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RECHERCHE

Travaux réalisés par I’équipe « Biocatalyse » (Grenoble) dirigée par M. Fontecave.

L’équipe, intitulée « Biocatalyse », animée par Marc Fontecave, fait partie du
laboratoire de Chimie et biologie des métaux (UMR Université Joseph Fourier-
CEA-CNRS n° 5249, directeur Stéphane Ménage) localisé sur le centre du CEA a
Grenoble. Elle est constituée actuellement de neuf chercheurs et enseignants-
chercheurs permanents (chercheurs CEA: V. Artero, M. Atta; enseignant-
chercheurs : M. Fontecave, C. Gerez ; chercheurs CNRS : E. Mulliez, S. Ollagnier-
de-Choudens, F. Pierrel, M. Chavarot-Kerlidou, J. Willison) et de deux personnels
ITA (N. Atta, J. Fize).

Etudiants en thése : M. Bacchi, M.H. Chehade, A. Chan, T. Molle.

Post-Doc : P. Perche, E. Andreiadis, G. Berggren, U. Forsman, T. Simmons,
P. Sindelar, B. Blanc.

On peut résumer 1’ensemble des activités de 1’équipe au cours de I’année 2012-
2013 selon les deux axes de recherche suivants.

A. Protéines fer-soufre : fonctions et maturation (M. Fontecave,
E. Mulliez, M. Atta, S. Ollagnier-de-Choudens, C. Gerez, T. Molle, P. Perche,
G. Berggren, B. Blanc)

La famille d’enzymes fer-soufre, appelée « Radical-SAM » (SAM pour
S-adénosylméthionine), est impliquée dans un trés grand nombre de voies
métaboliques et de réactions de biosynthese chez tous les organismes vivants. Tous
ces systemes procedent par réductolyse de la SAM, médiée par le centre fer-soufre,
formation du radical organique 5’-déoxyadénosyle (Ado°) et activation radicalaire
du substrat a transformer (figure 1).

Nous nous intéressons plus particulierement aux systemes qui catalysent des
modifications sélectives de macromolécules comme des ARNs de transfert ou des
protéines. L’ objectif est de comprendre les mécanismes radicalaires de ces réactions
complexes et la base moléculaire et structurale de leur extréme sélectivité. Ce
domaine a fait 1’objet d’un article de revue en 2012 1.

Nous étudions en particulier les trois systémes enzymatiques suivants : (i) MiaB,
qui catalyse une thiométhylation d’ARNs de transfert; RimO, qui catalyse la
thiométhylation d’une protéine ribosomale, la protéine S12; Tywl, la
4-déméthylwyosine synthase, qui catalyse une modification complexe d’ARNS de
transfert 2. Ces systémes ont la particularité de posséder deux clusters [4Fe-4S]. Le
premier est utilisé pour activer la SAM, comme indiqué dans la figure 1. Nous avons
proposé, sur la base d’études biochimiques, d’une part, et a partir de la structure

1. S. M. Atta, S. Arragain, M. Fontecave, E. Mulliez, J.F. Hunt, J.D. Luff, F. Forouhar,
Biochem. Biophys. Acta, 2012, 1824, 1223-1230.

2. P. Perche-Letuvée, V. Kathirvelu, G. Berggren, M. Clemancey, J.-M. Latour, V. Maurel,
T. Douki, J. Armengaud, E. Mulliez, M. Fontecave, R. Garcia-Serres, S. Gambarelli, M. Atta,
J. Biol. Chem., 2012, 287, 41174-41185 ; F. Forouhar, S. Arragain, M. Atta, S. Gambarelli,
J.-M. Mouesca, M. Hussain, R. Xiao, S. Kieffer-Jaquinod, J. Seetharaman, T.B. Acton,
G.T. Montelione, E. Mulliez, J.F. Hunt, M. Fontecave, Nature Chemical Biology, 2013, 9,
333-338.
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Figure 1 : Mécanisme général des enzymes « Radical-SAM ».

cristallographique de RimO, d’autre part, que le second cluster est utilisé pour fixer
et activer le second substrat (pyruvate dans le cas de Tywl1 et méthylthiolate dans le
cas de MiaB et RimO) (figure 2).

On sait depuis peu que les cellules disposent de machineries protéiques complexes
pour la biosynthese et 1’assemblage des centres métalliques au sein de sites actifs
d’enzymes. Certaines pathologies sont liées a des déficiences dans ces systemes
essentiels. L’étude de ces complexes protéiques et de leurs mécanismes d’action
constituent un sujet prioritaire de 1’équipe depuis plusieurs années.

Nous nous intéressons en particulier aux machineries protéiques complexes de
biosynthese des clusters fer-soufre, en particulier chez E. coli, qui comporte un
systeme général d’assemblage des clusters, appelé ISC, ainsi qu’un systeme, appelé
SUF, fonctionnel dans des conditions de stress (stress oxydant, carence en fer...).
En effet les clusters sont facilement dégradés en présence d’oxygene, d’eau oxygénée
et de radicaux oxygénés. Récemment, nous avons montré que le parasite anaérobie
Blastocystis, pathogene eucaryote, s’est adapté en acquérant le systtme SUF pour
pouvoir synthétiser des clusters fer-soufre en situation de stress oxydant3. D’autre
part, il est maintenant bien établi qu’a c6té des machineries ISC et SUF, il existe
de nombreuses protéines d’assemblage associées qui contribuent a fournir au
processus de biosyntheése des clusters fer-soufre des propriétés particulieres. Nous
avons par exemple découvert la protéine NfuA qui est capable de transporter un
cluster [4Fe-4S] fourni par le systtme SUF pour maturer spécifiquement des
enzymes fer-soufre essentielles du métabolisme, telles que 1’aconitase (cycle de

3. A.D. Tsaousis, E. Gentekaki, S. Ollagnier-de-Choudens, S. Long, D. Gaston,
A. Stechmann, M. Fontecave, B. Py, F. Barras, J. Lukes, A.J. Roger, Proc. Natl. Acad. Sci.,
2012, 109, 10426-31.
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Figure 2 : Thiométhylation d’un aspartate (D89) de la protéine ribosomale S12
par I’enzyme RimO. RimO contient deux clusters [4Fe-4S], comme le montre la structure
cristallographique a gauche. A droite : site actif de RimO ; le premier cluster fixe
la S-adénosylméthionine (SAM) et la transforme en radical 5’-désoxyadénosyle
qui arrache un atome d’hydrogene sur le Cf de la chaine latérale de D89 pour former un
radical substrat intermédiaire. Le second cluster fixe le méthylthiolate (CH3S)
et le transfére au radical.

Krebs) et NuoG (une sous unité du complexe I de 1’appareil respiratoire), en
situation de stress oxydant. Cette capacité est liée a une structuration particuliere
en deux domaines, 1’un pour fixer le cluster, I’autre pour fixer la cible protéique qui
recoit le cluster du premier domaine 4.

Enfin, nous étudions comment ces différents systemes sont finement régulés, a
travers la mise en ceuvre de facteurs protéiques de transcription, comme les protéines

IscR et NstR, qui sont elles-mémes des protéines fer-soufre 3.

B. Nouveaux (photo)électrocatalyseurs pour la production
et 'oxydation de I’hydrogéne (V. Artero, M. Chavarot-Kerlidou,
M. Fontecave, J. Fize, G. Berggren, T. Simmons, E. Andreiadis, M. Bacchi)

Le développement de « I’économie a hydrogene » nécessite en particulier la mise
au point de nouveaux catalyseurs pour la production d’hydrogene par réduction de
I’eau (électrolyse) et pour 1’oxydation de 1’hydrogene en eau (pile a combustible).
En effet, le platine actuellement utilisé est coliteux et peu abondant. Les organismes
vivants qui mettent en ceuvre cette chimie utilisent des métallo-enzymes

4. F.B. Py, C. Gerez, S. Angelini, S. Ollagnier-de Choudens, D. Vinella, L. Loiseau,
M. Fontecave, F. Barras, Mol. Microbiol., 2012, 86, 155-171.

5. D. Vinella, L. Loiseau, S. Ollagnier de Choudens, M. Fontecave et F. Barras, Mol.
Microbiol., 2013, 87, 493-508.
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Figure 3 : Catalyseurs de réduction de I’eau en hydrogene a base de cobalt.
La di-imine di-oxime de cobalt peut étre greffée sur des nanotubes de carbone (en bas).

remarquablement efficaces, les hydrogénases, des métallo-enzymes a base de fer et
de nickel. Le projet de recherche que nous développons depuis de nombreuses
années consiste a inventer de nouveaux catalyseurs en nous inspirant des sites actifs
de ces enzymes, a en évaluer les propriétés catalytiques pour 1’électro-réduction des
protons et a les utiliser dans des dispositifs pour des applications pratiques (nouvelles
électrodes modifiées, nouvelles piles). La logique de cette approche bio-inspirée a
été récemment expliquée dans une série d’articles de revue©.

Les catalyseurs les plus étudiés actuellement au laboratoire sont les complexes de
cobalt (cobaloximes, di-imine-di-oxime de cobalt) (figure 3) 7. Ces catalyseurs
moléculaires sont exploités comme électrocatalyseurs, en solution ou greffés sur des
nanotubes de carbone, ces derniers leur conférant une plus grande stabilité et
améliorant leurs propriétés catalytiques (faibles surtensions par exemple)3. Ces
nanomatériaux catalytiques fournissent des matériaux d’électrodes tres intéressants
pour le développement d’électrolyseurs.

6. V. Artero, M. Fontecave, Chem. Soc. Rev., 2013, 42, 2338-2356 ; T.R. Simmons,
G. Berggren, M. Bacchi, M. Fontecave, V. Artero, Coord. Chem. Rev., 2013 (soumis).

7. A. Bhattacharjee, M. Chavarot-Kerlidou, M. Fontecave, M.J. Field, V. Artero, Inorg.
Chem., 2012, 51, 7087-93 ; P. Zhang, P.-A. Jacques, M. Chavarot-Kerlidou, M. Wang,
L. Sun, M. Fontecave, V. Artero, Inorg. Chem., 2012, 51, 2115-2120 ; A. Bhattacharjee,
E.S. Andréiadis, M. Chavarot-Kerlidou, M. Fontecave, M.J. Field, V. Artero, Chem. Eur. J.,
2013 (sous presse).

8. E.S. Andreiadis, P.-A. Jacques, P.D. Tran, A. Leyris, M. Chavarot-Kerlidou,
B. Jousselme, M. Matheron, J. Pécaut, S. Palacin, M. Fontecave, V. Artero, Nature Chemistry,
2013, 5, 48-53.
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Figure 4 : Une métalloprotéine hybride (structure centrale) peut étre construite a partir
de la protéine HydF et d’un complexe biomimétique de synthése (1-3) et étre utilisée pour
incorporer le complexe de synthése (structure a gauche) dans une apo-hydrogénase (HydA)
pour donner une hydrogénase active (a droite), dans le cas ou x = NH.

Nous avons récemment montré qu’il était possible de déposer sur une électrode,
par électro-réduction de sels de cobalt en tampon phosphate, un matériau a base de
cobalt possédant des propriétés électro-catalytiques tout a fait intéressantes pour la
réduction de 1’eau en hydrogene. Ceci peut constituer une cathode simple a préparer
et performante .

Plus récemment, nous avons démarré un projet consistant a mettre au point des
hydrogénases artificielles. Il s’agit ici de créer un systeme hybride qui est constitué
d’une protéine et d’un catalyseur biomimétique de synthese. Ce dernier, de la
famille des clusters binucléaires de fer, est un modele du site actif des hydrogénases
et son insertion dans une cavité protéique, par exemple la protéine HydF utilisée
dans ce travail, peut lui conférer des propriétés catalytiques intéressantes pour la
réduction de I’eau en hydrogene (figure 4). Le premier résultat remarquable de ce
travail est I’obtention et la caractérisation d’un tel hybride. Le second résultat est
que cet hybride a 1’étonnante propriété de faciliter I’incorporation du complexe
biomimétique dans une apo-hydrogénase (apoHydA). Avec 'un des complexes,
I’hydrogénase reconstituée possede des activités enzymatiques comparables a
I’enzyme naturelle. Les applications de ce travail sont nombreuses : étude de la
maturation et caractérisation du site actif des hydrogénases, « invention »
d’hydrogénases non naturelles, criblage simplifié d’hydrogénases issues de la
biodiversité, mise au point d’hydrogénases artificielles. Ce travail a fait 1’objet de
deux articles & Nature et Nature Chemical Biology en 2013 10,

9. S. Cobo, J. Heidkamp, P.-A. Jacques, J. Fize, V. Fourmond, L. Guetaz, B. Jousselme,
R. Salazar, V. Ivanova, H. Dau, S. Palacin, M. Fontecave, V. Artero, Nature Materials, 2012,
11, 802-808.

10. G. Berggren, A. Adamska, C. Lambertz, T. Simmons, J. Esselborn, M. Atta,
S. Gambarelli, J-M. Mouesca, E. Reijerse, W. Lubitz, T. Happe, V. Artero, M. Fontecave,
Nature, 2013, 499, 66-70 ; J. Esselborn, C. Lambertz, A. Adamska, T. Simmons, G. Berggren,
J. Noth, J. Siebel, A. Hemschemeier, V. Artero, E. Reijerse, M. Fontecave, W. Lubitz,
T. Happe, Nature Chemical Biology (sous presse).
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AUTRES TRAVAUX

Travaux réalisés par le laboratoire de Chimie des processus biologiques dirigé
par M. Fontecave (Collége de France).

Le laboratoire, actuellement FRE3488, unité mixte College de France-CNRS a
été créé au 1°' janvier 2012. Il est constitué actuellement de neuf chercheurs et
enseignant-chercheurs permanents (enseignant-chercheur: M. Fontecave ;
chercheurs CNRS : C. Mellot-Drazniek, B. Golinelli, M. Lombard, D. Hamdane ;
ingénieurs de recherche CNRS : Y. Xu-Li, P. Simon ; ingénieur d’études College
de France : M. Smadja ; technicien administratif : B. Lehoux).

Etudiants en théses : N. Elgrishi, J.P. Porcher, A. Ismail, L. Gonzales
Post-Doc : E. Andreiadis, L. Pecqueur, M. Chambers

On peut résumer I’ensemble des activités de I’équipe au cours des années 2012-
2013 selon les trois axes de recherche suivants :

A. Etude des enzymes de modification des ARNs (D. Hamdane,
B. Golinelli, M. Fontecave, L. Pecqueur)

Il s’agit de comprendre, a travers des études mécanistiques et la détermination
de structures tridimensionnelles enzyme-substrat(ARNt), comment ces enzymes
procedent pour des transformations chimiques parfois fascinantes et accedent a
une treés grande sélectivité. Par ailleurs, certaines de ces modifications jouent des
rdles physiologiques importants et ces projets ont des implications dans le domaine
de la santé.

Pour ce faire, nous avons mis en place une place au College de France une
plateforme de cristallisation de protéines ot :

a) B. Golinelli étudie la RNase Y, une endonucléase agissant sur I’ARNm chez
B. subtilis, en collaboration avec Harald Putzer, IBPC, Paris (financement ANR
obtenu en 2011). La RNase Y est probablement 1’'une des enzymes clés qui dirigent
le métabolisme des ARN chez B. subtilis et de nombreuses autres especes a Gram
positif pathogenes tels que Listeria, Staphylococcus aureus, Streptococcus ou
B. anthracis. Comme elle est essentielle, la RNase Y est une cible potentielle pour
le design de nouveaux médicaments anti-microbiaux.

b) Nous étudions également une nouvelle classe d’enzymes de méthylation
d’ ARNt utilisant le méthylene-tétrahydrofolate comme donneur de méthylene et la
flavine (FAD) comme agent réducteur. Des études mécanistiques tres récentes du
laboratoire sur I’enzyme TrmFO ont démontré une utilisation tres originale, jamais
observée auparavant, de la flavine dans le transfert de méthyle !1. En effet I’enzyme
stabilise une adduit protéine-FAD dans lequel un méthylene est lié d’un c6té au N5
de la flavine et de 1’autre c6té au soufre d’une cystéine du site actif (figure 5). Cet
adduit réagit avec 1’ ARNt substrat pour le méthyler.

11. D. Hamdane, M. Argentini, D. Cornu, B. Golinelli-Pimpaneau, M. Fontecave, J. Am.
Chem. Soc., 2012, 134, 19739-19745.
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Figure 5 : Réaction catalysée par TrmFO. L’adduit TrmFO-CH,-FAD est responsable
de la méthylation de I’uridine.

B. Etude des enzymes de la biosynthése de l'ubiquinone (M. Lombard,
B. Golinelli, C. Mellot-Drazniek, M. Smadja, A. Ismael, L. Gonzales,
L. Pecqueur)

Le nouveau projet que nous développons au College de France concerne I’enzymologie
de la biosynthése de 'ubiquinone ou coenzyme Q (Q sur la figure 6) en utilisant le
modele bactérien Escherichia coli ainsi qu'un modele eucaryote, la levure. Ce projet
s’appuie sur une collaboration avec F. Barras (CNRS Marseille), microbiologiste,
spécialiste de la génétique d’E. coli, et F. Pierrel, CR CNRS a Grenoble, qui développe
des approches génétiques sur le modele levure. Ceci est pertinent car il y a une trés
grande conservation de la biosynthése du coenzyme Q (notamment entre la levure et
I’homme, et en partie avec E. coli). De facon étonnante, on sait encore tres peu de
choses sur cette voie de biosynthése, aussi bien chez les bactéries que chez les
eucaryotes. Une dizaine de genes sont impliqués et leurs produits, parfois membranaires,
agissent semble-t-il au sein d’un complexe multiprotéique qu’il reste a définir et
caractériser, pour réaliser des réactions d’hydroxylation aromatique, de méthylation, de
décarboxylation et de désamination sur le méme noyau aromatique du 4-hydroxybenzoate
(4-HB) ou du 4-aminobenzoate, les précurseurs. Il a été montré trés récemment que
des pathologies humaines (maladies génétiques) sont associées a des mutations dans
certains de ces genes. Les enzymes identifiées (certaines sont des métalloenzymes,
d’autres des flavoprotéines) des différentes étapes biosynthétiques rédox, qui nous
intéressent, ont été tres rarement isolées et étudiées, sur le plan fonctionnel, mécanistique
et structural. Certaines étapes sont encore orphelines (on ne connait pas le gene et
I’enzyme correspondantes). Enfin, certains genes connus pour étre essentiels pour la
biosynthese de 1’'ubiquinone n’ont pas de fonctions connues (ou ont des fonctions
incorrectement attribuées). Sur la figure 6 est représentée la voie de biosynthese de
I’'ubiquinone chez E. coli (ubi) et la levure (coq).

Les premiers résultats concernent :

— I’étude de la protéine Coq8, chez la levure, qui posseéde une activité kinase dont
la fonction est de stabiliser le complexe multi-protéique de biosynthese de

1’ubiquinone 12 ;

12. L.X. Xie, M. Ogzeir, J.Y. Tang, J.Y. Chen, S. Kieffer-Jaquinod, M. Fontecave,
C.F. Clarke, F. Pierrel, J. Biol. Chem., 2012, 287, 23571-81.
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Figure 6 : Biosynthese de 1’ubiquinone

— la découverte et 1I’étude d’un nouveau geéne essentiel (VisC appelé Ubil) pour
la biosyntheése de l’'ubiquinone chez E. coli. La protéine correspondante a été
identifiée comme une mono-oxygénase, de la famille des mono-oxygénases a
flavine, responsable de 1’hydroxylation du noyau aromatique en C5. La protéine a
pu étre cristallisée 13. VisC/Ubil est la premiére protéine dont la structure
tridimensionnelle a été obtenue sur la plate-forme de cristallographie du College de
France (figure 7). L’étude du site actif par les techniques de modélisation moléculaire
a permis de déterminer la structure du site flavinique (FAD) (figure 7).

C. Photosynthese artificielle : étude de catalyseurs moléculaires et
matériaux catalytiques pour la décomposition de I'eau et la réduction
du CO2 (Y. Xu-Li, P. Simon, N. Elgrishi, J.P. Porcher)

L’autre grand projet nouveau démarré avec la création du laboratoire concerne la
mise au point de systeémes de stockage des énergies renouvelables (solaire en
particulier) 4. Cela passe par la mise au point de catalyseurs moléculaires ou solides
pour la réduction de 1’eau ou du CO, et pour 1’oxydation de 1’eau.

13. M. Hajj Chehade, L. Loiseau, M. Lombard, L. Pecqueur, A. Ismail, M. Smadja,
B. Golinelli-Pimpaneau, C. Mellot-Draznieks, O. Hamelin, L. Aussel, S. Kieffer-Jaquinod,
N. Labessan, F. Barras, M. Fontecave, F. Pierrel., J. Biol. Chem., 2013, 288, 20085-20092.

14. T. Faunce S. Styring, M.R. Wasielewski, G.W. Brudvig, A.W. Rutherford, J. Messinger,
AF. Lee, C.L. Hill, H. deGroot, M. Fontecave, D.R. MacFarlane, B. Hankamer, D.G. Nocera,
D.M. Tiede, H. Dau, W. Hillier, L. Wang, En. Env. Sci., 2013, 6, 1074-1076.
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Figure 7 : Structure cristallographique de VisC/Ubil (A : structure du tétramere,
B : site de fixation potentiel du FAD dans la protéine).

En collaboration avec 1’équipe de C. Sanchez au College de France, nous
élaborons de nouveaux matériaux nano-structurés a base notamment d’oxydes de
fer, utilisés comme semi-conducteurs, pour mettre au point des photoanodes pour
I’oxydation de 1’eaul3. Nous élaborons également des surfaces conductrices
d’électrodes nano-structurées sur lesquelles nous pouvons greffer des photo-
sensibilisateurs pour réaliser des photo-électrodes 1°.

Toujours en collaboration avec 1’équipe de C. Sanchez, nous essayons également
d’utiliser la multifonctionnalité des polymeres de coordination (ou MOF : Metal
Organic Frameworks) pour créer des matériaux photo-catalytiques originaux. Le
premier résultat remarquable réside dans la découverte de la possibilité de contrdler
la valeur du band gap de MOFs a base de titane, de type MIL-125, donc de les
utiliser comme semi-conducteurs absorbant la lumiére visible !7. Ce résultat a pu
étre obtenu grice a une approche originale combinant conception in silico/synthese
ciblée.

Enfin, nous démarrons I’étude de complexes moléculaires bio-inspirés pour
I’électro-réduction et la photo-réduction du CO,. Il s’agit en particulier de synthétiser
des complexes di-thiolenes du molybdeéne et du tungsténe, qui miment le site actif
des formiate-déshydrogénases 8. Nous étudions également des complexes du cobalt
et du nickel, plus simples, utilisant des ligands poly-pyridiniques.

15. W. Hamd, S. Cobo, J. Fize, G. Baldinozzi, W. Schwartz, M. Reymermier, A. Pereira,
M. Fontecave, V. Artero, C. Laberty-Robert, C. Sanchez, Phys. Chem. Chem. Phys., 2012,
14, 13224-13232.

16. W. Hamd, M. Chavarot-Kerlidou, J. Fize, G. Muller, A. Leyris, M. Matheron,
E. Courtin, M. Fontecave, C. Sanchez, V. Artero, C. Laberty-Robert, J. Mater. Chem. A,
2013, 1, 8217-8225.

17. C.H. Hendon, D. Tiana, M. Fontecave, C. Sanchez, L. D’arras, C. Sassoye, L. Rozes,
C. Mellot-Draznieks, A. Walsh, J. Am. Chem. Soc., 2013, 135,10942-10945.

18. N. Elgrishi, V. Artero, M. Fontecave, L’Actualit¢ Chimique, 2013, 371-372, 95-100.
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PUBLICATIONS

« The methylthiolation reaction mediated by the Radical-SAM enzymes », M. Atta,
S. Arragain, M. Fontecave, E. Mulliez, J.F. Hunt, J.D. Luff, F. Forouhar, Biochem. Biophys.
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