comparaison avec le produit synthétique,
l'acide N-e-[4-(5-aminovalérique)]-lysine. Le produit synthétique ainsi que le produit
obtenu par dialyse furent confrontés sur couche mince et les deux produits montraient bien
un facteur d'élution identique. Nandi put donc conclure que c'était bien le groupe e-amino

d'une lysine qui formait la base de Schiff au site actif.

En utilisant une PBGS, présentant des résidus cystéines modifiée avec l'agent alkylant

MMTS (méthylméthanethiosulfonate), donc une PBGS exempte de ions métalliques, Jaffe

et al effectudrent diverses études de la base de Schiff en utilisant la RMN 2°C et 12N 162 [63]

[64]
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Les résultats obtenus furent les suivants :

la base de Schiff était de maniére prédominante sous forme d'imine

I'imine montrait une configuration trans (voir figure 11)

I'imine était dans un état protoné et I'amine libre sur le carbone C(5) de I'ALA (1)
était dans un état non protoné

Figure 11 : Configuration de la base de Schiff selon Jaffe

O

/H\/\COOH

24

Les enzymes co-cristallisées avec I’acide lévulinique (24) apportérent des informations sur
la reconnaissance du groupe carboxylate au site P de I'enzyme B4 B | inhibiteur était lié &
I’enzyme via une base de Schiff, comme prévue