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La découverte de la ribonucléotide réductase
Peter Reichard
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1.Evidence d’'une activité ribonucléotide réductase
Reichard P, Rutberg L. 1960. Biochim. Biophys. Acta 37:5.54-55

2. Régulation allostérique (ATP, dTTP,...)
Brown NC, Reichard P. 1969. 3. Mol. Biol. 46:39-55

3. Purification de la RNR de E. coli
Brown NC, Canellakis ZN, Lundin B, Reichard P, Thelander L. 1969. Eur. J.Biochem

4. La RNR est une enzyme radicalaire. Radical tyrosinyle
Ehrenberg A, Reichard P. 1972. J. Biol.Chem.247:.M.85-88
Larsson A, Sj6berg B-M. 1986. EMBO J. 5:2031-36



Ribonucléotide réductase

Structure et mecanismes (p)pp&@nn PPPO. o N
. : > —> —> IDNA
P. Reichard Annu. Rev. Biochem (2006) 3 /> [RNR] ,
H. Eklund Nature (1990); Nature (1994) H (3 E/OH ) 6) /H
J. Stubbe Chem Rev (1998); Chem Rev (2003)
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Régulation allostérique:
1 enzyme pour 4 substrats!!
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Régulation allostérique:
1 enzyme pour 4 substrats!!

purine
nucleotides

L5
pyrimidine
nucleotides

Activity
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Site

Eklund H, Structure 1997
Dealwis C, PNAS 2006
Dealwis C, Nat Str Biol 2010
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inhibition

dGTP—shift de L2—espace pour ADP

dATP—hexamérisation of R1—inhibition?
Différence ATP/dATP?




Une protéine radicalairel
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Table 3. Activity of Mutants on the Putative PCET
Pathway in E. coli and Mouse R2

SA N® Y

iron/ (nmol/ formation® loss*

protein  R2 Y's/R2 min mg) (s71) (s71)
E colf#

wt-R2 29 08 5000 0.68 0.64
D237TE 27 10 340 (79%) 0.084 0.044
D237TN 4.4 0.6 (unstable) 13 (0.3%)
wt-R1 1650
Y730F 26 (1.6%) no loss
Y731F 26 (1.6%) no loss
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NADPH/thioredoxin/thioredoxin reductase

Protéine R1
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Protéine R2

Formation du radical ?
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Etude du transfert de radicaux dans la RNR

J Stubbe (MIT)

35 A & kg =106 st
(théorie ET)

A
En réalite k., = 2-10 s
I
Contrainte thermodynamique
Transfert des électrons
B couplé
. Gazo™ a des transferts de protons
W48 N H.O
E* . : . \’ 2 T'able 2. Reduction Potential for Blocked Amino Acids
Y356 Y731 Y730 irreversible chemistry reaction E* (NHE)/V
vi22 RS*— RSH 1.332
R2 i R1 RS*— RS~ 0.77%
WH™ — WH 1157 )
La déprotonation facilite 'oxydation en radical <— . yiy Lo
Y —=¥0= 0.65°

mais rend le radical moins oxydant



Transfert des électrons: principes

Théorie de Marcus A T Breg =™ Aq T By,
- R P
—-AG
kpr= A expl BT _
A

A+ AGY?
'y I'+' —
Ac Iy

— (A + AG®)?

Kpr = kET['D:' exp ART }

Energy

AG*= énergie d’activation
AG*= enthalpie libre de la réaction
A = énergie de réorganisation

La dépendance vs distance n’est pas traitée
dans la théorie de Marcus!!

Y

Nocera D, Annu. Rev. Biochem. 2009.
Stubbe J, Nocera D, Chem rev 20009.



Transfert des électrons: effet de la distance

Increase in

47*
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e
Hyp = Hyp™ e/

decrease in [

H,p = couplage des états électroniques 8 Vo "
¥ \ A

du donneur et de I'accepteur A j{

= contribution du milieu dans la /D\‘/ A

propagation des fonctions d’'onde — —T;—f’ “ET —

L’éfficacité d’'un électron de passerde D a A
dépend du recouvrement des fonctions d’onde



Transfert des électrons: méthodes

»Complexes protéine-protéine

»Marquage rédox de metalloprotéines
Ex: cytochromes, protéines a Cu,.

»Systemes naturels (modifiés)
Photosystemes (non oxygéniques) bactériens

cytbcl J—-’EM“%
4 é b 0
UQB4—QIA ; : P> P*> P+ (+045V) RU(NHB)S(H|SS3)
¢ B> B-(-0.6V)

Table 1. Reorganization Energy of Different Classes

BPheo BPheo
of Enzymes and Proteins

Q>Q (A-0.2V;

8 B:-0. 08V) proteinfenzyme AmV ref
865
cytochrome ¢ 700 326
* J
EulLL):(im}(His33)—cytochrome ¢ 740 67,327
cytc2 iLL = polypyridine ligands)
. blue copper proteins
- (Beh), , Ru(bpy)z(im) (His83) —azurin 700 328, 320
Euitrpy)(LL}{His59)— plastocyanin = 640—700 330
(c) % -06k HiFIPs
"y s EuiLL)z(im)HisX)—HiPIFP BO0—800 331
' Hy [ 2 -04a}l bacterial reaction center oo aq
04 Fd 4,'5/ o cyvtochrome o cytochrome bs 700 332
Organic Z - ¢
-02v /)/a':ids HNitrogenase 2 “02-
< 4 &

a \\ = f— '1
0N : oo —y A=0.7 eV (16 kcal.mol 1)
02 \\ '8
04V ‘/_CYt Czr \\\ i i 2 )

*04r- —)y Transferts sur de longues
— .
ADP + Pi L
aor-(C AP 06 | distances




Transfert des électrons: modeles

»Modele « tunneling pathways »: pas de valeur uniforme de (3;
il existe des chemins préférentiels (liaisons covalentes,liaisons H,
contacts a travers l'espace,...)

»Modele « uniform barrier »: il y a une valeur uniforme de f3;
La protéine est un milieu conducteur particulier et homogene
(Dutton B= 1.4 A1)

p=1.2 '1 > « Les deux théories convergent »
Ak = 103-104

Vide: 3.4

D-A covalent: 0.7

Verre organique (THF): 1.2



Au-dela de 25 A ?: cofacteurs intermédiaires
« multistep tunneling »

Cofacteurs rédox: ions métalliques, quinones,..., 4
) . , A
chaines latérales d’AA A X
e e e _ Tox
T DT Xred
D X, X, A D*
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Modele: Re-azurin(Cu)
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Formation de Cu(ll)
uniquement avec W!

« Cu oxidation is more than two orders of magnitude
faster than expected for electron tunneling over 19 A ».
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1.4V | — R
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Xred
+ YH*°1.46V
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Tryptophan-Accelerated Electron Flow Through
Proteins

Crystal Shih, et al.

Science 320, 1760 (2008);

DOI: 10.1126/science.1158241

w

0.101

o
o
®

sz nm CU(II)

c o
o
&

AAbs (OD)
[e=]
=

o
=3
~

Re!(dmp®)

0.00

31ns

50ns

A1pus



Couplage transfert d’électron/transfert de proton
Tyrosine= Y-OH

La déprotonation de la tyrosine facilite son oxydation! < 1.2-

pKa= 9.9 ERRE Ly B
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« Proton-coupled electron transfer »

« colinéaire »
-Sans cassure de liaisons

ET a longue distance
a travers liaisons H
-avec cassure de liaisons
Transfert de radicaux

y
@09

« orthogonal »
Avec cassure de liaisons
Transfert de radicaux

B TE
XH---Y > XH*o---Y°-

7~
TP l & l TP
X---HY* > X°---HY*

TE

TAH= TE et TP concertés



Etude de la tyrosine 356 de R2:
1. Tyrosines fluorées

— 344
R Sl 2k 33K L7

f
E441
P

1. Inhibition avec E?
2. L’état de protonation n’influe pas sur l'activité

L €430

e

Y356 -
‘ Y730
Y731

Nocera, Stubbe Phil Trans R Soc B 2006,  Conclusions: | | |
JACS 2006, Biochemistry 2011 - Y356 est sur le chemin radicalaire

- Le transfert de protons est « orthogonal »
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Etude de la tyrosine 356 de R2:
2. Dopa: une trappe a radical

Un radical DOPA°est
observé par RPE !

E=0.57V
\/

Pas de transfert a R1

f T
203 202 2.01 2 1.89 1.88

Stubbe J, JACS 2006



E=0.95
7
N

La déprotonation de W48 leve la barriere
thermodynamique au transfert de radical
entre Y122 et Y356

Importance de D237
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Y356

731

R2 [R1
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2A 33A N

E441

b [c439
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Un radical NH,-Y°est
observé par RPE !

730

g value
Figure 6. Comparison of the NH;Y735* (blue, Figure 4) and NH;Y 731 (red.

Figure S3).
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Etude des tyrosines 730/731 de R1:

1. amino-tyrosine

5550 5540 he6
Field (G)

|

1 |
2.02 2.01 2
g value

|
1.98

Table 3. Monitoring the Activity of NH.Y-a2s by Measuring
Deoxynucleotide and N+ Formation

NH,

MN,ADP assay
(% N-at20s?
% N- vs initial Y y52+9)

Stubbe J, JACS 2007

specirophotometnc
RNR assay
o2 vanant (wt %)
1002
Y 3pNH-Y-0.2 4403

Yo NHY-02 7+1

52

19425154 2°
2020154 2¢




Création de radicaux par voie photochimique

Nocera D, Stubbe J. PNAS 2004; JACS 2007 8500; JACS 2007 13828

CH,

R2C20 : H,N— CH—LVGQIDSEVDTDDLSNFQL-COOH

Re(bpy)(CO)3(CN)
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% Remaining RDPR activity

Transfert de radical de R2 a R1;

@)
HN)‘\ Analogues de substrat
J\ J Inactivation of Escherichia coli ribonucleotide reductase by 2'-deoxy -2'-mercadoue
@) N 5'diphosphate - Electron paramagnetic resonanaderese for a tr ansient protein perthiyl

RO o) radical.
J. Coves, L. Le Hir de Fallois, J.L. Decout, L. bpe, M. Fontecave.
Biochemistry, 1996_35, 8595-8602

OH SH

Synthesis of 2'Deoxy-2'-mercaptouridine and cygdderivatives as potential inhibitor$ o

ribonucleotide diphosphate reductase : Thionitritedisulfides and 2'-Deoxy-2'-
mercaptouridine 5'-Diphosphate.

L. Le Hir de Fallois, J.L. Décout, M. Fontecave

J.Chem.Soc., Perkin Trans., 1997, 2587-259¢
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Intensity (arbitrary units)

Intensity (arbitrary units)
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CONCLUSION

Transfert d’électron Formation de Cys°endergonique
de W, aY,,,° couplee
H,O fournit un H* a Y- a une réaction exergonique (substrat)

D, sert a baisser le E de W
« orthogonal »

Y122 B2 (R2)| a2 (R1)

(Bulk]

""\
:nY

Y356 3
Transfert d’électron /

de Vg a Wyg

Assiste par un transfert de H* Abstract|on d’atome H_ o
dans le milieu « orthogonal » ou transfert e/H* « colinéaire »




Deux agents anticancéreux
Inhibiteurs de ribonucléotide reductase

Gemcitabine (Eli-Lilly) Tézacitabine (HMR)
Clinical use against: Clinical trial against:
- solid tumors - solid tumors
- lung cancer (Pt) - breast cancer
- pancreas cancer
NH, NH:
~ N/
N)E PN |
0N Ho © N
HO 0O
o)
N
OH H

OH F F
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RiboNucléotide Réductase




